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Bevezetés

A fehérjék haromdimenzios szerkezete fontos szerepet jatszik funkcidjuk betdltésében, a sejt
biokémiai folyamataiban valo részvételiikben. Ennek megfeleléen a szerkezetmeghatarozas
kulcsfontossagi eleme egy ujonnan szintetizalt fehérje teljes jellemzésének. A szerkezet-
meghatarozas altaldnosan alkalmazott méréstechnikai a rontgen krisztallografia és a magneses
magrezonancia. Ezen modszerek korlatait elsd esetben a fehérjekristalyositas nehézsége, a
masodikban pedig — bizonyos fehérjék esetében — a til nagy molekulatomeg jelenti.

A fenti vizsgalati modszereknél kozvetettebb informaciot nyujt, de szinte minden
fehérjemintanal kivitelezhet a cirkularis kettostorés (CD) spektroszkopia. Ennek alapelve,
hogy a fehérjemolekulék, mint kiralis objektumok, eltérdé ardnyban nyelik el a fény jobbra, ill.
balra cirkulérisan polarizalt komponenseit.

Dolgozatomban egy egyszerii szamolas keretében bemutatom a cirkularis kettstorés
spektroszkopia fizikai alapelvét, illetve azt, hogy specialisan hogyan alkalmazhat6
fehérjemolekuldk masodlagos szerkezetének meghatarozasara. Munkam sordn egy uracil-
DNS degradalo faktor (UDE) elnevezési fehérjemolekula masodlagos szerkezetének
meghatarozasa volt a célom. E napjainkban szintetizalt fehérje érdekességét az adja, hogy
feltehet6leg fontos szerepet jatszik bizonyos rovarok egyedfejlodési stadiumainak
atalakulasaban a DNS-iikben megjelend uracil felismerésén keresztiil. Mivel a DNS-ben az
uracil beépiilése hibat jelent, egy ilyen fehérje miikddésének megfejtésével komoly
eldrelépést érhetiink el a DNS javitasi folyamatok megértése terén.

Az UDE szerkezetének meghatarozasahoz a teljes fehérje €s mintegy 10 fragmense
esetében mértem meg a CD spektrumot a peptidkotések gerjesztéseinek tartomanyéaban
(A=170-260 nm). A spektrumok analizisébdl meghataroztam az alapveté masodlagos
szerkezeti elemek (a-hélix, B-redd, kanyar stb.) aranyat. A kapott eredmények azt mutatjak,
hogy az UDE rendezett szakaszai (az 0Osszes aminosav kb. 64%-a) o-hélix formaban
stabilizdlodnak. Ezen adatokat és az ismert aminosav szekvenciat egy neuralis halozati elven
miikodo programmal 0sszevetve javaslatot tettem az UDE teljes méasodlagos szerkezetére.

A fentieken til a BME Fizika Tanszék optikai laboratéoriumaban belefogtam egy
Fourier-transzformacios elven miikédd vibracios cirkularis dikroizmus spektrométer (FTIR
VCD) megépitésébe, mellyel a fehérjéket alkotdé atomok vVibracios modusain keresztiil

kaphatunk informaciot a masodlagos szerkezetrdl.



1. fejezet

Irodalmi attekintés

1.1. A fehérjék felépitése

A fehérjék aminosavak linearis lancabol felépiilé makromolekuldk, melyeket az ¢é16
szervezetek, a fehérjét kodolo gén altal tartalmazott nukleotidok sorrendjét alapul véve
képesek felépiteni. A fehérjék olyan kiilonleges adottsagokkal rendelkezd molekuldk,
melyekbdl akar altalunk meghatarozott feladatot is ellatd molekularis szerkezetek hozhatok
létre. Ezen célfehérjék felhasznalasa sokrétli lehet, a gyogyaszatban alkalmazhat6
nanogyogyszerektdl kezdve egészen az analitikdban hasznalhaté receptor struktardkig, igy
kutatasuk szamos teriilet szempontjabol érdekes [1].

Egy fehérjemolekula atlagosan tobb szédz, esetenként tobb ezer alapegység rendezett
halmaza. Az ¢é16 szervezetekben ezeket az alapegységeket 20 féle aminosav jelentheti. Egy
adott fehérjét egyértelmiien meghataroz az 6t felépitd aminosavak sorrendje (szekvencigja),
amit a fehérjék elsddleges szerkezetének neveziink (1.1.1. abra fels6 része). Az egymashoz
peptidkotéssel kapcsolodd aminosavak alkotta polipeptidlanc a szintézis soran egy jol
definialt, kompakt térszerkezetet vesz fel, mely sokfélesége és stabilitasa lehetdvé teszi, hogy
a létrejott fehérjék valtozatos feladatokat lassanak el a szervezetben. Sok fehérje példaul
enzimként katalizalja a sejtben lezajlo biokémiai folyamatokat, masok szerkezeti vazként
éplilnek be a sejtfalba, léteznek tovabba reakcid specifikus jeldléfehérjék és olyanok is,
melyek az immunvalasz kialakitasaban vesznek részt.

A fehérjék szerkezetének jellemzéséhez A4ltalaban négy szerkezeti szintet
kiilonboztetliink meg biokémiai szempontbol.

Elsédleges  szerkezet (kovalens szerkezet): az aminosavak sorrendje a fehérje
polipeptidlancaban.

Masodlagos szerkezet: a teljes polipeptidlanc lokalisan rendezett, szabalyos mintazatot
megval6sitoé (kb. 4-20 aminosavra kiterjedd) szakaszainak konformacidja, feltekeredettsége.
A masodlagos szerkezet megkiilonboztetésének alapja, hogy ezt a méretskalat néhany stabil

szerkezeti elem (a-hélix, B-redd, stb.) dominalja.



Harmadlagos szerkezet: egyetlen polipeptidlanc térbeli szerkezete, a masodlagos szerkezeti
elemek egymashoz viszonyitott térbeli elrendezddése.
Negyedleges szerkezet: a tobb polipeptidlancbdl allo fehérjék esetén az alegységek relativ
elhelyezkedése.

Bar a fenti kategdéridk elsd ranézésre Onkényesnek tlinhetnek, a fehérjék
funkcionalitasanak megértésében jo fogddzot jelentenek.

Primary structure
amino acid sequence

Secondary structure
regular sub-structures

. Tertiary structure
\ ) three-dimensional structure

Quaternary structure
complex of protein molecules

1.1.1 Abra: A fehérjék egyes szerkezeti szintjei, legfeliil az elsédleges szerkezet, alatta a masodlagos
szerkezeti szint, tole jobbra lefelé a harmadlagos és végiil legalul egy fehérjekomplex negyedleges
szerkezeti szintje

1.1.1 Elsédleges szerkezet

Ma 3-4 millio6 fehérje aminosav szekvencija ismert mig, az emberi genom kdozelitdleg

harmincezer fehérjét kodol. Egy adott tipusu fehérje aminosav szekvencidja a rokon



¢lolényekben nagyrészt megegyezik, igy tobb él6lényt megvizsgalva megkapjuk, hogy egy-
egy tulajdonsagért a genom mely régioja felelds.

A fehérjéket felépitdé aminosavak azonos vazbol és egy ahhoz csatlakozo egyedi
oldallancbol épiilnek fel. A vazat a kdzponti szénatom és az ahhoz kapcsolddo karboxil- és
aminocsoport, valamint egy hidrogén alkotja. Az egyes aminosavak az R-rel jel6lt oldallancok
mindségében kiillonboznek egymastol. Mivel a kozponti szénatomhoz négyféle funkcids
csoport kapcsolodik, melyek egy egyediilallo aminosavban nem azonos sikban helyezkednek
el, igy az aminosavak kiralis' objektumok. Mesterségesen szintetizalt aminosavak esetén
racém (mindkét kiralis modosulatot kozelitéleg azonos ardnyban tartalmazd) elegy keletkezik,

viszont az €16lények fehérjéiben minden aminosavbdl kizardlag az L-izomer fordul el6.

&

L isomer D isomer
1.1.2 Abra: Egy aminosav két lehetséges, kiilonbozd kiralitdsi médosulata

Két aminosav reakcidja soran az egyik karboxilcsoportja vizkilépés kozben
peptidkotést alakit ki a masik aminocsoportjaval. A dipeptid mindkét végéhez ujabb
aminosavak kapcsolodnak és kialakul a linearis polimer (1.1.3. abra). A polipeptidlancok vaza
az N-C-C atomok ismétlodésével kialakuld periodikus szerkezet, mely minden fehérjében

azonos, mig a specifikussagot a kiilonféle R oldallancok adjak.

O
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1.1.3 Abra: Egy aminosav peptidegység a linedris polimerlincon beliil. A két C atomhelyét csak
kotések adjak meg, nincs cimkével jelezve.

A peptidkotés kialakulasakor (1asd 1.1.4. dbra) a kotésben részt vevd C €és N atomra, valamit a

hozzajuk kapcsolédd O és H atomokra kiterjedé delokalizacio jon létre. Ennek kovetkeztében

! Nincs inverzios és tilkorszimmetria, altalanosan: nem létezik S, = 0, C, barmely n-re. Részletsebben lasd. 3.
fejezet.

2 Csoportrezgés: makromolekuldkban néhany atomra, ill. belsd koordinatara koncentralédo rezgés
® Az interferogram x intervallumat n-szeresére néveljﬁ%i, a hianyzo y értékekt pedig O-nak definialjuk. Ezaltal



a C-N kotés részleges kettOskotésként viselkedik, koriilotte a roticid nem megengedett.
Ezaltal a peptid egység négy szomszédos atomja (N-C-O-C) egy sikban helyezkedik el,
szemben a kiilonalld peptid esetével, és a peptidcsoport egy merev egységet képez. Az R
oldallancok a kotés két ellentétes oldalan helyezkednek el, transz konfiguracidban. A
peptidcsoportot és geometriai paramétereit az 1.1.4. abra mutatja, ahol a feltiintetett
kotéshosszak és kotésszogek a lokalis szerkezet energiaminimumaban értendok. Egy teljes
fehérjében a szerkezet ezen értékek koril fluktudl egy adott peptidcsoport esetén idében, ill.
hiszen az Oket meghatarozo lokalis kolcsonhatdsok erdsek, mig a szogek fluktuacigja

valamivel nagyobb tartomanyban lehetséges [2].
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1.1.4 Abra: A jobb oldalon eqy peptidegység sematikus rajza, a bal oldalon az egységen beliili
kotésszogek és kotéshosszak lathatok. A kozponti C és N atom koriil Osszeadva a szégeket jol latszik,
hogy a peptidegység négy atomja (N-C-O-C) egy sikban helyezkedik el.

A peptidcsoporton beliil lokalis toltésszeparacido lép fel, ami viszonylag nagy
dipélmomentumot eredményez. Ezen polarossagnak koszonhetéen gyakran alakul ki
hidrogénhid-kotés — melyben az NH csoportok donorként, mig a CO csoportok akceptorként

viselkednek — ami a masodlagos szerkezet stabilitisahoz jarul hozza.

1.1.2 Mdsodlagos szerkezet

A masodlagos szerkezet a polipeptidvaz rendezett szerkezeti elemeit foglalja magaban. Ezen
elemek leirasdhoz tovabbi szogparaméterckre van sziikség, melyekkel a szomszédos
peptidcsoportok altal alkotott sikok egymashoz viszonyitott helyzete hatarozhaté meg.

Ahogyan az 1.1.5-6s abran is lathato, ezt két torzios szoggel irhatjuk le.



A @ szog definicioja a kovetkezd: az n-ik peptidcsoport N és az (n+1)-ik csoport C,
atomja meghatdroz egy tengelyt. Ha ezen tengelyre merdleges sikra levetitjiik az N és C,
atomot a hozzajuk ko6tédd két kozponti szénatommal egyiitt, akkor a kdzponti szénatomok
altal bezart szog, melynek cstcsa az egymasra keriild N és C,atom, lesza @ (lasd. 1.1.5aésb
abra).

A vy szog definicidja teljesen hasonld, ahogy ez az 1.1.5 a és c abran nyomon
kovethetd. Ezen két szog mar kimeritden leirja két olyan sik egymdéshoz viszonyitott

helyzetét, melyek egy kozos pontban, esetiinkben az (n+1)-ik csoport C, atomjan érintkeznek.

q)

. ! @ =-80° | w850

1.1.5 Abra: a) A peptidsikok egymdshoz viszonyitott helyzete a polimerlancban. b) A @ torzids széog
meghatarozasanak modja. C) A y torzios szog meghatdrozdasanak modja.

A O és y torzids szogek eldforduld értékeit egy kétdimenzids grafikonon, az un.
Ramachandran-térképen szokas abrazolni, melyrdl leolvashatok a szabalyos, periodikus
szerkezeti elemeknél gyakran megvalosuld és az egyéb, Osszekotd szakaszokhoz tartozo
lehetséges szOgértékek. (Ramachandran indiai szarmazasu tudos a @ és y torzios szogek
lehetséges értékeire adott elméleti becslést alanin aminosavak lancai esetén.) Az 1.1.6 4dbran
két ilyen Ramachandran-térkép lathato.

a) b)

180

90

-180 L —— ~90°, y=-90°
-180 -120 -60 60 120 +180 (6=90°, y =-90°)
Kedvezétlen

|
-180 90 50 90 180 ¢ —

1.1.6 Abra: a) fehérjemintik mért szerkezetébdl meghatdrozott (®;y) szégpdarok b) elméleti iiton

meghatdrozott lehetséges (D, y) szogparok [2] és az adott szégeknél megvaldsuld konformdcidk.
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Az 1.1.6 a abran 1évo grafikon olyan mérési pontokat abrazol, melyeket reprezentativ
fehérjemintak rontgenképei alapjan allapitottak meg [2], mig az 1.1.6 b abra els6é elvekbdl
tortént szamitasok alapjan becsiilt jellemzd (®;y) szogparokat mutat. Az egyes régiok azon
konformaciokrol kaptak a neviiket, melyek kialakulnak, ha egy (®;y) szdgpar az adott
régiobol periodikusan ismétlodik a peptidlancban.

A bal als6 klasztert, mely mind a mért, mind a szamitott abran jol lokalizalt — (-60°; -
40°) koriil — jobbkezes a-helikalisnak, a kiszélesed6 bal felsét — (-120°; 140°) koriil — pedig,
B-red6 klaszternek nevezik. A jobb oldalon talalhatdé pontok a hajlatrégioba (vagy L-
tartomanyba) tartoznak. Az iires teriiletek olyan elrendezéseket jelentenek, ahol egy dipeptid
egységen beliil kedvezdbtlentil kdzel keriilnek egymashoz bizonyos atomok: pl. a (0°;0°) pont
kornyezetében az (n-1)-ik aminosav oxigénje beleiitkzne az n-ik aminosav karbonil-
csoportjahoz tartozd szénatomba. A grafikon aszimmetrijja az R oldallancok elsd
szénatomjaval (minden oldallanc egy C-C kotéssel kapesolodik a kdzponti szénatomhoz) valo
iitkozésekbdl adodik.

Viszonylag sok pont taldlhat6 a (-60°; 140°) és (-90°; 0°) koordinatak kornyezetében.
Ezek a teriiletek nem jelentenek sem lokalis energiaminimumot, sem kedvezd elrendezést
periodikus szerkezet kialakulasara, mégis viszonylag gyakran el6fordulnak rendezett
struktaraji fehérjékben. Funkciojuk az, hogy az éltaluk 6sszekotott szénatomok kozelitdleg
merblegesen helyezkednek el egymashoz képest, szemben a szabdlyosan ismétl6do
szerkezetek parhuzamos beallasaval. Ennek megfelelden hataregységeknek tekinthetdk,
melyek mentén a mozgés szabadabb, igy a masodlagos szerkezeti elemek kialakuldsa utan a
legtobb fehérje globularis alakot tud felvenni. Mivel 6sszességében kevés olyan helyzet fordul
eld, amikor a torzios szogek 90° koriili értéket vesznek fel, a peptidlancban csupan néhany
olyan régié fordul eld, melyek a kozvetlen kornyezetiiktdl fliggetlen mozgasokra lennének
képesek. A konformacids valtozasok igy kozelitleg egyszerre kovetkeznek be, amit a
fehérjeszerkezet kooperativ viselkedésének neveziink.

Ha a Ramachandran-térképen a megengedett tartomanyokbodl egy szogparértéket vesz
fel tobb egymads utani aminosav, akkor periodikus térbeli szerkezethez jutunk. Ezeket a fovaz
atomjai kozt kialakuld masodlagos kotések stabilizaljak, igy kedvezd kolcsonhatas-
mintazatok esetén kiilondsen stabil, gyakran el6forduld szerkezeti elemek alakulnak Ki.
Ilyenek a mar emlitett a-hélix és B-redd. Az a-hélix a Ramachandran-térkép (-60°; -40°)

koriili tartoméanyaban talalhatd szogparértékeknek megfeleld periodikus szerkezet.

10



Felllnézet

H HHO H H HO M
N—C~C—N—C—C—N—C—C—N—C— C—N—C—C
H
R, O R, H R, O R, H R.O
Stilizalt szerkezet Atomi pozicidk két kanyar esetén H-hidak a hélixben

1.1.7 Abra: Az a-hélix masodlagos szerkezeti elem kiilonféle szerkezeti dbrdi

Az 1.1.7-es abran lathatd modon a hélixet periodikusan ismétl6d6 hidrogénhid-kotések
stabilizaljak. A hidrogénkotésben az n-ik aminosav CO csoportja az akceptor, mig az n+4-ik
aminosav NH csoportja a donor, mikdzben a @ és y torzids szogek -60°¢s -40°koriili értéket
vesznek fel. A szerkezet nagyfoku stabilitisat azt teszi lehetdvé, hogy ilyen elrendezés mellett
a donoratom-hidrogénatom—akceptoratom altal kijel6lt szog 180° koriili, ami maximalizalja a
hid kotési energigjat. Egy ilyen elrendezésben raadasul — a szélektdl eltekintve — az Gsszes
lehetséges vazbeli hidrogénkotés telitddik.

A hélixben egy teljes korbefordulas 3,6 aminosavanként kovetkezik be,
menetemelkedése atlagosan 5.4 A, atmérdje 6 A, a C, atomok tavolsaga 1,5 A. Fehérjékben
4-30 aminosavbol all, atlagosan 11-bdl, azaz 3 kanyarbdl. Jobbkezes hélixek esetén az
oldallancok kifelé allnak, mig balkezes hélixek pont az oldallancok lehetséges iitk6zései miatt
nem alakulnak ki.

Létezik egy masik helikalis szerkezeti elem is, melyet 319 hélixnek neveznek. Ilyenkor
3 aminosavanként alakul ki egy H-hid, mely 10 atomot fog 6ssze, a tul szoros pakoltsag és a
torzult hidrogénkotések miatt ugyanakkor kedvezdtlenebb, igy csak révid szakaszokon fordul

eld, tobbnyire a-hélixek utolso fordulataként.
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Ha a Ramachandran-térkép (-120°; 140°) pont korili klaszterébdl valasztunk egy
ismétlodé szogpart, megkapjuk a masik leggyakrabban el6forduld periodikus masodlagos
szerkezeti elemet, a B-reddt. Ilyenkor a lancszogek tompaszogek, igy egy erésen nyujtott
lanckonformaci6 jon létre (nyuajtott helikalis szerkezetként is felfoghat6). Egy koriilfordulésra
csak két aminosav esik, a szomszédos Co atomok tavolsaga pedig 3,2-3,4 A-re nd. Egy lancon
beliil nem tudnak H-hidak kialakulni, de a fehérjékben a lancok tipikusan egymas mellé
rendezddnek és az egyes B-lancok kozott H-hidak altal stabilizalt lemezes szerkezet jon 1étre

(B-reds).

1.1.8 Abra: Parallel és antiparallel f-reds kialakuldsa B-lancok H-hidakon keresztiil torténd
stabilizdcidjaval

Az 1.1.8 4dbran harom B-lanc lathato, melyek koziil az elso ketté megegyezo (parallel
red6), mig a masodik kettd ellentétes iranyban fut (antiparallel red6). Az antiparallel
lemezek energetikailag stabilabbak, mert itt a lancokra mer6legesen kialakuld
hidrogénhidakat alkoté atomok kozelitéleg egy egyenesbe esnek. A parallel lancokban a
hidak torzitottak, igy az elébbinél gyengébb kotések alakulnak ki. Mindkét szerkezetben az
oldallancok a lemezek sikja alatt és felett, mig a H-hidak a lemez sikjdban helyezkednek el.
A teljes globularis szerkezet kialakulasahoz a nyujtott lancszakaszok idénként megtornek és
180°-hoz kozeli szogben visszahajolnak.

A periodikus elemek mellett egy globularis fehérjében szinte mindig eléfordulnak
olyan konformacidk is, melyek stabilak ugyan, de valtozd (®;y) szogparok jellemzik Oket.
Ezek leggyakrabban periodikus elemeket kotnek Gssze, de onalldan is megjelenhetnek akar
hosszabb szakaszokat is alkotva.

Az 1.1.9-es abran lathato B-hajlat a Ramachandran-térkép L-tartomanyanak megfeleld
konformacio. Egy ilyen szerkezettel a polipeptidlanc négy aminosavon beliil 180°-0s

fordulatot vesz. Stabilitdsat az abran is lathaté H-hidak adjak.
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1.1.9 Abra: Egy tipikus p-hajlat szerkezet

A nem periodikus elemek sokkal nagyobb valtozatossagot mutatnak, mint a korabban
vazolt periodikus struktarak, igy osztalyozasuk is sokféle lehet, altalaban kiilonféle B- (7 féle)

¢és y-hajlat (2 féle) szerkezeteknek nevezik Oket.

1.1.3 Harmadlagos szerkezet

Egy polipeptidlanc végsd, haromdimenzids térszerkezete a harmadlagos szerkezeti szint. A
vizoldékony fehérjék harmadlagos szerkezetének altalanos jellemzd6i a tomor térkitoltés, a
polaros felszin és hidrofob mag, a lehetséges H-hid kotések maximalisan kihasznaltak, az
egyes dipeptidkonformécidk alapvetden a megengedett Ramachandran régidknak felelnek
meg.

A térkitoltés altalaban tomorebb, mint egy atlagos molekulakristaly szerkezete,
belsejében tobbnyire nincsenek iiregek, ha vannak, azt viz tolti ki és valamilyen funkcionalis
szerepe van. A tomor térszerkezet annak a torekvésnek az eredménye, hogy peptidvazat
alkot6 atomok és az oldallancok atomjai kozti lehetséges stabilizalo kotések kialakuljanak.

Tobb ezer fehérje atomi precizitasi térszerkezetének meghatarozasaval sikeriilt a
fehérjék harmadlagos szerkezetét négy nagy alosztalyra bontani aszerint, hogy milyen
masodlagos szerkezeti elemek ismétlédnek benniik.

Az els6 a csak (kanyarok és rendezetlen szakaszok mellett) a-helikalis szerkezetet
tartalmazd csoport. Az ilyen tipust fehérjékben a hélixek antiparallel vagy kozelitdleg
merdleges elrendezésben helyezkednek el. A jelenség lehetséges magyarazata, hogy a hélixek
a elektromos dipolmomentummal rendelkeznek, igy az elektrosztatikus koélcsonhatasok
kovetkeztében energetikailag kedvezObb az antiparallel beallas.

A masodik nagy csoport a parhuzamos o/p. Az ilyen tipust fehérjékben a szekvencia

szerint kozelitéleg valtakozd hélixeket ¢és [-szalakat taldlunk tobbrétegli felépitésben,
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parhuzamos B-redokkel és Oket takard hélixekkel. Az /B strukturaji fehérjék dominéns
rendezbelve a teljes jobbkezesség. A jelenség részleges magyarazata lehet, hogy a p-reddk
enyhe csavaroddsa miatt a teljes szerkezet igy lesz szorosan pakolt, illetve az, hogy a
feltekeredéskor az a-hélixek jobbkezességéhez csatolodik a teljes domén térszerkezete, de a
kizarolagossag oka még nem teljesen tisztazott.

A harmadik tipus az antiparallel B-red6k alkotta fehérjék csoportja, melyben a -szalak
hordokba vagy egyéni red6kbe rendezddnek. Az egyik leggyakoribb ilyen struktira az 1.1.10
abran lathato ,,gérog-kulcsos” B-hordd, melyben a B-szélakat a hordos szerkezet aljan és
tetején keresztiranyu kdtdmotivumok fiizik 6ssze.

A Kisméreti fehérjék besorolasa valamilyen harmadlagos szerkezeti csoportba
altalaban nem lehetséges, tobbnyire eleve kevés masodlagos szerkezeti elemet tartalmaznak.
Legtobbszor nem ismétldd6, szabalytalan strukturat tudnak csak felvenni vagy eleve

rendezetlenek és nem képesek feltekeredni.

A hemoglobin béta alegysége Laktat dehidrogendz (LDH) STV protein Burgonya karboxipeptidaz
o~ helikalis fehérje o/B fehérie antiparalell B fehérje kis, rendezetlen fehérje

1.1.10 Abra: Egy-egy példa a fehérjék tipikus harmadlagos szerkezeti csoportjaibél

1.1.4 Negyedleges szerkezet

Sok fehérje valdjadban tobb polipeptidlanc egyiittesébdl tevodik dssze, mely lancokat fehérje
alegységeknek nevezik. Az alegységek harmadlagos szerkezete mellett a teljes komplex egy
negyedleges szerkezettel is rendelkezik, mely az alegységek egymashoz viszonyitott helyzetét
jelenti. Az egyes elemeket tobbnyire hidrofob és elektrosztatikus kolcsonhatasok kotik
egymashoz. Az ilyen Osszetett fehérjék miikodése sordn az egyes alegységek egymashoz

viszonyitott helyzete megvaltozhat, aminek kdvetkeztében képesek mas molekulakat, ionokat
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kotni, csatornat képezni stb. Az ilyen konformacios atalakuldsok a teljes szerkezet kooperativ

jellegét tamasztjak ala.

1.1.11 Abra: A hemoglobin fehérjekomplex negyedleges szerkezete

1.2  Fehérjeszerkezet-meghatarozas elektronikus és vibraciés CD
spektroszképiaval

Makromolekulak haromdimenzids térszerkezet-meghatarozasnak legkozvetlenebb modja a
rontgenkrisztallografia, mely technikdnak koszonhetdéen ma mar néhany tizezer
makromolekula (foleg fehérjék és nukleinsavak) atomi precizitasu térszerkezete ismert [3]. Az
atomi felbontast (néhany A) az teszi lehetévé, 0,1-10 nm hulldmhosszisdg rontgensugarzast
hasznalnak ezen diffrakcidés mérésekhez. A modszer alkalmazisahoz ugyanakkor megfeleld
mindségi kristalyositott mintara van sziikség, melynek eléallitasa nagy fehérjemolekulak
esetén meglehetdsen koltséges és iddigényes, raadasul nem is mindig kivitelezhet6 feladat.
Tovabbi hatranya, hogy a szerkezetrdl statikus képet ad, mely eltérhet a folyadékfazisban
felvett, dinamikusan valtozo strukturatol.

A fehérjeszerkezet-vizsgalat masik, egyre elterjedtebben alkalmazott modszere az
NMR spektroszkopia [4], melynek nagy eldnye éppen abban rejlik, hogy a szerkezet mellett
meghatarozhatok vele bizonyos dinamikai paraméterek is. Ennél a technikanal a korlatot a
molekulat alkot6 atomok szama jelenti, tul nagy tomegii fehérjék (kb. 40 000 au folott)
térszerkezetét ma még nem tudjak vele felbontani [5]. Ennek egyik oka, hogy az egyre
novekvé protonszam ¢és kornyezeti méret miatt egyre tobb lesz az egymasba olvado
rezonancia-csucs, a masik pedig az, hogy a nagyobb méret miatt a magnesezettség
gyorsabban relaxalodik, aminek kovetkeztében a csticsok kiszélesednek és gyengiil az

intenzitasuk [6].
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A fent emlitett méréstechnikakkal egy adott fehérjemolekula teljes haromdimenzids
tarszerkezete meghatarozhatd. Ehhez képest a cirkularis dikroizmus spektroszkopia kevesebb
informaciot nyujt, hiszen alapvetden a madasodlagos szerkezet vizsgalatara alkalmas,
ugyanakkor szinte barmilyen molekulatomegii fehérjére alkalmazhatdé ¢és nem igényel
specialis mintaelokészitést.

A fehérjék az Oket felépitd masodlagos szerkezeti elemeknek kdszonhetden kirdlis
makromolekuldk, igy kiilonbozéképpen nyelik el a fény két cirkularisan polarizalt
komponensét, azaz természetes cirkularis dikroizmust mutatnak (a természetes szé itt arra
utal, hogy kiilsé magneses tér jelenléte nélkiil teszik). Amennyiben ezt a polarizacios effektust
a foton energia szélesebb tartomanyaban vizsgaljuk, CD spektroszkopiarol beszéliink.

A teljes elektromagneses spektrumbol bioldgiai mintdk szerkezetvizsgélatara
manapsag a tavoli ultraibolyatol (far-UV) a kozép infravordsig (MIR) terjedd tartomanyt
alkalmazzak, melyet két nagy részre oszthatunk aszerint, hogy milyen atmenetek
gerjeszthet6k az adott fotonenergia segitségével (1.2.1 abra): a tavoli UV — lathatod
spektrumban beszéliink az elektronok gerjesztéseirél, mig az infravorés tartomanyban a

molekulat alkoto atomtdrzsek vibracids gerjesztéseirdl.

A

1nm =
SXNCD =

==t
100 nm <
UV/NVIS <

CD
10 pm <
VCD
ROA

>

— \J VUV

crer

SXNCD: ldgy rontgen természetes cirkuldris dikroizmus (soft X-ray natural circular
dichroism) — ezek a kirdlis molekulat alkoto atomok mély nivéin [évé  elektronok
gerjesztéseinek CD-je

UVIVIS CD. UV és ldthaté cirkuldaris dikroizmus — a peptidkotésben résztvevd elektronok
gerjesztéseinek CD-je

VCD: vibrdcios cirkularis dikroizmus és ROA: Raman optikai aktivitds — a molekuldkat
alkoté atomtorzsek vibrdcios gerjesztéseinek CD-je
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Az UV ¢és lathatd spektrumot, vagyis az elektronok gerjesztéseinek tartomanyat, — az
1.2.2 abran lathatd modon — altalaban tovabbi harom részre osztjak aszerint, hogy milyen, a
fehérjékben megtalalhatd kotések elektrongerjesztései dominalnak benniik. Az elsd, a tavoli-
UV tartoméany (A<250 nm alatt), ahol a peptidkotések gerjesztései jellemzoek, a méasodik a
kozép UV tartomany (A=250-300 nm), ahol az aminosavak aromas oldallancai adnak jelentOs
jarulékot és végiil a harmadik a kozeli UV — lathaté régié (A=300-700 nm), ahol az
oldallancok ligandumainak gerjesztései lathatdoak. A CD spektroszkopia fehérjeszerkezet-
szamitasra vonatkozé alkalmazasai a spektrum egyes szakaszainak ezen karakterisztikus
eredetét hasznaljak ki.

Hullamhossz tartomany [nm]

150 250 350 450 550

e < > - o
Hullamhossz tartomany [nm) 250 nrm alatt 250-300 nm 300 nm falétt
Gerjesztések eredete peptid aroméas csoportok ligandumok
Szerkezeti informacio masodlagos szerkezet  harmadlagos szerkezet harmadlagos szerkezet

crer

Dolgozatomban a CD spektroszkopia (tavoli-UV és infravords) méréstechnikajanak
bemutatasa mellett a tavoli UV tartomanyban felvett spektrumok kiértékelésével foglalkozom.
Mivel a spektrum ezen részén a peptidkotések gerjesztései dominalnak, a CD mértékét éppen
a kornyez6 peptidegységek relativ orientacidja hatarozza meg, mely egy periodikus
mintazatot megvaldsitd masodlagos szerkezeti elem esetén azonos, igy a spektrum alakjabol a
masodlagos szerkezetre vonatkozé informaciot nyerhetiink. Napjainkban a spektrumok
kiértékelésénél hasznalt szamitasi modszerek folyamatos fejlédésével egyre pontosabb
eredményeket érnek el. A moddszer pontossagat noveli, ha noveljik a vizsgalt spektralis
tartomanyt. Ezt a tavoli UV tartomany esetén nagy fényességii szinkrotron forrasok teszik
lehetdvé.

A tavoli UV energiatartomany mellett az elektromagneses spektrum kozeli- és kdzép-
infravords szakasza az, amelyet ma elterjedten alkalmaznak kiilonb6z6 szerves eredettl, kiralis
molekuldk szerkezetvizsgalatara. Az infravords spektroszkdpia nagy eldnye a rovidebb
hullamhossztartomanyokkal szemben, hogy az abszorpcids vonalak élesebbek és jobban
elkiilonililnek egymastol, hiszen az egyes vibraciés modusok a kotést kialakitd magparok

tipusatol és egymashoz viszonyitott elmozduladsatdl is fliggnek. Ennek megfeleléen mar egy
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egyszerl infravords abszorpcios spektrum is tobb, a lokalis szerkezetre érzékeny informaciot
tartalmaz, amit még tovabb tudunk arnyalni cirkularis dikroizmus spektroszkdpia
alkalmazasaval. A méréstechnika igazi ereje kisméretli (<200 atom) molekuldk abszolut
konfigurdciojdnak és az oldatban 1évé molekuldk konformacios részardnyainak
meghatarozasadban mutatkozik meg, hiszen ekkora rendszerek Iehetséges alapallapoti
konfiguracioit mar modellezni tudjak kiilonféle ab intio modszerekkel, mely térszerkezetek
alapjan azok VCD spektruma is szamolhaté és a mért, valamit szamolt spektrumok
Osszevethetok [7].

A tobb szdsz aminosavbol, igy tobb ezer atombol 4allé fehérjemolekuldk teljes
térszerkezetének és vibracios spektrumanak kvantumkémiai szamitdsa ma még nem
kivitelezhet6 feladat, igy ezen mintdk spektrumét tovabbra is empirikus statisztikai
modszerekkel szokas kiértékelni ismert térszerkezetli fehérjék VCD spektrumaival torténd
Osszehasonlitas alapjan [8].

Fehérjék spektruménak kiértékeléséhez jo fogddzot jelent (illetve Onmagéban is
izgalmas és dinamikusan fejlédé terlilet) mesterségesen eldallitott, csupan néhany féle
aminosavat tartalmazo polipeptidek spektrumanak vizsgalata [9]. Ezeket a molekulakat
tekinthetjiik akar olyan egyszerli fehérjemodelleknek is, melyek masodlagos szerkezetét a
szintézis soran a megfeleld aminosavak kivalasztasaval befolyasolni tudjuk, 1étrehozva igy
példaul tisztan a-hélix, 310- hélix vagy P-redd struktiraju molekulakat [10]. Polipeptideken
végzett mérésekkel sikeriilt tobbek kozott igazolni, hogy az amid csoport? vibracios CD
spektruma csak a polipeptid-lanc konformaciojatol fiigg, az oldallancok funkcids csoportjai
nem befolyasoljak szamottevoen [11]. Azaz a fehérjék és peptidek masodlagos szerkezetének
VCD spektroszkdpidval torténd vizsgalata soran az UV CD-hez hasonldan, a peptidkotést
alkotd atomok, vagyis az amid csoport gerjesztéseit érdemes mérniink, hiszen ezen moédusok
atomok lathatok az 1.2.3-as abran, a gerjesztések hullamszam értékei pedig az alabbi
tablazatban. Ezek koziil az amid I modus helye és a CD vonalanak alakja a legérzékenyebb a

masodlagos szerkezetre.

2 Csoportrezgés: makromolekuldkban néhany atomra, ill. belsé koordinatara koncentralodo rezgés
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|
Modus Frekvencia | Hullimhossz Leirds
[cm™] [nm]

Amid A ~ 3300 ~ 3030 N-H vibracio és amid II 2. harmonikusa
Amid B ~ 3100 ~ 3225 N-H vibracio és amid II 2. harmonikusa
Amid | 1600-1690 6250-5917 | C=H vibracid
Amid 1l 1480-1575 6756-6349 | C-N vibracio, N-H kihajlas
Amid 111 1229-1301 8136-7686 | C—N vibracio, N-H kihajlas
Amid IV 625-767 16000-13037 | O—C—N kihajlas, méas modusokkal keverve
Amid V 640-800 15625-12500 | N-H kihajlasa a sikbol
Amid VI 537-606 18621-16501 | C=H kihajlasa a sikbol
Amid VII ~200 ~50000 a peptidvaz torzios deformacidja

1.2.3 Abra: A peptidcsoport Vibrdciés gerjesztéseiben részt vevé atomok és a vibrdcios, valamint

hajlasi modusok energidai
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2. fejezet

Az altalam vizsgalt fehérje (UDE) bemutatasa

Az €16 szervezetekben a nukleinsavak a genetikai informaci6 taroldsanak és tovabbitasanak
makromolekulai. A kétféle molekula (DNS és RNS) kozil az élélények talnyomod
tobbségében az 6roklodo tulajdonsagokat hordozé molekula a DNS. Felépitését tekintve a
DNS egy polimer, mely vazat foszfodiészter kotésekkel egyméshoz kapcsolédd dezoxi-
rib6zok alkotjak, melyekhez a négyféle nukleobazis (adenin-A, guanin-G, timin-T, citozin-C)
valamelyike kotoédik. Két ilyen polinukleotid lanc bézispadrokon keresztiil torténd
Osszekapcsolodasaval jon létre az ismert kettds spiral szerkezet. Az ellentétes helicitasu
polinukleotid lancokat tehat a komplementer bazisparok rogzitik hidrogénhid-kotésekkel. A
komplementaritas azt jelenti, hogy az adenin nukleobazis mindig timinnel, a guanin pedig
citozinnal alakit ki hidrogénhid-kotést a két 1anc kozott. A DNS egyik hélixe mar dnmagéaban
tartalmazza a teljes genetikai informdacidt, de a genetikai tartalom megdrzéséhez ¢és
reprodukci6jahoz sziikséges a bazisparok szigort komplementaritésa.

A DNS-ben tarolt informacidtartalom szamos roncsold hatasnak van kitéve, melyek a
dupla spirdl szerkezet ellenére mutacidhoz vezethetnek. A mutaciok egy gyakran el6forduld
forméaja az uracil megjelenése a DNS-ben. Az uracil az RNS-ben a timin szerepét tolti be, tdle
csupan egy metil csoportban kiilonbozik, igy képes az adenin bazisparjaként viselkedni, a
DNS-ben valé megjelenése ugyanakkor hibanak tekintendo.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy minden eddig vizsgalt allati és bakterialis
szervezetben, kivéve néhany teljes atalakulassal fejlddd rovart, kimutathatd egy enzim (uracil-
DNS glikozilaz), amely a DNS-ben talalhat6 uracilt kimetszi és bazismentes helyet hagy hatra
[12]. Ezen rovarok genomjanak vizsgalataval kimutattak, hogy példaul az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) larvaban hianyzik ez az enzim, igy tartésabban létrejohet benne
uracil-tartalmtt DNS [12]. Az uracil-tartalmi DNS-nek (u-DNS) a larvaallapotot kdvetd
baballapot sordn bekovetkezd programozott sejthaldlban lehet szerepe, ezen folyamatot
ugyanis beindithatja a mutans DNS kettdsszala torése. Vagyis, ha felhalmozodik az uracil a

DNS-ben, az ezen hibat javitd, a DNS kett6s szalat ugyanakkor a javitasi folyamat soran
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felhasito enzim talzott mikodése olyan mértékii DNS torést general, hogy beindul a
programozott sejthalal.

A legtijabb kutatasok azt josoljak, hogy az u-DNS az ecetmuslicdban megdrzddhet a
harmadik larvastadium végéig, amikor egy ujonnan azonositott uracil-specifikus DNS
degradalo faktor (UDE) el nem kezd termelédni, mely az u-DNS hasitasaért felelés [13]. A
jelenleg folyo vizsgalat f6 célkitiizése az, hogy megfejtsék az uracil-felismerés és DNS hasitas
mechanizmusat. Az ehhez vezetd egyik igéretes ut az UDE miikddésének leirasa, melynek
elso fontos Iépése a fehérje teljes térszerkezetének feltérképezése.

Ahogyan azt a kordbbi fejezetekben ismertettem, a fehérjeszerkezet-maghatarozas
altalanosan alkalmazott modszerei a rontgen krisztallografia és az NMR spektroszkopia. Az
UDE fehérjét azonban eddig nem sikeriilt kristalyositani, molekulatomege (~40 kDa) pedig
tul nagy ahhoz, hogy megbizhatd eredményt szolgaltasson az NMR spektroszkdpia. Ezen
okoknal fogva a szerkezetmeghatarozas egy kevésbé direkt modszerét, a CD spektroszkopiat
hasznaltam az UDE masodlagos szerkezetének analizisére.

A teljes hosszusagu fehérje analizisén kiviil kiilonféle biokémiai moédszereknek
koszonhetden lehetdség van fehérje fragmensek eldallitasara, melyek tulajdonképpen a teljes
fehérjeszekvenciabol kivagott, onallodan is stabilizalédni képes szakaszok. Az altalam vizsgalt
fragmensek eldallitaisa ESPRIT (Expression of Soluble Proteins by Random Incremental
Truncation) modszerrel tortént, melynek 1ényege, hogy a fehérjét kodold gént kiilonbozo
szakaszokon elhasitjak, majd a szélektl kezdve megfelelé enzimekkel felemésztetik [14].
Mivel a lebontasi folyamat a lancvégektdl kezdddik és allandd sebességgel halad a lanc
mentén, igy az enzimek altali bontist adott 1d6kozonként ledllitva a gén kiilonbozo
hossztisagh kozbiils6 szakaszait kapjuk. Ezen kddszakaszokat baktériumok DNS-ébe beépitve
gyakorlatilag a szekvencia barmely, folytonos szakaszanak megfeleld fehérje fragmens
termelése beindithatd, viszont csak azon fragmensek koncentracioja lesz megfeleld a
fehérjetermelés végén, melyek onélldan is stabil szerkezettel rendelkeznek. Az igy késziilt
fragmensek koziil végiil tizet valasztottunk ki a CD spektroszkopiai mérések elvégzésére.

Itt szeretném megjegyezni, hogy az ESPRIT modszer jellegébdl fakadoan a szintetizalt
fehérjefragmensek aminosav-szekvenciaja valamivel hosszabb, mint a nativ fehérje
szekvencidjanak az adott fragmensnek megfeleld része, mivel a kezdd- és végszakaszokon
van néhany specialis aminosav, melyek kotd- és vagohelyeket jelolnek ki a szintézis és
tisztitas soran. Ennek megfeleléen az UDE spektrumanak kiértékeléskor ugy tekintettem,
hogy 370 aminosavat tartalmaz a minta, de a végeredmények csak az eredeti, 355 aminosav

hosszu szakaszra vonatkoznak.
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A szintetizalt fragmensek szekvenciainak elhelyezkedése a teljes hosszii aminosav-

lancban a 2.1 abran lathatdak.

NG1
i 197 354 355
NA2
1 171 354 355
NA3
1 205 315 355
NG3
180 315 355
CH9
1 111 263 355
NA1
1 136 315 355
HA
136 317 355
CTA7
110 194 355
NC6
1 51 354 355
CH10
1 11 300 355

2.1 Abra: A fehérje fragmensek szekvencidinak elhelyezkedése a teljes fehérjén beliil
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3. fejezet

A fehérjék CD spektroszkopiajanak elméleti alapjai

3.1. Egyszerii modell a-hélix cirkularis dikroizmusanak szemléltetésére

A kovetkezOkben az a-hélix mint jellemzé masodlagos szerkezeti elem legegyszeriibb
modelljén szeretném bemutatni a cirkularis dikroizmus jelenségét €s szimmetriatulajdonsagait
G. H. Wagniere és G. Rikken gondolatmenetét kovetve [15].

A modelliink legyen a kovetkez6: egy kvazi-végtelen hélix mentén szabadon mozog
egy elektron. A hélixet, mely D, szimmetriaval rendelkezik, paraméterezziik a szokasos

modon, (acosg,asing,be), ahol a a hélix sugara, 2rb pedig a menetemelkedése.

Az elektron Lagrange-fiiggvénye ilyen feltételek mellett:
1 2 2 .2
L== +b , 3.1
(e +1)i (3.1)
ahol ¢ (e [O;ZITN]) az altalanos koordinata, melyhez tartozé 4ltalanos impulzus:

2
pw=§—;=m(az+b2)¢ = cbZZW (3.2)

Az ebbdl szarmaztathatd Hamilton-fiiggvény, illetve kanonikus kvantdlds utdn a Hamilton

operator:
1 s L2\ 2 1 1 5 —n’ 1 0’
== b = -—— = 3.3
Ho=gm(a+b')o 2m(@+6) " " 2 m(a*+b7) 0@ 3)
melynek sajatfiiggvényeli
1
In)=L2exp(in@/N) (3.4)

alakuak, sajatértékei pedig az n pozitiv egészek. N a hélix meneteinek szama (melyre az

1
N — oo hatéresetet fogjuk tekinteni), L =2n1N (cl2 +b’ )2 pedig a hélix vonalanak teljes hossza.

Ahhoz, hogy kiszamoljuk egy z-tengely mentén propagald elektromagneses
hulldmmal valé kdlcsonhatas soran 1étrejovo gerjesztések atmeneti matrixelemeit, sziikségilink

lesz a kdvetkez6 impulzus-operatorokra:
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ox . : p, h —asinwj 0
= 6 = ma(—sing)—Pe___ _ 1 2 35
Pe ma(p(p ma( SImp)m(a“rbz) i(az+b2 op (35

melyet a kovetkez kiegészitéssel tudunk hermitikussa tenni [16]:

a’ +b?

p, = Ih—a(sin(piJrlcoupj. (3.6)
op 2

Hasonléan megkaphatjuk az impulzus operator y komponensét:

—iha o 1
= ———| cose——=sing |. 3.7
p, az+b2( o w] (3.7)
Egy p impulzust elektron és az A vektorpotenciallal jellemzett elektromagneses tér
kolesonhatéasat leir6 Hamilton-operator megfelelé mértékvalasztassal a kovetkezo alaku:
(-e)
He = A-p. (3.8)
mc
Ha a hélixet linedrisan polarizalt fénnyel vilagitjuk meg, akkor azt két azonos
amplitudoju cirkularisan polarizalt komponens (L,R) osszegeként irjuk fel, mely a hélix

hossztengelye mentén, azaz z iranyban terjed. Igy a kovetkezd alaki lesz a vektorpotencial:
A, :%(—iiij)exp(—i(wt—kz))+c.c. (3.9

Az (3.6), (3.7) és (3.9) kifejezéseket a kolcsonhatasi Hamilton-operator altalanos alakjaba,
(3.8)-ba behelyettesitve a kovetkez6 operatoralakot kapjuk:

—Ae iha o 1 o 1
L— 0 —il cinegp— + = T T : ] 3.10
H' e ( ]( j{ /[smtpa +2coscpj+(cosqo6(p 2sm(,oﬂexp(ﬂkz) ( )

2mc )\ a* +b° @

Ezen Hamilton-operator esetén nincs sziikség arra, hogy a fény-anyag kolcsonhatas
alakjat kozelitsikk az altalaban alkalmazott multipolus sorfejtéssel, az anyagban létrejovo
abszorpciot kozvetleniil a (3.10) operatorra ki tudjuk szamolni a Fermi-aranyszabaly révén,
azaz a perturbacioszamitas masodik rendjében:
2

I(n—)m)oc%-[|<m|H'|n>| (3.11)

A matrixelemet ki tudjuk szamolni, ha behelyettesitjiik a (3.4) sajatfliggvényeket és a

Hamilton-operator (3.10) alakjat:

))}Z -(2—2cos(2nNkb)), (3.12)
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8nmc (a2 +b?

2
ahol ¢ :[ Areha )] ¢és megfigyelhetjiik, hogy ha 2nbk=4n2b% éréke 0 — tehat

végtelenhez tart a fény hullamhossza —, akkor az abszorpcid eltiinik, ahogy ezt varjuk.

A kovetkezd [épésben — anélkiill, hogy a megfontolasunk veszitene altalanos
érvényebol — feltessziik, hogy az atmenet az n=0-val jellemzett alapallapot €s valamely m,
magneses momentummal rendelkezé allapot kozt jon 1étre. Ekkor az abszorbealt intenzitasok

kiilonbsége:

1 1 —4N°kb+4Nm . (313)

I, =1, - =

(-m+N(1+kb))'  (~m=N(1-kb)) (~m+N(1+kb)) (~m—N(1—kb))’
A CD anizotrépia faktor pedig:

=1, —2N’kb +2Nm "or —2kb
I+l m?—2mNkb+N* + N*k*b? 1+k%b? - (3.14)

gCD

A fenti kifejezés alakjabol a cirkularis dikroizmus kovetkez6 tulajdonsagait
allapithatjuk meg:

- inverzidt végrehajtva a hélixen csavarodasa ellentétes iranyura valt, ami azt jelenti, hogy a b
paraméter eldjelet valt, vagyis a masik enantiomert kapjuk. Ekkor az anizotropia faktor eldjele
1s megvaltozik, ami azt jelenti, hogy az effektus inverziora paratlan.

- 1dOtiikrozésre invarians az anizotropia faktor, hiszen nincs olyan mennyiség a (3.14)
kifejezésben, ami megvaltozna az idOtiikrozés soran. A k érték a hullimszam vektor
nagysagat jelenti, azaz ugyanezt az eredményt kapjuk ellentétes iranyt terjedés esetén is.

- b—0 hatéresetben, azaz ha a hélix elvesziti menetemelkedését, az effektus megsziinik. Ez
azt jelenti, hogy amig kiralis az objektumunk, megfigyelhetiink cirkuléaris dikroizmust, amikor
azonban a szimmetridja megnd, a jelenség eltlinik.

A helikalis fehérjék kvalitativabb leirdsat kaphatjuk meg ha nem egy folytonos,
végtelen hélix mentén mozgd elektron esetét vizsgaljuk, hanem egy — a természetben is
eléforduld — benzolgytirtikbol allé helikalis molekulara szamitjuk ki példaul a CD spektrumot
[17].

A fehérjékben is megfigyelt cirkuldris dikroizmusra altalanos esetben is igazak ezek a
tulajdonsagok, melyeket a fenti egyszerli modell alapjan megallapitottunk. A kovetkezd
alfejezetben ezt az allitast szeretném daltaldnosan is megmutatni a linearis valaszelmélet €s

szimmetria megfontolasok segitségével.
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3.2. A cirkularis dikroizmus mikroszkopikus eredete

Az el6z6 szakaszban lathattuk, hogy egy o-helikalis palyara kényszeritett elektron esetén az
elektronallapotok gerjesztései olyanok lesznek, hogy kiilonb6zé ardnyt abszorpcidhoz
vezetnek a fény két cirkularisan polarizalt komponensére, vagyis kiralis elektronpalya esetén
megfigyelheté lesz a cirkularis kettOstorés jelensége. A kovetkezOkben azt szeretném
bemutatni a linedris valaszelmélet felhasznalasaval, hogy milyen szimmetria feltételei vannak
a rendszerre nézve annak, hogy létrejojjon cirkularis kettostorés és hogyan kapcsolddik ez a
vizsgalt objektumok kiralitdsdhoz.

A linedris valaszelmélet értelmében feltételezziik, hogy egy kis perturbacié hatdséara a
rendszerben bekdvetkezd valtozas kicsi, vagyis a hatés és a valasz kozt linearis kapcsolat van.
Ezt a kapcsolatot irja le a y altalanos szuszceptibilitds. Tekintsiink egy harmonikus
1d6fliggésii perturbaciot:

SH(t)=q-f“e"", (3.15)
ahol 7 a kiils6é tér wfrekvencias komponense, g pedig az anyag hozza csatolodo
mennyiségét leird operator. A linedris valaszelmélet értelmében egy ilyen perturbacid hatasara

egy rendszerre jellemz0 p mennyiség megvaltozasanak varhat6 értéke a kovetkezo lesz:
(8p), =X,q (W) F. (3.16)
Specidlisan a fény-anyag kolcsonhatast leird perturbaldé Hamilton-Operator multipol

alakja a kovetkezo lesz [18]:

5H:mAQf—§QA@Qf—mA%f+m, (3.17)

., , 1
ahol, p, :Zeiria az elektromos dip6l operator, O, :EZei(3riar,6—riz6a5) az elektromos

kvadrup6l operator, m, zzzi(lia+g,5,a) a magneses dipol operator, valamint (E, ) és
i <m;

I

(B,,) a térer6sség ¢€s a magneses indukciovektor o komponensének a toltésrendszer

origjaban felvett értéke, (0,E,) pedig az elektromos térerésség o komponensének a

helyvektor B komponense szerinti derivaltja ugyanitt.
Ezen operatorok matrixelemei szerepelhetnek az egyes szuszceptibilitasok

kifejezésében, melyek a mérendd cirkularis dikroizmust adjak. Valamely p mennyiség
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varhato értékének megvaltozasara a fény-anyag kolcsonhatas kovetkeztében, a (3.16)
kifejezés tobb operatorra valo altalanositasaval a (3.17)-ben szereplé perturbalé operator

esetén kovetkezo alakot kapjuk:

(Bp), = X,.0, (E°), +§x,,a% (L), + Xpm, (B2), +-- (3.18)

A fenti szuszceptibilitas-tenzorok elemeinek mikroszkopikus mennyiségekbdl vald
szarmaztatasat a linearis valaszelmélet keretein beliil a Kubo-formulaval tehetjiilk meg, ami
T — 0 hatéresetben, amikor az anyag az alapallapotdban van a kdvetkezdre vezet:

1 Z{<O|p|n><n|q|0> +<0|q|n><n|p|0>}=

Z)=—=
X (2) h w,—-2Z w,+Z

_gz{wnoﬂi’{@IPI")("IQI@}+"23{<°|q|”><”|p|°>}}: (3.19)

n

2 2
h n wnO—Z

2 « W, R{(0]p[n){n|q|0) +iz3{(0[a|n)(n|plO)} .,
_gz - { 2 _ 7 }_gz {wz _7? }zqu T1Xpq

n Wy — n no

Itt a komplex Z=w+i6 frekvencia képzetes részében szereplé & egy
infinitezimalisan kis pozitiv valds szam, mely a kauzalitasi feltételbdl szarmazik és a kiilso tér
adiabatikus bekapcsolasat jelenti.

Ebben a felirdsban a y, tag jelenti a szuszceptibilitisnak az atmeneti matrixelem valos
részéhez tartozo részét, mig x., a képzetes részt tartalmazo tagot, de maguk a x,, és x..

elemek komplexek a nevezdjiikben taladlhato frekvenciafiiggés miatt, azaz tovabb bonthatok
abszorpcios és diszperzios részre.
Ahogyan azt a hélix példajan is lattuk, a tapasztalatok szerint a természetes cirkularis

kettdstorést leird anizotropia-faktor elSjelet valt, ha a hélix menetemelkedésének (2mb)

elgjelét megforditjuk, ami tulajdonképpen azt jelenti, hogy inverziot hajtunk végre a
rendszeren. Ez arra engedhet kdvetkeztetni, hogy amikor a (3.17) Hamilton-operatorban a
cirkularis kettéstorésért felelés tagokat keressiik, az olyan szuszceptibilitassal jellemzett
folyamatokat tarthatjuk meg, melyek a rendszer inverzidjara negativ eldjelet kapnak.

Masrészt — szintén 0sszhangban az egyszeri modellel — a CD effektus zérus magneses
térben is megfigyelhetd, azaz idotiikrozésre invarians, a kiilsé magneses térnek, illetve a
rendszer magnesezettségének paros fiiggvénye lehet csak.

Ha a Kubo-formulaban szereplé operatorokra kihasznaljuk idétiikrozéssel szembeni

viselkedésiiket az altaldnos szuszceptibilitasokra a kdvetkezd osszefliggéseket kapjuk:
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) = Equ)(;q (Z' _M)'
) = _Epeqxr’:q (Z'_M)'

' (z,M
i’,’ﬁzz . (3.20)

Itt e, a p operdtor idétiikrozés soran felvett eldjelét jelenti (e, =+1, szimmetrikus, ill.

antiszimmetrikus esetben), M pedig az anyag magnesezettség-stirisége.

Ha a fenti szimmetriakritériumok segitségével megvizsgaljuk, hogy az (3.18)
kifejezésben mely tagok sértik a térbeli inverziot és invariansak idotikrozésre, akkor azt
kapjuk, hogy a kovetkezé szuszceptibilitasokkal jellemzett folyamatok adhatnak CD
effektust:

’ 2 w,
Yoo, (2:M) =23 =25t (0]p, ) (n] 04, 0)},
0
" (3.21)

" 2 Z ~
Ko (2:M) =23 —=—3{{0]p, [n){n|m,|0)}.
hw,-2

Az inverziora vonatkozé feltétel alapjan x, ., (Z,M) ésx,, (Z,M) is megfelels

lenne, de ezek a tagok az id6tiikrozésre eldjelet valtanak. A szimmetria vizsgalat alapjan tehat
a (3.21) tagok jarulhatnak hozza a cirkularis kett6storés effektushoz és az anyag altal mutatott

ellipticitas specialisan z iranyu fényterjedés esetén [19]:
1 1 ~ ’ ’ ~ 14 14
o= —Ew,uO/N[gw(\s {prew ~Xye,. }) + ‘S{prmx +Xo,m, }} (3.22)

A fenti kifejezés megfelel azon elvarasunknak, hogy a szuszceptibilitasok abszorpcios
részét tartalmazza. Az altalam tanulmanyozott fehérjemintdk esetén tovabbi egyszeriisités

tehetd, hiszen tudjuk, hogy az oldatban a molekulak irany szerinti eloszlasa izotrop és ekkor,

az elektromos tér derivaltjahoz csatolodo )(; o, clektromos  dipdl-elektromos  kvadrupol

matrixelemek szorzatét tartalmazo tagok kiatlagolodnak, igy az oldat ellipticitasa:
1 o~ ”
Gz—gwuolN\s{)(pama} (3.23)

Ha az ellipticités (3.23) alakjat megvizsgaljuk, lathato, hogy (0|p,|n){(n|m,|0) tipusu
matrixelemekkel ardnyos. Mivel az elektromos polarizdcié polarvektor, a magneses
dipdlmomentum pedig axialvektor, melyek inverzioval és tiikkrozéssel szemben eltéré modon
transzformalodnak, belathatod, hogy a két matrixelem szorzata a molekula olyan szimmetria
csoportjai esetén lehet nullatdl kiilonbozo, melyek tisztdn forgatdsokat tartalmaznak csak,

azaz éppen a kiralis pontcsoportok (C,,D,,0,T és/) esetén tapasztalhatunk CD effektust.
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Tekintstik példaul azt az esetet, amikor a molekula rendelkezik inverzids

szimmetriaval. Ekkor a hullamfiiggvények paritas szerint osztdlyozhatoak és kdnnyen lathato,
hogy (0|p,|n)(n|m,|0) mindig zérus lesz, hiszen p kiilonbozé paritasa kezd§ és végallapot

kozott adhat nem nulla véarhat6 értéket, mig m azonos paritasu kezdo és végallapot estén lehet

csak véges.
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4, fejezet

A CD spektroszkopia méréstechnikaja

4.1. A polarizacio-modulaciés méréstechnika alapjai

Az el6z6 fejezetben lathattuk, hogy szoros kapcsolat van a fehérjék masodlagos szerkezeti
elemei és cirkularis dikroizmus spektruma kozott. A kovetkezd fejezetben azt szeretném
bemutatni, hogy milyen technikaval lehetséges nagyon kis polarizacidos valtozasok
detektalasa, akar hagyomanyos optikai laboratoriumban a kozeli- és kozép-infravords
tartomanyon, akar szinkrotron forrds mellett a kozeli-UV  hulldmhossztartoméanyon.
Méréseimet az utdbbi energiakon a Hirosimai Egyetem szinkrotron forrasa mellett végeztem
[20]. Emellett belefogtam egy Varian FS670 Fourier-transzformacios infravords spektrométer
atalakitasaba ugy, hogy a miszer alkalmas legyen fehérjemintak vibracios CD (VCD)
spektrumanak felvételére.

Fehérjek - és egyéb biologiai eredetli mintak esetén - a cirkuldris dikroizmusnak és
kett8storésnek koszonhetd polarizacio-valtozas olyan kicsi (107 —107fok), hogy nagyon
kifinomult mérési modszert kovetel meg a detektalasa. Ennek egy lehetséges megvalositasa az
alabbiakban ismertetett polarizdcio-modulaciés méréstechnika, mely megfeleld optikai
anyagok kivalasztasaval a teljes altalam vizsgalt spektrumon (tavoli UV ¢és infravoros)
alkalmazhato.

Fehérjék esetén célunk a minta cirkularis dikroizmusanak mérése, vagyis annak a
meghatarozasa, hogy egy minta egy linearisan polarizalt fénynyalabbol mennyire eltérd
mértékben nyeli el az egyes cirkularis komponenseket a foton energia fiiggvényében. Ennek
legegyszeriibb modja az lenne, ha a minta utdn a kezdeti polarizdciora merdleges
polarizacioju analizatort helyeznénk el. Ekkor, ha az elnyelés azonos mértékii a két cirkularis
komponensre, a fény polarizacios allapota idealis esetben nem valtozna és a detektorba mar
nem jutna fény. Ha a mintank megvaltoztatja a rajta athalado fény polarizacios allapotat,
akkor a rajta atmend elliptikusan polarizalt fénynek mar lesz az analizator optikai tengelyével
parhuzamos komponense, igy a detektor valamilyen véges intenzitast mér. Az analizator

forgatasaval meghatarozhatnank a polarizacios ellipszist, igy a cirkularis dikroizmus és
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kettostorés mértékét is. Ezzel a modszerrel azonban nem tudunk kiilénbséget tenni példaul a
cirkuldris ¢és linearis polarizacios effektusok (kettOstorés és dikroizmus) kozott, illetve a
mérésnek nem lenne kelld érzékenysége.

A megoldast egy olyan modulacios technika alkalmazasa jelenti, mellyel a bemend
fény polarizaciojat nagy frekvenciaval (f=50 kHz) modulaljuk és megnézziik, hogy ez a
frekvencia hogyan jelenik meg cirkularisan kettdstoré minta esetén a detektor jelében és ebbdl
hogyan tudunk visszakovetkeztetni a minta cirkularis dikroizmusara [21].

A polarizacié-modulacio altalam hasznalt eszkoze egy fotoelasztikus modulétor
(PEM) volt. Ez az eszk6z egy izotrop kristaly, melyet egy hozza csatolt piezoelektromos
mozgatoval egy Kkitlintetett irany mentén periodikus rezgésre kényszeritiink a mechanikai
sajatfrekvencidjan. Ennek kovetkeztében linearisan kettdstord lesz, vagyis eltérd lesz a
fazistolasa a fény két linedrisan polarizalt komponensére (az optikai tengelyek a linearis
deformacio iranyaba és az arra mer6leges iranyba esnek). Ezzel a mddszerrel el tudjuk érni,
hogy periodikusan kapcsolgassuk a PEM-bdl kilépo fény polarizacios allapotat.

Ha a PEM-re érkezd fény polarizacios sikja a deformalt kristaly optikai tengelyével
45°-0s szoget zar be és a fazistolas a két linedris komponens kozt (melyek amplitidoja
ilyenkor azonos) pontosan /2, akkor éppen a szamunkra érdekes két cirkularisan polarizalt

komponens valtakozik a modulator rezgési frekvenciajaval (1asd. 4.1.1 abra).

A PEM
piros nyil: a kristaly rezgési tengelye A linearisan polarizélt komponensek fazisviszonyai egy rezgési periddus alatt

4.1.1 Abra: A fotoelasztikus moduldtor és az optikai tengelyekkel parhuzamos linedrisan polarizalt
komponensek fazisviszonyai egy rezgési periodus alatt (kézépso dbra), illetve a fény polarozacios

dllapotanak idébeli valtozasa (jobb oldali abra)

A minta abszorpcids tényezdje a két cirkularis komponensre kiilonb6zd, igy azt

varjuk, hogy a detektalt intenzitasban a modulacio f frekvenciajanak megfelelé komponens

31



aranyos lesz a mérni kivant cirkularis dikroizmussal. Ezen allitasunkat konnyen igazolhatjuk,
ha végigkovetjilk a fény polarizacidjat az alabbi, az UV mérések soran hasznalt fénytiton

(4.1.2 abra).

referencia jel

VT | PC |

| Lock-in
Spektrométer | Iy ‘g\
1 —C—
Polarizator PEM Minta Detektor
45° 0°,7.4

4.1.2 Abra: Polarizacio modulacios elven mitkodo cirkularis kettostores mérésére alkalmas mérési

elrendezes vazlata

Az 4bran lathatd polarizator utdn az elektromos térerdsség vektora a modulator deformacios
tengelyével (y-tengely a 4.1.2 dbran) 45°-0s szdget zar be.

A PEM altal létrehozott polarizacio-valtozas matrixos alakja a fény terjedési iranyara

ST 1 0
merdleges polariziciok bazisaban: (O e"‘"‘”j : (4.1)
A minta altal okozott polarizaciéo valtozast leir6 matrix cirkularis bazisban felirva, majd

attranszformalva linearis bazisba:

1(1 1)(te™ o0 )1(1 —i
Szﬁ(i —iJ[ 0 t_e’eJ$(1 i]' (42)

fgy a detektorra es6 térerésség vektor a kovetkez6képpen adhatd meg:

1(1 1)(te® o0 (1 -1 0 )1
E=E,= " . 4.3
°2[i —J[ 0 t_e"’)(l ij[o e"“’“)]@ (43)

A detektor altal mért intenzitas a térerdsség abszolutérték-négyzet iddatlaganak
kiszamitasaval kapjuk meg, hiszen a detektor nem tudja kovetni a fény frekvencigjat, ami a

masodrendben kis mennyiségeket elhanyagolva a kovetkezd:

/ocETE=4T[1+%sin(<p(t))] ahol (4.4)

T (Jef e f) es aT=(|e.f e (45)

a teljes transzmisszio és a két cirkularis transzmisszid kiilonbsége.
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Ha a kapott kifejezésbe beirjuk, hogy a PEM fézistolisa az idének ¢(t)=e,sin(2nft)

harmonikus fliggvénye, akkor a kovetkezo alakot kapjuk:

I:4T{l+2gsin(<p0 sin(2nft))} : (4.6)
melyet a Jon+1 paratlan indexii Bessel-fiiggvények szerint Fourier-sorba tudunk fejteni:
sin(cp0 sin(2nft)) =2J, (¢, )sin(27ft) +... (4.7
1 -
T ¥ T 3 2T
3 RN
-qu- i "

4.1.3 Abra: A J, Bessel-fiiggvény a [0; 2x] intervallumon

Ennek megfelelden az intenzitasban megjelend /(0)=/,T lesz az egyenarami komponens, mig
. . Iy AT
az els6 harmonikus a amplitaddja /(f)=1,T le () |-

Ha a mérdrendszer érzékenysége az egyes komponensekre a Cy €s Cs faktorokkal jellemezhetd,
akkor a detektor jelének megfelel6 tagjai a kovetkezok lesznek:

. AT
1, =1,Tc, és :IOT{T.Il (<p0)} ¢ (4.8)

A CD spektroszkopidban fontos paramétert, az ellipticitast a két komponens hanyadosa
alapjan hatarozhatjuk meg:

/ c AT
Idc ¢, 1 ((po ) T ( )

A - mennyiség a két cirkularis komponens kiilonb6zé aranyu transzmisszidjara

vonatkozik. Ahhoz, hogy a mérni kivant ellipticitassal valo kapcsolatat megeértsiik, tekintsiik a

kovetkez6, 4.1.4-es abrat.
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4.1.4 Abra: A fény polarizaciés dllapota cirkuldris dikroizmust mutaté minta el6tt és utdan

A kezdetben linedrisan polarizalt nyalab felbonthaté két azonos amplitudoju
cirkularisan polarizalt komponensre. Athaladva a cirkularis dikroizmust mutat6 mintan, a
minta eltérd elnyelése miatt az egyes cirkularis komponensek amplitadoja eltérd lesz, melyek
Osszege elliptikusan polarizalt kilépd nyaldbot eredményez. Ezen polarizacios ellipszis kis- €s
nagytengelyeinek aranyat nevezziik ellipticitdsnak. (Amennyiben a két cirkularis komponens
fazisa is eltéré mértékben valtozik, ugy az ellipszis nagytengelye elfordul.)

Ha a komplex transzmisszio amplitadojat a két cirkularis polarizaciora t, -al és t_-al jeldljik,
akkor a polarizécios ellipszis tengelyeinek aranya, azaz az ellipticitas:

ot -t t2 -t T -T
4T

= = 4.10
t, o+t t+tP+2tt (4.10)

2

A fényintenzitas (4.8)-ban definialt komponenseinek hidnyadosa valoban egyenesen
aranyos lesz az ellipticitassal, azaz a CD effektussal.

A Z—fjl(%)szorzétényezé meghatdrozdsa a tényleges mérés eldtt elvégezendd

0

kalibracio feladata. A kalibracidt a teljes spektrumon célszerii elvégezni, hiszen a ¢t és Co
faktorok, melyek a miiszerek érzékenységére jellemzdek, valtozhatnak a hullamhossz
fiiggvényében. Ennek egy lehetséges modja, hogy a fényutba a PEM utan egy A/4-es fazistold
lemezt és egy analizatort helyeziink. Ekkor az analizatornak kdszonhetéen a mérési
elrendezés nem csak a két cirkularis komponens eltérd abszorpcidjara lesz érzékeny, hanem a
rendszeren valo athaladas soran a koztiik fellépd teljes fazistolasra is (a polarizacios ellipszis
nagytengelyének elforduldsa). Ha eldszor csak az analizator szerepét vizsgaljuk, akkor a
(4.3)-as egyenletben egy tijabb tényezo jelenik meg, ami a fiiggélegeshez képest @ szogben
elforgatott analizator transzmissziés matrixanak felel meg. {gy a teljes 4tmen intenzitésra a

kovetkezo kifejezést kapjuk:

I cEE :4T{1+%sin(<p(t))+sin(2~AO+2~(D)cos((p(t))} , (4.11)
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ahol A0=(©, -0_) a rendszer fazistolasa a két cirkularis komponens kozétt, ® pedig az
analizator altalunk valasztott szoge. Ilyenkor a PEM idéfiiggd fazistolasa (cp(t)) egy
koszinusz fliggvény argumentumaban is megjelenik, igy a Fourier-sorfejtésben elsé rendben
egy kétszeres frekvenciaji komponenst is kapunk. A teljes atmend intenzitas ekkor

I=lpc +1 sin(27f -t)+1,, sin(4nf -t )+... (4.12)

alaku, ahol tovabbra is igaz, hogy:

I /
I_fzc_fjl(%)ﬂ s =2 () (00+0) (4.13 és 4.14)
dc CO T Idc 0

A masodik Osszefiiggés alakjabol mar lathat6 a fazistoldsra vonatkozd kalibracid
alapelve, 4.14-ben ugyanis az analizator ® szoge azonos szereppel bir, mint a vizsgalt minta
A® fazistolasa. Ha tehat egy lock-in erdsitével megmérjik a detektor jelének azon
komponensét, mely a PEM frekvencidjanak kétszeresével oszcillal az analizator kicsi =dg

allasanal, az alabbi képlet alapjan kiszamithat6 a —L J, (¢, ) kalibracios konstans:
CO

o) e
2y (@)= 2 |2 (4.15)
[o ,(¢0) 2(1)[[ Ioc )0, \Joc ) o,

Nekiink ugyanakkor az ellipticitas kalibracidjara, vagyis a C—fjl((po) faktorra van
CO

sziikségilink. A kovetkezd 1épésnél emlékezziink vissza, hogy a kalibracié sordan nem csak az
eddig figyelembe vett analizatorral kell Kiegésziteni az elrendezést, hanem a PEM utan egy
M4-es fazistolo lemezt is a fényutba kell helyezni tigy, hogy a lemez optikai tengelyei a
4.1.2.-es abran jelzett x és y tengelyekkel essenek egybe. Ekkor a lemez a bejovo fény x és y

sikban polarizalt komponensei kézt /2 fazistolast hoz létre, aminek kovetkeztében a 4.11

kifejezésben szerepld sin((t))és cos(e(t))szerepet cserél, és igy az analizator +@g

c T
forgatasaval az el6zével azonos modon, mér a L J, (¢, ) konstans kalibralhato.
c

0

A valdsagban persze nem tudunk minden hullamhosszhoz idealis M4-es fazistolo
lemezt valasztani, de erre nincs is sziikség. Elég ugyanis egy olyan nem abszorbeal6 lemezt
hasznalni, mely fazistolasa a hulldmhosszak sokszorosa az adott spektralis tartomanyban ¢€s a
fény frekvenciajanak fiiggvényében a lemez fazistolasa /2 és —m/2 kozott oszcillal. Ekkor

egy adott analizatorallasnal a foton frekvencia fliggvényében az intenzitas is oszcillal [22]. Ha
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ezen gorbe minimum- ¢és maximumhelyeit megkeressiik, a szélsdértékek abszolutértékének

burkolodja adja a keresett kalibracios konstans frekvenciafiiggését [22].

4.2. CD spektroszkopia a tavoli-UV hullimhossztartomanyon

Ahogyan azt kordbban emlitettem az UDE ¢és fragmenseinek elektronikus CD spektrumat a
Hirosimai Egyetem szinkrotronforrasanal vettem fel, ugyanis a ma kereskedelemben kaphato
spektrométerekkel ~200 nm-ig végezhetdk CD mérések, ezen hullamhossz alatt viszont mar
erésen csokken a fényforrasok fényessége és a viz abszorpcidja rohamosan né. Ahogyan azt a
késobbiekben latni fogjuk ugyanakkor, a 160-200 nm kozti hullamhossztartomanyrol
szarmazo6 spektralis informacid nagy mértékben javitja a kiértékelés soran a masodlagos
szerkezetre kapott eredmények pontossagat, igy érdemes a méréseket kiterjeszteni erre a
régiora. Ennek megfeleléen az 1980-as évektél kezdve tobb szinkrotronforrasnal is
létrehoztak olyan mérdhelyet (beamline), mely bioldgiai mintdk CD spektrumanak felvételére
alkalmas a tavoli-UV tartomanyban [20]. A Hirosimai Egyetem szinkrotronforrasa (HiSOR)
mellett kialakitott CD spektrométer kiilonlegessége, hogy a korabban nitrogén atmoszféraban
végzett mérések helyett itt a polarizacio-modulacios optikai elemek és a mintatarto is egy-egy
vakuumkamraban kaptak helyet, aminek kovetkeztében a vizgdz, oxigén ¢és nitrogén
fényelnyelésének kikiiszobolésével a CD spektrumok felvétele idealis esetben egészen 140
nm-ig lehetséges.

A 4.2.1-es abran a szinkrotron 15-6s mérdhelyének sematikus 4bréja lathato. A gytiriibol
a dipolsugarzas tangencialis iranyud, kevéssé széttartd fénynyaldbként 1ép ki, mely atlagos
fluxusa 10'° foton/s. Ez az érték ugyanakkor egy mérés idéskalajan beliil is ingadozik, néhany
6ran beliill pedig felére esik a fényintenzitds. Emiatt naponta kétszer ujra kell elelktronokat

16ni a szinkrotrongytiriibe.

Oldalnézet

Gratin
M1 Mérdhely w3 &

4.2.1 Abra: A HiSOR 15-6s mérohelyének sematikus rajza, MO,M1,M2,M3: tiikor, S1,52: rés
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A fénynyalab mintahoz vezetd Utjat a 4.2.1-es abranak megfelelden négy tiikorrel (MO,
M1, M2, M3) alakitjak ki. Az elektronok altal, az eltéritdé magneseken (BM) vald athaladas
utan kibocsajtott fénynyalabot az MO hengertiikorrel eltéritik, majd az M1 parabola- és M2
gombtiikor segitségével egy McPherson-tipusi monokromator (Grating) S1 belépé résére
fokuszaljak. A monokromator két diffrakcidos racs alkalmazasaval a 31-310 nm
hullamhossztartomanyban képes biztositani a 0,02 nm-es felbontast. Az S2 résen kilépd,
monokromatikus nyalabot az M3 toroidalis tiikor 2000 mm tavolsadgban egy kozelitdleg 3 mm
atmérdjii  folttd fokuszalja, mely kijeloli a minta helyét. A mintatartét tartalmazo
vakuumkamra el6tt, az alabbi, 4.2.2-es abranak megfelelden egy kiilon vdkuumkamrdban
helyezték el a polarizacio-modulécidhoz sziikséges optikai elemeket, illetve a monokromatort,
igy a mintdk cseréjekor nem kell az egész rendszert fellevegdzni majd wjra kiszivattylzni.

Emellett természetesen a fénynyalab is egy folytonos vakuumcsdben halad.

Zar -
vezérlés — Ll " 1,
amra o)
: %
) I' ’6‘
VF[ PMT ! = &%,
A 3}
’I‘
VF E l Monok
Lock-in = vezérlés
N )
-,
vezerlés i i
=

4.2.2 Abra: A tavoli-UV cirkuldris dikroizmus spektrométer blokkvdzlata
A: analizator, E: erdsité, M: minta, POL. polarizator, PMT: fotoelektron-

sokszorozo, Sz. sug..: szinkrvotronsugdrzas, VF: vezérlofesziiltség

Az abran lathatdé mérérendszer valamelyest bonyolultabb az ¢l6z6 szakaszban
bemutatott optikai elrendezésnél (4.1.2-es abra), de a polarizaciovaltozast itt is a koradbban
ismertetett polarizacio-modulécios elven detektaltuk.

A monokromatorbdl kilépd fény a polarizdcié-modulacids kamraban eldszor egy Karl
Lambrecht Rochon-prizman halad at, mely egy olyan kettéstoré optikai elem, ami a bejovo
fényt két merdleges polarizacioji, egymastdl néhany fokos szdgben eltavolodd nyaldbra

osztja: f6 nyalabnak nevezziik azt, amelyik az eredeti egyenesen halad tovabb, mig a masodik
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nyalab néhany fokban eltériil. A prizmahoz nagyon kozel elhelyezett PEM-en mindkét
linearisan polarizalt nyaldb athalad, igy mindketté polarizacidés allapota ugyan ugy
modulalédik. A f6 nyalab ezutdn a mintat tartalmazé vakuumkamran halad keresztiil, ahol a
minta cirkularis dikroizmusanak kovetkeztében elliptikusan polarizaltta valik. A mintan
athaladt nyalab intenzitasat végiil egy fotoelektron-sokszorozoval detektaljak (photomultiplier
- PMT). A vezérlofesziiltség optimalizalasara hasznaljak a masodik, referencianyalabot, mely
intenzitasat egy, az el6zével azonos PMT-vel mérik. Ezen detektor vezérlofesziiltségét gy
valtoztatjak, hogy a szinkrotronsugarzas intenzitasanak ingadozasa ellenére a kimend
fotoaram kozelitleg alland6 legyen, majd ugyanezt a vezérléfesziiltséget kapcsoljak a CD
jelet mérdé detektor vezérldbemenetére is. Az eltéritett nyalab masik fontos feladata, hogy
PEM modulécios amplitudojanak hullamhosszfliggését kikiiszoboljék.

A mérés soran a lock-in erdsit6t, a detektorok vezérldfesziiltségét, a PEM
vezérldegységét és a monokromatort egy mérdkartyakkal kiegészitett személyi szamitogép
hangolja 0ssze, igy maga a mérés teljesen automatizalt. A mért és normalt fesziiltségjelet
szintén a méréprogram szamolja at milifokban mért ellipticitassa egy korabbi, jol ismert CD
spektrumii mintasztenderddel elvégzett kalibracio alapjan. A kalibracié tehat ennél az
elrendezésnél nem a kordbban ismertetett fazistold lemezes modszerrel tortént.

A mintatarto egy henger alakt rozsdamentes acél befogobol és két, 20 mm atmérdj, 1
mm vastag MgF, ablakbol all. Folyadékmintadk esetén az optikai uthossz a két ablak kozé
helyezett, ismert vastagsagli teflongylirlivel szabalyozhato: a befogora helyezett alsé
mintaablakra racsusztatjuk a teflongytir(it, majd az ablak kdzepére annyi mintat csdppentiink,
hogy a masik ablakot racstsztatva buborékmentes folyadékfilm keletkezzen a két ablak kozott
a gytiriben. Ezzel a modszerrel 1,3 pum (teflongylrti nélkiil, a befogd csavarjat jol
meghatarozott pozicidig behuizva) minimalis és 50 pm maximalis Gthosszt érhetiink el.
vizes oldatukban vettiikk fel. A viz abszorpcidja miatt viszonylag rovid, néhany 10 pm-es
uthosszakat alkalmaztunk, a kiértékeléshez hasznalt spektrumokat pedig mintatol fiiggden 8-
10 felvett spektrum atlagolasaval kaptuk meg a fehérjemintat nem tartalmazo tiszta oldoszer

CD alapvonalanak kivondsa utan.
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4.3. VCD spektroszkopia Fourier-transzformaciés méréstechnikaval

A fent vazolt polarizdci6 moduldciés méréstechnika megfeleld optikai anyagbol késziilt
polarizator ¢s PEM alkalmazasaval elviekben megszoritasok nélkiil Kkiterjeszthetd az
infravords hulldmhossztartomanyra. Méréstechnikai nehézséget jelent azonban, hogy nincs
olyan szélessava fényforras, amely intenzitasa nagysagrendekkel meghaladja a kornyezetbol
szarmazo termikus zaj mértékét. Ez komoly hatranyt jelent diszperzios elven miikodo
spektrométercknél, melyek miikodési elviikb6l fakadoan a forrasbol szarmazd teljes
fényintenzitasnak csak egy toredékét engedik tovabb a minta felé. Az alabbiakban bemutatott
Fourier-transzformacios spektroszkopia elénye ezzel szemben, hogy a forras teljes
fényintenzitasaval vilagitunk 4t a mintan és a spektrométer a teljes spektrumot ,,egyszerre”
méri majd inverz Fourier-transzformacioval alakitja at a hullamhossz fiiggvényében mért
teljesitményspektrumma.

A Fourier-transzformacids spektrométerek legfontosabb optikai eleme egy interferométer

(4.3.1. dbra).

Fix tikor Pasztazd tikor
#

Fényforras X

- -
-

Nyalaboszto

Polarizator

PEM

Minta

Detektor

4.3.1 Abra: Fourier-transzformdcios infravorés cirkuldris dikroizmus spektrométer blokkvazlata.

Az egy nyilas nyalab a fix tiikorrol verddik vissza, a ket nyilas pedig a pasztazo tiikorrol.

Az interferométerben a kilépd nyaldbot egy nyalaboszté két részre osztja, az egyik egy

mozgd, Un. pasztazd tikorre esik, a masik pedig egy allo tiikkdrre esik merdlegesen. A
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nyalabok a tiikkrokrdl visszaverddve Gjra egyesiilnek a nyalabosztdé mogott. Idedlis nyaldboszto
esetén a nyalabokkal a megtett Githosszak kiilonbségétdl eltekintve ugyan az torténik: egyszer
keresztiilmennek és visszaverddnek a nyaldboszton, valamint visszaverddnek a tiikorrdl.
Ennek megfelelden a két nyalab altal 1étrehozott interferenciaképben csak a megtett uthosszak
kiilonbsége szamit, mely a pdasztazoé tiikkor mozgasa miatt idében valtozik. Ez az
»interferenciakép” halad 4t a mintan és leképezddik a detektorra (A polarizator és a PEM
szerepétc’il egyel(’ire tekintsiink el és foglalkozzunk egyszerﬁ abszorpci(')s spektroszképiéval.)
fliggvényében rogzitjiik, az igy kapott gorbét pedig interferogramnak nevezziik.

Vizsgaljuk meg, hogy minta nélkiil mit érzékel a detektor: legyen E(t)a rogzitett
tiikorrdl érkezoé nyalab térerésségének idofiiggése, E(t+t1)pedig a pasztazd tiikorrdl érkezo
nyalab térer6ssége, ahol t=2-(x—x,)/c, hiszen ha x,az all6, xpedig a mozgo tiikor

pozicidja, akkor a mozgd éppen tidOkésésben van. A detektor ezen két nyalab
interferencidjanak idéatlagat méri, hiszen a fény oszcillacigjanak idéskaldjan nem tudja

kovetni a bejovo jel fény frekvenciaja szerinti ingadozasat:
1 2 1 2 1 2
/(r)=<E|E(t)+E(t+r)| >t:5<|E(t)| )+l

itt (), jelenti a T ideig tartd mérés alatti idéatlagolast. Kifejtve az atlagolast:

<m[ (t)-E (t+r)]>t, (4.16)

t

T o ©
_ iw —iw(ﬂ') n
1(T)=(l,), +ST1’@|_|'EEIIIEH,€ “El.e " dw'dw dt} (4.17)

—T —o0 —0
Az igy kapott interferogramot Fourier-transzformalva kapjuk meg a keresett, frekvencia

szerinti spektrumot:

I(w)= je "‘”dr+i)%bi_r2%j TTTEwe”" “VE e ’(‘““’“)(”r)dw'dw"drdt}
=<lo>t6(w)+fl{j IEw.E;..é(w'—w” (w+w")dw'dw'} (4.18)

5(w)+EE,

= (1), 6(w)+R[E_E",
Lathat6 tehat, hogy az I(w)teljesitményspektrum a térerdsség autokorrelacios
fliggvényének Fourier-transzformaltja. Az interferogrambdl a t fliggetlen alapvonalat levonva
a (Iy), 6(w)jaruléktol megszabadulhatunk.
Ha a fényutban egy altalanos, t, transzmisszios tényezdvel jellemezhetd minta is van

¢és mi épp ezen egyiitthatd spektrumat akarjuk meghatarozni, a kifejezések igy modosulnak:
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Emintu (t) = jtw'Ebeesé,w'eiwltdwl és E*

minta

(t+7)= [t Eps o™V (4.19) s (4.20)

ami alapjan a fenti 1épéseket felirva az d&tmend intenzitas:

Iminta ((,U) = (thw )(t:)E:J ) ' (421)
amely polarizalatlan esetben:
Lo (W) =T (w)E,E, (4.22)

It T(w) a teljes fényintenzitds o frekvenciaji komponensének atengedett hanyadat

jelenti. Ahhoz, hogy a mérés soran a mintara jellemz6 transzmisszios spektrumot kapjuk meg,
a mért teljesitményspektrumot egy referencia anyaghoz kell viszonyitani, ugyanis a mért
teljesitményspektrum erdsen fiigg a lampa fényességének spektralis eloszlasatol, az egyes
mintak esetén az UV mérésekhez hasonldan a tiszta oldoszerrel végzett mérések spektrumat
érdemes referencianak hasznalni, hiszen igy az oldoszer esetleges elnyelése miatti jeltdl is
megszabadulunk. Ezek alapjan a minta frekvenciafiiggd transzmisszidja, kihasznalva a
Fourier-transzformacio linearitasat:
T(w)= e i (‘("3)) (4.23)
referencia

Ahhoz, hogy Fourier-transzformalt interferogram egzaktul megadja a

teljesitményspektrumot, a tiikornek végtelen hosszii utat kellene bejarni, ami persze

kisérletileg kivitelezhetetlen. Nézziik meg a véges elmozdulas hatdsat egy monokromatikus

komponensre. Ekkor E(t)=E,cos(w,t)alaka és a spektrum csak a Fw,frekvencias

komponenseket tartalmazza:

2

E.,
2

pmete (@) = [5(0}0 +w)+6(w, —w)] (4.24)

Ha a tiikor maximalis elmozdulasa T__ 1d6 alatt kovetkezik be, akkor a valosagos

max

spektrum egy kiszélesedett, negativ mellékcsucsokat is tartalmazo jel lesz:

E

Wo

max max

’ sin((w0+w)T )+sin((w0—w)T )

E (4.25)

2 w, +w W, —w
A negativ értékek megfeleld ablakfiiggvénnyel (ezzel konvolvaljuk az interferogramot
¢s ugy Fourier-transzformalunk) kikiiszobolhetdk (apodizacid), de a csucskiszélesedés nem
kezelhetd. A véges uthosszbdl fakadd kiszélesedés limitalja a felbontast, mely forditottan

aranyos T__ érétkével.

ax
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Tovabbi gyakorlati korlat, hogy a pasztazo tiikér mozgatdsa soran csak véges,

T ., 1dokozonként tudunk mintavételezni, ami a legnagyobb mérhet6 frekvencia értékét szabja

crer

szempontjabol, ezért ezt egy, a fehér fényli nyaldbbal parhuzamosan halado6 referencia lézer
interferogramjanak minimumhelyei alapjan mérjik. A  kisérletben kapott teljes
interferogramot numerikus Fourier-transzformacioval szamithatjuk at spektrumma az
apodizaciot és a zero-fillinget® kdvetben [23]. Ezeket a 1épéseket a spektrométerhez mellékelt
szoftver automatikusan elvégzi.

Nézziikk meg, hogy mi valtozik a fentiekhez képest abban az esetben, ha a minta
abszorpcidjan tul annak CD jelét is detektalni szeretnénk. A 4.3.1 dbranak megfelelden ekkor
a fényltban egy polarizator és egy PEM is helyet kap. Diszperziv spektrométerrel végzett
Fourier-transzformacios spektrométernél azonban nem egy jol definialt hullamhosszusaga
fény halad 4t a PEM-en egy adott mérési pont felvételekor, igy a retardaciét nem tudjuk

folyamatosan optimalizalni. Ezen nehézség ellenére a poalrizacio-modulacids technika

alkalmazhatd marad, hiszen ez formalisan csak a —LJ (¢,) kalibracios konstans
CO

hullamhosszfiiggésében jelenik meg, amit a 4.1. fejezetben leirt kalibracioval ki tudunk
kiiszobdlni.
Kihasznalva a Fourier-transzformacié linearitdsat, a modulalt jel felharmonikusainak

mérésével az ellipticitas a mar ismert modon hatarozhat6 meg:

(w) jlf (r)e™dr
I (w) Ildc(t)e‘i“’rdt’

ahol /,(t)az intenzitds elsé harmonikusahoz tartozo interferogram, mig /() a teljes

(4.26)

o(w)

detektalt intenzitashoz tartoz6 interferogram.

A polarizicié-modulcidos €s Fourier-transzformaciés méréstechnikak egylittes
alkalmazhatosdganak feltételeit az egyes eszkozoket jellemzd iddéskaldk vizsgalataval
kaphatjuk meg. Keressiik meg ezeket a feltételeket az altalam fejlesztett konkrét elrendezés

esettn. A PEM-ben taldlhato kristaly sajatfrekvencidja f=50kHz, ez az érték nem

valtoztathato, igy ez fogja meghatarozni a tobbi elektronikai eszk6z idéallandojat. Ehhez a

¥ Az interferogram x intervallumat n-szeresére néveljiik, a hidnyzo y értékekt pedig O-nak definialjuk. Ezaltal
hatékonyabban simitjuk a spektrumot, mintha a transzformaci6 utan tennénk. Természetesen a felbontést ezzel a
modszerrel nem tudjuk javitani, de a spektrum alakja szebb lesz.

42



frekvencidhoz T

mod

=20us -os periodusidd tartozik, ennél mindenképpen gyorsabb detektort
kell valasztani. Az altalam beépiteni tervezett MCT detektor T, ~1us-os periodusidével
rendelkezik, igy még a kalibracidhoz sziikséges 2f -es modulalt komponenst is elég sokszor
tudja mintavételezni.

A kovetkez6 fontos idOskala a spektrométer térbeli mintavételezési gyakorisaga, mely
a legnagyobb detektalhatd energia értékét szabja meg. Fehérjék és polipeptidek esetén, ha
olyan tartomanyon szeretnénk meghatdrozni a spektrumot, mely a masodlagos szerkezetre
vonatkoz6 informéciot tartalmaz, akkor a maximalisan detektdland6 hullamszamot kozelitdleg
4000cm*-nek érdemes valasztani, hiszen az amid csoport legnagyobb energiajh
gerjesztésének, az amid A modusnak az (az N-H kotés vibracids gerjesztése) energiaja
3300cm *koriil talalhatdé. Ha a tiikor mozgasi sebessége v, akkor a kovetkezd Osszefliggést
kapjuk a mintavételezési id6 és a maximalis energia kapcsolatara:
- ch (4.27)

max

Ha a Varian 670-es spektrométer vezérléprogramjaban egy elég kicsi tiikorsebességet

. cm . . A -
valasztunk [v :0,15—j, ami természetesen hosszii mérést jelent, akkor a E,__, =4000cm™ -€S
s

energiavalasztassal T =1600us -os 1épési idokozt kapunk.

A kovetkezd 1épésben a lock-in iddallandojat kell megvalasztani, amit két tényezd
befolyasol: egyrészt a lock-in a jel f=50kHz frekvenciaji komponensének amplitadojat
akkor tudja jol meghatarozni, ha lehetdsége van tobb periodus Osszeatlagolasara, masrészt
fontos, hogy ezalatt a tikor ne sokat mozduljon el, vagyis ne valtozzon szamottevéen a

detektalt jel Osszintenzitdsa. Ennek megfeleléen ha a lock-in iddallanddjat a

Tou_n =100—300us -os értékek koziil valasztjuk, akkor legalabb 5-15 periodust ki tud atlagolni

és a tiikor elmozdulasa sem lesz szdmottevd. Ha a nagyobb id6allandot tekintjiik, a mért jel
kevésbé zajos, de az interferogramban a gyorsan oszcillalo komponensek jobban
kiatlagolédnak, aminek az lesz a kovetkezménye, hogy a szamitott spektrumban magasabb
energidk fel¢ a mért jel amplitidoja csokken. Mindez addig nem jelent gondot, amig a

Tou_mjoval kisebb, mint T . Ha azonban mas mintdk mérésekor szeretnénk nodvelni a

maximalisan elérhetd energiat, az egyre sziikiilé 7, , —T. ,id6ablakra figyelni kell.
Korabban mar emlitettem, hogy a pasztazo tiikor altal megtett maximalis uthossz
szabja meg a felbontas fels0 korlatjat. Ha példaul a bioldgiai mintdk esetén levarhato

6E =4cm ™ -es felbontast szeretnénk elérni, akkor a tiikkor mozgasanak teljes ideje:
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= c-h ~840ms (4.28)
v-6E

max

Ezalatt a tikor x , =1,26mmutat tesz meg. Ilyen feltételek mellett 1 perc alatt ~35

interferogramot atlagolhatunk 6ssze.
A mérést gyorsitani lehet, ha nagyobb tiikorsebességet valasztunk, ekkor viszont a

mintavételezés 1dOkoze T

- =800us-ra csokken, vagyis a lock-in iddallandojat szintén
csokkenteni kell. Ezek alapjan két lehetség koziil valaszthatunk ha adott idétartamot tudunk
szanni a minta spektrumanak felvételére: nagyobb tiikorsebességgel, kisebb lock-in
idéallandoval tobb, de zajosabb CD spektrumot atlagolunk Ossze, vagy a modulalt
interferogramok felvételénél tobb periodust atlagolunk 6ssze a lock-in erdsitdvel, viszont
adott 1d6 alatt kevesebb spektrumot tudunk felvenni. A paraméterek idealis értékeit mindig az

adott minta spektruménak felvétele eldtt, a mérési koriilményeknek megfeleléen érdemes

megvalasztani.

44



4.3.1. VCD spektrométer fejlesztése a kizép-infravioros (MIR) tartomdnyon

A tavoli UV mérések elvégzése utan a BME Fizika Tanszék optikai laboratériumaban
belefogtam egy Varian FS670 tipusu, Fourier-transzformacios elven mikodé infravoros
spektrométer atalakitasaba Uigy, hogy az a késObbiekben alkalmas legyen az UDE és egyéb
biologiai eredetli mintak CD spektrumanak felvételére. A miiszer érdekessége, — annyiban
eltér a hagyomdnyos Fourier-transzformacios spektrométerektél — hogy 2 kimend A/D
csatorndja van. Ez teszi lehetdvé a polarizacio-modulacids technikdhoz sziikséges két
interferogram egyidejli rogzitését. A spektrométer és a benne elhelyezett polarizacio-
modulacids elemek, illetve a mintatart6 lathatok az alabbi (4.3.2) abran.

Interferométer
Detektor

Fényforras

Polarizator /

PEM B

Mintatarto

Detektor

4.3.2 Abra: Varian FS670 spektrométer és a benne kialakitott polarizdcié-moduldcios
elrendezés

A spektrométerben a fényforras egy 1zzo6 szilicium-karbid rad (Globar), amely kelld
fényességet a 9600-50 cm™ (1040 nm - 200 pm) energiatartomanyban biztosit. A késziilékben
egy Michelson-interferométer talalhatdé KBr nyalabosztoval, amely transzmisszioja a 7500-
375 cm™ (1333 - 26667 nm) tartomanyban idealis.

A CD spektroszkopiahoz ZnSe hordozora parologtatott fémracsos polarizatort (wire-
grid), valamint egy ZnSe kristalybol és egy PEM-100-as (Hinds Instruments) modulalo
egységbol allo fotoelasztikus modulatort illesztettem a spektrométer hazaban erre a célra
szabadon hagyott mintatérbe. Az eszkOzokkel elérhetd mérési tartomanyt a ZnSe
transzmisszioja hatdrozza meg. Ennek megfeleléen az 5000-555 cm™ (2000 - 18 000 nm)

energiaablakban hasznalhatok.
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Az optikai atban soron kovetkezO elem a mintatarto, mely egy specidlisan
folyadékmintak mérésére kialakitott eszkdz. Felépitése hasonld a vakuum-UV méréseknél
ismertetett mintatartohoz: egy csavarokkal rogzithetd haz szorit 0ssze két BaF, ablakot,
melyek kozt egy mylar gylirt talalhatd, ami megszabja a minta vastagsagat. Biologiai mintak
erdsebb abszorpcidja a kérdéses tartomanyon. Emiatt nagyon rovid uthosszak és nagy
fehérjekoncentraciok sziikségesek. A meglévd mintatartdval feltehetéen akar mar néhany pm-
es uthossz is elérhetd, igy remélhetéleg nem lesz sziikség arra, hogy nehézviz kdrnyezetben
mérjlink. Detektorként a mar emlitett nitrogénhiitéses MCT detektort fogom alkalmazni, mely
kell§ érzékenységet az 7140-555 cm™ energiatartomanyban biztosit.

A spektrométer érzékenységének tovabbi novelése érdekében ki lehet hasznalni, hogy
a fehérjék és peptidek CD spektruma az elég jol definidlt energidju amid modusok kdrnyékén
érdekes, vagyis nem kell a teljes elérhetd energiatartoméanyt kihasznélni. Ezért megtehetjiik,
hogy olyan sziir6ket alkalmazunk a fényutban a polarizator eldtt (4.3.2. dbra), melyek egy jol
meghatarozott energiaérték folott szinte alig transzmittalnak. Mindez azért elényds, mert a
fényforras intenzitasat anélkiil lehet novelni, hogy a detektort foloslegesen telitenénk olyan
energiatartomanybol szarmazé fotonokkal, melyek nem hordoznak szdmunkra érdekes
spektralis informaciot. Harom ilyen szlird transzmisszids spektruma lathatéo a 4.3.3 - 4.3.5
abrakon, jelolve azokat az amid mddusokat, amiket az adott sztird alkalmazaséaval tervezek
mérni.

2,4 um-es szdrd
1.00

0.90 ﬂ(\
0.80
0.70 | | &-\

2
5060 || =
E 050 ||
=
E 040 |
030 || IB Amid A es B modus

o \

0.10

0.00 _J /

2000 4000 6000 2000 10000 12000 14000 16000 12000 20000 22000 24000 26000
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4.3.3 Abra: A 2400 nm alatt nem transzmittdlo intenzitdssziird transzmisszios spektruma és a

mérendé amid modusok

46



4,5 pm-es szlrd
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434 Abra: A 4500 nm alatt nem transzmittdlé intenzitdssziiré transzmisszios

spektruma és a mérendd amid modusok
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435 Abra: A 7300 nm alatt nem transzmittdld intenzitdssziiré transzmisszios

spektruma és a mérendé amid modusok
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5. fejezet

A mérési eredmények Kiértékelése és értelmezése

5.1. A fehérjemintak CD spektrumai és kiértékelésiik

A kovetkez6 fejezetben ismertetem eredményeimet az UDE fehérjeminta és fragmenseinek
vakuum-UV CD spektroszkopias vizsgalata terén.

A szakasz elsé részében arrdl irok, hogyan lehet egy mért CD spektrumbol
megallapitani, hogy a fehére teljes aminosav szamanak hany szazaléka van jelen az egyes
masodlagos szerkezeti elemek formajaban. Ezutan bemutatom, hogy az aminosav-szekvencia
¢s a fonti adatok ismeretében hogyan tudunk becslést adni arra nézve, hogy a peptidlanc
mentén hogyan kovetik egymast ezek a masodlagos szerkezeti elemek. A modszer [24]
alapfeltevései a kovetkezOk. A fehérje tavoli-UV CD spektruma a masodlagos szerkezeti
elemektél szarmazik, mert dominansan a peptidkotések gerjesztéseibol adodik, melyek
cirkularis dikroizmusat a szomszédos peptidegységek relativ orientdcidja hatarozza meg.
Ahogyan azt az elsd fejezetben kifejtettem, az egyes masodlagos szerkezeti elemeken beliil
(o-hélixek, PB-reddk, kanyarok) ezen orientaciés paraméterek azonosak, igy egy adott
szerkezet peptidkotéseinek gerjesztései azonos CD spektrumot eredményeznek. Mivel a
peptidkotések gerjesztéseit dontden a lokalis konformacié és kolcsonhatdsok befolyésoljak,
igy a gerjesztések jo kozelitéssel egymastol fliggetlenek €és egy adott fehérjeminta esetén
Osszeadodnak. Tovabba, el kell fogadnunk azt a feltételt, hogy az egyéb kotéseket kialakitd
elektronkonfiguraciok gerjesztéseinek CD jaruléka kicsi a peptidgerjesztésekéhez képest. A
tapasztalatok alapjan ez teljesiil a tavoli-UV tartomanyban néhany olyan kivételtdl eltekintve,
amikor sok aromas oldallancot tartalmaz a makromolekula [24], de az altalunk
tanulmanyozott fehérje aminosav-szekvencidjanak ismeretében ezt a lehetdséget kizarhatjuk.

A CD spektroszkopia egyik legsikeresebb alkalmazasi teriilete, a fehérjék masodlagos
szerkezetének meghatarozasa tehat, a tavoli-UV CD spektroszképia masodlagos szerkezeti

elemekre vonatkozo jelentés érzékenysége miatt fejlédhetett Ki.
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C(A) az adott fehérje CD spektruma, B, (A)egy masodlagos szerkezeti komponensre (a-hélix,

B-redé stb.) jellemz6 CD spektrum, fi pedig az egyes komponensekben részt vevé aminosavak
részaranya a fehérje teljes aminosav-tartalmahoz képest. Ennek megfeleléen, ha ismerjiik a

B, (A) spektrumokat, az fx faktorokat megadhatjuk a minta mért spektruma alapjan. A

komponensek spektrumait korabban a masodlagos szerkezeti elemekre jellemz6é geometriai
paraméterck ismeretében elméleti szamitasok utjan probaltak meghatarozni [25], de a
manapsag hasznéalatos modszerek mar nem ezt az utat kdvetik. Egyrészt, mert a szamitasok
bonyolultsaga miatt nem mindig sikeriilt megfelelé pontossagi modelleket alkotni, masrészt a
valds fehérjékben a mésodlagos szerkezeti elemek mindig mutatnak valamilyen eltérést az
idealisnak tekintett konformacioktol. Ehelyett nagy szamu ismert masodlagos szerkezettel
rendelkezé fehérje (itt jellemzben kristalyositott fehérjék rontgenszorassal meghatarozott

crer

szerkezetekre jellemz6 B, (A) spektrumokat. A szamitishoz alkalmazott, ismert szerkezetii

fehérjéket nevezziik referencia-készletnek.
Az eljaras sordan az N darab fehérjébdl allo referencia-készlet esetén a kovetkezd N

linearis egyenletet tudjuk felirni:

[c], =[Zre. )], (5.1)
melyekben az ismeretlenek a B,(A) komponens spektrumok, hiszen az fy értékek a
krisztallografiai mérésekbdl ismertek és C(A) a referencia fehérjék CD spektruma. A B, (A)
spektrumokat megkapjuk, ha a teljes egyenletrendszerre a legkisebb négyzetek modszerével
egyszerre minimalizaljuk az eltérést az (5.1) egyenletek jobb ¢és bal oldala k6zott. Hasonld
optimalizacios eljarassal kapjuk meg az uj fehérje CD spektrumabol a referencia-készlet

esetén meghatarozott B, (A) spektrumokat hasznalva, az f faktorokat. Minden esetben

teljesiilnie kell a )’ f, =1 feltételnek.
k

Munkam sorén a kiértékel-programot olyan mdodban hasznéltuk, mely Gsszesen 6-féle
masodlagos szerkezeti elemmel dolgozott (k=6), melyek a kovetezOk voltak: regularis a-
hélix, regularis B-redd (B-strand), kanyar (turn), rendezetlen struktura (unordered), torzult a-
hélix (distorted helix) €s torzult B-redd (distorted strand). Az elsé harom elem CD spektruma
kiilonbozo referencia-készletek alapjan szdmolva csak kis mértékben tér el egymastol, mig a

rendezetlen struktirat valtozékonysaga miatt csak egy erdsen atlagolt spektrummal tudjuk
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kozeliteni. Az utolsé két elem hasznalatanak oka az a feltevés, hogy a periodikus elemek
(hélix ¢és redd) peptidkotései valamelyest eltorzulnak a szerkezetek kezdeti és végsd
régiodiban, igy a kozépso régioktol eltérd spektrumot adnak.

A modszer jellegéb6l adodoan a mért spektrumok hullamhossztol valo fiiggése mellett

az abszolut érték pontos ismerete is fontos, mivel a B, (A) ,bazisfiiggvények” a vizsgalt

tartomanyon beliil egyes régiokban a kisérleti hiban beliil nem linearisan fiiggetlenek, azaz
bizonyos aranyban keverve az adott régioban nullat adhatnak. Hasonlo okbdl célszerti a
vizsgalt fehérje CD spektrumat minél szélesebb hullamhossztartomanyon megmérni.

A kiértékelés soran a fokokban mért ellipticitas értéket elosztjuk a minta
egy atlagos aminosav molaris tomegével. Ezzel a modszerrel végiil a fehérje egy aminosavara
vonatkozo CD érétket kapjuk meg, melyet az irodalomban szokasosan Ac -al jelolnek. Az

altalunk az illesztésekhez hasznalt B, (1) bazisfiiggvényeket az 5.1.1 abra mutatja:

30 1 1 1 1 1 1 1 1
25} —— Regularis Helix .
20 Torzitott Helix
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—_— —— Kanyar
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5.1.1 Abra: Az egyes masodlagos szerkezeti elemek CD spektrumai

A grafikonon megfigyelhetdk, az egyes B, (1) spektrumok jellegzetességei. Az a-hélix

spektrumanak jellemzo6i az nagy intenzitasu pozitiv csics 192 nm-nél, és a két kisebb negativ
csucs 208 és 222 nm-nél, valamint a 175 nm-nél megjelend vall. Tovabbi karakterisztikus
csucsok jelennek meg 140 és 160 nm-nél, de ezek vizes oldatban végzett mérések esetén mar
nem lathatok a viz nagy abszorpcidja miatt.

Az elméleti uton szamolt a-hélix spektrumok jé egyezést mutatnak a mérések alapjan
szamolt spektrumokkal, melyek 0sszehasonlitasabol kideriilt, hogy a CD jel intenzitdsa n6 a

hélix hosszanak novelésével de rovid hélixek esetén nem egyenesen aranyos vele, amit a
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V. =v00M empirikus formulaval lehet kifejezni. Itt V., egy r darab aminosavbol allo hélix
r

CD jele, V.. egy végtelen hosszu hélix CD effektusa, k pedig egy empirikus paraméter, amely
a jel lanchossztol vald fiiggését jellemzi. Jelentése a széleffektusok miatt ,hianyzd”
aminosavak szama [26]. Elméleti szamitasok alapjan k értéke valamelyest né a hélix
hosszanak novekedésével kis hélixek esetén, de atlagosan 4-nek tekinthet6. Ez azt jelenti,
hogy atlagosan minden hélix-szegmens elején és végén 2-2 aminosav alkotja a torzitott régiot,
melyek becsiilt spektruma szintén lathato az 5.1.1-es abran.

A P-redd régiok spektruménak jellegzetes pontjai a negativ csucs 215 nm-nél, a
pozitiv csucs 198 nm kozelében valamint két rovid hullimhosszu csucs 175 és 168 nm-nél. A
B-red6k esetében is igaz, hogy vannak hatarrégiok, melyek spektruma eltér a regularis
szakaszok okozta CD jeltdl. Ezen régiokat atlagosan 1-1 aminosav alkotja a szalak két szélén
[27], spektrumuk szintén lathato az 5.1.1-es abran. A kanyarok és rendezetlen régiok esetén
még nehezebb a spektrumot szamitassal meghatarozni, ezért ezen bazisfiiggvényeknél csak az
ismert szerkezetii fehérjék referencia-készletére hagyatkozhatunk, a rajuk vonatkozo
becslések bizonytalansaga a legjelentdsebb.

Az 5.1.1-es abran lathato bazisfiiggvények felhasznalasaval a masodlagos szerkezetek fy

aranyat meghataroztam az UDE esetén :
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5.1.2 Abra: Jobb oldal: az UDE mért és ,,illesztett” spektruma valamint az f, tényezdkkel szorzott
B, (A) bazisfiiggvények. Bal oldal: az UDE mért (fekete) és szamolt (sziirke) spektruma kiilon

kiemelve.

Ahogyan azt pusztan az UDE spektrumanak alakjabol varnank is, a minta nagyaranya
rendezett a-helikalis tartalommal rendelkezik, hiszen megjelenik benne a nagy intenzitasu
pozitiv cstics 192 nm kornyékén hasonld abszolut-értékkel, mint az a-hélix spektrum esetén.
A spektrum 200-240 nm kozti része arulkodik arrol, hogy az a-helikalis elemek mellett a
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polipeptidlanc viszonylag nagy hényada rendezetlen konforméciot vesz fel, mert a nagy
intenzitdsu negativ csucsot 207 nm esetén nem tudjuk tisztdn az a-hélix bazisfiiggvénnyel
leirni, mert annak intenzitdsa az a-hélix spektrumban kisebb, mint az UDE spektrumban,
negativ értéket pedig csak a rendezetlen és a torzitott B-spektrum vesz fel ezen a tartomanyon.
Azt szintén megfigyelhetjiik, hogy a torzitott B-redok spektrumanak nagy jaruléka elrontana a
192 nm-es csucs lefedését.

Az illesztés paraméterckre valo érzékenységét az 5.1.3 abra két grafikonjan szeretném

szemléltetni.
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5.1.3 Abra: Bal oldal: az UDE mért (fekete) és szamolt (sziirke) spektruma, valamint azon szdmolt
spektrumok, amikor a torzitott o-hélixhez és p-red6héz tartozo bazisfiiggvényeket kihagytuk az
L illesztésbol”. Eloszor a torzitott régiok szamat hozzaadtuk a megfeleld regularis szerkezetekehez
(sotétkék), majd a fennmaradoé 4 bazisfiiggvénnyel elvégeztiik ujra az illesztést (vilagoskék). Jobb
oldal: az UDE mért (fekete) és szamolt (sziirke) spektruma, valamint a helikdlis tartalom a
rendezetlen régiok rovasara tortent 10%-0s novelésével és csokkentésével szamolt spektrumok

Az 5.1.3-as abran két olyan grafikont latatunk, melyeken az altalunk legjobbnak talalt
illesztés mellett kicsit megvaltoztattam bizonyos fy paramétereket, hogy meggy6zidjek az
illesztés érzékenységérdl. Az abra bal oldali grafikonjan két olyan spektrum talalhato,
melyeknél a torzitott a-hélix és B-redé hanyadat beleolvasztottam a rendezett részekébe (tehat
ugy tekintettem, mintha a teljes szerkezet azonos spektrumot adna, vagyis nem kiilénbozik a
torzult részek jaruléka a belsé a-hélix és B-redd régiok jarulékatol). A sotétkék spektrum
ezaltal lathatoan tGl nagy a-helikalis tartalomrol arulkodik. Ez az eltérés természetesen

csokkenthet6, ha a maradék négy B, (A)bazisfiiggvénnyel az illesztést ujra elvégezziik. Jol

lathat6 azonban, hogy a 200-240 nm kozti hulldmhossz-tartomany leirasa nem kozelitette meg
a mért spektrumot. A sotétkék és vildgoskék spektrumok jellege nagyon hasonldé ebben a

tartomanyban, csupan intenzitdsuk kiilonbozik, igy varhatoéan a rendezett a-helikalis
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tartalomnak a tobbi javara torténd csokkentése nem fog jobb illesztést szolgaltatni erre a
régiora. A fenti példaval azt demonstraltam, hogy az illesztés soran mindenképpen sziikség
van a rendezett és torzitott régiok megkiilonboztetésére, mert bizonyos hullamhossz-
tartomanyokban a spektrum nem irhato le jol nélkiiliik.

A jobb oldali grafikonon azt mutatom be, hogy az illesztés josaga nagyon érzékeny az
f salyok csekély (10%-o0s) valtozasara is. A kozel 40%-0s rendezett hélixtartalmat
csokkentettem/noveltem 10%-kal a rendezetlen régiok rovasara. Az illesztett spektrumok a
varakozasaimnak megfelelden erdteljesen megvaltoztak: az a-hélix részarany valtoztatasaval
szinte egyenes aranyban valtozott a 192 nm-es cslcs intenzitasa, a 200-240 nm-es tartomany
illesztése pedig a rendezetlen régiok sulyanak novelésével javult. Ezek alapjan kijelenthetjiik,
hogy ha kis négyzetes eltérést szeretnénk elérni a szamitott és a mért spektrum kozott, akkor
az a-hélix tartalom jol meghatarozott.

A masodlagos szerkezeti elemek szdzalékos ardnyat az illesztés alapjan ismerve és
felhasznalva, hogy a minta aminosavainak szama 370, azt is ki tudjuk szamolni, hogy
Osszesen hany aminosav vesz részt az egyes masodlagos szerkezeti elemek kialakitasaban. A

szazalékok és az egyes elemeket felépitd aminosavak szama az 5.1.1-es tablazatban olvashato:

Minta fla-regularis) | f(a-torzitott) | f(f-reg.) | f(B-torz.) | f(kanyar) | f(rendezetlen)
UDE 0,41 0,22 0,01 0,06 0,09 0,22
Aminosavak 370*0,41 370*0,22 370*0,01 370*0 | 370*0,09 370*0,22
széma ~152 ~81 =4 ~22 ~33 ~81

5.1.1 Tablazat: UDE becsiilt fi tényezdi és az ezek alapjan az egyes masodlagos szerkezeti elemekbe
rendezodé aminosavak szama

Az 5.1.1-es tablazatbodl kiolvashato, hogy az UDE fehérje dsszes aminosava koziil 152
a-hélix szerkezet belsd tartomanyaban, mig 88 a hélixek szélén helyezkedik el, a teljes a-
helikalis tartalom tehat 233 aminosav. A kanyarok és a rendezetlen formaban talalhatod
aminosavak szdma viszonylag nagy. A B-redében taldlhaté aminosavak szama minddssze 26,
és ezek kozil is csak 4 talalhato belsd régioban. Ha Osszeadjuk az igy becsiilt aminosavak
szamat, 373-at kapunk, ami 3-mal t6bb, mint a minta lanchossza. Az eltérés a kerekitések
miatt jelenik meg.

Kihasznalva azt az Aallitast, hogy az o-hélix konformdcidk torzitott régidja 2-2
aminosavat jelent az egyes hélixek elején és végén (tehat minden hélixhez 4 torzitott

konformaciot jelenté aminosav tartozik), azt is meg tudjuk becsiilni, hogy 6sszesen 81/4~20
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a-hélixbe rendezddik a 240 aminosav. A B-redok szdma hasonld megfontolasok alapjan
22 /2=11, viszont mindGssze 26 aminosavat kellene szétosztani 11 kiilonallo struktiraba,
ami nem tul realis.

Lathatoan a spektrumok elemzéséb6l meg tudjuk adni az egyes konformaciokat alkoto
aminosavak részardnyat és a fehérjében eloforduld a-hélix, ill. B-redd szerkezetek szamat
(atlagos hosszat). Ez, az altalam hasznalt modszerrel, pusztan a CD spektroszkopia
eredményeibdl kinyerhetdé maximalis informacié a fehérjék masodlagos szerkezetére
vonatkozodan.

A spektrumok kiértékelésének bizonytalansagat tobb tényezd is okozhatja. Egyrészt a
viznek a vizsgalt hulldmhossztartomanyon valé nagy abszorpcidja miatt néhanyszor tiz
mikrométeres uthosszal dolgoztunk, melynek pontatlansaga akar néhany mikrométer is lehet,
igy az ebbdl a normalas soran adodd hiba ~10%. Masrészt, a spektrumokat a minta

crer

megkozelitheti az 5-10%-ot.

5.2. A masodlagos szerkezeti elemek elhelyezkedése a szekvenciaban

Az altalam alkalmazott szerkezetvizsgalat masodik 1épése egy neuralis halozati elven miikodo
program [28] (NN) hasznalata volt, mely bemeneti informacioként — alap esetben — a fehérje,
vagy fehérje fragmens aminosav-szekvencijjat felhasznalva becslést ad arrol, hogy a
szekvencia egyes szakaszai milyen masodlagos szerkezetekbe rendezddnek.

A neuralis héalozati elven miikodd programok éltalanos miikodési elve, hogy eldszor a
tanulasi folyamat soran egy adott mintazatban képesek a lokalis kapcsolatokat felismerni és
valoszinliségi sulyokat rendelni az egyes elemparokhoz aszerint, hogy mennyire erds az
egymasra gyakorolt hatasuk az adott tulajdonsagok kialakitdsdban, majd ezen sulyokat
felhasznalva ki tudjak értékelni egy 0j elemhalmaz esetén az elemek altal kialakitott mintazat
megfeleld tulajdonsagait.

A fehérjeszerkezet-vizsgalat esetében ez azt jelenti, hogy a neuralis halézati elven
miikddé programok a tanulasi folyamat soran ismert masodlagos szerkezetli fehérjék
aminosav-szekvenciajaban képesek felismerni, hogy mely szekvencia-részletek milyen
masodlagos szerkezetbe ,,rendezédnek szivesen”, ami alapjan tobb I1épésben valosziniiségi

stlyokat rendelnek az els6 szomszéd, masodszomszéd, stb. kapcsolatokhoz, majd ezen
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stlyokat felhasznalva kiértékelik a vizsgalt fehérje aminosav szekvencidjat. A program a
fehérje egyes aminosavaihoz a végso 1€pésben két 0 és 1 kdzotti szamot rendel, melyek koziil
az elsO az a-hélixben valo részvétel valoszinlisége, mig a masik a B-redében vald részvétel
valoszinlisége. Ebbol mar latszik, hogy a program tulajdonképpen arra tud becslést adni, hogy
az adott aminosav a-hélix vagy B-red0 szerkezet kialakitdsaban vesz-e rész vagy egyikben
sem. Ha az els6 szam nagyobb, mint a masodik €s nagyobb, mint egy, a tanulasi folyamatban
megallapitott kiiszobérték, akkor az adott aminosav a-hélixben vesz részt, ha a masodik a
nagyobb (€s szintén nagyobb, mint a kiiszobérték), akkor B-redében. Ha egyik valosziniiség
sem haladja meg a kiiszobértéket, akkor a program az egyéb kategoriaba rendeli, ami lehet
kanyar vagy rendezetlen struktura.

Az altalam alkalmazott program [28] a tanulasi folyamatban 48 olyan
fehérjeszekvenciat hasznal, melyek masodlagos szerkezetét rontgenszorassal alkotott szorasi
képekbdl szamitottak ki [29] és a mintazat-felismerés soran a legkdzelebbi 8-8 szomszéd
aminosav tipusat veszi figyelembe. A figyelembe veend$ szomszédok szama elsore
onkényesnek tiinhet, de Osszhangban van azzal, hogy a masodlagos szerkezeti elemek
kialakuldsat alapvetden lokalis kdolcsonhatdsok hatarozzak meg és csak a kornyezd
aminosavak oldalldncai (melyek megadjak az adott aminosav tipusat) befolyasoljak, hogy az
adott aminosav kornyezetében milyen konformacio alakul ki.

A program haszndlata ott kapcsolddik a CD spektroszkopiai mérésekhez, hogy japan
fizikusok az utobbi években tovabbfejlesztették ugy, hogy bemeneti adatként nem csak a
fehérje aminosav-szekvenciajat hasznalja a kiértékelési fazisban, hanem megadhatjuk a CD
spektrumok kiértékelésével kapott a-hélixet €s B-redot alkotdé aminosavak, illetve az a-hélix
¢és P-redé szegmensek szamat is [30]. A CD informacidval kibvitett mintazat felismerd
program igy tobb szamitasi ciklust végez, melyek soran folyamatosan finomitja a kiosztott
sulyokat annak fliggvényében, hogy az eléz6 ciklusban becsiilt masodlagos szerkezet
mennyire felel meg a CD mérés eredményeinek. Ezzel a modositassal a kordbbi atlagosan
60%-0s pontossag helyett (a tesztfehérjékre adott becslés egyezése a rontgenszoras
eredményeivel) 75%-os pontossagot is lehet érni [30]. Az UDE minta a CD spektrumok
alapjan nagyaranyu helikalis szerkezettel rendelkezik és az erre a konformacidra vonatkozd
szamitasok pontossaga a legnagyobb.

A kiegészitett neurdlis halézati programmal az UDE masodlagos szerkezetére

vonatkoz6 eredményemet az 5.2.1 dbra mutatja.
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5.2.1 Abra: Az UDE fehérje CD informdcioval kiegészitett neurdlis halozati elven becsiilt masodlagos
szerkezete, kék: a-hélix, piros: p-redd, sdarga: kanyar vagy rendezetlen szerkezet

Lathatoan ez az eredmény is alatdmasztja, hogy a fehérje sok a-hélixbe rendezddott
aminosavat tartalmaz, melyeket hosszabb-r6videbb rendezetlen vagy kanyarrégiok kotnek
Ossze. Ha 0sszeszamoljuk, hogy a fenti abra alapjan hany aminosav tartozik 0sszesen az egyes
masodlagos szerkezetekhez, csak minimalis eltérést kapunk a CD spektrumok kiértékelése
alapjan szamolt darabszamoktol. Nevezetesen az a-aminosavak szdma a spektrumok alapjan
233, a masodik mddszerrel 228, a B-aminosavaké 27, ill 26 és végiil korabban a kanyar és
rendezetlen régiokban talalhat6 aminosavak szdmanak Osszege 114 volt, most 115. Ez az
egyezés arra enged kovetkeztetni, hogy a neuralis halézati program jol tudta egyeztetni a
feltételiil szabott CD eredményeket az egyébként altala becsiilt szerkezettel, ami alapjan
megbizhatonak tarthatjuk az eredményeket.

A kapott szegmensszam mar nem mutat ilyen jo egyezést (CD aplapjan 20 a-Szegmens
és 11 B-szegmens, mig az NN alapjan 13 o-szegmens és 7 [P-Szegmens) aminek két
magyarazata is lehetséges: egyrészt a program szamara a szegmensek szamanak egyeztetése
nem olyan erds feltétel, mint a teljes részaranyok egyezése, masrészt hajlamos az egymashoz
kozeli (1-2 aminosavval elvalasztott) azonos tipusu szegmenseket 0sszeolvasztani.

Az 5.2.2. dbran bemutatom, hogy szignifikans kiilonbséget eredményezett, amikor a neuralis
halézati programnak csak a szekvenciat adtuk meg bemeneti paraméterként, és nem

hasznaltuk a CD mérés alapjan becsiilt fi aranyokat (UDE_NN).

20 100 200 300
| | ] ] ] | | ] ] | | | | ] | ] ]
1 355
1 355

5.2.2 Abra: Feliil az UDE neurdlis hdlézati elven becsiilt spektruma a CD eredmények
felhasznadldsa nélkiil, Alul: az UDE kiegészitett neurdlis haldzati elven becsiilt spektruma a
CD eredmények felhaszndlasaval, kék: a-hélix, piros: B-redd, sarga: kanyar vagy rendezetlen

szerkezet
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A két eredményt Osszehasonlitva lathatd, hogy a csak szekvencia alapjan becsiilt
szerkezet joval kevesebb a-hélixet tartalmaz, mint a részaranyok figyelembe vételével kapott
eredmény. Ez megfelel a véarakozéasainknak, hiszen a CD spektrum nagy a-hélix tartalmat
josolt. Az egyes szerkezeti elemek magja ugyanakkor mindkét szekvencidban ugyan ott
talalhatd, ami szintén érthetd, ha elfogadjuk, hogy a néhany szomszéd aminosavra kiterjedd
kornyezet hatdrozza meg egy adott szakasz masodlagos szerkezetbe valo rendezddését. A B-
redok helyzete mar nagyobb eltérést mutat, de kis részardnyuk miatt a rajuk vonatkozé CD
spektrumbdl kapott eredmény pontatlansaga is nagyobb.

Azt, hogy a cirkulédris dikroizmus spektrumok felhasznéaldsaval kapott eredmény
kozeliti meg inkabb a tényleges masodlagos szerkezetet, csak a teljes fehérjeszerkezet
krisztallografiai meghatarozasa bizonyithatna. De dnmagaban az a tény, hogy az aminosav
szekvencian tal egy fliggetlen mérési modszer adatait is felhasznaljuk a szerkezet
meghatarozasara, az eredmény megbizhatosdgat noveli. Ezt a szakirodalom erdteljesen

alatamasztja.

5.3. Az UDE fragmenseinek spektrumai és masodlagos szerkezetiik

A teljes fehérje szerkezetére vonatkozd eredményeinket pontositani tudjuk azaltal, hogy
szekvencidjat feldarabolva rovidebb fragmenseket készitiink, melyek cirkuléris dikroizmus
spektruma — amennyiben stabil térszerkezetet vesznek fel — fliggetlen informaciot szolgaltat
az adott szakasz mdasodlagos szerkezetére vonatkozoan. Ha két, részben atfedd fragmens
spektrumat dsszehasonlitjuk, a spektrumok eltérése arrol arulkodik, hogy azok az aminosavak,
melyek csak az egyikbe tartoznak bele, milyen masodlagos szerkezetet alakitanak ki, azaz
ezen rész CD spektrumabdl kapott informaciéo mar pozicio specifikus, pontosan tudjuk, hogy
a peptid lanc mely szakaszatol szarmazik. A kovetkezd szakaszban célunk tehat a kordbban
vazolt modszerek alkalmazisa a fragmens fehérjékre is, melyek becsiilt masodlagos
szerkezete alapjan szeretnénk visszakovetkeztetni a teljes hosszi fehérje szerkezetére, illetve
szeretnénk ellendrizni korabbi eredményiink helyességét.

Az egyes fragmensek szekvenciai a teljes fehérjéhez viszonyitva az 5.3.1 abran lathatok.
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NG1

i 197 354 356

NA2

171 354 355

NA3

NG3

CH9

NA1

1 136 315 355

HA

136 317 355

CTA7

110 194 355

NC6

1 51 354 355

CH10

5.3.1 Abra: A fehérje fragmensek elhelyezkedése a teljes fehérje szekvencidajiban

A fragmensek tobbsége a peptidlanc N termindlis részéhez (az abran jobb oldal) esik
kozel, raadasul legtobbjiik tartalmazza a szekvencia 200. és 300. aminosava kozti szakaszat.
A C terminalis (bal oldal) kdzelébdl csupan egy stabil mintat sikeriilt szintetizalni, melynek
tisztasaga alig haladta meg az elvart kiiszobértéket, igy elképzelhetnek tiinik, hogy a fehérje
ezen szakasza onmagaban nem rendelkezik stabil struktaraval.

Ahhoz, hogy a fragmensek szamolt struktaraja alapjan becslést adjunk a teljes
hosszusagu fehérje masodlagos szerkezetére, feltételezniink kell, hogy a szekvencia egyes
szakaszai jOl meghatarozott mésodlagos szerkezetet vesznek fel attol fiiggetleniil, hogy a
toliikk tavol esd lancrészek jelen vannak-e. Az a tény, hogy bizonyos szakaszokrol sikertilt
kovetkeztetni, hogy a fehérje ezen szakaszai onmagukban is képesek stabil térszerkezet
kialakitasara, igy feltehetdleg a teljes fehérjekornyezetben is megdrzik masodlagos
szerkezetiiket annak ellenére, hogy az egész makromolekula harmadlagos térszerkezete

mindenképpen megvaltozik.
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A fragmensek mért CD spektrumait az 5.3.2 és 5.3.3 abrak mutatjak.
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5.3.2 Abra: A fehérje N-termindlis széléhez kizel esé fragmenseinek spektrumai
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5.3.3 Abra: 4 fehérje C-termindlis széléhez kizel esé fragmenseinek spektrumai

Az els6 abran azon fragmensek spektrumai lathatok, melyek — az NG1-t61 eltekintve —
a szekvencia 315-ik aminosavanal végzédnek és elég nagy az a tartomany, melybdl
mindannyian tartalmaznak ko6zOs szakaszt. Mar egyszeri kvalitativ analizissel is

megallapithatd, hogy az NA1 fragmens nagyon hasonl6 dsszetételli, mint a teljes UDE, a 192
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nm-es csucs nagy intenzitasa alapjan pedig még valamivel nagyobb aranyG a-helikalis
tartalmat varunk, mint az UDE esetén. A kovetkez6 két jol 6sszehasonlithatd minta az NG3 ¢és
az NA3, melyek spektruma nagyon hasonld, szekvencidjuk pedig csak az NG3 kezdeti, 25
aminosavat tartalmazo szakaszaban kiilonbozik. A spektrumaik alapjan azt varjuk, hogy az
NG3 néhany szazalékkal tobb a-helikalis aminosavat tartalmaz, mint az NA3, amibdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy a szekvencidjuk kiilonbségét ado, 180-t6l 205-ig terjedd lancszakasz
a-hélixbe rendezddott. Ezt a sejtéslinket a CD informéciot felhasznalé neurdlis halozati
szamitasok igazoljak (lasd. 5.3.4 abra).

Ha a fenti kijelentést csak a spektrumokat felhaszndlva, kvantitativ modszerrel is ala
akarjuk tamasztani, egy kézenfekvd lehetdség, hogy kivonjuk egymasbol a két fragmens
spektrumat és — tovabbra is feltételezve, hogy az atfedé szakaszok masodlagos szerkezete
nagyrészt megegyezik a két mintdban — a kapott kiilonbségi spektrumra végezziik el a

bazisfliiggvényekkel valo illesztést. Ezen spektrumok lathatok az 5.3.4-es abran.
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5.3.4 Abra: Az NG3 és NA3 fragmensek spektrumainak kiilonbsége és az igy kapott
kiilonbségi sepktrum illesztése a bazisfiiggvények linearkombindaciojaval

A kiilonbségi spektrum lathatéan joval zajosabb az egyes fragmensek spektrumainal,
hiszen a kivonasnal ezek hibai 6sszeadodnak. A mérés sordn sajnos ezt nem lattuk elére, de ha
a tovabbiakban ilyen, viszonylag rovid szakaszok kiilonbségi spektrumait szeretnénk tovabb
elemezni, érdemes a fragmensek spektrumait eleve toményebb mintaval, nagyobb (amig nem
zavar6 a viz elnyelése) és pontosabban lemért uthosszal, valamint t6bb atlagolassal felvenni.

A fenti illesztésbdl kapott részaranyok a kovetkezok: f(a-regularis)=65%, f(a-torzitott)=15%,
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f(kanyar)=20%, a tobbi struktira nem szerepel az illesztésben. Lathatd, hogy a kiilonbségi
szakasz alapvetden tényleg a-hélix szerkezetli, a hélixeket pedig kanyarok kotik dssze.

Ezzel a kiilonbségi spektrumokat elemz6é modszerrel tehat, a fehérje fragmenseinek és
nem tal zajos spektrumoknak a birtokaban, a cirkularis dikroizmus spektroszkopia 6nmagaban
is (NN program vagy egyéb numerikus modszer felhasznalasa nélkiil)  alkalmas
helyspecifikus masodlagos szerkezeti informacié meghatarozasara.

Spektrumaik alapjan az NG1 és NA2 frgamensek birnak a legkisebb a-helikalis
tartalommal, koziilik is az NGl-ben van aranyaiban a legkevesebb aminosav a-hélix
szerkezetben. Ha az NA2 fragmens spektrumat hasonlitjuk az NA3 és NG3 spektrumahoz
ugy, hogy elfogadjuk az utobbi kettd alapjan levont kovetkeztetést, miszerint a 180-205 kozti
szakasz inkabb helikalis, akkor azt lathatjuk, hogy a szekvenciaik masik eltéré szakasza, a
315-354 aminosavak alkotta rész okozza a kiilonbséget, vagyis ez a tartomény dontden
rendezetlen vagy kanyar strukturaja. A késébbiekben latni fogjuk, hogy ezt a sejtésiinket is
alatdmasztjak a neuralis halozati programmal a CD spektrum és az aminosav szekvencia
alapjan szamolt eredmények.

A masodik grafikonon (5.3.3 abra) a fehérje eltér6 szakaszaibol szarmazo fragmensek
spektrumai szerepelnek. A kvalitativ analizishez itt is adodik egy kézenfekvd csoportositas: az
NC6 fragmens spektrumat az UDE-val 6sszehasonlitva azt talaljuk, hogy valamivel nagyobb
szézalékban kell helikélis tartalommal rendelkeznie, ami mellett az egyéb OsszetevOk aranya
viszonylag kicsi. A CH9 és CH10 fragmensek spektrumat 6sszehasonlitva az elsé szembet(ind
kiilonbség az, hogy a CH9 spektrumban az altaldban 192 nm-nél megjelend intenziv pozitiv
csucs maximumhelye kiss¢ balra tolodott. A valtozast a bazisfiiggvények alapjan torzitott -
red6 okozhatja, amivel egyiitt kell, hogy jarjon valamekkora regularis p-tartalom is. Mivel ez
az egyik legrovidebb fragmens, igy ha a teljes fehérje ezen szakaszan talalhatd B-red6 (ami
feltehetdleg a tobbi fragmensben is megjelenik), akkor a CH9 spektrumaban lesz a
legnagyobb aranyt valtozas az UDE-éhez képest. Ezért lathatjuk B-redd jelenlétét ebben a
spektrumban. A spektrumok szisztematikus kiértékelése ezt a feltevésiinket is alatamasztotta.

A CTA7 fehérje fragmens spektruma kissé kiillonbozik az Osszes tobbitdl, ami
feltehetdleg egyrészt annak az eredménye, hogy részben a szekvencia olyan szakaszabol all,
ami nem jelenik meg a tobbi fragmensben, masrészt ennek a mintdnak a tisztasidga és
stabilitasa bizonytalanabb, mint a tobbié. A kis intenzitdsu 192 nm-es csucs alapjan azt
varjuk, hogy ardnyaiban kicsi az a-hélix tartalma, ami viszont ellentmond az UDE

szerkezetére kapott korabbi becslésiinknek, ott ugyanis a kezdeti szakasz (10.-100. aminosav
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kozti rész) szinte kizardlag a-hélixbdl all. Ezen kérdés pontosabb megvalaszolasara a fejezet
végén még visszatérek.

A spektrumok kvantitativ analizise soran kapott részaranyok a fiiggelék 1.
tdblazataban olvashatok. A fragmenesek szekvencidit és a kapott masodlagos szerkezeti
aranyokat felhaszndlva a neurdlis halézati elven milkédé programmal a fragmensek

masodlagos szerkezetére kapott eredményeket az 5.3.4 dbra Osszegzi.

20 100 200 300
| | | | | | | | | | | | | | | | |
1 355
197 354
ST ] -
171 354
205 315
180 315
111 263
136 315
S O WO -
136 317
A== T
10 , 194 ‘
51 354
111 300

5.3.4 Abra: Az UDE és fragmenseinek mdsodlagos szerkezete; kék: o-hélix, piros: p-redd,

sarga: kanyar vagy rendezetlen szerkezet

Lathato, hogy az atfed6 tartomanyok jo egyezést mutatnak, a fehérje stabil fragmensei
feltehetleg megOrzik a masodlagos szerkezetiiket. A 200. és 355. aminosavak kozti

fehérjeszakasz masodlagos szerkezete — a (248, 251) B-red6 tartomanytol eltekintve — minden
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fragmens esetén megegyezik. A szekvencia kezdeti szakaszara kapott eredmények az UDE és
az NC6 fragmens esetén megegyeznek, mig a CTA7 fragmens megfeleld szakaszanak
szerkezete eltér ett6l. Mivel a CTA7 minta tisztasaga €s stabilitasa a legkevésbé megbizhato a
fenti sorozatbdl, ezen szakasz szerkezetét illetben az UDE-ra és az NC6-ra kapott
eredményekre hagyatkozunk. A (248, 251) szakasz B-redd tartomanyanak CD spektruma a
rovidebb fragmensek esetén nagyobb sullyal szerepel a felbontasban, ami az NN program
végeredményében is megjelenik.

Az UDE ¢és fragmensei masodlagos szerkezetére vonatkozd eredmények alapjan a
nagyobb biztonsdggal adhatjuk meg a teljes fehérje mésodlagos szerkezetét.

20 100 200 300
] ] ] ] ] ] ] ] | ] | | ]

H UDE_sum
1 355

5.3.5 Abra: Az UDE mdsodlagos szerkezetére adott legbiztosabb jéslatom, amelynél
felhasznaltam a teljes hosszusagu fehérjere és fragmensekre kapott eredményeket is.

Az erre vonatkozd, 5.3.5-0s abran lathat6é eredményt ugy kaptam, hogy Gsszesitettem
az egyes szakaszokra vonatkoz6 masodlagos szerkezeti eredményeket és gy tekintettem,
hogy a legtobbszor eléforduld masodlagos szerkezetet veszi fel az adott szakasz. Ezt tekintem
az UDE masodlagos szerkezetére adott legbiztosabb eredményemnek.

Ahogyan azt mar kordbban emlitettem, a kapott méasodlagos szerkezeti eredmények
pontossagat teljes biztonsaggal csak a fehérje teljes térszerkezetének krisztallografiai
maghatarozasa bizonyithatna. Ugyanakkor a mar elvégzett, részben a fehérje szerkezetére,
részben a funkcidjara vonatkozo mérési és szamitasi eredmények [31] 6sszhangban allnak az
altalam javasolt masodlagos szerkezettel. A kovetkezokben ezek koziil emelek ki néhanyat.

Limitalt emésztési kisérletekben a fehérjét megfelelden kivalasztott enzimekkel
hozzak kapcsolatba, mely reakcid soran az adott enzim felemészti a fehérje aminosavainak
nagy részét. A kisérletet a rovar DNS-ének jelenlétében ¢s jelenléte nélkiil elvégezve
valoszintisiteni lehet a DNS-kotd szakaszok helyét a szekvencidban, hiszen e szakaszok
megdrzéddnek a DNS jelenlétében elvégzett emésztési reakcid sordn a DNS-sel kialakitott
kotéseknek koszonhetden. A mérések eredménye alapjan dontden az 5.3.6-os dbran lathato,

1A-val és 1B-vel jelolt részek tartalmaznak DNS-kot6 helyeket [31].

1 47 108 133 195 355
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1 355

5.3.6 Abra: Az 14 és 1B szakaszok elhelyezkedése a fehérje aminosav szekvencidajaban

és az ezen szakaszokat is tartalmazo CTA7 fragmens masodlagos szerkezete

Ezekrol a szakaszokrol a ROSETTA elnevezésii, ab initio elven mikodo modellezo

programmal haromdimenzioés szerkezeti modellek késziiltek, ezek lathatok az 5.3.7-es abran.

5.3.7 Abra: @) Az IA és IB szakaszok ROSETTA-val szdmolt szalagmodellje,
b) UDE Az 14 és 1B szakaszok ROSETTA-val szamolt feliileti modellje, narancssargaval
jelolve a konzervalt motivumokat, c) a feliileti modell a molekula elektrosztatikus toltése

szerint szinezve (kék - pozitivan toltott részek, piros - negativan toltott részek) [31]

Az a) panel a szakaszok szalagmodelljét mutatja, mellyen narancssargaval vannak
szinezve azon aminosav szekvencidk, melyek az UDE fehérjecsalad (kiilonb6z6 rovarok UDE
1A ¢és 1B szakaszokon beliil feltehetdleg a konzervalt motivumok azok, melyek a tényleges
DNS-kotések kialakitasaért felelések. Ezt a feltevést tamasztja ala az is, hogy a fehérje C)
panelen modellezett feliileti toltéseloszlasa alapjan a konzervalt motivumoknak megfeleld
részek pozitivan toltottek (nyillal jelolt kék régiok), igy vonzzak egymast a negativ feliileti
toltéssel rendelkez6 DNS molekuldval.

A méréseim soran felhasznalt fehérje fragmensek szekvenciait megvizsgalva feltiing,
hogy féleg az N-termindlis szakaszrol sikeriilt stabil mintakat szintetizalni, mig az 1A és 1B
szakaszokat is tartalmaz6 C-terminalis részt csupan a CTA7 fragmens fedi le teljes egészében
(5.3.6 abra).

A fenti eredmények tiikrében azt varjuk, hogy a szekvencia 1A ¢és 1B szakaszai

felelosek a fehérje funkcidjanak betdltéséért, mig feltehetdleg a tobbi szakasz a teljes
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molekulaszerkezet stabilitdsat biztositja, mely részek kivagva a teljes fehérje-kornyezetbdl
onmagukban is képesek a stabil, nativ térszerkezetiiket kialakitani.

Ezt tdmasztjak ald az 4ltalam javasolt masodlagos szerkezetre vonatkozd eredmények
is, hiszen ahogyan az 5.3.4-es abran is lathatd, az N-terminalis fragmensek masodlagos
szerkezete jO egyezést mutat az atfedd szakaszokon, mig a CTA7 fragmens becsiilt
masodlagos szerkezete eltér az UDE ¢és az NC6 megfeleld szakaszaira kapott becsléstol, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy dnmagaban ez a fragmens nem olyan szerkezetbe rendezddik,
mint a fehérje tobbi részének jelenlétében.

Az UDE-ra vonatkoz6 masodlagos szerkezet szintén visszaadja az elméleti modell
azon eredményét, hogy az 1A és 1B szakaszok masodlagos szerkezete alapvetéen a-helikalis.
Err6l a korabban mar emlitett, a részben atfed6 fragmensek kiilonbségi spektrumait
felhasznalo modszerrel még inkabb meggydzddhetiink. Vegyiik ugyanis az teljes hosszt UDE
spektrumat és vonjuk ki beldle az N-termindlishoz tartozo, a fehérje-szekvencia kozel felét
lefed6 NA2 fragmens spektrumat. Ekkor a kapott kiilonbségi spektrum jo kozelitése a fehérje
C-termindlishoz es6 fele CD spektrumanak a nativ kornyezetben (ha feltessziik, hogy az NA2
megorzi a nativ, teljes fehérjében megvalosuld masodlagos szerkezetét). Az igy kapott

kiilonbségi spektrum és a ra illesztett spektrum lathat6 az 5.3.8-as dbran.

2F E
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5.3.8 Abra: Az UDE fehérjeminta és az NA2 fragmens CD spektrumainak kiilonbsége
sotétkékkel és a regularis és torzitott a-hélix bazisspektrumokat f(o-regularis)=0,75 és

fla-torzitott)=0,25 aranyban tartalmazo illesztett spektrum vilagoskekkel.

Az illesztés soran csak a reguléris és torzitott a-hélix béazisspektrumokat hasznalva
(fla-regularis)=0,75 és fa-torzitotr)=0,25) lathatdban nagyon jo egyezést lehet elérni az eredeti és

az illesztett spektrum kozott, ami szintén megerdsiti — az ab initio szamitasokkal 6sszhangban

65



—, hogy a fehérje ezen szakasza stabil formaban, a teljes fehérjén beliil a-helikalis. A CTA7
fragmens spektrumdnak a fenti kiilonbségi spektrumtdl vald eltérése pedig szintén arra a
korabbi megallapitasra utal, hogy a fragmens kiszakitva az eredeti kdrnyezetb6l nem tartja
meg az eredeti masodlagos szerkezetét, ami szintén funkcionalitdsat bizonyitja. A
késObbiekben szeretnék tovabbi, a szerkezet stabilitdsara vonatkozd informacidt nyerni a
VCD spektrumok alapjan.

A fentieknek megfelelden tehat kijelenthetjiik, hogy a CD spektroszkopiai mérések és a
neuralis halézati programmal végzett szamitasok alapjan az UDE-ra ¢és fragmenseire
vonatkozo masodlagos szerkezeti eredményeket fliggetlen kisérleti és szamitasi modszerek is

alatamasztjak.
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Osszefoglalas

crer

elméleti alapjait, a CD spektroszképia egy nagy érzékenységii méréstechnikajat és a mért
spektrumok  kiértékelési modszereit. Ahhoz, hogy ramutassak az optikailag aktiv
fehérjemolekulak cirkularis dikroizmusa ¢és masodlagos szerkezete kozti kapcsolatra,
készitettem egy rovid oOsszefoglalot a fehérjék szerkezeti sajatossagairdl, az egyes jol
elkiiloniild szerkezeti szintek bemutatdsaval, majd elvégeztem egy egyszerli, a-helikalis
modellszerkezet cirkularis dikroizmusara vonatkozo szamitast.

A linearis valaszelméletnek a fény-anyag kolcsonhatasra vald alkalmazasaval
altalanosan bemutattam a cirkularis dikroizmus mikroszkopikus eredetét €s ezen polarizacios
effektust mutato rendszerekre vonatkozo szimmetria-megszoritasokat, tobbek k6zott azt, hogy
miért csak kiralis objektumok mutatjak ezt a jelenséget.

Kutatomunkam f6 célkitizése az volt, hogy a cirkularis dikroizmus spektroszkopia
modszerét alkalmazva meghatdrozzam egy napjainkban szintetizalt, még ismeretlen
térszerkezetli fehérjemolekula (UDE) masodlagos szerkezetét. Ehhez a Hiroshimai Egyetem
szinkrotronforrasanal megmértem az UDE fehérje és szamos fragmensének CD spektrumat a
vakuum UV tartomanyban, majd ezen spektrumokat felhasznalva szamitasokat végeztem az
fehérjemintakban megjelend egyes masodlagos szerkezeti elemek részaranyaira vonatkozodan.
Az igy kapott eredményeket felhasznaltam egy olyan neurdlis halozati elven miikodd
programmal végzett szamitasok soran, mellyel az aminosav szekvencia és a mért masodlagos
szerkezeti elemekre vonatkozé részaranyok alapjan pontosabban adhattam meg a masodlagos
szerkezetet.

A fentieken tal a BME Fizika Tanszék optikai laboratdriumaban belefogtam egy
vibraciés cirkuléaris dikroizmus spektrométer megépitésébe, mellyel a fehérjéket alkotd
atomok vibraciés modusain keresztiil kaphatunk informaciot a masodlagos szerkezetrdl.
Ennek megfeleléen a dolgozatban roviden ismertettem a Fourier-transzformécios infravoros
spektroszkopia elméleti alapjait kiegészitve a cirkularis dikroizmus méréstechnikajara
vonatkoz6 megjegyzésekkel. Bemutattam tovabbd a fejlesztés alatt allo spektrométer

legfontosabb optikai elemeit is.
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Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetéimnek az elmélet feldolgozasaban, a kisérleti
munkaban és a dolgozat elkészitésében nyujtott faradhatatlan segitségiikért.

Koszonom Pukancsik Marianak, hogy rendelkezésemre bocsatotta az altala elkészitett
fehérjemintakat valamint az UDE mukodésének megértésében nytjtott segitségét.

Koszonettel tartozom tovabba Koichi Matsuonak és Kunihiko Gekko professzornak, amiért
lehetdséget biztositottak a CD spektroszkopiai mérések elvégzésére a Hiroshimai Egyetem
szinkrotronforrasa mellett, valamint a kisérletek elvégzése és az eredmények kiértékelése

soran nyujtott segitségiikért.
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Fiiggelék

Minta | f(a-regularis) |F(o-torzitott)|  f(p-reg.) f(p-torz) | f(kanyar) | f(rendezetlen)
NA3 0,311 0,173 0,007 0,035 0,188 0,318
NG3 0,360 0,195 -0,020 0,013 0,203 0,285
CH9 0,249 0,147 0,076 0,053 0,195 0,271
NG1 0,115 0,087 0,132 0,084 0,217 0,344
NA1l 0,410 0,230 -0,014 0,008 0,134 0,251
NA2 0,167 0,241 0,004 0,030 0,156 0,411
CTA7 0,203 0,140 0,048 0,052 0,226 0,346
CH10 0,247 0,219 -0,004 0,016 0,185 0,352
NC6 0,417 0,191 0,006 0,014 0,148 0,240
UDE 0,40 0,22 0,01 0,06 0,09 0,22
HA 0,339 0,238 -0,023 0,001 0,150 0,299

1. Tablizat: Az UDE-ban és fragmenseiben — CD spektrumaik alapjin szdamolt —

jelenlévé mdsodlagos szerkezeti elemek részardnya

a-hélix p-redé Kanyar | Rendezetlen
Minta aminosavak | aminosavak | aminosavak | aminosavak o -szegmensek |/ -szegmensek
NA3 76 6 30 50 7 1
NG3 101 2 37 52 9 0
CH9 79 26 39 54 7 3
NG1 47 24 44 89 5 2
NAL 145 2 71 57 13 0
NA2 93 8 36 95 14 3
CTA7 79 23 52 80 8 3
CH10 134 5 53 101 16 1
NC6 187 6 46 74 15 1
UDE 229 26 33 81 20 5
HA 148 0 38 77 15 0

2. Tablazat: Az UDE-ban és fragmenseiben — CD spektrumaik alapjan szamolt —

elofordulo masodlagos szerkezeti elemket alkoté aminosavak szama és az a-hélix és f-
redé szegmensek szama.
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