Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by SZTE Doktori Ertekezések Repozitérium (SZTE Repository of Dissertations)

Fehérjékben lejatszodo fizikai folyamatok
dinamikaja kinetikus abszorpcios spektroszkopiaval
vizsgdlva

Ph.D. disszertdacio tézisei

Petro Khoroshyy

Témavezetd: Prof. Zimanyi Laszlo

Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Biofizikai Intézet

Bioldgia Doktori Iskola, Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi és Informatikai Kar

2013
Szeged


https://core.ac.uk/display/11980144?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Bevezetés

A fehérjéken beliili és a fehérjék kozotti elektrontranszfer foleg az
€16 szervezetek energiahdztartasaban betoltott szerepérdl ismert. A Marcus
elmélet kapcsolatot teremt az elektrontranszfer sebessége, valamint annak
hajtéereje (a donor-akceptor par elektrontranszfer el6tti és utani egyensulyi
allapotanak szabadentalpia-kiilonbsége) és a reorganizacids energia kozott.
Ezenfeliil az elektrontranszfer sebessége exponencidlisan csdkken a donor
és akceptor kozotti tavolsaggal. Az ezt jellemzd lecsengési allandd nem
trividlis modon fiigg a donort és akceptort 0sszekotd kozegtol is. Tobb
elméletet javasoltak mar arra vonatkozoan, hogy a fehérje anyaga hogyan
szabalyozza a lecsengési allandot, és barmilyen 1j kisérleti adat
hozzasegithet a folyamatok jobb megértéséhez, az elmélet finomitasdhoz.
Szamos elektrontranszfer folyamat, mely molekulak vagy kofaktorok redox
allapotanak  valtozasat eredményezi, egyben ezek abszorpcids
spektrumaban is valtozast okoz, és igy lehetdvé valik a jelenség kinetikus
abszorpcids spektroszkopiaval valdo nyomon kovetése. A TUPS (8-
thiouredopyrene 1,3,6-trisulfonate) molekula (Kotlyar és mtsi. 1997a)
olyan igéretes, konnyen hozzaférhetd, kovalens fotoaktiv redox jelol6t adott
a keziinkbe, mellyel megnyilt a lehetésége nem-fotoszintetikus
rendszerekben az elektrontranszfer folyamatok mérésének mind reduktiv,
mind oxidativ iranyban. A TUPS komoly alternativaja a széleskoriien
alkalmazott ruténium komplexeknek, mégpedig elényds tulajdonsagai
miatt; ezek a hosszi élettartami triplet gerjesztett allapota, az alacsony
redoxpotencidlja és végiil, de nem utolsé sorban, a prekurzorbdl vald
eléallitasanak és a lizin vagy cisztein oldallancokhoz valo kotésének
viszonylagos egyszeriisége. A TUPS bevezetdinek néhany publikacioja
utan, melyekben a jelold alkalmassagardl szamoltak be fehérjék
redukciojanak kivaltasara, célunk volt a TUPS fotokémidjanak részletes
tanulméanyozasa oldatban, illetve annak vizsgalata, hogy hasznalhato-e
fényindukalt fehérje-oxidaciora is. Ehhez természetes valasztasnak adodott
az egyetlen hemet, mint redox kofaktort tartalmazo, viszonylag egyszert és
igen részletesen ismert mitokondrialis citokrom c fehérje.

A fehérjék dinamikaja olyan, mindenhol felbukkané tulajdonsag,
amely sok esetben szorosan Osszekapcsolodik a fehérjék miikodésével. A
kinetikus  abszorpciés spektroszkopia hasznos modszer lehet a
fehérjedinamikaval kapcsolatos folyamatok vizsgalatara minden olyan
esetben, amikor a jelenségek gyors lézerimpulzussal indithatdak, és fellép
valamilyen kromofor(ok) abszorpciovaltozasa. Ilyen vizsgalatokra az egyik
legalkalmasabb rendszer a p-coumarinsavat, mint kromofort tartalmazo
fotoaktiv sarga fehérje (PYP). Ez a robusztus, intenziv szini molekula a G-
fehérjékhez kapcsolt jelatvivd receptorok prototipusa. Fénnyel valo
gerjesztése nyoman harom folyamat jatszodik le: a kromofor
izomerizacidja, belsé protontranszfer az E46 donorrdl a kromoforra és a
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fehérje konformacidjanak megvaltozasa, mely a jeladé allapot
kialakulasahoz vezet, és a fehérje részleges letekeredését eredményezi. Ez a
reverzibilis, részleges kitekeredés varhatoan a fehérje viznek Kkitett
felilletének jelent6s megnovekedésével jar egyiitt. A bizonyos anionok
jelenlétében tapasztalhatd, a fehérjék szerkezeti stabilitdsat érintd
Hofmeister hatas (HE) elméleti megalapozasat jelentd elképzelés (Dér és
mtsi. 2007) szerint a hidratalt fehérjefelszin ilyen megvaltozasat a
Hofmeister sok termodinamikailag befolyasolni tudjak. Ennélfogva
dinamikus tulajdonsagai a PYP-et kivalo alanyava teszik a fehérjék
stabilitasat és reakcidkinetikajat kutatd kisérleti vizsgalatoknak. Munkank
masodik részében meg akartuk mutatni, hogy a HE hatékonyan
felhaszndlhato a fehérjék mikodésében alapvetden fontos, jelentds
konformaciovaltozasokkal egyiitt jard folyamatok azonositasaban.

Célkitiizés
* A TUPS fotokémiai jellemzése, oldatbeli elektrontranszfer

folyamatainak részletes megismerése a fényindukalt redukald/oxidalod
szerként valo felhasznalasa céljabol.

* A TUPS triplet gerjesztett allapota oxidativ tulajdonsagainak
vizsgalata és felhasznalasa fényindukalt fehérjeoxidacios folyamatokban.

* A citokrom c hemje és a fehérje kiilonbozo felszini pontjai kozotti
elektrontranszfer iranytol vald fiiggésének vizsgalata és a sebesség
valtozdsanak mérése annak hatdsara, hogy genetikai modositassal
valtoztatjuk a donor és akceptor kozotti tavolsagot (a TUPS jello és a
fehérje kozotti 6sszekottetés hosszat).

* A PYP fotociklus intermedierjei abszorpcidos spektrumanak és

ey

koriilmények (mérsékelten magas pH, nagy sokoncentracio) kozott.

* Egy kelloképpen részletes fotociklus (reakcid-) séma felallitasa,
mely helyesen irja le a PYP fotociklusat ilyen koriilmények kozott. Az
adatok globalis illesztésének segitségével az intermediereket Osszekotd
molekularis sebességi allandok kiszamitasa, és ezek fiiggésének
meghatarozasa a Hofmeister soktol.

e Ily modon annak bizonyitasa, hogy a Hofmeister effektus
hatékonyan hasznalhat6 a fehérjék miikodését kisérd olyan alapvetd 1épések
felderitésére és jellemzésére, melyek jelentds konformacidévaltozasokhoz
kapcsolddnak.



Anyagok és médszerek
Rekombinans citokrom c kifejezése és tisztitasa

Rekombinans, mutans citokrom c varidnsokat a BL21 E. coli
torzsben allitottunk el6 a pBAD24 plazmidrol. A sejtek feltdrasa utan a
fehérjét a tormelékmentes feliiluszobol nyertiik ki, ammoénium szulfat
kis6zéssal és Bio-Rex 70 gyantan torténd ioncseréld kromatografiaval. A
vad tipust citokromot a Sigma-tol vasaroltuk.

A TUPS-lizin és TUPS-cystamine szdrmazékok eldallitisa

A TUPS-lizin eloéallitasat és tisztitasat Prof. Alexander Kotlyar
csoportja végezte publikalt eljaras szerint (Kotlyar és mtsi. 1997a). A
TUPS-cystamine molekulat a cystamine-nak 2-4-szeres mennyiségii IPTS
prekurzorral vald reakcidjaval allitottuk el6. A nem-reagalt IPTS-t lizin
hozzaadasaval semlegesitettiik az inkubacid végén.

A citokrom c jelolése

A citokrom c feliileti lizinjeit (K8 és K39) IPTS-sel reagaltattuk,
ezzel létrehozva a feliileten a TUPS jelolot. A kiilonbozo helyeken jelolt
molekulakat HPLC ioncserélé kromatografiaval valasztottuk szét (Kotlyar
és mtsi. 1997b). A citokrom c feliiletén helyspecifikus mutagenezissel
bevezetett ciszteineket az SH-SS kicserélési reakcio segitségével jeloltiik a
TUPS-cystamine prekurzorral.

UV-VIS sztatikus es kinetikus spektroszkopia

Egy Unicam UV4 spektrofotométert hasznaltunk a mintak
ultraibolya és lathaté tartomanybeli spektrumainak felvételére. A 1ézerflash-
indukalt kinetikus abszorpcids spektroszkopiai méréseket egy hazi
Osszeallitast optikai padon végeztiik. Ennek sokcsatornids méré egysége
egy HR-320 Jobin-Yvon spektrograthoz kapcsolt Andor ICCD vagy egy
Princeton Instruments diddasor detektor volt. Egyhullamhosszas kinetikus
méréshez ugyanezt a spektrografot hasznaltuk monokromatorként egy
fotomultiplier detektorral, hazi épitésli erdsitével ¢és szamitogépes
oszcilloszkép kartyaval. Egy 35W-0s Xe-lampa, digitalis fényretesszel
szaggatva szolgaltatta a fehér méréfényt. A TUPS-tartalmi mintakat egy
Nd:Yag 1ézer harmadik harmonikusaval gerjesztettik 355 nm-nél, mig a
PYP mintakat egy ugyanezzel a 1ézerrel gerjesztett OPO segitségével nyert
450 nm-es impulzussal.

Molekuladinamikai (MD) és elektrontranszfer-utvonal szamitdsok

A MD szamitasokat a SYBYL 7.0 programcsomag (Tripos, Inc., St.
Louis, MO) felhasznalasaval végeztiik. Ezekhez a szamitasokhoz a Tripos
erfteret hasznaltuk és 80-as dielektromos allandot, a nem-kotd
k&lcsonhatasok levagasi hatarat pedig 30 A-re allitottuk be. Az optimalis
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elektrontranszfer Gtvonalakat és az elektrontranszfer egyéb paramétereit a
HARLEM program segitségével szamoltuk (Kurnikov, 2001).

Matematikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékelését, a fiiggvényillesztéseket és a
matematikai modellezést (a spektralis-idébeli modellillesztést) MATLAB
nyelven irt programokkal végeztik (Mathworks™). A PYP mérések
modellillesztéséhez felhasznalt kiindulo spektrumokat Joshi és mtsi. (2006)
modszerével hataroztuk meg. Az exponencialis sebeségi allandok folytonos
eloszlasat, illetve a diszkrét sebességi allandokat a maximum-
entropia/nemnegativ legkisebb négyzetek modszer szerint végeztik, a
MemEXxp-3.0 program felhasznalasaval (Steinbach és mtsi. 2002).

Eredmények és megvitatasuk

1. Vizsgaltuk a TUPS kolcsonhatasait oxidativ és reduktiv
folyamatokban sokcsatornads tranziens abszorpcios — spektroszkopia
modszerével. A festék 1 reakcigjat irtuk le, ahol annak gerjesztett triplet
allapota megfeleld elektrondonor jelenlétében oxidansként mikodik, és igy
eléall a TUPS negativ gyoke. Meghataroztuk a TUPS negativ gydk
jellemzd abszorpcids és differenciaspektrumat, ezzel kiegészitve a mar
ismert spektrumok (a triplet és a pozitiv ion) korét. Anaerdb és redox-
semleges koriilmények kozott, so jelenlétében, a TUPS gerjesztett triplet
lecsengése soran mért spektrumok mindharom forma jelenlétét mutattak,
ezzel igazolva, hogy a triplet gerjesztett allapotban 1évé molekulak
elektronkicserélddésre  képesek. A  kiszdmolt koncentracié-profilok
legkisebb négyzetes illesztésével arra kerestiik a valaszt, hogy a lehetséges
modellek koziil melyik irja le helyesen a triplet lecsengésének és a pozitiv
¢és negativ ionok kialakulasanak folyamatat az adott kisérleti koriilmények
kozott. A sikeres modell a kovetkezo 1épéseket tartalmazta: a triplet spontan
lecsengése, triplet-triplet annihilacio, tripletek kozotti elektrontranszfer,
melynek eredménye egy pozitiv és egy negativ ion, illetve ennek forditottja,
a kialakult gyokok semlegesitése (rekombinacidja) elektrontranszfer utjan.
(Kotlyar és mtsi. 2004)

2. A TUPS éltalunk leirt oxidativ tulajdonsaga arra utalt, hogy olyan
kovalens fényindukalt jeldloként is hasznalhatoé lehet, mely biologiai
rendszerekben nemcsak reduktiv, hanem oxidativ iranyt elektrontranszfert
is képes elinditani. Ezt a TUPS-nak redukalt citokrém c-vel vald
komplexében igazoltuk, ahol a jelold a 86. pozicidban 1évd lizin
oldallanchoz volt kotve. A minta fénnyel valo gerjesztése utan
megfigyeltiik a triplet gyors lecsengését, és ezzel egyidejiileg a TUPS
negativ gyok, valamint az oxidalt hem megjelenését, nyilvanval6 mdédon
elektrontranszfer eredményeképpen. A folyamat reverzibilisnek bizonyult.
Az eredeti és a forditott elektrontranszfer részletes kinetikai analizise
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megmutatta, hogy a hem redukcidéja a TUPS negativ ion altal gyorsabb,
mint az eredeti oxidacidja a TUPS triplet altal. Ez magyarazza az atmeneti
termékek csak kismérték felhalmozodasat. (Kotlyar és mtsi. 2004)

3. Az elektrontranszfer tavolsagfiiggésének vizsgalatahoz a TUPS-ot
a 16 sziv citokrém ¢ két lizin oldallancahoz (K8 és K39) kapcsoltuk. Ezek
tavolsadga a hemtdl jelentdsen eltér, rdadasul a hemhez képest a fehérje két
atellenes felszinén helyezkednek el. A TUPS és a hem kozotti fényindukalt
elektrontranszfer bonyolultabbnak bizonyult, mint azt az elektrontranszfer
Marcus elmélete alapjan josolni lehetett. Mig (az adott jel/zaj viszony
mellett) az eléremend elektrontranszfer egyetlen exponencialissal volt
kozelithetd, a visszafelé iranyuld elektrontranszfer hatdrozottan nem. A
multiexponencidlis viselkedést a minta heterogenitasaval lehetett
értelmezni, és ezt késébb molekuladinamikai szamitasok is megerdsitették.
A MD eredmények azt mutattdk, hogy a TUPS valodsziniileg tdbb,
geometriailag kiilonbozo egyensulyi helyzetet képes elfoglalni a fehérjéhez
képest, ezeknek a hemtdl valo effektiv tavolsaga eltérd lehet, és az elektron
is kiilonbozd fehérjestiriségeket ,.érezhet” az elektrontranszfer soran.
Tovabba, a kiszamitott optimdlis elektrontranszfer utvonalak nem a
kovalens 0Osszekottetés mentén haladtak, hanem a festék és a fehérje
felszine kozott térbeli ugrassal. Ezzel megmutattuk, hogy a kovalens
Osszekottetés hossza és az elektrontranszfer sebessége kozott ebben a
rendszerben megsziinik a szoros kapcsolat. (Tenger és mtsi. 2005)

4. A PYP-en mért fényimpulzus-indukalt differenciaspektrumokat
kemometriai modszerek kombinalasaval értékeltiik ki, és 6t atmenetre
talaltunk bizonyitékot, ami azt mutatja, hogy a PYP fotociklusaban 6t
intermedier 1ép fel. Az adatok alapjan két pR intermediert lehetett
megkiilonboztetni, ezek spektralisan meglehetésen hasonloak, de
kinetikailag kiilonboznek. A pB; spektrumban talalt vords oldali vall ezen
intermedier lugos forméjanak a jelenlétére wutalt. Az abszorpcios
spektrumok a fotociklus végén a kékbe tolddott intermedierek talsulyat
mutattak, de azért a korai, vOrosbe tolddott formak jelenléte is
megfigyelhetd volt. Ez azt bizonyitja, hogy ezen itermedierek kozott
termikus egyensuly alakul ki. Végezetiil, annak érdekében, hogy a kiindulod
allapot biexponencialis visszatérését meg lehessen magyarazni, egy
spektralisan ,,csendes” pG; intermedier fellépését kellett feltételezni a
fotociklus  végén. Mindezen megfigyelések Osszegzéseként egy
szekvencialis, altalaban reverzibilis fotociklus sémat javasoltunk, mely a
PR1, PRy, pBi, pB; és pG; intermediereket tartalmazta. Ezt a sémat
hasznaltuk aztan a kiilonb6z6 sok jelenlétében felvett adatok globalis
modellillesztése soran (spektralis és kinetikus paraméterek egyideji
illesztésével), és eredményiil megkaptuk a molekularis atmenetek sebességi
allandoéit, tovabba az egyes intermedierek kinetikajat €s abszorpcids
spektrumat. (Khoroshyy és mtsi. 2013)
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5. A kozmotrép és a kaotrop soOk szisztematikus moddon
befolyasoltak a fotociklus intermedierek kialakulasat és lecsengését,
valamint a koztiik fellépd egyensulyokat. Ez a szisztematikus hatds az
anionok Hofmeister-sorat kovette. A kaotropok meghosszabbitottak, a
kozmotrépok lerdviditették a teljes pB intermedier életidejét, a semleges
NaCl-hez hasonlitva. A kiilonb6z6 korilmények kozott felvett adatok
spektralis-idobeli modellillesztése részletes kvantitativ eredményeket
szolgaltatott, lehetdvé téve a fotociklus egyes molekularis atmeneteinek
esetében fellépd HE feltarasat. Egyrészt, eredményeinkkel jol 6sszhangban
all a pB; — pB, atmenet soran fellépd, a fehérje kinyilasaval jaro,
irodalombdl ismert jelentdés konformdciovaltozas. Ugyanakkor egyéb
atmeneteket is taldltunk, melyek sebességének monoton ndvekedése a
kozmotrop soktol a kaotropok felé haladva a fehérje kinyilasara utal. Mar a
korai pR; — pR; atmenet is igy viselkedik, de meglep6 mdédon messze a
legnagyobb hatéast a pR, — pB; atmenet esetén tapasztaltuk. Ez egybeesik a
mtsi. (2007) szerint a reakciosebességekre kifejtett legnagyobb Hofmeister
hatas akkor varhatd, amikor a fehérje vizzel érintkezd feliilete a leginkdbb
valtozik. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy ezen 1épés soran a kromofor
protonacidja mellett olyan konformaciovaltozas torténik, mely a fehérje
hidrofob tartomanyainak a vizes fazissal valo érintkezését noveli meg. Ez
Osszhangban all azzal az eredménnyel (Hoshihara és mtsi. 2008), hogy
ugyanebben az iddtartomanyban a PYP diffuzids allandoja megnd,
feltehetdleg az N-termindlis fehérjedomén kitekeredése miatt. Erdekes az,
hogy eredményeink szerint a pR, és pB; formak kozotti szabadentalpia-
kiilonbség nem fiigg a jelenlevd kaotrép vagy kozmotrdp sotol, hiszen az
Oket 0Osszekotd eléremend és forditott reakciok sebességi allandoja
parhuzamosan valtozik a sok fiiggvényében. Tehat a pB; stabilizacidja a
pR,-hoz képest valoszintileg a koztilk 1évé potencialgat sztochasztikus
mtsi., 2001). Ugyanakkor a pB; <> pB, reakcié soran maga az egyensuly
tolodik el a pB, javara, 6sszhangban az irodalommal (Hoersch és mitsi.,
2007). (Khoroshyy és mtsi. 2013)

6. A Hofmeister hatas részletes tanulmanyozasa a PYP fotociklus
kinetik4jara és atmeneti egyensulyaira bebizonyitotta, hogy a HE alkalmas
eszk0z a nagy fehérjekonformacid-valtozasok kimutatasara €s jellemzésére.
A PYP konkrét esetében, irodalmi adatokra és sajat eredményeinkre
tamaszkodva az alabbi szerkezeti ,,eseményeket” tudtuk valdszinisiteni
ezen fehérje miikddése kozben, a pR; intermedier kialakulasatol kezdédéen
(Khoroshyy és mtsi. 2013):

pR;1 — pR;: konformacids relaxacio (kinyilas) az izomerizacié utan
pR, — pBi: nagy 1éptékli konformacios kinyilas, mely hidrofob
oldallancokat tesz a vizes fazis szamara hozzaférhetévé (az N-terminalis
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pB; — pB,: tovabbi konformacids kinyilas (valtozasok a PAS
“magban” és a B-vazban)

pB,; — pGi: konformécios feltekeredés (mely egybeesik a kromofor
protonleadasaval)

pG; — pG: a kromofér reizomerizacidja, a fehérje végsd
feltekeredése, ezzel a fotociklus lezarasa.
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