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1. Bevezetés

A fehérjék az ¢l6 szervezetben fontos funkcidkat betdltd makromolekuldk,
melyeknek vannak altalanos, minden fehérjére jellemz6 €s egyedi tulajdonsagaik is. A
kiilonbozé funkciok betoltésének gyakran elengedhetetlen feltétele a megfeleld
fehérjeszerkezet kialakuldsa. A homérséklet és a pH megvaltozasa, a szerves és
szervetlen denaturdlo szerek jelenléte koztudottan befolyasoljak a fehérjék szerkezetét.
A nyomads a hdmérséklettel egyenrangt termodinamikai paraméter, amelynek valtozasa
szintén hat a fehérjék szerkezetére, de ezt mégis sokkal ritkdbban vizsgaljak. Ennek okai
a nyomas-kisérletekkel kapcsolatos technikai nehézségek, valamint az, hogy a nyomas
altal indukalt szerkezetvaltozasokhoz a fiziologids tartomanyon kiviil es6, sokszor igen
magas nyomasértékek sziikségesek. A fehérjék tulajdonsagair6l azonban azaltal is
tobbet megtudhatunk, ha az ¢él0 szervezetétdl eltérd fizikai paraméterek kozott
vizsgaljuk azokat. Eldszor 1914-ben Bridgman ko6zolt eredményeket a nyomas
novekedés fehérjére gyakorolt hatdsardl. Kisérleteiben azt tapasztalta, hogy a
tojasfehérje nagy nyomason (szobahdmérsékleten) is koagulalodik, azonban az nem volt
egyértelmil, hogy ez a latszatra hasonld koaguldcié valoban ugyanolyan természetii-e,
mint ami f6zés sordn bekovetkezik. A nagy nyomas fehérjékre kifejtett hatdsanak
vizsgélata hosszabb sziinet utan az 1990-es években indult Ujra, azota kutatjadk a
kiilonboz6 alkalmazasi lehetdségeket is. Ezek kozé tartozik pl. a fehérjeaggregatumok
(illetve 1inkluzios testek ¢€s amiloidok) disszocialasa. Kiilonféle ¢élelmiszeripari
technologidkban is alkalmazhat6 a nagy nyomads, pl. az enzimaktivitds mddositasara
vagy a mikroorganizmusok inaktivalasara. Ezen kiviil hasznalhat6 a viralis oltdanyagok
eldallitasa soran is, valamint fagyasztas sordn képes megvédeni az emlds sejteket a
karosodastol. Az utobbi évek felfedezése, hogy viszonylag alacsony nyomasu kezeléssel
a sejteket ,edzeni” lehet. Igy pl. a nyomaskezelést tGléld mikroorganizmusok
ellenallébbak a tovabbi élelmiszertechnologiai kezelésekkel szemben, illetve egyes

nyomaskezelt ndvényi magoknak magasabb a hozamuk.

A nagy nyomasu kutatdsokba bekapcsolodva fdleg infravords illetve kisebb
részben fluoreszcencia spektroszkopidval vizsgaltam néhany kivalasztott fehérje

tulajdonsagait kiillonb6z6 nyomas és hdmérséklet értékek mellett.



2. Célkitiizések

2.1. A Gad m 1 fehérje egy gyakori allergén, ezért szerkezeti tulajdonsagainak
jobb megismerése kiilondsen fontos lehet. Amennyiben a racionalisan elérheté nyomas-
homérséklet tartomanyban a fehérje denaturalodik, fontos kérdés az atalakulasok
reverzibilitdsdnak vizsgalata, mivel csak a konformécio irreverzibilis valtozésa vezethet
az allergenitas csokkenéséhez. Ha a spektroszkopiai modszerekkel érzékelt szerkezeti
valtozasok csokkent IgE kotéssel jarnak egyiitt, akkor a nyomaskezelés alkalmas lehet
csokkentett allergenitasu élelmiszerek eldallitasara. Mivel a parvalbumin az egyik
gyakran hasznalt modell Ca**-ktd fehérje, a Ca®'-kités szempontjabol is érdekes a

nyomas hatdsara torténd valtozasok vizsgalata.
A Gad m 1 fehérje vizsgalata soran az alabbi célokat tiiztem ki:

> a fehérje nyomas altal indukalt szerkezeti valtozasainak, illetve
stabilitasanak vizsgalata ,in situ” nagy nyomasa spektroszkopiai

modszerek felhasznalasaval

» ap-T fazisdiagram meghatarozasa, tovabba az ennek soran talalt szerkezeti

atalakulasok reverzibilitasanak megallapitasa

2.2. A fehérjék nagy nyomas hatdsara bekovetkezd denaturacidja mar régota
ismert, de a mechanizmusédval kapcsolatban még vannak tisztazatlan kérdések. A
nyomas-homérséklet fazisdiagramja viszonylag kevés fehérjének ismert. Ezekbdl a
diagramokbol, féleg, hogy ha eltér a Hawley-féle hagyomanyos elliptikus diagramtol, a
fehérjéknek Uj tulajdonsagai is felfedezhetdk. Olyan fehérjéket kerestiink, melyek p-T

fazisdiagramja varhatoan eltér a szokvanyostol.

A polyE az eddig rendezetlen szerkezetiinek ismert PEVK titin domén része,
amelyrél az utobbi idében tobben feltételezték, hogy mégis tartalmazhat masodlagos
szerkezeti elemeket. Felmertilt, hogy a fehérje bizonyos koriilmények kozott esetleg
rendezddik, pl. hogy a p-T sikon a szokasostol eltérd nyomas-homérséklet értékek
mellett talalhatd rendezett allapotban. Kiilonb6zé paraméterek valtoztatasaval

tanulmanyoztam a polyE fehérje stabilitasat.



Célom az volt, hogy megallapitsam, hogy az alabbi fizikai-kémiai paraméterek

valtoztatasa indukal-e rendezédést a PEVK fragmentum szerkezetében:
» pD valtoztatasa
» nyomas novelése
» hoémérseklet novelése illetve csokkentése
» kozmotrop anyagok hozzaadasa

Osszehasonlitasképp a  titin  egy masik  jellegzetes  doménjét, az
Immunoglobulin 27-et is vizsgaltam, amely az izom mechanikai rugalmassagaban
jatszik szerepet. Ennek a doménnek a linearis megnyulasat, kitekeredését mar korabban
vizsgaltak, célkitlizésim kozott az eddig nem ismert izotrép nyomastol fiiggo valasza

és p-T diagramjanak felderitése szerepelt.

A Mycobacteruim tuberculosisban talalhatdé Rv3221c fehérjérél olyan adatokat
publikaltak, miszerint szobahOmérsékleten rendezetlen szerkezetli, magasabb
hémérsekleten azonban rendezddik. Ez a tulajdonsag érdekes, a szokasostol eltérd p-T
fazisdiagramot sejtetett, ezért tliztem ki célul e fehérje p-T fazisdiagramjanak

meghatarozasat is.

3. Modszerek

A titin fehérje fragmentumait rekombinans fehérje expresszioval allitottam eld
Rosetta sejtben, majd Ni*-affinitis és ioncserélé oszlopokon kromatografiasan
tisztitottam. A masik két fehérje liofilizalt formaban allt rendelkezésemre.

A fehérjék szerkezetének vizsgalatdhoz nagy nyoméssal kombinalt infravords
spektroszkopiat valamint a fehérjék triptofanjainak sajat fluoreszcenciajat hasznaltam.

Az infravoros spektroszkopiai mérésekhez egy sugarfokuszaldval (Bruker A525)
rendelkez0 Bruker Vertex80v (Bruker Optics, Billerica, MA) FTIR spektrométert. A
jel/zaj viszonyt 256 spektrum atlagolésaval javitottam. A spektrumok felbontasa 2 cm™.
Az FTIR spektroszkopiat egy nagy nyomast gyémant cellaval (Diacell, Leichester, UK)

kombinaltam, igy a fehérjék masodlagos szerkezetérél a nyomaskezelés kozben



nyerhettem informacidt. A mintat a két gyémant koz¢ helyezett lyukas acéllemezbe
toltottem, a nyomast belsd kalibrans, BaSO, segitségével mértem.

A futést 0,2 °C/perc sebességgel, Eurotherm (typ 2216e, Durrington, UK)
homérsékletszabalyzoval végeztem, kozben termoparral (OMEGA Engineering,
Stamford, CT) mértem a hOmérsékletet. A nyomds bedllitasa kézi szabalyozassal
tortént. A liofilizalt fehérjéket kdzvetleniil a mérés eldtt 75 mg/ml-es koncentracioban
oldottam fel. Az infravoros spektroszkopiai méréseknél mindig nehézvizet (D,0)
hasznaltam konnyti viz (H0) helyett, mert a konnyli viznek viszonylag nagy
abszorpcios csucsa van 1645 cm™-nél, ami atfed a fehérjék amid I csucséaval.

Alapvetden  két  kiilonbozé  fajta  méréssorozatot  végeztem: a
nyomaskisérleteknél alland6 hdmérsékleten emeltem a nyomadst, mig a hdmérseklet-
kisérleteknél alland6 nyomason emeltem a hdmérsékletet.

A fluoreszcencia  spektrumok  felvételéhez egy hazi  gyartmanyu
hémérsékletszabalyozoval ellatott Fluorolog-3 (Horiba Jobin Yvon) spektrométert
hasznaltam. A fehérjék koncentracidja az infravorés méréshez képest 50-szer
alacsonyabb volt (1,5 mg/ml) Az optikai Gthossz 3 mm volt. 290 nm-es gerjesztési
hullamhosszat alkalmazva az emissziot 300-540 nm-ig detektaltam, 2 nm-es
felbontassal. A fluoreszcencia méréseket atmoszférikus nyoméason a hdémérséklet
fliggvényében végeztem.

A spektrumok értékelését az OPUS szoftver (Bruker), a szigmoid gorbék
illesztését az Origin 7 szoftver (OriginLab Corporation) ,,non-linear curve fit”
funkcidjanak segitségével végeztem. A nyomas- ¢€s homérséklet altal indukalt
atmeneteket a kovetkezd szigmoid gorbékkel illesztettem, melyek kétallapotu atmeneti

modellb6l szarmaztathatok:
Aa + Abp

(p - Pl/z)AV>

1+exp< RT

y(p) =a+bp+

a nyomas altal indukalt d&tmenetekre, és
Aa + AbT

T)=a+ bT +
a oo (BH(1_ T
P\ R\T T2

a hdmérséklet altal indukaltakra.



Az egyenletekben y az illesztendd fizikai paraméter (pl. a spektrum
csticspozicioja), a és b paraméterek y(p) és y(T) linearis fliggvényt jellemzik az atmenet
el6tt, Aa és Ab az a és b paraméterek megvaltozasa az atmenet soran, T a hémérséklet, p
a nyomas, Pip €s Tip az atmenetek kozéppontjai, V a térfogat, R az egyetemes
gazallando, H pedig az entalpia.

A homologia modellezést a Swissmodel Protein Modeling Serverrel végeztem

(http://swissmodel.expasy.org).

4. Eredmények

Az egyes fehérjék spektrumat kiilonb6zé nyomas-hdmérséklet értékeken mérve
a fehérjéket kiillonbozé szerkezeti fazisokban talaltam. A Gad m 1 fehérje kiilonb6zo

fazisaira jellemz0 spektrumokat az 1. dbra mutatja.
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1. d&bra A Gad m 1 jellegzetes dekonvolvalt FTIR spektrumai: a) hozzaadott Ca?* nélkiil,
28 °C-on, atmoszférikus nyomason (Ca2+ hianyos allapot), b) 0,2 M CaCl,-dal,
28 °C-on, atmoszférikus nyomason (nativ), ¢) 28 °C-on, 8,9 kbar-on (részlegesen
kitekeredett), d) 60 °C-on, atmoszférikus nyomason (,,0lvadt gomboc” szeri),

e) 80 °C on, 2 kbar-on (denaturalt), f) 90 °C-on, atmoszférikus nyomason (aggregalt).



Az egyes fazisok kozotti dtmenetek vizsgéalatdhoz a spektrumok jellegzetes
paramétereit (pl. amid I cstics maximum pozicidja, amid I csucs szélessége, csticsok
alatti teriilet) a&brazoltam a nyomdas (2. abra), illetve a homérséklet (3. abra)
fliggvényében. Ezekbdl illesztéssel meghataroztam a fazisatalakulasokhoz tartozo
kozéppontokat. Kiilonboz6 allandd nyomasokon végeztem hdémérséklettdl fiiggd
kisérlet sorozatokat és kiillonb6zd allanddo hémérsékleten nyomastol fiiggd kisérlet
sorozatokat. A  bemutatottakhoz hasonldoan megillesztettem az atalakulasok
kozéppontjait és ezekbdl megszerkesztettem a fehérjék nyomas-hémérséklet

fazisdiagramjat.

Amid | szélesség (cm™)

0 2 4 6 8 10 12
p (kbar)

2. abra A Gad m 1 nyomasindukalt 4talakulasa, az amid I sav szélessége a nyomas

fiiggvényében, szobahdmérsékleten.
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3. abra A Gad m 1 hddenaturacioja, az amid I sdv maximum pozicioja a

hémérséklet fliggvényében, atmoszférikus nyomason

A kiilonb6zé nyomds-hémérséklet értékeken felvett spektrumokat elemezve a
Gad m 1 parvalbumin, a titin Immunoglobulin 27 és az Rv3221c fehérjékre a kovetkezd
abrakon bemutatott nyomas-hdmérséklet fazisdiagramokat kaptam (4-6. dbra). A titin

polyE fragmentuma minden vizsgalt nyomés-hdmérséklet érték mellett rendezetlen volt.
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4. abra A Gad m 1 parvalbumin nyomas-hémérséklet fazisdiagramja
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5. abra A titin Immunoglobulin 27 nyomas-hémérséklet fazisdiagramja

Denaturalt
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6. abra A Mycobacterium tuberculosisbol szarmaz6 Rv3221c nyomas-hdmérséklet

fazisdiagramja



5. Kovetkeztetések

5.1. Parvalbumin

A Gad m 1 mind az infravords spektrumok alapjan, mind pedig a homoldgia
modellezés alapjan 50%-ban alfa hélixet, ezenkiviil hurkokat és rendezetlen részeket

tartalmaz.

> Ca”" hianyos allapotban a szerkezet nagyrészt rendezetlen, kb. 5% hélixet tartalmaz,

ami 2 kbar nyomasnal kitekeredik.

» Hokezelés hatasara két atalakulas figyelhetd meg, 50 °C-on a fehérje ,,olvadt
gomboc” szerti allapotba keriil, 75 °C-on pedig teljesen denaturdlédik. A
denaturaciot atmoszférikus nyomason aggregacio kiséri, azonban 2 kbar nyomas

mar elegendé ahhoz, hogy megvédje a fehérjét az aggregéciotol.

» Szobahémérsékleten végzett nyomastol fiiggd kisérlet sorozatnal a fehérje
5,2 kbar-on fazisatalakulason esik at, és részlegesen kitekeredett allapotba kertil.
40 °C-on két atalakulas figyelheté meg a nyomads fliggvényében: 4,8 kbar-on a
fehérje részlegesen kitekeredett allapotba keriil, és egyik Ca* ionjat elveszti,
11,4 kbar-on teljesen kitekeredik. 55 °C-on ezek az atalakulasi nyomasok
alacsonyabbak (2,2 ill. 8,9 kbar).

» A fehérje a nativ és ,,0lvadt gomboc” szerli allapotokban két Ca®*-iont kot, a
részlegesen Kkitekeredettben valoszinlileg egyet, a denaturalt ¢és aggregalt

allapotokban pedig nem kot Ca®*-iont.

> A hémérséklet novelésének hatasara bekdvetkezd denaturacid irreverzibilisnek, a

nyomas hatésara bekovetkez6 atalakulasok reverzibilisnek bizonyultak.

» Meghataroztam a Gad m 1 fehérje nyomas-homérséklet fazisdiagramjat (4. abra),
ami oOtféle allapotot tartalmaz, emiatt nem nagyon hasonlit a Hawley-féle kétallapota
elliptikus diagramra. Az altalanosan jelenlévo nativ és denaturalt allapotokon kiviil
megfigyelheték ,,olvadt gombdc” szerli, részlegesen kitekeredett és aggregalt

allapotok is.
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5.2. Titin
5.2.1. PolyE

» A polyE megorzi rendezetlen szerkezetét széles nyomas (0-16 kbar), homérséklet
(0-100 °C) és pD (3-10,5) tartomanyban, tovabba kozmotrop anyagok (CaCl,,
KNOjs, glicerin, TMAO) jelenlétében sem mutat rendezddést.

5.2.2. Immunoglobulin 27

Az infravorés spektrum alapjan a titin Immunoglobulin 27 szerkezete féleg béta
lemezeket tartalmaz, ami egybecseng az eddigi irodalmi adatokkal és a homoldgia

modellezés eredményével.

» Nyomaskezelés hatasara az Immunoglobulin 27 30 °C-on 10,5 kbar-on, 50 °C-on
0,9 kbar-on denaturalodik.

» A nyomas altal indukalt denaturacié 95 %-ban reverzibilis, atmoszférikus nyomason

a fehérje visszatekeredik eredeti szerkezetébe.

» Homérsékletkezelés hatasara két atmenet talalhatd. A masodlagos szerkezet
gyengiilése €s ,,0lvadt gombdc” szerl allapot kialakulasa figyelheté meg 50 °C-on.
A teljes denaturacidé 65 °C-on megy véghe, melyet alacsony nyomason aggregaciod
kisér. Magasabb nyomasokon (>2 kbar) a nyomas megvédi a fehérjét az

aggregaciotol.

» A hokezelés hatasara keletkezett aggregatumot nyomaskezelésnek alavetve 85%-a
disszocialddott, €s 50 % az atmoszférikus nyomasra torténd visszatérés utan is

disszocialt formaban maradt.

» Az elozoekben leirt eredmények alapjan az Immunoglobulin 27 fragmentum a
nyomas-hémérséklet paraméterektdl €s az eldzetes kezelésektdl fiiggden tobbféle
szerkezetet vehet fel. A fazisdiagramja (5. dbra) az altalanosan el6forduld nativ és
denaturalt allapotokon kiviil ,,0olvadt gomboc” szerii és aggregalt allapotokat is

tartalmaz, emiatt jelentdsen kiillonbozik a Hawley-féle elliptikus fazisdiagramtol.
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5.3.

Rv3221c

Az Rv3221c amid I savja két f6 komponenst tartalmaz 1637 és 1652 cm™-nél,

elébbi a béta szerkezetnek, utdbbi a fehérjéhez kotott biotinnak tulajdonithatd.

>

Nyomaskezelés hatdsara szobahdmérsékleten a fehérje egy 1épcsében 5,3 kbar-nél
denaturalodik. Nyomadsciklus utan a fehérje egy része visszatekeredett, masik része

aggregalodott.

Hokezelés hatasara az Rv3221c 64,4 °C-os atalakulasi kdzépponttal denaturalodott,

majd aggregalodott. Az 4talakulas irreverzibilis volt.

Kiilonboz6 hémérsékleteken és nyomasokon elvégezve a nyomads ill. hdmérséklet
ciklusokat az atalakuldsok kozéppontja megvaltozott, ¢s ezekbdl meg tudtam
hatarozni az Rv3221c nyomdas-hémérséklet fazisdiagramjat (6. abra). Az altalam
vizsgélt fehérjék koziil ez illeszkedik legjobban a Hawley-féle elliptikus

fazisdiagram elmélethez, mivel nem tartalmaz intermedier allapotokat.
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