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Roviditések jegyzéke

AMP.PNP: adenozin-5’-(B,y-imidotrifoszfat)

APS: ammoénium-perszulfat

BSA: marha szérumalbumin (bovine serum albumine)
DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA: etilénglikol-bisz-(2-aminoetiléter)-N, N, N’, N -tetraecetsav
GFP: zold fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
HEPES: N-(2-hidroxietil)-piperazin-1-etanszulfonsav
ME: merkapto-etanol

MUGB: 4-metil-umbelliferin-guanidin-benzoat

NATA: N-acetil-L-triptofanamid

NATyrA: N-acetil-L-tirozinamid

NBS: N-bromo-szukcinimid

Ni?*-NTA: nikkel-nitrilotriecetsav (nitrilotriacetic acid)
PMSF: fenil-metanszulfonil-fluorid

PMT: fotoelektronsokszorozo csé (photomultiplier tube)
RPM: percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)
SDS: natrium-dodecil-szulfat

SF/TJ: stopped-flow / temperature jump

TEMED: N, N, N, N-tetrametil-etilén-diamin

TLCK: tozil-L-lizil-klormetil-keton

TPCK: tozil-L-fenil-alanil-klormetil-keton

TPM: héimpulzus-mikroszkopia (temperature-pulse microscopy)

Tris: trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan



Bevezetés

Az enzimek hatdsmechanizmusanak vizsgédlata, a miikodésiik kozben bekovetkezd
molekularis szintli valtozasok feltarasa és megértése a biokémiai vizsgalatok egyik
legfontosabb célja.

A tranziens kinetikai moddszerek mas reakciokinetikai modszerekhez képest sokkal
informativabb képet adnak az enzimmikodésrél, mivel lehetdséget nyujtanak az
enzimreakciok egyedi 1épéseinek tanulmanyozéasara. A bioldgiai reakciok nagyobb része
egyensulyra vezetd folyamat, ezért kiemelt jelentdséggel birnak a relaxacids tranziens
kinetikai technikdk, melyek soran a reakciok kinetikai paramétereit az egyensulyi rendszer
perturbaldsa utan hatdrozzuk meg. Ezen moddszerek egyik jellemzd paramétere maga a
perturbacié mértéke: minél nagyobb, annal precizebb lehet a vizsgdlat. A masik fontos
informacié az, hogy mennyi id6 sziikséges ehhez a perturbalashoz. Egy modszer
hasznalhatosaga annal nagyobb, minél rovidebb id6t igényel a perturbacio. Dolgozatomban
attekintem a tranziens kinetika metodikajat, és bemutatok néhany példat arra vonatkozodan,
milyen kisérletek torténtek eddig ezen modszereknek az Gsszekapcsolasara. Ezutan leirok egy
uj, altalunk fejlesztett kombinalt tranziens kinetikai vizsgalati modszert, melynek legf6bb
elénye, hogy segitségével igen rovid i1d6 alatt nagy homérsékleti perturbacidt valdsithatunk
meg — olyannyira nagyot, hogy a reakcié hdmérsékletét akar a denaturalasi hdmérséklet fole
is emelhetjiik. Ezzel a modszerrel olyan hémérséklettartomanyokban vizsgalhatjuk a reakciok
kinetik4jat, melyen az enzimek mar denaturdlodnak. A paradoxon csak latszolagos, mert a
denaturaci6 folyamata meglehetdsen lassu, ¢és addig, mig ez be nem kovetkezik, mindazok a
reakcidlépések kovethetok, melyek ennél gyorsabban jatszodnak le.

Az 1j berendezést két modellrendszeren teszteltiik, a miozin motordoménjének és a human
IV-es tripszinnek a felhasznaldsaval. Vizsgalataink ramutatnak, hogy csakugyan lehetséges a
fentebb emlitett mértékti hémérsékletugras, és ez Sok esetben komoly informaciéval tud

szolgalni az enzimek hatdsmechanizmusara vonatkozodan.



Irodalmi attekintés

Az irodalmi &sszefoglaldo harom pillér koré szervezddik. Elséként attekintem a tranziens
kinetikaban manapsag hasznalatos mddszereket, a gyorskeverési €s a relaxacios technikakat,
szemiigyre véve azok elOnyeit és hatranyait. Roviden Gsszefoglalom az ezen modszerek
alkalmazasakor hasznalhatd jeleket, majd néhany példan keresztiill bemutatom, hogy eddig
milyen lépések torténtek € modszerek kombinalasara, és azok milyen eredményekkel jartak. A
kovetkezO fejezetben a reakciok és a fluoreszcencia homérsékletfiiggésérol esik szo. Ezutan
bemutatom az altalunk vélasztott modellrendszereket, a miozin II motordoménjét és a human

tripszin 1V-est, megindokolva, hogy miért éppen ezekre esett a valasztasunk.

|. Reakciokinetikai vizsgalati modszerek

Az él6lények szervezetében lejatszodo kémiai reakciokat biokatalizatorok, az enzimek segitik.
Miikodési mechanizmusuk tanulmanyozasédhoz igen hasznosak a reakciokinetikai vizsgalatok.
Alapvetéen haromféle reakciokinetikai modszert kiillonboztetink meg: a steady-state, az
egyensulyi €s a tranziens kinetikat.

Michaelis és Menten a mult szazad elején az enzimreakciokat két egymast kovetd 1épésre

bontottak:
K1 Ko
E+S«< ES -E+P
K

crer

d [ES]/d t = k¢ [E] [S] - ki [ES] - ko [ES]

Ennek az egyenletnek az egyszeriisitése torténhet az egyensuly feltételezésével, miszerint k.1
) Ko, azonban ez nem mindig teljesiil. Briggs és Haldane 1925-ben abbol indultak ki, hogy az
atmeneti fazis utani steady-state szakaszban az enzim-szubsztrat komplex koncentracioja az
idoben allando, azaz d [ES] / d t = 0. Ezt a feltételezést felhasznalva kifejezhetjik az

ugynevezett Michaelis-konstansot, mely a fenti reakciora



K|\/|=(k.1+k2)/k1

Emellett megadhatjuk az enzim katalitikus konstansat is, mely arra utal, hogy egyetlen
enzimmolekula (pontosabban egyetlen aktiv hely) hany reakcidt tud katalizalni egységnyi 1d6
alatt. Ezen két paraméter viszont nem ad informacidt a reakci6 egyes 1épéseinek kinetikjarol,
sebességi egyiitthatoik egymashoz viszonyitott nagysagarol. Csak statikus képet ad az
enzimmiikodésrol, teljesen figyelmen kiviil hagyva annak dinamikajat. Mind a steady-state,
mind pedig az egyensulyi kozelitésre jellemzd tehat, hogy altaluk csak kézvetett informaciok
nyerhetéek az enzim mikodési mechanizmusar6l. A tranziens kinetikai modszerek elénye,
hogy a vizsgalni kivant Iépést szelektiven tudjuk kovetni, igy segitségével kozvetlen

informaciot kapunk a vizsgalt reakciorol.

Gyorskeverési technikak

A tranziens kinetikai mérések soran tobb modszer all rendelkezésilinkre a reaktdnsok gyors
osszekeveréséhez. Altalanos, hogy a reagensek két fecskendében vannak (/. dbra, a.),
melyekbdl egy keverébe jutnak.
Innen a mintakamraba kertlnek, ahol
a detektalas torténik.

Ezen mérési technikak talan

Adagoldé
fecskenddk

Adagol6 legfontosabb jellemzdje a holtidé. Ez
lecskendok

az az idOtartomany, amely alatt
adatgyiijtés még nem lehetséges, de
a reakci6é mar zajlik. Zérus holtideji
tranziens kinetikai berendezés nincs,

ezért nagyon gondosan kell eljarni a

_ Megdllits
s | fecskendd mérési technika megvalasztasakor,
uvella
hiszen ellenkezd esetben
1. abra: Gyorskeveréses tehnikdk. megtorténhet, hogy egy nagyon

a: Altaldnos séma. Az adagolé fecskendékben 1évé reaktansok a gyors reakciot ,.elveszitink” a

kiivettaba keriilnek. -
uvettaba keriilne holtido alatt.

b: A megdllitott dramldsos (stopped flow) miiszer sémdja. Az
. o1 s e . , A reaktansok Osszekeverése az
el6zd esettdl eltérden az dsszeallitasban szerepel egy, az dramlas

megdllitasaért felelds fecskendd is. emlitett ket fecskendd —egyidejil,



mechanikus lenyomasaval torténik. Ha a folyadék aramlasi sebessége a mérés soran allando,
continuous flow-rol beszéliink. Alkalmazasanak hatranya, hogy a folyamatos aramlas miatt
nagy oldattérfogatra van sziikség. Ez gyors reakciok kovetésénél valik igen feltiinévé, amikor
a megfeleld felbontds érdekében nagy sebességli aramlasra van sziikség. A modszer nagyon
érzékeny az oldat tulajdonsagaira, tobbek kozott a viszkozitasara, ami hdémérsékletfiiggd. Ha
az aramlas nem egyenletes, turbulencia 1ép fel, ez pedig megzavarja a mérést. A modszer
legfontosabb elénye a kis holtidd, a szubmikroszekundumos detektalas lehetsége.

Az accelerated flow esetében idében valtozo erésséggel nyomjuk a fecskenddket, mikdzben
egy adott ponton torténik a detektalds. Az egyre gyorsabb aramléas idében egyre ,,fiatalabb”
jelet eredményez, hiszen a folyadék egyre gyorsabban halad el a detektor el6tt. Ennél a
modszernél is nagy mennyiségli oldat sziikséges, de a technika igazi limitacigjat az jelenti,
hogy a Reynolds-szam csak bizonyos értékek kozott mozoghat. Ez a mutatd, mely az aramlasi
sebesség, a csOkeresztmetszet, a slirliség €s a viszkozitas fliiggvénye, az dramlasra jellemzd, és
utal ra, hogy inkdbb lamindris vagy inkabb turbulens aramlasrél van-e sz6. A mérés
szempontjabol mindkét sz¢élsdség karos, ezért kell adott cséatmérd hasznalata mellett ligyelni
az aramlasi sebesség nagysagara. Ezzel viszont a modszer idéfelbontasa is korlatok kozé
szorul.

A stopped flow, azaz megallitott aramlasos vizsgalatoknal csak nagyon rovid ideig tartd 16kést
alkalmazunk, majd a folyadék aramlasat megallitjuk, ezzel kikiiszobolve az aramlasos
modszerek hatranyat (1. abra, b.). Az dramlas megallasa utan kovethetd a reakcio lefutasa, de
a reakcio az Osszekeverés pillanataban mar megindul. Ez adja a stopped flow késziilékek
holtidejét, ami megkozelitéleg minimum 1 ezredmasodperc. Ebbdl kovetkezik, hogy ezzel a
technikaval csak a koriilbeliil 1000/s-nal lassabb reakciok vizsgalhatok.

A keverési technikak targyaldsakor érdemes emlitést tenni egy tovabbi modszerrdl, a kioltasos
aramlas (quenched flow) technikar6l is. Ebben az esetben a reakciot egy harmadik
fecskend6bdl bejuttatott kioltd agenssel, quencherrel kiillonb6z6 idépontokban pillanatszeriien
megallitjuk, és ezeket a mintdkat elemezziik, igy allapitjuk meg az intermedierek és a termék
inert anyagbol kell késziteni, mert a kioltd anyagok altaldban erds savak. Tovabbi nehézség,
hogy gyakran keletkezik miitermék a kioltas soran. Ha a quench lassu vagy nem teljes, illetve
az igy keletkezett termékek instabilak, a mért adatok értékelhetetlenek lesznek. A modszer
anyagigénye nagy, rdadasul az értékelést pontrél pontra kell végezni, minden mintat kiilon-
kiilon megvizsgalva. Mindezen hatranyok ellenére azért hasznalatos mégis, mert segitségével

milliszekundumos holtidével mérhetiink, és nincs sziikség optikai vagy mdas kdvethetd



szignalra, pontosan amiatt, mert a reakcidtermékeket utdlag, analitikai moddszerekkel
kvantitaljuk. Igy a moédszer alkalmazasaval elkeriilhetbek azok az optikai problémak,
amelyeket kés6bb majd latni fogunk példaul a megallitott dramlasos mérés metodikdjanak

leirasakor.

Relaxacios technikak

A relaxacios Kinetikai vizsgalatok két 1épésbdl allnak. Az elsé 1épésben a vizsgalni kivant, az
adott kornyezeti paraméterek mellett egyensulyban vagy steady-state-ben 1év6 rendszert rovid
id6 alatt perturbaljuk, a kovetkezd 1épésben pedig kovetjiik a relaxaciot. Perturbacio lehet a
kémiai vagy a fizikai kdrnyezet megvaltoztatasa. Elobbire jo példa a koncentraciovaltozas
(ide tartozik a pH ugrasszerli megvaltoztatasa, a pH jump is), utobbira pedig a hdmérséklet, a
nyomas, az elektromos térerd stb. modositasa. Igy beszélhetiink héugrasrél (temperature
jump), nyomasugrasrol (pressure jump) és igy tovabb.

A kiils6 paraméterek gyors megvaltozasa utan a
reakcioelegy  Osszetevdinek  koncentracidja  is
megvaltozik, és 0j egyensuly all be (2. dbra). A

koncentracidvaltozasok lefutasabol tudunk

vrséklet

¢, (egyensuly T, hmérsékleten)
. kovetkeztetni a sebességi allandokra. Az egyensuly

beallasat valamilyen jel valtozasaval tudjuk kovetni.

Koncentracio

Legjobban azok a reakcidok perturbalhatok, melyek

s6 parameéter (pl. hém

egyensulyi 4allandgja 1 koriili. A modszerek

I
—{

¢, (egyensily T, hémérsékleten) haszndlhatosdga annal nagyobb, minél nagyobb

perturbacio valosithatd meg a segitségiikkel (hiszen
e ezaltal precizebben hatarozhatok meg a reakciod
2. dbra. Adott hémérsékleten egyensilyban  Kinetikai paraméterei), és minél kisebb a holtidejiik.

lévé rendszer homérsékletének ugrdsszerii A héugrasos modszerek holtideje a hougras

megemelése utan uj egyensuly alakul ki.

megvalositdsdnak modjatol és a hdugras nagysagatol
(Kovacs Mihaly, 2002, doktori értekezés)

fiigg, és igen tag hatarok kozott mozog: kb. 50 ps-tol
egészen akar 100 milliszekundumig. Létezik ezeknél joval kisebb holtidejii 1ézeres héugrasos
berendezés, ahol a holtid6 nanoszekundumos nagysagrendii, de ezzel a technikaval csak
néhany °C-os ugras valosithatd meg. A hdéugras ezenkiviil torténhet elektromos impulzus
hatasara, vagy mikrohullam segitségével is. A nyomasugras holtideje 10-100 ps, de ezzel a

technikdval csak a molekulaszam-, illetve térfogatvaltozassal jar6 reakcidk perturbalhatok.



A relaxacios technikdk eldnye, hogy alkalmazasukkal lehetdség nyilik az egyes lépések
szelektiv perturbalasara. Ezzel pedig olyan reakcidlépések is felderithetové valnak, melyek a

korabban emlitett gyorskeveréses technikakkal ,,lathatatlanok™ maradnak.

Detektalasra alkalmas jelek

Szamos lehetdség all rendelkezéslinkre a detektaldshoz. Koziiliik mindenképpen elsdként
érdemes megemliteni a fénnyel kapcsolatos jeleket. Ilyen tobbek kozott a fluoreszcencia, az
abszorbancia és a fényszoras. Bioldgiai rendszerekben igen gyakran detektaljuk
fehérjemolekuldk fluoreszcencidjat. Ez lehet extrinszik, azaz kiilsé eredetii, valamint
intrinszik, magabdl a fehérjébdl szarmazo fluoreszcencia. Az intrinszik fluoreszcencia
legjellemzObb forrdsai az aromas oldalldnci aminosavak: a triptofan, a tirozin és a fenil-

alanin. Ezek fluoreszcenciaja a fenti sorrendben egyre gyengébb (3. abra).

A triptofan és a tirozin abszorpcios spektruma

meglehetésen hasonld, de az el6bbinek 295

nm-nél nagyobb hulldmhossztartoményban
/\\ "} van egy jellegzetes valla, amely specifikusan

gerjeszthetd. A tirozin a triptofanéhoz képest

T

igen alacsony molaris extinkcids koefficiense

\
‘ \)/\ ellenére azért okozhat problémat a mérések
PHE

0 240 260 280 50\/ : soran, mert a fehérjék altalaban joval tobb

HULLAMHOSSZ (nm) tirozint tartalmaznak, mint triptofant. A

W
n
(

3. dbra: A triptofan, a tirozin és a fenil-alanin  triptofan nagy elénye a tirozinnal szemben,

abszorpcios spektrumai.(Lakowicz, 1999, kényvébdl, hogy intrinszik f|UOFESZcenciéja éppen  a

modositva) kisebb  hattér miatt nagyobb relativ
jelvaltozast, s igy kozvetve sokkal kedvezobb jel/zaj aranyt mutat. Sziikség esetén az arany
tovabbi noveléséhez csak kevés aminosav szubsztiticidja sziikséges, igy a mutans fehérje
nagyobb eséllyel tartja meg a vad tipus tulajdonsagait. Amennyiben magéanak a fehérjének a
fluoreszcencidja vizsgalatunkban nem hasznalhatd, extrinszik fluoroférokat helyezhetiink el
rajta. Ez torténhet kovalens modositassal, de 1étrehozhatunk fizids fehérjéket is, melyek egy
fluoreszkalo fehérjét (példaul a zo6ld fluoreszcens fehérjét,a GFP-t vagy szarmazékait)
tartalmaznak. A fluoreszcencia detektalasanak elénye — szarmazzon barmilyen forrasbol —,
hogy igen érzékeny a kornyezetre, és konnyen mérhetd. A jelamplifikécio jelentds mértékd,

mert a gerjesztett fluorofor rovid idé alatt igen sok fotont bocsat ki, és ezek nagy



érzékenységgel detektalhatok. A fényszoras a kolloid mérettartomanyba esé rendszereknél
hasznalhato jol. Az elektronspin-rezonancia (EPR) kovetése leginkabb akkor hasznos, ha egy
molekulaba két spinjelet visziink be egymas kozelébe, mert ezek bizonyos tavolsagon beliil
perturbaljak egymast, méghozza tavolsagfiiggd modon. igy kozvetleniil detektalhatjuk a
konformdaciovaltozasokat. A felsoroltakon kivill még szamos hasznalhatdo jel all
rendelkezésiinkre a  modellrendszer  fliggvényében:  elektromos  vezetoképesség,

ultrahangelnyelés stb.
Kombinalt tranziens Kinetikai mérési modszerek

A fentebb emlitett technikdk kombinalasara mar a kilencvenes években is tortént kisérlet
(Goldmann ¢és Geeves, 1991). Geeves-ék hozzank hasonldan egy kozonséges stopped flow
késziiléket modositottak. Amint a 4. dbran lathatd sematikus rajzon jol kdvethetd, a kiivettat a
kivant mérési homérsékletre temperaltak, és a fecskendobdl a kiivettaba vezetd csOszakaszba
beépitettek egy jo hdvezetd betoldast.

A reaktansok azalatt melegedtek fel vagy

fecskendd T megailite szelep

, hiltek le a mérési hdOmérsékletre, amig
{ |
athaladtak ezen a szakaszon. Ennek a
hocseréls /. betoldasnak az anyaga, 4tmérdje €s hossza,
betoldas

valamint az oldat aramldsdnak sebessége

T it meghatarozo jelentéségli volt a modszer
4. dbra. Egy viszonylag lassii héugrdsos stopped flow — optimalizacioja szempontjabol. Biztositani
késziilék sémdja. T, a mérési homérséklet, a  kellett, hogy az oldat garantiltan elérje a

szaggatott vonal alatti egysegek erre vannak for s v s .
&g gyses mérési homérsékletet, viszont nem volt

termosztalva. (Goldmann és Geeves, 1991, cikkébol, ) . , )
célszerli feleslegesen nagy térfogatinak

médositva)

lennie, hiszen a cél a minél gyorsabb hdcsere
volt, minél kisebb mintatérfogatban. Az igy elérhetd hdmérsékletugras 10-15 °C volt mindkét
iranyba. A holtidé valamivel kevesebb, mint 150 ms volt, de minimum 87 ms. Belathato,
hogy mindkét paraméter, a viszonylag kis perturbaciéo és az igen nagy holtidd is erdsen
korlatozza a mddszer hasznalhatosagat.
Egész mas uton indult el a japan Ishiwata kutatocsoportja. Ok kifejlesztették az altaluk
héimpulzus-mikroszkopianak (temperature-pulse microscopy, TPM) nevezett eljarast (Kato

¢és mtsai, 1999), melynek segitségével egy mikroszkopi minta hdmérsékletét igen rovid ido,

koriilbeliil 10 ms alatt lehet nagymértékben megndvelni, raadasul ez a hdugras reverzibilis.
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. Az eljaras lényege, hogy a mintdban
Erémérés

fémrészecskék vannak szétoszlatva
(aluminium, arany, eziist vagy platina), és
In vitro ezeket a részecskéket infravords lézerrel

motilitasi ) ) )
teszt vilagitjidk  meg  impulzusszertien. A

fémrészecskék spontdn modon szabdlytalan

alaki aggregatumokat képeztek, de az

Optikai Homérsékler
csapda médositis aggregatumok jelenléte az altaluk vizsgalt
== Shutter

aktomiozin in vitro motilitasra megfeleléen

[.ézer(1.053 ym)

5. abra. A hoimpulzus-mikroszkopia (TPM) vazlata.

hosszu ideig nem volt hatassal. A 1ézerfény
hatasara az aggregatumok kortl

A mintaban lévé aggregalt fémrészecskék koril az

, o . ) . koncentrikus hémérsékleti gradiens alakul
infravords lézerimpulzus hatdsdara szines koncentrikus

kordkkel abrdazolt termikus gradiens alakul ki. Az ki (5. dbra), majd a fény kikapcsolasa utan

eljarast Kato és munkatarsai in Vitro motilitasi teszttel @ hé  pillanatszerien  eloszlik  a
és optikai csapdaval kombinaltak. (Kato és mtsai, 1999, kornyezetben. Az ilyen rdvid fény-,
cikkébol, médositva) pontosabban hdimpulzusok nem kérositjak
a fehérjét, igy ismételt mérésekre is lehetdség van. Mivel a fluoreszcencia hdmérsékletfiiggést
mutat, a pontos hdmérsékletet az aktinfilamentumokhoz kapcsolt rodamin fluoreszcenciajanak
intenzitascsokkenésébdl allapitottdk meg, egy altaluk felallitott empirikus egyenlet alapjan.
Méréseik soran arra a meglepd eredményre jutottak, hogy magas (40-50 °C koriili)
hémérsékleten egy nagysdgrenddel nd a csliszasi sebesség, €s elérheti a 26, sot, extrém
esetekben az 50 pum/s-ot is, miel6tt fellépne a hédenaturacid. A 6. dbrdn jol lathatd egy
egyszeri hdimpulzus hatasa a cstiszasi sebességre. Egy késobbi kisérletsorozatban a kinezint
is megvizsgaltdk (Kawaguchi és Ishiwata, 2001). Ekkor mar nem fémpartikulumokat
hasznaltak, hanem egy roppant vékony aluminiumréteget kondenzéltak egy feddlemezre, és
ezt vilagitottdk meg az infravords lézerrel. Meghataroztak a kinezin 1épési sebességének
homérsékletfliiggését, és elkészitették az Arrhenius-abrazolast is (7. abra).

A TPM-moddszerrel tehat a holtid6 koriilbeliil 10 ms-nak adodik, és az ugrast a modszerbdl
fakaddan csak felfelé lehet megvalositani. Az Ishiwataék altal elért legmagasabb homérséklet
valamivel tobb, mint 60 °C volt.

Ezek a vizsgalatok igen fontos konzekvenciara vilagitanak ra: nyilvanvalova valt, hogy a
denaturalasi homérséklet folott is van értelme vizsgalni az enzimek miikddését, ha ezt a
hémérsékletet elég gyorsan el lehet érni. A hddenaturacié ugyanis egy meglehetdsen lassu

folyamat, é¢s amig be nem kovetkezik, a fehérje miikodéképes marad extrém magas
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6. abra. Egyszeri héimpulzus hatdsa az aktinfilamentum 7. abra. A kinezin lépési sebességének Arrhenius-
haladdasi sebességére. abrazolasa.

a. A filamentum kézépsd pontianak elmozdulasa az idé A kiilonbézé  szimbolumok — kiilonbozé — mérési
fliggvényében. metodikaz Jeleznek. A magasabb
b. A vrelativ fluoreszcenciaintenzitis és az ebbdl homérséklettartomanyban lathato tires karikak és a
szamitott homérséklet az ida fiiggvényében. haromszogek jelzik a TPM-modszerrel megallapitott
A héimpulzus 0,19 s-ndl lathato, az elért maximadlis — eértékeket.

homérséklet meghaladja a 60 °C-ot. Ezalatt a csuszdsi (Kawaguchi és Ishiwata, 2001, cikkébdl, modositva)
sebesség ugrasszeriien megnott, 26 um/s-ra. A lézerfény

megsziinte utan a hdmérséklet rovid idd alatt visszaadllt a

kiindulasi értékre.

(Kato és mtsai, 1999, cikkébdl, modositva)

hémérsékleteken is. Ha pedig igen nagy homérsékletugrast valositunk meg, az egyben igen

nagy perturbaciot is jelent, ami roppant elényds a kinetikai vizsgalatok szempontjabol.

I1. A reakciok homérsékletfiiggése
Altalanos tapasztalat, hogy a reakciok sebessége a hémérséklet novelésével né. A tapasztalat
azt mutatja, hogy a sebességi allando természetes alapu logaritmusat abrazolva az abszolut

hémérséklet reciprokanak fiiggvényében, gyakran egyenest kapunk (8. dbra). Ez

tulajdonképpen nem mas, mint a linearizalasa az Arrhenius-egyenletnek:

k= A* e 5RT
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ahol k a sebességi allandd, A a preexponencialis tényezd, E, az aktivalasi energia, R az

egyetemes gazallando, T pedig az abszolut hdmérséklet. A preexponencidlis tényezdt €s az

aktivalasi energiat Arrhenius-
T In A
S paramétereknek nevezik. Az aktivalasi
e
S energia az a legkisebb energia, amivel egy

meredekseg =-Eg/ R

In ke

reaktansnak rendelkeznie kell ahhoz, hogy
termékkeé alakulhasson. Gazfazisa
reakcioknal példaul az eFaR' kifejezés

azoknak az litkozéseknek az ardnyat adja

meg (a Boltzmann-eloszlas szerint), melyek

" kinetikus energiaja eléri vagy meghaladja az
aktivalasi energia értékét, tehdt ezek az

8. dbra: A sebességi egyiitthato Arrhenius-dbrdzoldsa.

Az illesstert  egyenes  meredeksége  —EdR, titkozések vezetnek termékképzddéshez. A

tengelymetszete az 1/T=0 pontban In A. preexponencidlis  tag  az  itkdzeések

gyakorisdgara utal, kettejik szorzata igy
éppen a termékképzddéshez vezetd iitkdzések szamat adja meg. Hasonld, bar bonyolultabb
fogalmakat adhatunk meg folyadékfazisu reakciok esetében is.

A fenti egyenlet logaritmizaldsa a kovetkezd 0sszefliggéshez vezet:

Ink=InA-E,;/RT

A 8. dabran lathato egyenes meredeksége eszerint —E,/ R, tengelymetszete pedigaz 1/ T =0
pontban In A. (Ha az eredmények ezen atalakitas utan nem egyenest adnak, annak biologiai
rendszerekben az a legvaldszinlibb oka, hogy a reakcid kiillonbozé hdémérsékleti
tartomanyokban mas uton zajlik le.) Mivel az egyenlet meredeksége az aktivalasi energiatol
figg, elmondhatjuk, hogy minél nagyobb egy reakcid aktivalasi energidja, annal inkabb
homérsékletfiiggo lesz a sebességi allandoja.

A Le Chatelier-elv értelmében az egyenstlyi rendszerek homérsékletének emelésével az
egyensuly az endoterm irdnyba tolddik el, mert a rendszer hd formajaban abszorbedlja az

energiat.
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A fluoreszcencia homérsékletfiiggése

Mivel valaszott modellrendszereinkben az altalunk kovetett jel a fluoreszcencia volt, fontos
megemliteni ennek a hdmérsékletfiiggését. Korabbi vizsgalatok (Malnasi-Csizmadia és mtsai,
2001) egy neutralis triptofananalog, a NATA alkalmazasaval megmutattak, hogy a triptofan
fluoreszcencidja a homérséklet 1 °C-0s emelkedésével koriilbeliil 1 %-ot csdokken. Ez a
jelenség olyan folyamatokbdl ered, melyek a gerjesztett fluorofor alapallapotba fotonemisszid

nélkil valo visszatérését okozzak, és

s w i ezzel csokkentik a gerjesztett allapot

NN)

— / /
*0{/>-C~z- e "°‘©':"’" < életidejét. A fluoreszcencia

- E- 2 homérsékletfiiggésével minden nem

Tyr NATyrA konstans hémérsékleten végzett mérés

soran szamolni kell. Kiilonosen igaz ez a

s /: B E’ - héugrasos relaxacios kisérletekre.

£ 7 S :\“:o:_ @:ﬂ"“:”\:_w Amennyiben egy folyamat
) Trp “N ATA : homérsekletfliiggését a  fluoreszcencia

kovetésével probaljuk detektalni, tudnunk

9. dbra: A tirozin és a triptofan, valamint ezek . . . i
kell, hogy a kapott jel vajon a vizsgalt
analogjainak szerkezeti képlete.

(Lakowicz, 1999, kinyvébdl, médositva) reakciobol  szarmazik-e, vagy csak

maganak a fluorofornak a megvaltozott
homérsékletli kozegre adott vélasza ez. A kérdés megvalaszolhatd, ha a mérés eldtt
kontrollkisérletként ugyanabban a homérséklettartomanyban megmérjiik az adott aminosav
fluoreszcencidjanak valtozasat. Ekkor hasznalhatunk kézonséges triptofant vagy tirozint is, de
ezek neutralis analogjai, a NATA és a NATYrA (9. dbra) eldonyosebbek. Az el6bbieknek
ugyanis szabad karboxil- és aminocsoportjai vannak, melyek a fluoreszcenciabol szarmazo jel

csokkenését okozzak, mig az utobb emlitett analdgok jobban mimikaljak a polipeptidlancban

elhelyezkedd aminosavmaradékot.
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11l. A modellrendszerek bemutatasa

Miozin motordomén

A motorfehérjék — melyeket Gjabban szokas energaz enzimeknek is nevezni — legfontosabb
jellegzetessége, hogy kemomechanikai energiatranszdukciora képesek. Jelentdségiik oridsi:
nélkiilik mikodoképes eukariota sejt nem képzelhetd el. A kiilonb6zé motorfehérjék részt
vesznek az intracellularis organellum-, vezikula- és molekulatranszportban, a sejtalak és
sejtpolaritds meghatarozasaban, az iranyitott sejtmozgasban, az orsdfonalak és kromoszémak
mozgatasaban sejtosztodaskor, a csillok mozgatdsdban, de szerepet jatszanak apoptotikus
folyamatokban és a hallasrecepcidban is. Szamos igen stlyos betegség hatterében a motorok
¢s/vagy a hozzajuk kapcsolodd egyéb fehérjék diszfunkcidja all (kiilonbozé miopatiak,
stiketség, vaksag, lissencephalia stb.).

A motorfehérjéknek két f6 tipusuk van: a linearis motorok és a forgdbmotorok vagy mas néven
rotorok. A linearis motorok egyik csoportjat alkotjdk a citoszkeletdlis vagy ,klasszikus”
motorok: az aktomiozin rendszer, a tubulin-kinezin és a tubulin-dinein rendszerek. A miozin-,
a kinezin- és a dineincsaladok a P-hurok NTP-az domén szupercsaladba tartoznak néhany
kozos jellemzojiik alapjan. Ilyen példaul az ATP-kotés és  -hidrolizis  indukalta
konformaciovaltozas, az ADP- és az ATP-kotott allapot eltérd affinitdsa a polimersinhez, és a
hasonld szerkezet (motordomén ¢és a hozza kapcsolodd elongalt erdkar). Jelenleg
megkdozelitdleg kéttucatnyi miozincsaladot ismeriink, melyek tagjai a legkiilonboz6bb
¢letfolyamatokban vesznek részt. A legelsé felfedezett miozinosztaly a miozin Il volt
(konvencionalis miozinok). Ezek heterohexamer szerkezetiiek, két nehéz lancukhoz két-két
konnyl lanc kapcsolodik. A nehéz lancok fejre és rudra tagolddnak. A fej tovabbi két részre
oszthatd: a motordoménre ¢és a regulaciés vagy nyaki doménre (erdkar). A regulacids
doménhez kapcsolodik a két-két konnyli lanc, az esszencialis €s a regulacids konnyl lancok.
A Dictyostelium discoideum sejtes nyalkagomba miozinja is a konvencionalis miozinok kdzé
tartozik. Kisérleteinkben ennek a miozinnak a motordoménjét hasznaltuk fel. (A teljes
miozinra nincs sziikség a vizsgalataink soran, mert az erdkar kilengésének csuklopontja a
motordoménben talalhato, igy az egy rovid erékarral is megfelel6 kisérleti objektum.) Ez az
ugynevezett motordomén négy szubdoménbdl all (10. dbra). Ezek a kovetkezok: N-terminalis
25 kDa-os szubdomén, felsé és alsd 50 kDa-os szubdomének, és a konverter szubdomén. Az

50 kDa-os arok az aktinkot6 hely. A felsé 25 kDa-os alegység és az N-terminalis szubdomén
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aktinirok
felso 50 kDa

also 50 kDa

Ela T
B0 S I
SH1 heéelix { & g
\1 B - .. o
- nukleotidkotd
8 25 kDa zseb
%
konverter/erokar \
10. abra: A miozin 1l motordomén

szubdoménszerkezete, a fontosabb kapcsolok és
kotéhelyek.

(Kovacs Mihaly, 2002, doktori értekezés, modositva)

alakitja ki a nukleotidk6té zsebet. A
kapcsoloelemek koziil kiemelkedik a switch
I, mely az aktink6td hely és a nukleotidk6td
zseb y-foszfatja kozott teremt kapcsolatot.
Tovabbi fontos kapcsolok és hurkok a switch |
(az abran nem latszik), a reléhélix és a
reléhurok (ezek a konverter régio és az als6 50
kDa-os alegység kozott helyezkednek el), az
SH1 hélix (az N-terminalis szubdomén és a
konverter kozott), valamint a P-hurok (a

switch nukleotid

I-gyel egyiitt a

koordinalasdban vesz részt, szintén nem

latszik az abran).

A switch Il-nek kétféle pozicidja ismeretes. Az egyik pozicio, melyet kristalyositassal ATP,
ADP, illetve ATP-analogok (AMP.PNP, ADP.BeFy) jelenlétében lehet megfigyelni, az open
(nyitott) allas. Ezzel szemben ADP.Pj-analogok (ADP.AIF,, ADP.Vi) jelenlétében a switch Il

0,5 nm-rel kozelebb helyezkedik el a y-foszfathoz, mint az el6z6 esetben, és hidrogénhidat

Iétesit vele. Ezt a szerkezetet a switch Il pozicidja alapjan closed (zart) konformacionak

nevezik. Ismeriink egy harmadik, a fentiekt6l némileg eltéré globalis konformacids allapotot

Nyitott

11. abra: A Dictyostelium miozin motordoménjének szerkezete open

s

jelélve, a kozétt ligandum lila, az erékar pedig narancssarga (zart),

illetve kék (nyitott) szinii.
(Kovdcs Mihaly, 2002, doktori értekezés)

is: ez az apo allapot, mely
nukleotid tdvollétében jellemzo.
A Dictyostelium motordomén
viszonylag  kevés triptofant
tartalmaz. ATP-kotésre intrinszik

fluoreszcenciaemelkedés
tapasztalhat6, ami arra utal, hogy
a  triptofanok  valamelyike
érzékeny az ATP-kotés hatasara
bekovetkezO, fentebb emlitett

konformaciovaltozasra.
Helyspecifikus modositassal
eldallitottdk a  motordomén

egytriptofanos ~ muténsait, és
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megallapitottak, hogy a bekovetkezd fluoreszcenciaemelkedésért a reléhurokban elhelyezkedd
501-es triptofan a felelés (11. dbra) (Maélnasi-Csizmadia és mtsai, 2000). A W501+
motordoménmutans, melynek triptofanjai az 501-es kivételével fenil-alaninra vannak
cserélve, jelentds  (preparatumtol is  fliggd, akar 80-100%-0s)  steady-state
fluoreszcenciaemelkedést mutat ATP hozzdadésara, és enyhe (koriilbeliil 20%-0s) csokkenést
ADP jelenlétében. Ezen egytriptofanos mutans nagy elénye, hogy az intrinszik jel
egyértelmiien kothetd a reléhurok triptofanjahoz, és a szignal egyértelmiien jelzi az open-
closed konformacios atmenetet (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2000, Geeves és Holmes, 1999,
Batra és Manstein, 1999). Ekkor elészor egy fluoreszcenciacsokkenést kapunk (apo-open
atmenet), amit egy nagyobb emelkedés kovet (open-closed atmenet). Ennek ismeretében az
ATP-az ciklus sémdja a kovetkezoképpen adhatdé meg (* jeloli a magasabb fluoreszcenciaju

allapotot, * az alacsonyabbat):

3b
M*.ATP — M* . ADP.Pi zart
3a 1{ L4
5
M*ATP M* ADPPi — M*.ADP + Pi nyitott
2 q
M + ATP == M.ATP M.ADP <= M + ADP apo

12. abra: A Dictyostelium miozin Il ATP-dz cikiusdnak sémdja.

A semat eredetileg Bagshaw és Trentham dolgoztak ki vazizom miozinra koriilbeliil harminc évvel ezeldtt
(Bagshaw és mtsai, 1974, Bagshaw és Trentham, 1974, illetve Johnson és Taylor, 1978). Ezt kis médositdssal
lehet alkalmazni Dictyostelium miozinra is (Wakelin és mtsai, 2002). Az abran jol lathato, hogy melyik dllapotra

milyen globalis konformdcio jellemzé. Részletesebb magyarazat a szovegben.

Nukleotid tavollétében a miozin az aktinnal erdsen kotott komplexet alkot. ATP-kotés
hatasara a switch | zart allapotba keriil, az aktinkotd arok kinyilik, és a miozin disszocial az
aktinrol, majd a switch Il open-closed atmenete utan lehetévé valik az ATP hidrolizise. Ez
csak zart allapotban kovetkezhet be, az allapot kialakulasa eléfeltétele a hidrolizislépésnek,
amint azt helyspecifikus mutacios kisérletekkel igazolni is lehetett (Sasaki és mtsai, 1998). Az
erékar felhuzott allapotba keriil, és a miozin ismét visszakét az aktinhoz. Az aktinarok
bezarul, a switch | nyit, majd a switch Il nyitasa utan az inorganikus foszfat tavozik az
erdgeneralas, a munkaiitem (power stroke) soran. A foszfat nem tavozhat ugyanott, ahol

érkezett, hiszen az ADP még az utjdban van. (Ebbdl kovetkezik, hogy a miozin ugynevezett
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,,backdoor” enzim, hiszen a termék nem azon az Gton tavozik, ahogy a szubsztrat érkezett. Ez
az Ut még nem ismert.) Végiil az ADP is tavozik a nukleotidkdtd zsebbdl, a miozin pedig
ismét rigor komplexet alkot az aktinnal.

Az  open-closed  konformacios

@

- D »- L g 4 , r . s 111

5 20 " e, lixtrapolalt gorbe ‘ atmenet ¢és a  hidrolizislépés

= | ADP.AIF ., T

S 1.81 Aot L TR . | L , , ,

= L ATP N — egymastol valo elvalasztasa akkor

= 1.6 {

5] .

G - lehetsé rbaciés modszerek-

84l R ] chetséges perturbacios modszere

B il 7 kel, ha az el6bbi egyensulyi

S BT e Apo AMPPNP 1

B 1oLvrvy, o paasua s allandoja 1-hez kozeli (0,1 < K <

o Vvl Py o . | ’

= [ v-v-v-y 1 . , R

o 0.8L i i \ e ) 10), és szelektiven perturbalhato.
275 280 285 290 295

. ) Korabbi  vizsgalatok  kimutattak,
Hémérséklet (K) .
hogy ezek a feltételek teljesiilnek a

13. abra: A W501+ konstrukcié steady-state fluoreszcencidjanak o
konformécios atmenetre. AMP.PNP

¢s ADP.BeFx nukleotidanalogok

homérsékletfiiggése.
A homérséklet novelésével apo dllapotban, illetve ADP vagy
ADP.AIF, jelenlétében a fluoreszcencia csokken, mig ATP- jelenlétében ugyanis a W501+

analogok (AMP.PNP és ADP.BeFy) Jjelenlétéeben Steady-state ﬂuoreszcenciéj anak

intenzitasnovekedés tapasztalhato. Az extrapolalt egyenes a

hémérsékletfiiggése eltér az ADP,

NATA fluoreszcencidjanak hémérsékletfiiggését mutatia a | . L i
illetve ADP.AIF; jelenlétében mért

vizsgalt homérsékleti tartomanyban.
(Kovacs Mihaly, 2002, doktori értekezés) ertékektol, €& a  tendencia is
megfordul: a hémérséklet emelése az

elobbi esetekben a fluoreszcencia intenzitasanak novekedését idézi eld, az utobbiak esetében
pedig csokkenéssel jar egyiitt (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2001). Ennek legval6sziniibb oka
az, hogy ezen analogok jelenlétében a nyitott és zart konformacié egyensulya alakul ki, és ez
az egyensuly homérsékletfiiggd. A magasabb homérséklet a zart konformacio felé tolja el az
egyensulyt (13. abra). Héugrasos relaxacios kisérletekkel tehat pontosabb képet kaphatunk a
konformaciovaltozas kinetikai paramétereirél. Azonban mig az emlitett ATP-analogok
jelenlétében a nyitott-zart egyensuly tényleges egyensulyi allandojat kaphatjuk meg (K3, a 12.
dbran), addig ATP jelenlétében annak hidrolizise eltolja az egyensulyt, igy egy latszolagos
egyensulyi allandot (Kops = Kza + [1+K3p] ) szamithatunk. Héugrasos kisérletekre mar keriilt
sor par évvel ezel6tt, de a technika korlatai miatt ATP jelenlétében nem, csak
nukleotidanalogokkal és ADP-vel (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2001). ADP, ADP.AIF, (és
nukleotidmentes) allapotban a héugras hatasara nem tortént fluoreszcenciavaltozassal jard
atmenet, ami varhat6 volt, hiszen ezekben az esetekben nincs nyitott-zart atalakulds.

AMP.PNP ¢s ADP.BeFy jelenlétében azonban a hdugrassal egy 1000 st koriili megfigyelt
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sebességi allandoju reakcidlépést lehetett kimutatni. Ezekbdl, valamint tobbek kozott
nyomasugrasos mérésekbdl a kovetkezé sémat lehetett felirni 20 °C-on a konformécids

atmenetre ¢és a hidrolizislépésre:

3a 3b
35051 90 st
M*ATP ~—— M* ATP — M* ADPPi
870 s 1,1s1
nyitott zart zart

14. dbra: A Dictyostelium miozin Il ATP-dz ciklusa két lépésének sémdja 20 °C-on.

Szandékunk az volt, hogy a konformacids atmenet homérsékletfiiggését minél szélesebb

hémérséklettartomanyban megvizsgaljuk ATP jelenlétében.

Human tripszin 1V

A tripszinek a szerin-protedz csalad tagjai, amelyek amid- és észterkotések hidrolizisét

katalizaljak. Fontos szerepet jatszanak a szabalyozasban, fehérjék aktivalasaban ¢és
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15. abra. A szerin-protedzok altalanos miikodesi mechanizmusa. Magyarazat a szévegben.

(Stryer, 2002, konyvébdl, modositva)
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inaktivalasaban, tovabba részt vesznek kiilonb6zo szignaltranszdukcids folyamatokban. Két
B-hordd6 doménbol allnak, melyek feltehetden génduplikacioval keletkeztek. Aktiv
centrumukat, katalitikus triadjukat egy szerin, egy hisztidin és egy aszparaginsav adja
(Ser195, His57, Asp102). A hidrolizis acil-transzfer mechanizmussal torténik (15. dbra). A
Michaelis-komplex kialakuldsa utdn az elhasitandé kotésben levé karbonil szénatomot a
szerin hidroxilcsoportja tamadja. Ez a folyamat egy kovalens tetraéderes atmeneti allapot
kialakulasdhoz vezet, mely ezutan tavozo csoportra és az acil-enzimre bomlik. Az acilalodas
soran a szerin hidroxicsoportjdnak protonja a hisztidin imidazolgytriijének kozvetitésével a
tavozo csoport amincsoportjara keriil. A tovabbiakban az acil-enzim hidrolizal a dezacilacios
utvonalon. Ekkor egy vizmolekula tolti be a nukleofil timad6 szerepét. A szerin protedzok
aktiv helye egy oxianion zsebet is tartalmaz, melynek kialakitdsdban kiilonos jelentdsége van
a Glyl93 és Serl195 peptidkotésének iminocsoportjanak. Az oxianion zseb kialakitasaban
résztvevé csoportok segitenek a tetraéderes atmeneti allapot stabilizalasaban (Kraut, 1977). A
szerin-proteazok szubsztratspecificitasat a P, P* oldallancok és az S, S’ kot6zsebek dontik el.
Az elébbiek a szubsztratnak a hasitandd kotéstdl C-, illetve N-terminalis fel6li aminosav-
pedig az S* kotézseb. Ezeket a zsebeket a 189-195, 214-220 és 225-228 pozicidju aminosavak
alakitjak ki. A kiilonb6zd tripszinek szubsztratspecificitasbeli eltéréseit a kotézsebekben
talalhatd aminosav-oldallancok hatarozzak meg. Ezek méretiiknél vagy toltésiiknél fogva
gatolhatjdk a szubsztrat bizonyos aminosav-oldallancainak a kotozsebbe kertilését.

Az 1970-es években humén hasnyalmirigyvaladékbol izolaltdk a kationos és az anionos
tripszineket (Guy és mtsai, 1978), majd kés6ébb a mezotripszint (Rinderknecht és mtsali,
1984). Ez utobbi nevét a két kordbbi tripszinforma izoelektromos pontja kézé esd
izoelektromos értékérdl kapta. A mezotripszinrdl kideriilt, hogy igen erds inhibitor-
rezisztenciat mutat. A CDNS-szekvencidk alapjan az izolalt enzimeket human I, human II,
human IV és mezotripszin (Nyaruhucha és mtsai, 1997) néven azonositottak. A
mezotripszinogén aktiv formdajanak (mezotripszin) és a human tripszinogén IV aktiv
formajanak, mely az agyban expresszalodik (human tripszin IV), teljesen megegyezik az
aminosav szekvencidja. A human tripszinogén IV polimorfiat mutat: felfedeztek egy B-format
is, mely abban kiilonbozik a kordbban azonositott A-formatol, hogy az N-termindlisarol
hidnyzik egyetlen glutamat. A human tripszin IV agyban betoltott szerepe egyeldre
ismeretlen, de feltételezhetd, hogy komoly funkciokat lat el. A B-amiloid Alzheimer-
prekurzor fehérje (APP) tartalmaz egy Kunitz-tipusi tripszin inhibitor domént  és

metabolizmusaban is egy tripszin vehet részt (Scheidig €s mtsai, 1997). Az irodalomban és az
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adatbazisokban talalhato tripszin szekvenciak vizsgalata alapjan megallapitast nyert, hogy
csak a human IV tripszinben van a 193-as aminosavhelyen arginin. Bebizonyosodott az is,
hogy ez az arginin felelés a human tripszin IV (és a mezotripszin) kivételes inhibitor-
A tripszinek aktivhely-titralasat altalaban kromogén szubsztratokkal végzik, melyek hasités
utan szines terméket adnak. Gyakran hasznalt szubsztrat példaul a 4-metil-umbelliferin-
guanidin-benzoat (MUGB, 16. dbra), melyet a tripszin IV-gyel végzett stopped
flow/temperature jump vizsgalataink soran hasznaltunk. Célunk az volt, hogy gyorskinetikai

modszerekkel tanulmanyozzuk a human tripszin

CH
m IV szubsztratkotésének homérsékletfiiggését, és
MNH ]
H N —C —NH @ t-o oS0 ezekb6l  kovetkeztessiink  termodinamikai

paraméterekre, mivel eddig ilyen vizsgalatokra
16. dbra: A 4-metil-umbelliferin-guanidin-benzodt

(MUGB) szerkezeti képlete.

nem kerlt sor.
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Ceélkituzések

F6 célunk az volt, hogy a gyorskeverési €s héugrasos relaxacios technikédk kombindlasaval
egy Uj, széleskorlien hasznalhatd, komplex tranziens kinetikai méromiiszert allitsunk Gssze,
majd ennek hasznalhatosagat tobb modellrendszer alkalmazasaval ellendrizziik.

Elvarasaink az altalunk tervezett stopped flow / temperature jump (SF/TJ) késziilékkel
szemben a kdvetkezdk voltak:

1. Minél kisebb holtidd.

2. Minél nagyobb elérheté hdmérsékletugras.

A SF/T] berendezés tesztelésére két modellrendszert valasztottunk: a Dictyostelium
discoideum nyalkagomba konvencionalis miozinjanak motordoménjét és a human tripszin V-
et. Az elébbi egy tranziens kinetikai modszerekkel jol tanulmanyozott rendszer, melynek két
jol meghatarozott reakcidlépését kivantuk perturbdlni. A célunk az volt, hogy specifikusan
ezekr6l gyljtsiink informaciokat. A tripszin ezzel szemben egy olyan rendszer, melyrdl eddig
nem rendelkeztiink sok tranziens Kinetikai adattal. Itt a célunk a minél teljesebb Gsszkép
kialakitdsa volt a reakciomechanizmust illetden. Szandékaink tehat a két modellrendszerben
épp ellentétesek voltak: az egyiknél egy Specialista, a masiknal pedig egy generalista kérdést
tettlink fel. Ez a két modellrendszer reményeink szerint igy jol szimulalja azoknak a

vizsgalatoknak a sz¢€lsdségeit, melyek elvégzésére a késziilék varhatdan alkalmas lesz.

Célkitlizéseink tehat a kovetkez6 pontokban foglalhatoak dssze:

1. A stopped flow / temperature jump késziilék osszeallitasa és kalibralasa.

2. A moédszer validalasa.
2/A. A miozin open-closed atmenete homérsékletfliggésének vizsgalata, a sebességi
allandok és néhany termodinamikai paraméter minél precizebb meghatarozasa.
2/B. A human tripszin IV MUGB kromogén szubsztrattal valdé reakcidja

homérsékletfiiggésének vizsgalata.
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Modszer

A konvencionalis stopped flow berendezés

A Klasszikus stopped flow beredezések, mint a Biokémiai Tanszéken talalhaté KinTek

gyartmanyu, SF-2004 tipusjelll berendezés is, a 17. dbrdn lathato elemekbdl épiilnek fel.

17. abra: A stopped flow berendezés részei.

A. Motorvezérl6 szamitogép, B. A lampa tapegysége, C. Lampa, D. Monokromator, E. Motor, F. Fecskendéhiz,
G. Kiivettahaz, H. Fotoelektronsokszorozo, 1. Adatgyiijté szamitogép, J. Megallité szelep, K. Vizhiités a
fényforras és a fecskendbhdz szamdra (az abran nem latszik)

(KinTek SF-2004 felhasznadloi kézikonyv, modositva)

A lampaval szemben tamasztott legfontosabb kovetelmény, hogy erds fényli legyen, hiszen
fluoreszcencia detektalasakor a gerjeszté fény mindossze 1 szazaléka emittalodik. Emellett
lényeges az is, hogy a lampa fényintenzitdsa idében ne valtozzon, hiszen ez a fluktuacid
mitermék keletkezéséhez vezethet. A stopped flow késziilékekben a 18. dbrdn lathatd

lampatipusok hasznalatosak.
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18. dbra: A stopped flow beredezésekben haszndlhato
lampatipusok.

a: Higany-xenon-, higany-, halogén- és deutériumlampdk
emisszios spektruma.

b: Higany-xenon lampa és nagynyomdsiu higanygdzlimpa
emisszios spektrumanak dsszehasonlitasa.

(Hamamatsu, miiszaki leirds)

A xenonlampa spektruma 300 és 800
nm kozott meglehetésen ,,sima”,
folyamatos  spektrumt,  cstcsok
nélkiil. A higany-xenon lampa fOleg
alacsonyabb hullamhosszokon
intenzivebb fényli, mint az el6z0, és a
spektrumdn éles csucsok jelentkeznek.
Mig ennek a lampanak az iddbeli
fluktuacioja néhany szazalékos is
lehet, a vizhiitést igénylo tgynevezett
, superquiet” lampak esetében ez
gyakorlatilag nulla. E nagynyomast
higanygdézlampak tovabbi elénye a
tobbivel szemben, hogy mar-mar
vonalas spektrummal rendelkeznek, a
csucsok félszélessége rendkiviil kicsi.
A lampdk  atlagos  élettartama
koriilbeliil 1000 ora.

A tanszéki késziilék lampaja egy 150
W-0s superquiet higany-xenon lampa
(Hamamatsu).

A monokromdtor  feladata  a
sugarforrasbol  szarmazd  Osszetett
elektromagneses sugarzas felbontdsa

megkozelitdleg azonos hullamhosszi

(monokromatikus) alkotoira. F6 alkotoelemei a belépd rés, a kilépd rés, a fokuszalo lencsék

vagy tikrok és a diszperzios elem. Ez utobbi kiilonbozOképpen tériti el a polikromatikus

sugarzas monokromatikus Osszetevéit, tigy, hogy a kilép6 résen a kivant hullamhossza ( A +

A ) ) fény jut at. A diszperzids elem tipusa szerint megkiilonboztetiink racsos és prizmas

monokromatort. Az utdbbi tipus tovabbi két csoportra oszthat6 az optikai racs kialakitdsanak

madja szerint. A sik interferencia-monokromatorok mechanikai raccsal rendelkeznek, melyet

véséssel (karcolassal) alakitanak ki. A konkév interferencia-monokromadtorok elterjedtebbek,

ezeknél holografikus modszerrel hozzak 1étre az optikai racsot, és a fényt egy mozgo6 konkav
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tiikkor irdnyitja a kilépd réshez. Ez viszont hibakat eredményezhet: bizonyos résszélességnél
megjelenhet az optikai racs tiikorképe (ebben az esetben meg kell valtoztatni a rés
sz€lességét).

A monokromatorok jellemezhetdk tobbek kozott a diszperzioval, a hatékonysaggal €s a stray
light levellel (becsillané fény szintje). A diszperzi6 azt adja meg, hogy 1 mm-es résszélesség
hany nm-es hullimhossztartomanyt jelent. A hatékonysag pedig a belépd és a kilépd fény
intenzitdsanak kiilonbsége. (A prizmas monokromatorok hatékonysdga rosszabb, mint az
optikai raccsal rendelkezéké.) A stray light, azaz a becsilland gerjeszté6 fény tobb
szempontbol is komoly problémat jelent. Ha ez a fény eljut a kiivettaba, aspecifikussa valhat a
gerjesztés. Ha vorosebb, azaz nagyobb hullamhosszu fény jut at, mint az altalunk kivant,
akkor ez beleeshet a fluoreszcenciaemisszid tartomanyaba, és hamis jelet adhat. Méasrészt a
gerjesztési fényintenzitds 1000-szer erdsebb, mint a fluoreszcencidsan emittalt fény, igy a
miitermék elnyomhatja a valodi jelet. Ennek kikiiszobdlésére szamos modszer 1étezik, pl. a
dual grading, melynek hatranya, hogy alkalmazasaval a felére csokken a fényintenzitas. A
becsillanas foleg a prizmas monokromatoroknal lehet jelentds.

A monokromatorok targyalasakor emlitést kell tenni a masod-, harmad- és magasabbrendii
transzmissziorol. A monokromdtor ugyanis nemcsak az altalunk kivant hulldmhosszu
gerjesztd fényt engedi at, hanem azt a fényt is, melynek hulldmhossza a gerjesztési
hullamhossz egész szamu tobbszorose (masodrendll transzmisszid). Ennek a kiszlirésérdl a
megfeleld filterek kivéalasztasaval kell gondoskodni.

A résszélesség, azaz a slit beallitasakor, mint oly sok mas esetben is, optimalizaciora van
sziikség. Minél kisebb a résszélesség, annal specifikusabb lehet a gerjesztés, de annal kisebb
lesz a fényintenzitds is. Ha ellenben nagy a slit, és tal sok fény jut a kiivettaba,
photobleaching 1éphet fel: az emisszios spektrum eltorzul, és ismételt mérésre kisebb jelet
fogunk kapni. Raadasul tal nagy slit esetén is felléphet a becsillanas jelensége.

Az altalunk hasznalt SF-2004-hez racsos monokromator tartozik (Spectra-Physics Grating
Monochromator Model 77250).

A megallitott aramlasos késziilékek motorja lehet szervomotor, légnyomasvezérelt motor
vagy ugynevezett step-motor. Az SF-2004 szervomotorral rendelkezik.

Az altalunk hasznalt késziilék fecskendéhdzaban harom fecskend6 talalhatd. A klasszikus
megallitott aramlasos méréseknél kettére van sziikség, a harmadik fecskendé csak a double
mixing-kisérleteknél hasznalatos. Ebben az esetben a két reaktans gyors keverése utan egy

adott pillanatban egy harmadik reaktanst is bejuttathatunk a kiivettdba. A fecskend6hazban
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beépitett termométer van. A haz homérsékletét vizes termosztattal (Colora Messtechnik
Gmbh., Model WK 14-1 DS) tartjuk allando szinten.

A két reaktans kiivettdba juttatdsaval kapcsolatos paraméterek a kovetkezok: a kiivettan
atfolyd anyag mennyisége, az 0Osszelovés sebessége ¢és a reaktansok keverési aranya.
Altalanos, hogy a kiivettatérfogat haromszorosat 16jiik be a kiivettdba. Ezzel eltavolitjuk a
korabbi reakcid6 nyomait is. A 10vési sebesség a turbulencia miatt jelentés. Ha nagy
sebességgel torténik az Osszelovés, az aramlas megallasa utan turbulencia jelentkezik, mely
zavarja a mérést. A keverési aranyt azzal tudjuk megvaltoztatni, hogy a fecskend6hdzban
kicseréljiik a fecskenddket. Az alapbedllitas 1:1 aranyu, de altalaban lehetdség van 1:5 stb.
aranyu keverésre is.

A vastag falu kiivettahazban talalhato a kiivetta, melynek mérete valtozo. 20-25 pl-es és 5 ul-
esek egyarant hasznalatosak. A nagyobb kiivettak elénye, hogy ezekkel nagyobb jelt tudunk
detektalni, de tobb anyagra van sziikség. Kisebb kiivetta hasznalatakor viszont a holtidd
csokken. A mérés szempontjabol nagy jelentdsége van a kiivetta geometridjanak. A
hagyomdnyos elrendezés nagy turbiditasi oldatok esetén okozhat gondot, mert a bels6
szlirbhatas (inner filter effect) miatt gyengébb jelet fogunk detektalni. Ekkor ugyanis, ha az
oldat transzmittancidja kicsi, a kiivetta fényforrastél tdvolabbi részén kisebb lesz a

fényintenzitas, mint a fényforrashoz kozeli oldalon.
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19. abra: Néhany optikai filter transzmisszios spektruma. A 330GB jelii sziiré azonos a szévegben szerepld

UG11-gyel. (Filterek leirasa)
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A detektalas lehetOségeinek targyalasa el6tt érdemes megemliteni az optikai filtereket, melyek
segitségével a mérés szempontjabdl haszontalan, zavar6 hullaimhosszii  fényt
kikiiszobolhetjiik. Az altalunk hasznalt szlir6k transzmisszids spektruma a 19. abrdn lathato.
A band-pass filterek, mint példaul az UG11, egy hullamhosszablakot engednek at, ezek a
legolcsobbak. A cut-off szlir6k jellegzetessége, hogy transzmittanciajuk egy szik
hullamhossztartomanyon beliil nagyon megndvekszik. Ez az intervallum a cut-off filtereknél
néhany 10 nanométert jelent, de a short wavelength pass filterek esetében egy nagysagrenddel
Kisebb, minddssze néhany nanométer. Mindkét imént emlitett filtertipus rendelkezik azzal a
hatrannyal, hogy a masod- ¢és magasabbrendii transzmissziot nem szlrik ki. Az
interferenciafilterek egy igen sziik (5-10 nm-es) hullamhossztartomanyt engednek csak at.
Hatranyuk, hogy dragék, és hasznalatuk nagy fényveszteséggel jar.

Nagyon gyakran filterkombindciokat haszndlunk az optimalis eredmény elérése érdekében.
Példaul triptofan fluoreszcenciajanak detektalasakor nagyon elényds a 315 nm-es cut-off és az
UGI11 tipusu band-pass filterek egyiittes hasznalata. A triptofan specifikusan gerjeszthet6 297
nm-en, amit a PMT el6tti cut-off filter levag, igy csak az emittalt fény jut a detektorba. A
tobbi fluorofor esetleges gerjesztésével keletkezd magasabb hulldmhossza fényt és a
masodrendlil transzmissziot az UG11 filter vagja le, hiszen ennek a transzmittancidja 420 nm
utan szinte nulla. A masik lehetdség, hogy a 340 nm-es interferenciasziirét hasznaljuk.

A fény detektalasa torténhet diodadetektorral vagy fotoelektronsokszorozoval (photomultiplier
tube, PMT). Abszorbancia- és transzmittanciamérésekhez mindkett6 hasznalhatd, de
fluoreszcenciamérésekhez nagyobb érzékenysége miatt csak az utobbi. A PMT miikodési elve
az, hogy egy fényérzékeny katodbol az emittalt fotonok becsapodasanak hatasara elektronok
lépnek ki. Ezek egy szabalyozhatd potencialkiilonbség hatdsira az andd felé haladva
felgyorsulnak, és kozben a dinodékba iitkdzve tovabbi eletronokat szabaditanak fel. Igy az
elemi részecskék szama tobb nagysagrendnyit ndvekszik, mire az anodhoz érnek. A PMT-ket
jellemezhetjiik a reagalasi idével és az atfutasi idovel. Az elébbi nanoszekundumos
nagysagrendi, és azt adja meg, mennyi id6 telik el a foton becsapddasa és az elsd elektron
kilépése kozott. Az atfutasi id6 (transit time) az elektronoknak az elektronsokszorozd csé
teljes hosszan torténd végigfutdsdhoz sziikséges idd, ami elérheti a 20 nanoszekundumot is. A
PMT-kre jellemz6 a szinhatas (color effect), azaz a fotokatod reagalasi ideje nem fiiggetlen a
becsapdodott foton hullamhosszatél. Minden mérés elétt meg kell hatdrozni a PMT
sOtétaramat, ugyanis a katédbol spontan is kilépnek az elektronok, ami szintén jelet
eredményez. A fentebb emlitett potencialkiilonbséget (High Voltage), ami tulajdonképpen a

detektor érzékenységét adja meg, a stopped flow késziilék szoftverével lehet beallitani.
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A tanszéki stopped flow késziilékre harom detektort szerclhetiink fel, a detektalas tehat
egyszerre harom csatornan torténhet, példaul a két oldalson két PMT-vel mérhetiink
fluoreszcenciat, a gerjeszté fénnyel szemben pedig egy fotodiodaval detektalhatunk
fényszorast vagy abszorbanciat.

Az adatgytijtés alapesetben a szervomotor leallasakor indul, de pretrigger push izemmodban
mar a folyadék mozgasanak megallasa eldtt is megkezdddhet a detektalas. Az adatok
rogzitése torténhet normadl vagy logaritmikus idéskalan, tovabbé egy vagy két idétartomany
megadasaval. Az altalunk hasznalt késziilékkel egy mérés soran 6sszesen 1000 adatpontot
rogzithetiink. Ezt két id6tartomany alkalmazasa esetén megoszthatjuk. Ez példaul akkor
hasznos, ha olyan kétlépéses reakciot vizsgalunk, amelynél a sebességi allandok legalabb egy

nagysagrenddel eltérnek egymastol.

A stopped flow / temperature jump berendezés felépitése

Goldmann és Geeves modszerének hatranya az volt, hogy a mintat kozvetleniil a mérési
hémérsékletre melegitette vagy hiitdtte, méghozza igen lassan. Ez drasztikusan megnovelte a
holtid6t, és nem tett lehetové nagy homérsékletugrast, mert ebben az esetben a fehérje
denaturalodhatott volna, mire eléri a kiivettat. Ha a stopped flow apparatust szeretnénk
kiinduldsi alapnak hasznalni, akkor valamilyen mds modszerre van sziikség a mérési
hémeérséklet gyors eléréséhez. A TPM-eljards, legyen barmennyire is jo egyedi molekulés
mikroszkopos vizsgalatoknal, ebben az esetben értelemszerlien nem hasznalhato, hiszen a
lézerfénnyel torténd melegités nem oldhaté meg, és az oldat fényszorasat sem célszerli
novelni. Ha a holtid6é novekedését el akarjuk keriilni, mindenképpen olyan megoldasra van
sziikség, mely nem igényel plusz id6t a kivant hémérséklet eléréséhez, és a lehetd
leger6sebben tamaszkodik magara a stopped flow gyorskeverési technikara. Az sajnos nem
jarhato ut, hogy az amugy is termosztalt fecskend6haz hdmérsékletét ndveljiik, hiszen magas
hémeérsékleten konnyen denaturalddna a fehérje, mivel viszonylag hossza ideig tartozkodik a
fecskendokben. Ezekbdl a megallapitasokbol kovetkezik, hogy az elméletileg legtokéletesebb
megoldas az, ha magaval a keveréssel egyidejlileg torténik meg a hdmérsékletugras. Ez csakis
ugy lehetséges, ha az egyik fecskenddben 1€v6 oldat hdmérsékletét a mérési homérseklet folé
emeljiik, miutan elhagyta a fecskendéhazat, a méasikét pedig nem valtoztatjuk. Igy a két, eltérd
homérsékletli oldat az Osszekeveredéskor fogja elérni a mérési hdOmérsékletet. Ha

feltételezziik, hogy a két folyadék hdkapacitasa nagyjabol azonos, a keveredéskor kialakulo
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végsd homérséklet a magasabb és az alacsonyabb hdmérsékletnek az oldattérfogatokkal
sulyozott atlaga lesz. 1:1 aranya keverést feltételezve bizonyos esetekben a mérési
homérséklet csaknem dupldjara kellene melegiteni az egyik fecskendébdl jovo oldatot, ezért
célszerli megvaltoztatni a keverési aranyt: a majdani flitendé oldatot tartalmazé fecskendot
nagyobbra (esetiinkben 1 ml-es helyett 5 ml-esre) kell cserélni. Ezzel a modositassal 1:5
keverési arany érhetdé el a melegebb oldat javara. Ennek kdszonhetéen nem sziikséges
drasztikusan a mérési érték folé emelni egyik oldat hémérsékletét sem. A hdérzékeny
reaktanst (altalaban a fehérjét) abba a fecskenddbe kell télteni, amelynek a hdmérsékletét nem
emeltiik meg, hiszen ez csak a keveredéskor fogja elérni a magas hdmérsékletet, kdzvetleniil a
detektalas eldtt. A nagyobb fecskendé miatt az egyik reaktansbol valamivel nagyobb
mennyiségre van szlikség, mint a hagyomanyos, 1:1 ardnyt elrendezésnél. Emellett szamolni
kell a nagyobb higulédssal is, ezért a SF/TJ berendezés nagyobb fehérjekoncentraciot is
igényel.

A fltéelemet  tehdt  nem

kozvetleniil a kivetta elé kell

focskendohez helyezni, hanem az egyik

szubsziratol fecskendd  kivezetése és a
taraimazd fecskendd

enzimet
tartalmazd fecskendd

keveredés helye kozé. Ezaltal

elérhet, hogy a  holtidd

a melegitdhurok

 titdeieme gyakorlatilag valtozatlan

maradjon a SF/TJ elrendezésben a
stopped flow-hoz képest. Viszont

a fluoreszcencia hOmérséklet-

-xn\a kivetiahaz fitbeleme

fiiggése miatt esszencialis, hogy a
20. dbra: A stopped flow/temperature jump berendezés felépitésének fecskend6kbol  jovo, elterd
vazlatos rajza. homérsékletii oldatok
Az abrdn jol lathaté a két tijonnan beépitett fiitéelem. A folyadék everedésekor kialakuld végsd

szine jelzi annak homérsékletét (narancssarga jeloli a mérési hémérséklet megegyezzen a

homeérsékletet).

kiivettahdz homérsékletével. Ha
ez nem teljesiilne, a fluorofor alacsonyabb vagy magasabb hémérsékletii kornyezetbe
keriilésekor bekovetkez6 fluoreszcenciavaltozast detektalnank, nem pedig az altalunk
vizsgélni kivant folyamatot. Ezért van sziikség egy mdasodik fiitéelemre is, mely magat a

kiivettahdzat melegiti.
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A 20. és 21. abran (foto) jol lathatd minden, fent emlitett modositas. A flitdelemeket a

Supertech Kft. készitette el a kivansagainknak megfelelden.

Fecskenddk motorja

.

Fecskenddhaz i

Szubsztratfecskendd

: 2
Enzimfecskendo

U o

Fatéhurok

¥

- Kivettahdz

Also Hitdelem

Fotoelektronsokszorozo

21. dbra: A stopped flow/temperature jump berendezés
dllvanyanak fényképe.

Mindkét fiitéelem megfigyelheté a képen (bar a felsét félig
eltakarja a fecskendohaz). A kiivettahdaz hoszigetel6 réteget

és a termométer szenzordt eltavolitottuk.

A kiivettahdzba beépitettiink egy
termométert (Digital Multimeter TR-
1667-A), melynek szenzorat a didda
szamara kialakitott nyilason vezettiik be
a kiivetta kozelébe, igy kozvetleniil
tudtuk mérni a kiivetta hdmérsékletét.
(Ez persze egylitt jar azzal, hogy
fényszorasos vizsgalatokat ebben az

elrendezésben nem lehet végezni.)

Természetesen gondoskodtunk rola,
hogy kiilsé forrasbdl szarmazo fény ne
keriilhessen be a kiivettahdzba. A
termométer beépitése ravilagitott arra a
tényre, hogy a Kkiivettahdzban igen
jelentds homérsekleti gradiens alakul
ki: a haz aljara felszerelt fiitéelem nem
képes arra a homérsékletre felfliteni a
hazat, amilyenre magit a flitéelemet
hiilése

beallitottuk. A kivettahaz

jelentés, hiszen j6 hévezetd, és

meglehetdsen nagy feliileten érintkezik

a kornyezetével. Ennek csokkentése érdekében vastag, hoszigeteld hungarocell lapokkal

fedtiik be a kiivettahaz szabad oldalait. Hasonlo hészigetelést készitettiink a hurkot melegitd

futéelem szamara is.
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Modellrendszerek

Miozin IT motordomén tultermeltetése Dictyostelium expresszios rendszerben

Az egytriptofanos motordoménmutanst Dictyostelium discoideum eukariota rendszerben
expresszaltuk. Prokaridta rendszerben a miozinfragmentumok expresszioja nem lehetséges a
foldinghoz esszencialis dajkafehérjék hianya miatt. A W501+ mutdns elkészitéséhez a
pDXA/M761 plazmid volt a kiindulési konstrukcié. Ez a motordomén elsé 761 aminosavat
tartalmazza, moddositott N- és C-termindlisokkal (utobbin taldlhat6 az oktamer His-jeldlés)
(Malnasi és mtsai, 2000). A W501+ konstrukciéba bevitt pontmutaciok: W36F, W432F,
W584F. A konstrukcid elkészitése 2000-ben fejez6dott be, ebben én nem vettem részt. Az
expresszios rendszer beallitdsa megtortént, a fehérje termeltetése azota problémamentes.

A Dictyostelium expresszids rendszernek szamos elénye mellett akadnak hatranyai is, melyek
koziil a legfontosabb a proteolitikus enzimek nagy koncentracidja a sejtekben. Ezek szamos
miitermék képzddéséhez vezethetnek, melyek valoszinliségét csak fokozzédk a szokvanyos
proteinanalitikai  koriilmények (SDS-kezeldvel torténd forralas stb.), mivel ezek
megnovekedett proteazaktivitast eredményeznek. Ezért igen fontos, hogy a Dictyostelium-
sejtek lizise a szokasosnal enyhébb koriilmények kozott torténjen, anélkiil, hogy a lizoszomak
megsériilnének. A taltermelt miozinfragmentumok tovabbi védelmét szolgalja, hogy alacsony
cellularis ATP-koncentracid mellett komplexet képeznek az aktinnal, mely a nyalkagomba
egyik leggyakoribb sejtfehérjéje. Az aktomiozin komplex jelenléte a miozin tisztitasat is

megkonnyiti (Manstein és Hunt, 1995).

Elektroforetikus technikak

SDS-poliakrilamid gélelektroforézis

5%-os koncentralo gél (2,5 ml):

- 422 ul 30% akrilamid (29% akrilamid + 1 % bisz-akrilamid),
- 312 pl 1M Tris-HCI (pH 6,8)

-25 ul 10% SDS

- 8 ul cc. TEMED

- 25 ul 10% APS
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- 1,75 ml desztillalt viz

9 %-o0s futtato gel (5 ml):

- 1,5 ml 30% akrilamid (29% akrilamid + 1 % bisz-akrilamid),
- 1,85 ml Tris-HCI (pH 8,8)

- 50 ul 10% SDS

- 10 pl cc. TEMED

- 50 ul 10% APS

- 1,55 ml desztillalt viz

Tankpuffer (1000 ml, 10x):
- 30,39 Tris

- 144,0 g glicin

-10 g SDS

SDS-kezeld (50 ml, 2X):
-6,25ml 1M TrispH 7,4
- 5 ml glicerin

-19gSDS

-2,5ml ME

- 0,5 ml bromfenolkék

desztillalt vizzel kiegészitve 50 ml-re.

Futtatas: 80-100 V, 20-30 mA

Festek (1000 ml):

- 2,5 g Coomassie R250
- 500 ml etanol

- 90 ml ecetsav

desztillalt vizzel kiegészitve 1 1-re.

Festektelenito oldat (1000 ml):
- 500 ml etanol

- 90 ml ecetsav
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desztillalt vizzel kiegészitve 1 1-re.

A fehérije tisztitasa

Pufferek, oldatok

10x PBS

- 1,4 M NaCl

- 27 mM KClI

- 101 mM Na;HPO4
- 18 MM KH,PO4

desztillalt vizzel kiegészitve 1 1-re, pH 7,3.

Lysis Buffer

- 50 mM TrisHCI

-2mM EDTA

-0,2 mM EGTA

-1-3mM DTT

- 5 mM benzamidin

- 2000x PI (protedzinhibitor) mix
pH 8,0.

Pl mix

- 15 mg Pepstatin

- 2 mg Leupeptin

- 66 mg TPCK

-25mg TLCK

- 66 mg PMSF

1 ml DMSO-ban oldva.

Extraction Buffer
- 50 mM HEPES
- 30 mM Kac
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- 10 mM MgAc

-7 mM ME

- 5 mM benzamidin
- 40 pug/ml PMSF
pH 7,3.

Low Salt Buffer

- 50 mM HEPES

- 30 mM Kac

- 3 mM benzamidin
ph 7,3.

High Salt Buffer

- 50 MM HEPES

- 300 mM KAc

- 3 mM benzamidin
pH 7,3.

Assay Buffer

- 40 mM NacCl

- 10 mM HEPES
-1 mM MgCl,
pH 7.5.

A miozinfragmentumok tisztitasa

A transzformalt sejteket 7 percig 2700 rpm-mel centrifugaljuk. Hideg PBS-sel mossuk a
pelletet, majd ismételt centrifugéalds kovetkezik. A sejteket ezutan lizispufferben vessziik fel.
A sejtek nedves tomegének minden grammjahoz 4 ml lizispuffert adunk. A sejtekhez
felszuszpendalasuk utdn grammonként tovabbi 2 ml lizispuffert adunk, mely 1% Triton-
X100-at, 15 pg/ml RN4z-A-t és 100 egység alkalikus foszfatazt tartalmaz. Ugyelni kell a
Triton teljes feloldodasara. A szuszpenzidt vizes jégen szonikaljuk 10 percig, miutan a
szonikalo tiit jégen tartottuk par percig. Szonikalds utan ellendrizni kell, maradtak-e intakt

sejtek. Ha igen, tovabbi szonikélasra van sziikség. Ezutan ultracentrifuga-csovekbe toltjiik a
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lizatumot, és 3000 rpm-mel 45 percig fugaljuk. A feliiliszot ledntjiik, és a pelletet 60-100 ml
extrakcios pufferrel mossuk at, majd tovabbi 45 percig fugaljuk 45000 rpm-mel. A feliiluszot
ledntjiik. A miozin aktomiozin komplex formajaban a pelletben marad, melyet 20 mM ATP-t
¢s tovabbi 10 mM MgCl,-ot tartalmazé extrakciods pufferben vesziink fel (a puffer pH-janak
tovabbra is 7,3-nak kell lennie). A pellet minden grammjahoz 1,6 ml puffert adunk, majd
60000 rpm-mel fugaljuk 1 6ran at. Az ATP hatasara a miozin disszocial az aktintol, és a
feliiluszoba keriil.

A feliilaszot Ni**-NTA oszlopra vissziik, miutan az oszlopot atmostuk 1 oszloptérfogatnyi
Low Salt Bufferrel. Ebbe, és a tovabbiakban minden tovabbi pufferbe is tesziink kevés
benzamidint és merkapto-etanolt. Az atfolyas sebessége koriilbeliil 1 ml/perc. Miutan a
feliiluszo atfolyt az oszlopon, és kikotott ra a hisztidin-cimkével jelolt miozin, az oszlopot 1
térfogatnyi Low Salt Bufferrel, majd 30-40 ml High Salt Bufferrel, végiil ismét Low Salt
Bufferrel mossuk (az utobbi ekkor tartalmaz 10 % imidalzolt is). Ez leszedi az aspecifikusan
megkotott fehérjéket. Az atfolyas sebessége 2 ml/perc. Addig szediink frakciokat Bradford-
reagensbe, mig az megdrzott barna szinével jelzi, hogy nincs mar kimutathatd mennyiségii
hulladékfehérje az oszlopon. Ezutan 90% imidazol és 10 % Low Salt Puffer keverékével, 0,5
ml/perces folyasi sebességgel lemossuk az oszloprol a miozin motordomént.

A fehérjét egy €jszakan, de legalabb hat 6ran keresztiil dializaljuk Assay Bufferrel. A dializist

crcr

Human tripszinogén termeltetése E. coli expresszios rendszerben

A tripszinogén expresszioja az SM138 jelzésii E. coli térzsben tortént. A fehérjét mérésre kész

allapotban kaptuk.

A spektrofotometrias mérések paraméterei

Fehérjekoncentracio meghatarozasa Bradford szerint

Kalibrdlosor elkészitése: 1-1 ml Bradford-reagenshez rendre 5, 8, 11, 14, 17, 20 ul 0,785

crer

crer

parhuzamos mérést végziink. A méréshez Shimadzu tipust spektrofotométert hasznaltunk.
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A SF/TJ mérések paraméterei

Megjegyzés: a flitbhurokkal a ,,C” jelzésii fecskendd van dsszekottetésben.

A holtidé meghatarozasa

Gerjesztési hullamhossz: 280 nm

Slit: 5nm /5 nm

Hasznalt filter: 340 nm-es interferenciasziird
Fecskendbhaz hémérséklete: 20 °C

Puffer: Assay buffer pH 7,2

Aramlési sebesség: 18 ml/sec

Lovesi terfogat: 120 ul

A" fecskendd: 50, 25 mM NBS

,,B” fecskendo: (lires)

., C” fecskendo: 20 uM NATA

Homérsékleti kalibralas

Gerjesztési hullamhossz: 297 nm

Slit: 2nm /2 nm

Hasznalt filter: 340 nm-es interferenciasziird
Fecskendéhaz hémérséklete: 20 °C

Puffer: Assay buffer pH 7,2

Aramlési sebesség: 18 ml/sec

Lovesi terfogat: 120 pl

A" fecskends: 20 uM NATA

B fecskendo: (iires)

., C” fecskendd: Assay buffer

Meérések a W501+ miozin motordoménmutanssal

36



Gerjesztési hullamhossz: 297 nm
Slit: 2nm /2 nm

Hasznalt filter: 340 nm-es interferenciasziiré

Fecskendbhaz hémérséklete: 20 °C
Puffer: Assay buffer pH 7,2
Aramlési sebesség: 18 ml/sec
Lovesi terfogat: 120 pl

,A” fecskendo: 12 uM W501+
B fecskendo: (iires)

., C” fecskendo: 1,2 mM ATP

Mérések a human tripszin 1V-gyel

Gerjesztési hullamhossz: 365 nm

Slit: 0,5nm /0,5 nm

Hasznalt filter: 420 nm-es cut-off filter
Detektalas: 445 nm

Fecskendbhaz hémérséklete: 20 °C
Puffer: 100 mM-os foszfatpuffer pH 8,0
Aramlasi sebesség: 8 ml/sec

Lovesi terfogat: 120 pl

A" fecskendo: 5 pM human tripszin [V
, B” fecskendo: (iires)

,,C” fecskendo: 35 yM MUGB
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A modszer alkalmazhatosaga

Els6 célkitiizéstink a SF/TJ késziilék dsszedllitdsa volt. Ennek érdekében szét kellett szerelni a
kiivettahazat és a fecskend6hazat. Az utobbibdl eltavolitottuk az egyik 1 ml-es fecskendét, és
beszereltiink helyette egy 5 ml-eset. Ezenkiviil be kellett épiteniink egy 54 ul térfogata
csOszakaszt, mely Osszekottetésben van ezzel a fecskenddvel. Ennek a szakasznak a
hémérsékletét tudja szabalyozni a melegitéhurok. A kiivettahdz aljara szintén felszereltiik a
fiitéelemet, és elhelyeztilkk a termométer szenzorat is. Ezutan a kiivettahazat hoszigeteld

lapokkal boritottuk be.

A mérések megkezdése elott a kdvetkezo vizsgalatokat kell elvégezni a késziilékkel:

1. A holtid6 meghatarozasa. Ellenérizni kell, helyes-e az az elképzelésiink, hogy a holtid6
nem valtozik ebben az 6sszeallitdsban a hagyomanyos elrendezéshez képest.

2. Az optimalis 1ovési térfogat bedllitdsa. A melegitohurok beépitésével megvaltozott a
stopped flow késziilék csérendszerének hossza, ami hatassal van a 16vési térfogatra.

3. Homérsekleti kalibracio. Meg kell éallapitanunk, hogy milyen hdmérséklettartomanyt képes
atfogni a fiitérendszer, és egymashoz kell igazitani a melegitéelemek homérsékletét, hogy

kikiiszoboljiik a fluoreszcencia hdmérsékletfiiggésebdl szarmazo miitermékek megjelenését.

Nagyon fontos, hogy minden, a mérések soran hasznalt oldatot felmelegitett és légtelenitett
pufferrel készitsiink el. FEllenkezd esetben a hdugrds megvaldsitasakor buborékok
képzddhetnek a folyadékban, mely miitermék képzddéséhez vezet. Az oxigén eltavolitasa
ezenkiviil a bleaching veszélyét is csokkenti, igy a mérési eredmények reprodukalhatosaga

javul..

A holtido meghatarozasa

A holtidé6 meghatarozasa pszeudo-elsérendii koriilmények kozott torténik. A NATA és a
hozza nagy feleslegben adott (minimum 10-szeres koncentraciokiilonbség) NBS reakcidja
kivaldan hasznalhat6 a holdidé megallapitasara (Peterman, 1979). A reakci6 elérehaladtaval a
NATA fluoreszcencidja exponencialisan csokken. Logaritmikus beosztasti iddskalan ez a

fluoreszcenciacsokkenés egy egyenest ad, mely jol mutatja, hogy ebben az esetben

38



crcr

cyey

pontban metszik egymast a megfigyelés kezdete eldtt. Az ettdl a ponttdl a megfigyelés
kezdetéig eltelt id6 adja meg a késziilék holtidejét.
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22. abra: A holtidé meghatdarozasa.

A linedris  szakaszokhoz illesztett  extrapolalt egyenesek vettiik fel. A kapott
metszéspontja megadja a reakcié kezddpontjat, igy megallapithato  fluoreszcenciaértékek természetes
a miiszer holtideje. alapu logaritmusat abrazolva az
id6 fiiggvényében, a 22. dbran lathato képet kaptuk. A reakcid lefutdsat a gorbék linearis
szakaszai jelzik. Ezeket extrapolalva a megfigyelés kezdete elbtti  szakaszra,
metszéspontjukban megkaptuk a reakci6 induldsanak pillanatat. A linearis szakasz kezdete és
a fenti moédon megéllapitott kezdpont kozotti id6 adja meg a késziilék holtidejét. Esetlinkben
ez koriilbeliil 3,8 milliszekundum lett. A ,pozitiv’ idétartomanyban a 0-2,5

ezredmasodpercek kozott lathato jel miitermék, amelynek okat egyelére nem ismerjiik.

Az optimalis 10vési térfogat beallitasa

A konvencionalis stopped flow késziilék atépitésével megvaltozott a fecskenddket a
kiivettahazzal Gsszekotd csOszakaszok hossza. A melegité hurok 54 pl-rel noveli meg a

csOrendszer térfogatat, melyet a 16vési térfogat novelésével kell kompenzalnunk. Rosszul
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megvalasztott 16vési térfogat alkalmazasakor eléfordulhat, hogy a szubsztrat nem jut el a
kiivettahazig, illetve nem mosodik ki az el6z6leg 6sszelott oldat.

A megszokott 30 ul-es 16vési térfogat helyett esetiinkben koriilbeliil 120 ul-rel kell dolgozni,
ennél kisebb térfogat alkalmazasakor ugyanis az el6z0 16vésbdl szarmazo jelet latjuk, ami a

rendszer elégtelen atmosasara utal.

Homérsékleti kalibralas

Mint korabban emlitettem, a SF/TJ késziilékkel torténé mérések soran csak akkor kovethetjiik
a reakcio elorehaladasat a fluoreszcenciaintenzitas valtozasaval, ha a kiivettaba keriilo oldatok
keveredésekor kialakuld folyadékhdmérséklet megegyezik maganak a kiivettdnak a
hémérsékletével. Ezért sziikséges egymashoz igazitani a két fiitbelem hémérsékletét. Ha
ugyanis a kiivetta homérséklete alacsonyabb, mint a bele keriil6 oldaté, akkor a folyadék
lehill, és ez a fluoreszcenciaintenzitds emelkedését eredményezi. Ha a kiivetta magasabb
hémérsékletli, akkor benne az oldat felmelegszik, és a fluoreszcencids jel csokkenni fog. Ha
pedig a két hémérséklet azonos, nem lesz lathatod valtozas a fluoreszcenciaintenzitasban (23.
abra).

A kalibralas modja a kovetkezd volt: 20

uM-os NATA-oldatot kevertiink 0Ossze

0,30

0,28

Assay  bufferrel, mely utobbit a

0.26 4 futéhurokkal felszerelt fecskenddbe

toltottik.  Els6  1épésben a  hurok

0,24
hémérsékletét beallitottuk az  altalunk

0,22 4

Relativ fluoreszcenciaintenzitas

kivant értékre. A kiivettahaz futdelemét

020 , , : : : pedig ugy allitottuk be, hogy a kiivetta
Id5 (sec) homérséklete (melyet a termométer

jelzett) megegyezzen az éltalunk kivanttal.
23. abra: A NATA fluoreszcencidjanak valtozdsa

Ehhez nagyjabol 15 °C-kal magasabb

hidegebb és az oldattal azonos homérsékletii kiivettaba

keriilve. homérsékletiire kellett allitani a

A vords gorbe mutatja az oldat lehiilésével jaré  kilivettahdzat fiitd elemet. Ekkor néhany

Sluoreszcencianovekedést. A fekete gorbét az oldat vele |gvéssel ellendriztik, torténik-e
azonos homérsékletre temperalt kiivettaba keriiléskor ., , , . ,

P homérsékletvaltozas a kivettdban. A
rogzitettiik, ekkor nincs intenzitasvaltozas. A két mérés

hurok lemének homérsékleté An
kozotti alapvonal-eltolodast kikiiszoboltiik. urok fiitdelemene omersekletet ezuta
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ugy allitottuk be (1 °C-onkénti valtoztatassal), hogy a fluoreszcencids jel ne véltozzon. Ez a
finomhangolas ahhoz az empirikus tapasztalathoz vezetett, hogy a fiitéelemnek koriilbeliil egy
fokkal kell magasabb hdmérsékletiinek lennie, mint a kiivettanak.

A kovetkez0 1épésben ellendriztiik, hogy a fiitéelemekkel mekkora hémérsékletet lehet elérni.

A kiivettahdzban mérhetd maximalis érték megkdzelitSleg 65 °C volt.
A modellrendszerek vizsgalata

W501+ miozin motordoménmutans

A W501+ konstrukcioval végzett méréseink

‘ tanulsagos eredményekre vezettek. Az
ATy o .

h&\ mr . ‘fmw“‘ adatokat 20 és 50 "C kozott regisztraltuk,

|| L

A,“

» altalaban 5 fokonként. Egy jellegzetes

rekordot lehet latni a 24. dbran. Elso

Fluoreszeencimntenzitis

pillantasra is  jol elkiilonithetd egy

fluoreszcenciaemelkedési és egy

fluoreszcenciacsokkenési fazis. Az utdbbi

LG (sec) e

24. dabra: A WS501+ konStrukcio fluoreszcencia- . .. - L
pedig a gorbe ezt megel6zd tartomanyara

valtozdasa 50 °C-on, ATP hozzdaddsdra.

e . ., ) terjednek ki. Ezen belill az elsé szakasz a
Jol latszik a fluoreszcenciaintenzitas emelkedése, mely

a nyitott-zdrt dtmenettel van Jsszefiiggésben. Az 1 burst fazis, egy igen gyors emelkedés,
masodpercnél lathaté intenzitdscsokkenés oka a fehérje  melynek kimérése stopped flow technikaval
denaturdcioja. nehézkes. Ennek oka, hogy a burst
nagyrésze a holtid tartomanyaba esik, és az emelkedésnek igy csak az utols6 szakasza
detektalhatd. A gorbe kovetkezd szakaszara nagy meglepetésiinkre kettds exponencialis
illeszthetd, két sebességi allandot kaphatunk (ki és ko). A Kk a nyitott-zart atmenet latszolagos

sebességi allandoja.

Human tripszin 1V

A tripszinnel 25 és 63 °C kozott torténtek mérések, megkozelitéleg 10 fokonként. A

vizsgalathoz hasznalt szubsztrat, a MUGB nagy hatranya, hogy spontan hidrolizal, ezért
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minden homérsékleten 6ssze kell 10ni a pufferrel is, hogy az igy kapott adatokat levonhassuk

a tripszinnel valo reakcio fluoreszcenciaértékeibdl. Jelentds a bleaching veszélye is, ezért a

lehetd legkisebb résszélességet kell beallitani a monokroméatoron.

Fluoreszcenciaintenzitas

25. dbra: A tripszin-MUGB reakcié héugrdsos tranziensei 25 és 63 °C

kozott.
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A hoéugrasos gorbékre (25.
dabra) kettés  exponencialis
illeszthetd: egy gyors és egy
lassi fazis kiilonithetd el.
Nagyon meglepd eredmény,
hogy méréseink szerint 55 °C-
on az elsé fazis dobbenetesen

felgyorsul  (a  latszolagos

sebességi allando tobb
nagysagrendnyit valtozik),
mielStt bekdvetkezne a

hédenaturacid. Ez a gyors fazis

szinte elvész a holtidoben.



Diszkusszio

A holtid6é megallapitasa

A SF/TJ 6sszeallitas holtideje megkozelitdleg 3,8 ms-nak bizonyult. A tanszéki KinTek SF-
2004 késziilék holtideje az atszerelés el6tt is valamivel tobb, mint 3 ms volt. Ezzel

bebizonyosodott, hogy az atépités nem befolyasolta szamottevéen a miiszer holtidejét.

A W501+ konstrukcioval kapott eredmények értelmezése

Az 24. dbran lathatd gorbe, melyet 50 °C-on regisztraltunk, tokéletesen igazolja elézetes
varakozésainkat. Egyrészt maga a tény, hogy latunk fluoreszcenciaemelkedést, azt mutatja,
hogy a fehérje csakugyan miikod6képes ilyen magas homérsékleten is. 1998-ban
kalorimetrids moédon meghataroztdk a miozin motordomén denaturalasi hdmérsékletét, ami 45
°C-nak adodott (Levitsky és mtsai, 1998). Ez alatamasztotta korabbi ismereteinket, miszerint
csakugyan lehetséges a denaturdcidos homérséklet folotti hdmérséklettartomanyban mérni
kinetikai paramétereket. Masrészt ezt az emelkedést a denaturdciobdl szarmazod
intenzitascsokkenés koveti. Eszerint a denaturdciénal gyorsabb reakciolépések moddszeriink
segitségével kovethetok magas hdmérsékleten is.

A burst kimérését nem tudtuk elvégezni, bar ez is kivitelezhetd a késObbiekben: a W501+
kontrukciot az ATP-vel torténd reagaltatds utan Ossze kell 16ni pufferrel is (természetesen a
fecskendd alapos atmosasa utan). Ezzel jo kozelitéssel megkaphatjuk azt a
fluoreszcenciaszintet, amely a burst fazis kezdete volt. Terveink kozott szerepel ennek a
mérésnek az elvégzése.

A motordomén vizsgéalatdval kapott eredményeink kétségkiviil legérdekesebb része a
kétfazisu emelkedés volt. A korabbi vizsgalatok egyértelmiien igazoltdk, hogy csak egyetlen
konformécios atmenet. Ennek ellenére mégis sikeriilt kimérniink egy mdasodik emelkedési
fazist is. Ezt egyeldre nem tudjuk megmagyarazni, az irodalomban nincs utalas olyan fazisra,
mely ennek megfeleltethetd lenne (ez a fazis 20 °C-on szinte észrevehetetlen).
Feltételezéseink szerint egy eddig ismeretlen instabil allapotrol lehet szo, de nem zarhato ki

annak a lehetdsége sem, hogy egy 1j, kordbban rejtve maradt reakcidlépést sikeriilt kimutatni.
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26. abra: a W501+ konstruckcio ATP-vel adott tranzienseibdl szamolt latszolagos sebességi dallandok Arrhenius-
dbrazolasa.
A bal oldali abran az elsé fazis homérsékletfiiggése lathato, mely a nyitott-zart konformdcios dtmenetnek

feleltetheté meg. A jobb oldali grafikon az dltalunk detektalt, eddig nem azonositott fazis hémérsékletfiiggését

mutatja.

Meghatéroztuk mindkét fazis sebességi allandoit 20 és 50 °C  kozott, és elkészitettiik ezek

Arrhenius-abrazolasait (26. dbra, a és b). A mérési adatok jol illeszkednek egy egyenesre.

Meghataroztuk az egyes fazisok preexponencidlis faktorat és latszolagos egyensulyi

szabadentalpiajat (AH,) (I. tdblazat).

Paraméter 1. fazis 2. fazis
Preexponencialis tényez (A) 2,326%10° s | 8,07*10% s
Latszolagos egyensulyi szabadentalpia (AH,) | 49,58 kd/mol 119 kJ/mol

I. tablazat. A W501+ konstrukcio héugrasos megallitott aramlasos vizsgalataval kapott

termodinamikai paraméterek.

A human tripszin IV-MUGB reakcio eredményeinek értelmezése

A mérés kétségteleniil egyik legérdekesebb eredménye az volt, hogy 55 °C-nal a gyors fazis

meglepden felgyorsult, ami 63 °C-on is jellemzé maradt. Sajnos a miiszer holtidejében szinte

teljesen elvész egy ilyen gyors reakcio, ezért ennek valddisdgarol egyelére nem vagyunk

teljesen meggy6zédve. Az eredmény értelmezése tovabbi kutatdsokat igényel. Ha valds

jelenségrodl van szo, nagyon izgalmas lenne a jelenség okéanak felderitése.
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Emiatt a nagy, nehezen értelmezhetd valtozas miatt eltekintek az 55 °C feletti tartomanyban
mért adatok elemzésétdl, és a 25-45 °C kozotti tartomanyra koncentralok. Az, hogy kettds
exponencialist lehet illeszteni a hdugrasos gorbékre, arra utal, hogy a tripszin IV MUGB
szubsztrattal valdo reakcidjaban két homérsékletérzékeny 1épést kiilonithetiink el. Adott
homérsékleten a latott két fazis amplitidojanak aranya a gyors 1épés egyensulyi allandojat
adja meg (K). A kapott latszolagos sebességi allandok valdjaban az adott 1épés elbre- és
visszafelé iranyulo reakcioi sebességi allandoinak Osszege. Ezen adatok ismeretében ez a két

érték kiszamithato, ezeket a II. tablazat tartalmazza.

TCC) | ki(sh | k(sh
25,00 0,28 1,49
35,00 1,629 1,713
45,00 2,033 5,695

11 tablazat: A tripszin-MUGB reakcio gyors lépésének szamitott sebességi allandoi.

Mivel a szamitott paraméterekbdl felirhatd Arrhenius-abrazolas torést mutat, a szubsztratkotés
feltehetOleg kétlépéses folyamat.

Ezek a mérési eredmények csak el6zetes eredményeknek tekinthetok. Az adatok maris tobb,
tisztazasra vard kérdést vetnek fel, ami arra utal, hogy ezzel a modszerrel csakugyan Uj

tavlatok nyilhatnak meg a gyorskinetikai vizsgalatokban.

Az altalunk fejlesztett SF/TJ berendezés elonyei

1. A hdéugras ideje megegyezik a reaktansok keverési idejével, igy a mérdmiiszer holtideje
nem novekszik szamottevoen. llyen egyediilallo elénnyel eddig egyetlen kombinalt tranziens
kinetikai miiszer sem rendelkezett. Modszeriink legnagyobb jelentdségl ujitasa ez.

2. A konvencionalis stopped flow berendezésekhez képest sokkal nagyobb effektiv mérési
hémeérséklettartomany érhetd el. Ebbdl fakaddan nagyobb perturbacid valdsithaté meg, mely a
reakcidlépések pontosabb szeparalasat és a reakcid energetikajanak precizebb meghatarozasat
teszi lehetdvé. Lehetségessé valhat 11j, kordbban rejtve maradt reakciolépések, koztiallapotok
felderitése.

3. Az elektromos impulzussal torténd hdéugrasos eljardsokkal szemben nagy eldny, hogy
alkalmazasa nem igényel nagy ionerdt, amire egyébként a j6 dram- és hdvezetés miatt lenne

sziikség.
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4. A mérések megismétlése roppant egyszertien torténhet (szemben néhany korabbi relaxacios
technikaval), ezéltal sokkal kedvezdbb jel-zaj aranyt produkalhatunk.

5. Osszedllitisunk megtartja a megéllitott dramldsos technikdk egyik igen fontos elényét, a
viszonylag (mas mddszerekhez képesti) kis anyagigényt.

5. A hougras alacsonyabb hémérséklettartomanyok felé is megvalosithatd (cold jump),

amennyiben fiitésre és hiitésre egyarant alkalmas elemeket applikdlunk a késziilékre.

Az altalunk fejlesztett SF/TJ berendezés hatranyai

1. A modszer legfontosabb hatranya, hogy erdsen héérzékeny szubsztratok nem hasznalhatok
a berendezésben. Ez a hatrany viszonylag alacsony hémérsékleten végzett kis héugrasok
esetén kikiiszobolhetd azzal, hogy a masik reaktdnst helyezziik a melegitOhurokkal ellatott
fecskendébe, ahogy azt a holtidé meghatarozasanal tettiik. (H6érzékeny anyagokkal végzett
tranziens kinetikai vizsgalatokra van a hdugrasnal optimalisabb megoldas is.)

2. Noha a modszer anyagigénye kicsi, mint arra az imént ramutattam, a modositasok miatt
mégis valamivel nagyobb anyagmennyiséget igényel, mint a hagyomdanyos elrendezésii
stopped flow késziilékek.

3. Di6da nem csatlakoztathato az altalunk hasznalt miiszerre, ha a termométer be van épitve.
Ha mégis szeretnénk csatlakoztatni, akkor a termométert el kell tavolitanunk. Ez abban az
esetben nem veszélyezteti a mérés megbizhatosagat, ha rendelkeziink megfeleld
hémeérsékletparokkal, melyekbdl leolvashatd, hogy a felsd és az also fiitdelemeknek milyen
homérsékletiieknek kell lenniiik ahhoz, hogy a kiivettaba keriild folyadék homérseklete

megegyezzen a kiivetta hdmérsékletével.

Tovabbi tervek

A késObbi vizsgalatokhoz gondoskodni kell a kiivettahaz megfeleld hdszigetelésérdl, mivel
jelenleg 65 °C folotti hdmérséklet elérése a nagy héveszteség miatt nem lehetséges. (Ehhez is
tartosan 90 °C-on kell tartani a fiitéelem hOmérsékletét.) Felmeriilhet, hogy a

fotoelektronsokszorozé hossza tdvon nem birja ezt a magas hdmérsékletet.

Az altalunk fejlesztett SF/TJ kombindlt technika rendkiviil széleskoriien hasznalhatdo modszer.
Kisebb hatranyaival szemben elOnyei annyira altalanos jelentdségiliek, hogy a kinetikai

alapkutatasban szinte barmilyen konkrét enzim vizsgdlatakor alkalmazhat6 a technika, ha
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homérsékletvaltozassal szelektiven perturbalhatd, nagyjabol 1000 s-nél lassabb reakciolépést
ismeriink az enzimreakci6 soran.

Van néhany teriilet, amelynek a vizsgdlatait a kozeljovében tervezziik. Ezek kozil a
legjelentésebb a fehérjék termikus unfoldingjanak tanulmanyozasa. A  fehérjék
térszerkezetének stabilitdsa, a nativ szerkezet kialakuldsa és a denaturacid igen izgalmas
kutatési teriiletet jelent. Az inkdbb a-hélixekbdl allo fehérjék foldingjarol viszonylag pontos
képilink van. A random lancban eldszor megjelennek a szekunder szerkezeti magok. Ezutan a
majdani hidrofob magot alkoté aminosavak bekertilnek a kialakuldban 1évo szerkezet kdzépsod
részébe (hidrofob kollapszus), ahogy kizarddnak a proteint koriilvevd altalaban polaris
kozegbdl. Ez a folyamat viszonylag gyorsan jatszodik le. Ezutan a korrekt mdasodlagos
szerkezet valamivel lassabban alakul ki. A fehérje entropidja és szabadenergiaja a folding
soran egyre csokken, ahogy egyre mélyebbre jut az tigynevezett ,,folding-tdlcsérben”. A féleg
B-szerkezetbdl allo fehérjék foldingjarol azonban sokkal kevesebbet tudunk. Ebben az esetben
ugyanis a szerkezeti kooperativitas miatt nem vehetd biztosra, hogy a masodlagos szerkezet
hamarabb jelenik meg, mint a harmadlagos.

A foldinggal kapcsolatos kérdések tisztdzdsdnak nagyon komoly orvosi jelentdsége van,
hiszen szamos igen sulyos humén betegség (pl. cisztas fibrozis, enfizéma) kivalto oka a hibas,
illetve lassu feltekeredés.

A kozeljovoben szadndékunkban all megvizsgalni a GFP termikus unfoldingjat. E fehérje
mechanikus unfoldingjat egyedi molekulas mérésekkel mar alaposan tanulmanyoztak (Dietz
és Rief, 2004). Kisérleteinkben szeretnénk Osszevetni a két eltérd letekerési hatas kinetik4jat.
Ehhez E. coli rendszerben expresszaltattunk GST-GFT fazios fehérjét, melyet glutation
oszlopon tisztitottunk meg, majd a GST-t trombinnal lehasitottuk rdla, igy a fehérje készen 4ll

a mérésekre.
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Osszefoglalas

A tranziens kinetikai vizsgalatok nagy segitséget nyujtanak az enzimek mikodési
mechanizmusanak megértéséhez. Ezen modszerek elénye, hogy a vizsgalni kivant 1épést
szelektiven tudjuk kovetni.

A gyorskinetikai vizsgéalati modszerek két nagy csoportjat alkotjdk a gyorskeverési és a
relaxécios technikdk. Célunk az volt, hogy e két metodika egyesitésével egy 1j, széleskorlien
alkalmazhat6, komplex mérémiiszert allitsunk Ossze.

Kifejlesztettiink egy 1) megallitott aramldsos/hdugrdsos eljarast, mellyel az enzimek
denaturalasi homérséklete folott is lehet tranziens kinetikai méréseket végezni. Ez a modszer
lehetové teszi, hogy a hdugrast milliszekundumos idétartam alatt valositsuk meg, a reaktansok
Osszekeverésével egyidejiileg. Ezaltal a késziilék holtideje nem ndvekszik Szamottevéen, ami
a jelenleg ismert kombinalt tranziens kinetikai eljarasok kozott egyediilallé. A hddenaturacio
masodperces idotartomanyban valik jelentdssé€, igy, ha a hdmérsékletet az enzim denaturalasi
homérséklete fol¢ emeljik, mindazok a reakciok kovethetéek maradnak, melyek a
hdédenaturacional gyorsabbak.

Az ) eljarast két modellrendszer felhasznalasaval teszteltiik: a Dictyostelium sejtes
nyalkagomba miozin Il ATP-az reakcidja egyik 1épésének és a tripszin [V-nek a vizsgalataval.
Eldzetes eredményeink ramutattak, hogy a miozin nyitott-zart atmenete utan felfedezheto egy

1j, eddig nem azonositott, hdmérsékletérzékeny instabil allapot.
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Summary

Transient kinetic studies are useful tools to understand enzyme functions. The advantage of
these manners is the specific following of the desired reaction step.

Rapid mixing and relaxation techniques are the two main groups of fast kinetic methods. Our
goal was to combine these two approaches and assemble a new, universal complex measuring
instrument.

We have developed a novel stopped flow / temperature jump method to measure enzyme
transient kinetics at high temperature even above denaturation temperature of enzymes. This
method enables us to increase the temperature in a millisecond time scale parallel with mixing
of the reactants so dead time does not increase significantly which is unique among currently
used combined transient Kinetic techniques. Heat denaturation normally occurs in a second
time scale. If the temperature is increased above the enzyme denaturation temperature,
essentially all of the events can be followed that are faster than heat denaturation reaction.

We have tested the new method on cellular slime mold Dictyostelium myosin ATPase
reaction and human trypsin IV vs. MUGB substrate reaction. Our preliminary data show that
there is a temperature-sensitive unstable state — not identified so far — in the myosin ATPase

cycle following the open-closed conformational transition.
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