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Roviditések jegyzéke

Rovidités | Feloldéas angolul Feloldas magyarul

2xYT double yeast extract and kétszeres élesztékivonat és tripton
tryptone broth (tapoldat)

3-PG 3-phosphoglycerate 3-foszfoglicerat (PGK-szubsztrat)

ATP adenosine-5'-triphosphate adenozin-5'-trifoszfat (a PGK

szubsztratja)

B-ME p-mercaptoethanol B-merkaptoetanol (redukaloszer)

BL21 a A-phage sensitive E. coli egyfajta A-fagérzékeny E. coli torzs
strain

CD circular dichroism cirkuldris dikroizmus

Cy isobaric heat capacity hokapacitas allandé nyomason

CR Congo red kong6voros (festék)

DE3 a A prophage carrying the T7 | egy A profag, mely a T7 fag RNS-
RNA polymerase gene polimerazanak génjét hordozza

DLS dynamic light scattering dinamikus fényszoras

DSC differential scanning differencial pasztazo kalorimetria
calorimetry

DTT dithiothreitol ditio-treitol (redukaloszer)

E. coli Escherichia coli Castellani et Chalmers

EDTA ethylenediaminetetraacetate etilén-diamin-tetraacetat (kelatképzo)

FPLC fast protein liquid gyors fehérje-folyadékkromatografia
chromatography

GAPDH d-glyceraldehyde-3-phosphate | D-gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
dehydrogenase (segédenzim)

HPLC high pressure liquid nagynyomasu folyadékkromatografia
chromatography

IPTG isopropyl p-d-1- izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid
thiogalactopyranoside (lakt6zanalog)

kecar apparent unimolecular latszolagos (avagy Osszetett) katalitikus
catalitic rate constant sebességi allando

Ky Michaelis constant Michaelis-konstans

lacUVS5 a mutated version of lac a lac promoter egyik mutans valtozata
promoter

LB lysogeny broth lizogén tapoldat

Lon an ATP-dependent protease of | E. coliban eléforduld6 ATP-fiiggd
E. coli proteazok egyike

m critical monomer number kritikus monomerszam

mAU milli absorbance unit ezred-abszorbanciaegység

NADH reduced nicotinamide adenine | redukalt nikotinamid-adenindinukleotid
dinucleotide (GAPDH szubsztratja)

NATA N-acetyl-I-tryptophanamide N-acetil-1-triptofanamid

(triptofdnanalog)
Ni-NTA nickel nitrilotriacetic acid nitrilo-triecetsav nikkelkomplexe

(kromatografis allofazis)




NZY N-Z-Amine and yeast extract N-Z-Amine—¢élesztOkivonat-tapoldat
broth

OmpT Escherichia coli outer Escherichia coli kiilsé
membrane protein that cleaves | membranfehérjéje, amely a T7 fag
T7 RNA polymerase RNS-polimerazat hasitja

PAGE polyacrylamide gel poli(akrilamid)-gélelektroforézis
electrophoresis

pET a T7 promoter controlled egy plazmid, melynek expresszidja a
plasmid T7 fag promoter kontrollja alatt all

PGK phosphoglycerate kinase foszfogliceratkindz

RCF relative centrifugal force relativ centrifugalis erd

Ry hydrodynamic radius hidrodinamikai sugar

[S] substrate concentration szubsztratkoncentracio

e coagulation time constant koagulacios idéallando

ThT thioflavin T tioflavin-T (festék)

T, thermal transition midpoint atalakulasi homérséklet

Tris tris(hydroxymethyl)- trometamol (pufferképzo)
aminomethane

Uv ultraviolet radiation ultraibolya sugarzas

v initial catalytic rate kezdeti katalitikus sebesség

Vonax maximum initial catalytic rate | maximalis kezdeti katalitikus sebesség




1. Bevezetés

A fehérjék, idegen szoval proteinek irdnyitott heteropolimerek, melyek a 22
proteinogén aminosav' peptidkotéssel torténd osszekapcsolasaval jonnek létre; a viz
utdn a legnagyobb szamban fordulnak eld az €16 szervezetben. A fehérjék rendkiviil
valtozatos szerepet betoltd biomolekuldk: lehetnek az ¢él6 szervezet biokémiai
reakcioinak katalizatorai, hormonok, jelatvivok, részt vehetnek az immunvalasz
kialakulasaban, alkothatnak viszonylag passziv szerkezeti elemeket, de biomotorokként
is miikddhetnek. Ezt a sokféle funkciot finoman hangolt kdlcsonhatdsokon keresztiil
képesek megvalodsitani, amit a kémiai sokféleség és a valtozatos térszerkezet tesz
lehetéve.

Molekularis szinten valamennyi élettani ¢és korélettani folyamatban részt
vesznek fehérjék, ezért a gyodgyszeres terdpia célpontjai is javarészt proteinek. A
betegségek egy jol koriilhatarolt csoportja kifejezetten a fehérjék térszerkezetében
bekovetkezd valtozasokkal hozhato Osszefliggésbe. E valtozasok fizikai alapjainak

megismerése kulcsfontossagu 1épés a hatékony oki terapiak kidolgozasanak utjan.
1.1. A fehérjék szerkezete

1.1.1. El6zmények

A fehérjéket elsOként Mulder irta le, a protein elnevezést Berzelius javasolta. Az
aminosavak mint épitékdvek felismerése Hlasiwetz és Habermann munkéassagahoz
kothetd (1873), a peptidkdtés leirasdban Hofmeisteré volt a f0szerep (1902). Az elsd
fehérje, melynek sikeresen megéllapitottak az aminosavsorrendjét, az inzulin volt (1955,
Sanger), ezzel végleg tisztazodott, hogy a fehérjék linearis polimerek. Nagy eldrelépést
jelentett a fehérjék molekularis jellegének megismerése Utjan a krisztallizacio: 1926-ban
Sumner sikeresen kristalyositotta az uredz enzimet. A fehérjekristalyositas lehetdvé tette
a XX. szazad attoré szerkezetkutatdsi modszerének, a rontgen-krisztallografidnak az
alkalmazasat a fehérje-térszerkezet feltérképezésére. Elséként az ambrascet
mioglobinjanak sikeriilt megallapitani a haromdimenzids struktarajat 1958-ban (Perutz

¢s Kendrew). Késobb a krisztallografia mellett a magmagnesesrezonancia-

! Az alapkészletet alkotd 20 aminosav mellett a specialisan kodolt pirrolizin és szelenocisztein is ide
sorolhatd



spektroszkopiat is sikeresen alkalmaztdk a fehérjekonforméciéo kutatasara. A
szerkezetmegismerés iitemét jelzi, hogy a Protein Data Bank 1971-es 1étrehozasakor
mindodssze hét térszerkezetet tartalmazott, 2012 novemberében tobb mint

nyolcvanhatezret.

1.1.2. A fehérjék szerkezeti hierarchiaja

A fehérjeszerkezet leirdsa soran négy fokat kiilonitjiik el a rendezettségnek
(Lehninger ¢és mtsai 2008).

Az elsddleges szerkezet a fehérje tulajdonképpeni aminosavsorrendje. A
fehérjemolekuldk 22-féle természetesen eléforduld L-a-aminosavbol, az tigynevezett
proteinogén aminosavakbol épiilnek fel. Ezek felépitésére jellemzd, hogy az o-
szénatomhoz kapcsolodik egy aminocsoport, egy karboxilcsoport, egy hidrogén ¢és a 22
szarmaztathat6, az ismétlodé [-N—C.—C—] szakasz alkotja a fehérjelanc gerincét. A
fehérje iranyitott polimer, az elejének az N-terminalist (a szabad aminocsoportot
tartalmazo véget), a végének a C-termindlist (a szabad karboxilcsoportot tartalmazo
véget) tekintjiik, és ennek megfelelden szdmozzuk az aminosavakat, illetve a
fehérjeszekvencia leirdsanal is ezt a sorrendet kovetjiik. Az aminosavak kozott
peptidkotés jon létre (innen ered a polipeptid elnevezés), amely lényegében
savamidkotés. A peptidkdtés a m-elektronrendszer delokalizacioja miatt egyrészt rigid,
vagyis a C-N-kotés rotacioja gatolt, masrészt planaris, vagyis a benne résztvevd négy
atom (a karbonilcsoport szén- és oxigénatomja, valamint az amidcsoport nitrogén- €s
hidrogénatomja) egy sikban helyezkedik el.

A masodlagos szerkezet alatt lokalis, legalabb négy aminosavra kiterjedd
rendezettséget értiink, melyet a gerincatomok kozotti hidrogénkdtések stabilizalnak
(Pauling és Corey 1951a; Pauling és Corey 1951b). A gerinc két egymast kovetd kotése
egy sikot hataroz meg, harom egymast kdvetd kotés pedig két sikot, melyek altal bezart
sz0g a torzios vagy diéderszog. Ezt a szogértéket a sikok metszési egyenesére eso
kotéshez rendeljiik. A C—N—C.—C torzios szog jele ¢, a N—-C.—C—N szdgé 3, a C—C-N-
C. szdgé w (I. abra). A rigid peptidkotéshez tartozd w-szog az esetek 99,6%-aban
transz allapota (180°), igen ritkan cisz (0°). A ¢- és y-szogek elsé kozelitésben

barmilyen értéket felvehetnek, a kotések koriil szabad a rotacio. Akadalyt kozvetleniil a



prolin amidnitrogént magéaban foglalé gylirlis oldallanca, kdzvetve az oldallancok
sztérikus vagy elektrosztatikus gatlasa jelent. A masodlagos szerkezetek fobb tipusai a
hélixek (példaul 3,,-, a-, és m-hélix), kanyarok (B-kanyar) ¢és reddk (paralel és
antiparalel p-redd), mindezek megadhatok a jellemzd ¢- és y-szogekkel. A
fehérjelancnak lehetnek masodlagos szerkezettel nem rendelkezd, tUgynevezett

rendezetlen szakaszai is (Echenique 2007).
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1. abra. A peptidkotést jellemzo torzids szogek.

A peptidkotésben 1évo aminosav a-szénatomja és a hozzakapcsolodo nitrogén kozotti kotés
torzios szoge ¢, az o~ €s karboxilszénatomja kozotti kotésé pedig . E torzids szogek
értékeivel adhaté meg a polipeptidlanc térszerkezete. A peptidkotéshez tartozo w szog (nincs
feltlintetve) szinte mindig 180°-os.

A harmadlagos szerkezet a fehérjelanc teljes térszerkezetét jelenti. Ez az esetek
tobbségében egy vagy néhany hasonld szerkezetet jelent, melyek stabilitasa
mindenekeldtt hidrofob kolcsonhatasok eredménye. A fehérje természetes kozege
tobbnyire valamilyen vizes oldat, kivételt képeznek a membranba agyazott szakaszok. A
vizes kozeggel érintkezd hidrofob csoportok koriil a viz rendezettsége €s ezzel egyiitt a
rendszer szabadentalpiija® magas. A rendszer igyekszik e csoportok elrejtésével, a
fehérje belsejébe zardsdval minimalizalni a szabadentalpidjat, ekozben az elsédleges
szerkezetet tekintve tavol esd aminosav-oldallancok keriilnek kozel egymashoz.
Emellett jelentdségében csekélyebb a kovalens (diszulfidkétés) és az ionos (so6hid)
kapcsolatok szerepe. Az élettani koriilmények kozott kialakuld konformécio a nativ
térszerkezet, mely szolubilis fehérjék esetében globularis szerkezet. Sok esetben nem

egyetlen gombbe van belehajtva a fehérje, hanem tobb, viszonylag kiilonallo egységbe,

? Elettani és a jelen dolgozat kisérleteinek koriilményei kdzott a folyamatok allandé nyoméson és
hémérsékleten zajlottak, amikor a rendszer energidjanak megvaltozasa azonos a szabadentalpia
megvaltozasaval.



melyeket doméneknek neveziink. A fehérje funkcidjanak ellatdsahoz, biologiai
aktivitasahoz a meghatarozott aminosavsorrend mellett a nativ térszerkezet is sziikséges
(Baldwin 2007).

A tobb polipeptidlancbol allo fehérjekomplexeknek negyedleges szerkezete is
van, mely az egyes lancok (elnevezésiik: alegység) térbeli elrendezddését jelenti. A
fehérjekomplexek legalabb két, de akar tobb tiz alegységbdl is éallhatnak, melyeket
elsésorban masodlagos kotések tartanak Ossze, ¢s amelyek igen hatarozott szerkezetet

vehetnek fel, mint ami példaul a viruskapszid esetében is megfigyelhetd.
1.1.3. A fehérjék szerkezeti allapotai

Nativ fehérje. Az egyszerliség kedvéért szolubilis (tehat példaul nem
membran-) fehérjékre korlatozva a vizsgalddasunkat, élettani koriilmények kozott a
proteinek hidrofil felszinnel rendelkezd globularis, biologiailag aktiv forméban
talalhatok, amit nativ szerkezetnek neveziink. Valamennyi fehérje a riboszomabol
,,Kinovo” linearis polipeptidlancként kezdi a 1étét, amely a szintézis soran €s utan nativ
szerkezetté hajtogatodik. A nativ szerkezet stabilitdsa fehérjénként valtozik, bizonyos
esetekben a kornyezeti tényezok akar enyhe megvaltoztatasa is a szerkezet
funkcidvesztést okozd atalakulasdhoz vezet (Scharnagl és mtsai 2005).

Denaturalt fehérje. A fehérje térszerkezetének funkciovesztéssel jard
megvaltozasat denaturacionak nevezziik. A denaturalt fehérje még nem feltétleniil veszti
el teljesen a nativ szerkezetét, gyakran a nativ szerkezetet részben megtartd allapotok
jonnek létre. Az egyik legegyszerlibb denaturdcios eljaras a hokozlés. Egyes hotlird
baktériumok fehérjéi a viz forrpontjan is megtartjak nativ szerkezetiiket. A hét kevésbé
toleralo baktériumok homoldg fehérjéihez képest olykor alig néhany aminosav az
eltérés, de ezek az apro kiilonbségek drasztikusan megndvelik a hdstabilitast (Szilagyi
¢s Zavodszky 2000). A fehérjék denaturdlhatok ezenkiviil hiitéssel, a nyomas
novelésével, a pH valtoztatasaval, vizzel elegyedd szerves olddszerek, szervetlen sok,
detergensek, karbamid vagy guanidinium-klorid hozzaadasaval (Damaschun ¢és mtsai
1998; Smeller 2002; Chen és mtsai 2008).

A homérseklet novelése a hidrogénkotéseket és az apolaris kolcsonhatasokat
felszakithatja, mivel felerds6dnek a molekularezgések. Az alkohol protondonorként az
intermolekularis hidrogénkotéseket szakitja fel. Mas szerves oldoszerek, karbamid és

detergensek a hidrofob kolcsonhatasokat gyengitik, ezaltal lecsokken a belsé hidrofob



mag  stabilitdisa. A nehézfémsok irreverzibilisen reagalnak a  cisztein
merkaptocsoportjaval, illetve felbontjdk a diszulfidkotéseket. Végiil a pH extrém
megvaltoztatasa az aminosav-oldallancok protonalasan, illetve deprotonaldsan keresztiil
megnoveli a fehérje nettd pozitiv, illetve negativ toltését, ezaltal felerdsodik az
elektrosztatikus  taszitds. A kiilonféle denaturdld  koriilmények  mads-mas
fehérjekonformaciot eredményezhetnek (Dill és Shortle 1991).

Amorf aggregatum. A fehérjék nativ térszerkezetének felbomlasa
gyakran az els6 1épése az oldhatosag drasztikus csokkenésének. Ha a fehérje nem képes
egy hidrofob magba rejteni apolaris oldallancait, akkor hasonld fehérjékkel talalkozva
intermolekularis kolcsonhatasok fogjak atvenni a fOszerepet. A fehérjék gyors
aggregalodasa szerkezet nélkiili, a tér minden iranyaba novekedd részecskék 1étrejottét
eredményezi. Létrejottében foleg az intermolekularis hidrofob kolcsonhatasok
dominalnak. Az amorf fehérjeaggregatumok képzddésének nagy a gyakorlati
jelentésége: betegséghez vezethet a szemlencsében (sziirkehalyog), gondot okozhat az
¢lelmiszeriparban (példaul fehérborok zavarosodasa), megneheziti a fehérjepreparalast
(Stranks és mtsai 2009).

Fehérjekristaly. Jelen dolgozatnak nem targya a kristalyositas technikaja
vagy kinetikdja, azonban meg kell emliteni, hogy a fehérjekristalyok ndvesztése volt a
bizonyiték azok molekularis jellegére, és ezek felhaszndlasdval valt lehetdvé a
fehérjeszerkezet-kutatasok alapjat jelentd rontgenkrisztallografia (Mcpherson 1991).

Amiloid aggregdtum. Instabilla valt fehérjékbdl nagy szerkezeti
rendezettséget mutatd, -redokben gazdag linedris aggregatumok is létrejohetnek. Az
amiloid® elnevezést Rudolph Virchow német (porosz) patologus vezette be a
szOvettanban 1854-ben, miutan megfigyelte, hogy az agyban eléforduléd viaszos allagu
abnormalis képletek joddal — a keményit6h6z hasonléan — kékre festddnek. Virchow azt
feltételezte, hogy az amiloidot ténylegesen keményitd alkotja, de 1859-ben Nicolaus
Friedreich német (bajor) patologus és August Kekulé német vegyész vizsgalatai
bebizonyitottdk, hogy valdjaban fehérjébdl all. Késébb megfigyelték az amiloid

crer

azonositasanak elséként elfogadott hisztopatoldgiai kdvetelményévé a kongovordssel

3 Jelentése: keményitészerti (a latin amylum, illetve 0gorog auviov [amiilon] kifejezésbol), eldszor
Matthias Jakob Schleiden hasznalta novénytani szévegkornyezetben



valdo festés utdn fellépd almazdld kettéstorés (Sipe és  Cohen  2000).
Elektronmikroszkopos vizsgalatok 1959-ben igazoltak a kiilonféle eredeti amiloidok
fibrillaris szerkezetét, amely igy a masodik kritériumma valt (Cohen ¢és Calkins 1959).
A szerkezet tovabbi vizsgalata kideritette, hogy a fibrillumok P-redds szerkezetben
gazdagok (Bonar és mtsai 1969), biokémiai kutatdsok pedig azt igazoltak, hogy a
kiilonféle eredetii amiloidokat més-mas fehérje alkotja (Benditt és mtsai 1971; Glenner
¢s mtsai 1971). Az amiloid szerkezetét rontgenkrisztallografidval tartdk fel. A P-redds
szerkezetek a reddk sikjara merdleges tengelyli protofibrillumokat alkotnak, amelyek
egybefonodva képezik az érett amiloidfibrillumot, ami plakkokban rakédik le. A
testszerte lerakodo amiloid tomege akar tobb kilogrammot is kitehet (Sawaya és mtsai
2007).

Az amiloid a klasszikus, hisztopatologiai definicidé szerint olyan in vivo
kialakuld extracellularis fehérjelerakodas, melyet p-redokben gazdag szerkezet,
kongovoros festés soran fellépd kettdstorés, sajatos elektronmikroszkdpos megjelenés
¢s szintén sajatos rontgenszorasi mintdzat jellemez. Ez a definici6 kizarja az
intracelluldris aggregatumokat és az in vitro képz06dd fibrillumokat, utdbbira az
amiloidszeri elnevezést tartja helyesebbnek. A modern, biofizikai megkdzelitésii
definicié valamennyi in vivo €s in vitro formalodé p-redds szerkezetl fehérjefibrillumot
magaban foglalja. Az amiloidok igy meghatarozott kore altalaban (de korantsem
feltétleniil) a szokasos hisztokémiai reakciokat mutatja (Westermark és mtsai 2005;
Pepys 2006; Fandrich 2007). Jelen dolgozatban az amiloid kifejezést a modern,
biofizikai értelemben hasznalom, mivel a két megkozelités kozotti hatdrvonal egyre
inkabb elmosodik, és mert a dolgozat az amiloidképzddést biofizikai aspektusbol
vizsgélja.

Az amiloidok in vivo el6fordulasa foként betegségekhez kotddden ismert,
melyeket egylittesen amiloidézisnak neveziink. A tobb mint 25 amiloidozis kozé
tartoznak olyan ismert betegségek, mint az Alzheimer-kor, a Parkinson-kér és a
kiilonféle prionbetegségek. (Chiti és Dobson 2006) Eléforduldsuk szerint egyarant
vannak sporadikus, Orokletes és ragalyos betegségek. Az amiloidlerakddasok helye
szerint megkiilonboztetiink szisztémas és adott szervre lokalizalt amiloiddzisokat. Az
amiloidok egyes esetekben szovodményként jelentkeznek, mas betegségeknél

bizonyitott oki szerepliik (Westermark és mtsai 2007). Ko6zos vonasuk, hogy
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visszafordithatatlan lefolyastiak ¢és nincs ismert gyogymdd. Az amiloidok ¢és
amiloidozisok emiatt egyarant intenziv kutatdsi teriiletei a patologidnak és a
biofizikanak.

A korszovettani mintdkbol izolalt amiloid plakkok {6 komponense a
fehérjefibrillum. Alapesetben egy amiloidézishoz egy meghatarozott fehérje kothetd,
amely mellett esetleg egyéb komponensek (gliikozaminoglikanok, apolipoprotein E,
szérum amiloid P komponens, fémionok) is eléfordulhatnak.

Egyre tobb, amugy lerakodassal jard betegséghez nem kothetd fehérjérdl
bizonyosodik be, hogy megfeleld kisérleti koriilmények kozott olyan fibrillaris
aggregatumokat képeznek, amelyek morfologidjuk, szerkezetiik és festddésiik alapjan

amiloid fibrillumnak tekinthetok.

1.2. A fehérjék altalanos szerkezeti kinetikaja*
1.2.1. A nativ szerkezet kialakulasanak kinetikaja

Adott aminosavszekvenciaval rendelkezd fehérjék nativ koriilmények kozott
meghatarozott térszerkezetet vesznek fel. Ennek a biologiailag aktiv, nativ konformacio
a szerkezet nélkiili fehérjelancbol vald kialakulasa az ugynevezett folding (kb.
hajtogatddas, gombolyodas). Kézenfekvd a kérdés, hogy mi iranyitja a szerkezet
kialakulasat. A két lehetséges valasz: vagy spontan mddon tekeredik fel a fehérje, vagy
valamilyen kiils6 segitséget vesz igénybe. A kérdés eldontése érdekében fontos 1épés
1961). Az alaposan megtisztitott fehérjét a diszulfidhidak redukaldsa utdn karbamiddal
denaturalta, amely a katalitikus aktivitas teljes elvesztését eredményezte. A redukald és
denaturald szerek eltavolitdsa utdn a fehérje tokéletesen visszanyerte aktivitasat és
helyredllt az eredeti szerkezet, utobbira a bizonyitékot az szolgaltatta, hogy a
diszulfidkotések az eredeti poziciokban alltak helyre. A sikeres renaturacié mar
viszonylag meggy06z6 bizonyiték az 0Onalldé folding mellett, azonban még a
legkoriiltekintObb tisztitas is hagy némi kételyt, hogy csekély, katalitikus mennyiségben
maradhatott a foldingot segitd agens a vizsgalt fehérje mellett. A dontd bizonyitékot az
jelentette, amikor a szintetikus uton eldallitott ribonukleaz is nativ szerkezetet vett fel.

Ekkor valt egyértelmiivé, hogy a fehérje térszerkezetét az aminosavszekvencia

* A molekularis térszerkezet-valtozasoknél a kinetika és a dinamika fogalma koriilbeliil ugyanazt takarja,
csak az eldbbit inkabb a kisérletezok, az utobbit a szamitogépes szimulacioval foglalkozok hasznaljak.
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hatarozza meg. Késobb kideriilt, hogy ez csak a kisebb fehérjékr6l mondhat6 el
altalanosan, a nagyobbak olykor segitségre szorulnak.

A spontan folding néhany madasodpercnyi vagy percnyi id6 alatt lezajlik.
Felmeriil a kérdés, hogy miként taldlja meg a helyes konforméaciot a kitekert fehérje.
Tételezziik fel, hogy egy szdz aminosavbol allé fehérje minden aminosav-csoportja két
térbeli allapotot vehet fel, ekkor 2'% =~ 10°° térszerkezet lehetséges. Tegyiik fel tovabba,
hogy a fehérje minden aminosavcsoportja végigprobalgatja a lehetséges allapotokat, és
azt is tegyilk fel, hogy ehhez egyenként koriilbeliil 10™'? mésodpercre van sziikség
(egyetlen molekularezgés ideje). Ez 10' év nagysagrendii id6t igényelne, vagyis
egyértelmii, hogy a nativ szerkezet kialakuldsa nem véletlen probalgatds eredménye,
hanem Iéteznie kell egy vagy tobb foldingutvonalnak (Finkelstein és Galzitskaya 2004).
Az ellentmondast felvetdje utan Levinthal-paradoxonnak nevezték el (Levinthal 1969),
feloldasara pedig tobb modell is késziilt. Egy altalanos modell szerint a kitekert,
masodlagos szerkezet nélkiili, nagy szabadentalpia-tartalmt szerkezetekbdl egyenes Ut
vezet az alacsony szabadentalpia-tartalmu, kompakt nativ szerkezet felé. A modellt

kozelebb viszi a valésaghoz, ha megengedjiik atmeneti termékek kialakulésat.

energiaju nativ szerkezetet (N) feltételez, melynek megtalalasa véletlenszerti. (B) A
paradoxon egyik lehetséges feloldasa: egy utvonal (A) feltételezése a felszinen. (C) Az
idealis tolcsérmodell szerint barmely szerkezeti allapotbdl egy 1épésben halad a fehérje az
energiaminimumnak megfeleld nativ szerkezet felé. (D) A riicskds felszinii tolcsérmodell
lokalis energiaminimumokat tartalmaz, az ezeknek megfeleld térszerkezetek atmenetileg
felhalmozodhatnak, ilyenkor a foldingkinetika tobblépéses (Dill 1997).

Mindezek a foldingatvonal-modellek jol szemléltethetdk energiafelszinekkel, amik
olyan fiiggvények grafikonjai, melyek a térszerkezethez szabadentalpiatartalmat
rendelnek (2. abra).

A kovetkezo kérdés, hogy melyek azok az alapvetd folyamatok, amelyek soran
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az elsédleges szerkezet megszabja a folding folyamatat. A folding igen Osszetett lehet
egy nagyobb molekulaban, az azt irdnyité tényezok csak részben ismertek. Altaldnosan
elmondhat6, hogy elsé Iépése egy gyors kollapszus, ami tobb atmeneti allapot
kialakulasan keresztiil vezetd folyamat, és amelynek végére egy tobbé-kevésbé a nativ
allapotra emlékeztetd, de még dinamikusan valtozd, egymasba alakuld intermedier
szerkezetek halmaza alakul ki, amelyet olvadt gombdcnak, idegen szoval molten
globule-nak neveznek. Szamitogépes szimuldciok azt sugalljak, hogy az intermedier
felé vezetd uton a kozel esd aminosavak kozotti kolcsonhatdsokkal stabilizalt
masodlagos szerkezetek alakulnak ki el6szor, majd ezutdin nd meg a tavolabbi
aminosavak ko6zotti apolaris, dip6l-dipol stb. kdlcsonhatdsok jelentdsége (Ptitsyn 1995;
Finkelstein és Galzitskaya 2004).

A kovetkezd szakaszban az olvadt gomboc egy 1€pésben tovabb alakul a nativ
szerkezetbe, ami a rendszer élettani koriilmények kozott elérhetd legalacsonyabb
szabadentalpidjat jelenti. A nativ szerkezet kialakuldsdhoz sziikséges, hogy élettani
koriilmények kozott ennek legyen a legalacsonyabb szabadentalpiaja, ettdl 1ényegesen
eltér6 szerkezetek ne rendelkezzenek hasonléan alacsony szabadentalpiaval, végiil
pedig hogy a szerkezet kialakuldsdnak utjdban ne legyen nagy energiagat, azaz
drasztikus konformaciovaltozast igényld 1épés (Jahn és Radford 2005).

A nativ szerkezet kialakulasaban a leggyorsabb 1épés az a-hélixek (100 ns) és
B-kanyarok (1 ms) létrejotte. Kis, foként hélixekbdl allo fehérjék foldingja akar 50 us
alatt is lezajlik, mig a nagyobb B-redds szerkezetek kialakulasahoz nagysagrendekkel
tobb idére van szilikség (Eaton és mtsai 2000).

A foldingkinetika tanulmanyozasaban Uttoré szerepe volt a mutacidknak a kis
fehérjék (kevesebb mint 100 aminosav) foldingjara gyakorolt hatasanak. A kisméretii
fehérjék kevés Iépésben hajtogatddnak, igy nem kell szdmolni intermedierek
felhalmozodasaval, masfelél az egyetlen aminosavban eltér6 mutans valtozatok
eldallitasaval lehetévé valt meghatarozott aminosavak szerepének vizsgalata (Fersht és
mtsai 1992). Ezen modszer segitségével térképezték fel azokat az allapotokat,
amelyeken mindenképpen at kell haladnia a fehérjének a folding soran.
Végeredményben az  valdszinisithetd, hogy  kisszdmi  aminosav-oldallanc
kolcsonhatasaval kialakul egy foldingnukleacidos mag, mely koré nagy sebességgel

rendezddik a fehérje fennmarado része (Fersht és Daggett 2002).
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Az atmeneti szerkezetek vizsgdlata arra enged kovetkeztetni, hogy azok a
nagyfokl rendezetlenség dacdra a masodlagos szerkezetek tekintetében nagyjabol a
nativ szerkezetre hasonlitanak. A kulcsfontossagi aminosavak kozotti kolcsonhatasok
révén hamar nativ-szeri szerkezetet vesz fel a fehérje. Ezen hidrofob és polaris
aminosavak egy specidlis elrendez6dési mintazatot hoznak létre, amely igen kedvezd
kolcsonhatasok kialakuldsat teszi lehetévé, mikozben a fehérje egyre kompaktabba valik
(Baldwin 2007). Ezen szerkezet kialakuldsa utan mar csak kisebb 1épések sziikségesek a
nativ szerkezet kialakuldsahoz. A nukleacids mag jelentdségét aldtdmasztja, hogy
kialakuldsdnak elmaradésa esetén nem torténik folding. Tovabbi felismerés, hogy minél
tavolabbi oldallancok keriilnek kozel egyméshoz a foldingnukleaciés mag kialakulasa
soran, annal tovabb tart a nukleacid: a véletlenszerli keresési folyamat tobb 1d6t vesz
igénybe, ha tavolabbi aminosavaknak kell kozel keriilnie egymashoz (Grantcharova és
mtsai 2001).

Nagyobb, tobb szdz aminosavbol allo fehérjék esetében tobb-kevesebb koztes
allapoton keresztiill halad a folding. Az még nem egyértelmii, hogy a
foldingintermedierek kialakulasa segiti-e a helyes foldingutvonal kovetését, vagy
inkdbb akadalyt jelent. Akdr az elébbi, akdr az utobbi az igazsdg, mindenképpen
lényeges kovetkeztetést lehet levonni a szerkezetiikbdl. A nagyobb fehérjék foldingja
moduldrisan megy végbe, az egyes szakaszok (neviik kinetikai szempontbol
foldingegység, szerkezeti szempontbol domén) viszonylag fiiggetleniil hajtogatddnak. A
kulcsszerepet betoltd aminosav-oldallancok kozel keriilve az egyes doméneken beliil
hoznak létre nativszerli szerkezetet. Ezutdn a teljes nativ szerkezet kialakulasahoz egy
végsO kooperativ 1épésben a domének kozott is létre kell jonnie a nativszerli
kapcsolatoknak. Ez a modularis mechanizmus azért is vonzo feltételezés, mert a
bonyolultabb szerkezetek kialakulasat jobban kézben tarthatdé egységekre bontja
(Baldwin ¢s Rose 1999a; Baldwin és Rose 1999b).

A nativ szerkezet létrejotte végbemehet a transzlacioval egy iddben, a
transzlacidé utdn a citoplazmaban, vagy még késobb, a megfeleld sejtkompartmentbe
val6 szallitas utan.

A részleges folding soran olyan csoportok helyezkednek el a fehérjefelszin
kozelében, amelyek nativ allapotban egyébként a belsejébe lennének temetve. Ez az

atmeneti szerkezet a zsufolt kdrnyezetben nem megfeleld kolcsonhatasok kialakulasaval
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fenyeget. A sejt ez ellen legjellemzébben molekuléris csaperonokkal védekezik. A
csaperonok valamennyi sejt valamennyi organellumaban megtaldlhatdé molekuldk,
melyek a riboszomabdl kinovo vagy mar kész fehérjékhez kapcsolodnak. A molekuléris
csaperonok Onmagukban nem ndvelik meg a folding sebességét, inkabb a
mellékfolyamatokat, példaul a hibas szerkezetek kialakuldsat és az aggregaciot eldzik
meg. Egyértelmli bizonyiték erre, hogy stresszkoriilmények kozott (példaul hésokk)
megno a csaperonok mennyisége. Bizonyos molekularis csaperonok nem csupan a hibas
szerkezetek kialakulasat akadalyozzak meg, de a rosszul hajtogatott, olykor még az
aggregalt fehérjéket is meg tudjdk menteni Ujabb esélyt adva a helyes szerkezet
kialakitasara. A fehérjefoldingba val6 aktiv beavatkozas energiat igényel, igy a legtobb
molekuléris csaperon mitkodéséhez ATP-re van sziikség (Grantcharova ¢és mtsai 2001;

Hartl és Hayer-Hartl 2009).

1.2.2. A misfolding és amiloidképzodés kinetikaja

A folding soran a szervezet csodalatos Onszervezd képessége nyilvanul meg,
amely lehetdvé teszi akar a legbonyolultabb fehérjék harmadlagos szerkezetének is a
spontan kialakulasat. A zsufolt biologiai kornyezetben csak a helyesen hajtogatott
fehérjék tudjdk hossza tdvon megdrizni stabilitdsukat. Ezek tudatdban nem meglepd,
hogy a fehérje hibas foldingja vagy a nativ szerkezet felbomlasa egy sor patologiai
kovetkezménnyel jarhat (Dobson 2003).

Valamennyi amiloidbetegség (mas néven amiloidézis) elsdsorban egy
megtalalhatok az in vivo létrejové amiloidokban. A neurodegenerativ betegségtdl
szenvedOkben lerakodo aggregdtumok mennyisége gyakran kimutathatatlanul csekély,
mig egyes szisztémas betegségekben tobb kilogramm amiloid rakodik le. Az
amiloidézisokban lerak6édo tobb mint huiszféle fehérje szolubilis alakja igen valtozatos,
a szabalyos globularis szerkezett6l a rendezetlen peptidekik terjed (Chiti és Dobson
2006). Ennek ellenére a beldliik kialakulé amiloidok sok hasonlésagot mutatnak.
Jellegzetes a kongovoros festék kotése és az ennek kovetkeztében kialakuld kettdstorés.
Az amiloid lerakodasok hosszu, eldgazdsmentes, gyakran csavart fibrillumokbol
(rostokbol) allnak, melyeket a fibrillum tengelyére merdleges sikban elhelyezkedd
B-red6k rétegei alkotnak (Bennett és mtsai 2006). Az amiloidstruktura kialakitdsanak

képessége nem korlatozoédik az amiloidozisokban eldforduld kisszamua fehérjére.
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Szamos nem patogén fehérjébdl is tudtak eldallitani amiloidot in vitro. Ma mar ugy
tlinik, hogy az amiloidképzés a polipeptidlancok altalanos tulajdonsaga (Chiti és mtsai
1999; Damaschun és mtsai 1999).

Rontgenszorasos, krioelektronmikroszkopos €s szilard fazisi NMR-vizsgalatok
meggy6z0 bizonyitékot szolgéltattak egy szerkezeti modell felallitdsdhoz. Az
amiloidfibrillumok alapjat jelentd B-redds szerkezetet a fehérjegerinc atomjai kozotti
hidrogénkotések stabilizaljak. Mivel a gerinc minden polipeptidben azonos, ez
megmagyarazza a kiilonféle fehérjékbol 1étrejovo amiloidok hasonldsagat. Egyes
esetekben a fehérjelancnak csak egy kis része épiil be az amiloidba, maskor a teljes
fehérje lerakodik. Osszességében elmondhatd, hogy az amiloidstruktira szoges
ellentétben all a lerakodo fehérjék egyedi szerkezetével, ahol az oldallancok k&zotti
kolcsonhatas jelentdsége nagyobb a gerincatomok kozotti kapcsolatoknal (Chiti és
Dobson 2006; Perczel és mtsai 2007).

Az amiloid fibrillumok in vivo képzddésének daltalanos mechanizmusa nem
ismert. Csak annyit tudunk, hogy a fehérjék a polipeptidgerinc hidrogénkotésein
keresztiil 0Osszekapcsolodnak. Az amiloidképzddés folyamataval ¢és kinetikajaval
kapcsolatos ismereteink in vitro vizsgalatokbdl szarmaznak (Westermark és mtsai
2007).

Az amiloidképzési képesség altalanosnak tiinik, de a kiilonféle fehérjék azonos
koriilmények kozott eltéré mértékben hajlamosak ra, és ez a hajlam bizonyos
fizikokémiai paraméterekkel, mint a toltés, hidrofobicitas, masodlagosszerkezet-képzési
hajlam stb. korrelal. A legtobb globularis fehérjében a hidrofob oldallancok és a gerinc
el van rejtve a molekula belsejébe, és csak a nativ struktura felbomlasa vagy
feldarabolodés soran kertil felszinre, és ekkor valik lehetévé az amiloidképzddés. A
kisérletek arra utalnak, hogy a képzddés kezdetén van egy késlekedési fazis, amelyet
gyors novekedés kovet. Ez a fajta kinetika jellemzé a nukleacios folyamatokra. Ha
aggregatumok hozzaadasaval beoltjuk az oldatot, a kristalyképzddésnél ismerteknek
megfelelden eltlinik a késlekedési fazis. Ehhez hasonlé modon indithatjdk be az
amiloidképzddést példaul az oxidativ stressz soran 1étrejovo iniciatorok is.
hanem a kialakulds mechanizmusaban is szembetiind a hasonlésag (3. dbra). Eloszor

altalaban nemspecifikus kolcsonhatasok eredményeként vizoldékony oligomerek
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képzddnek. A legelsd, mar elektron- vagy atomerd-mikroszkoppal lathatd objektumok
kis gyOngyszeri strukturdk. Ezek hatarozottabb morfologiaji, rovid, vékony
protofibrillumokka allnak 0ssze, melyekbdl az érett amiloidfibrillumok keletkeznek

(Chiti és Dobson 2006).

3. abra. A nativ fehérjébdl kiindulé amiloidképzdodés 1épései

El6szor a nativ fehérje térszerkezete destabilizalodik, melynek kdvetkeztében egyes
hidroféb oldallancok a vizes kozeg felé exponalodnak. Ennek az energetikailag kedvezétlen
allapotnak a stabilizalasa intermolekularis kolcsonhatasokkal torténik, igy jonnek 1étre a kis,

vizoldékony aggregatumok. A kovetkez6 1épés a kiterjedt 3-redds szerkezettel rendelkez6
protofibrillumok létrejotte, melyek végiil érett amiloidfibrillumokka allnak 6ssze (Chiti és
Dobson 2006).

Az amiloid csak egyike azon aggregatumoknak, amelyek egy fehérjébdl
kialakulhatnak, de kiilonlegessé teszi az a kiemelkedd stabilitds, amely a nagy szamu
hidrogénkotésnek koszonheté. Igy ha egyszer kialakult, hosszii idén &t képes
fennmaradni, lehetévé téve, hogy ujabb ¢és ujabb fehérjemolekuldk beépiilésével
kiterjedt lerakodasok jojjenek létre. Ez érthetdvé teszi, hogy az amiloid kialakuldsara
valé hajlam egyike a fehérjeevoluciot iranyitd szelekcios tényezdknek. Ennek ellenére
egyes fajoknal megfigyelhetd az amiloidszerkezetli fehérjék szabalyozott felhasznalasa,
példaul E. coli baktériumoknal inert feliiletek benépesitésekor a tapadas segitésére
(Chiti és Dobson 2006).

Szekvenciaelemzések arra utalnak, hogy az evolucios szelekcid soran
kikiiszobolodtek azok a fehérjeszekvencidk, amelyek hajlamosabbak amiloidogén
szerkezetek kialakitdsara. Ilyen példaul a valtakozé hidrofob és polaris oldallancok,
amelyek kedveznek az amiloid fibrillumokban is megtaldlhatdo (-redds szerkezet

1étrejottének. Raadasul bizonyos eredmények arra utalnak, hogy az aggregéicio a
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foldinghoz hasonlé nukleacidval indul, csak a kritikus oldallancok mashol helyezkednek
el. Az evolici6 sordn tehat azok a fehérjék maradtak meg, amelyek a foldingot
részesitették elonyben az amiloidképzddéssel szemben. Emellett a szelekcido mellett az
¢lolények egy kiterjedt szabalyoz6 rendszert is fenntartanak a fehérjefolding
reguldldsdra  csaperonok és  lebontomechanizmusok  segitségével, melynek

meghibasodasa fehérjeaggregaciohoz vezethet (Hartl ¢s Hayer-Hartl 2009).

1.2. Fehérjeszerkezet-kutatasi méréstechnikak

A rontgenkrisztallografia és a krioelektronmikroszkdpia utat nyitottak a fehérjék
térszerkezetének atomi szintii megismeréséhez. E modszerek azonban statikus képet
adnak, a molekuladk térszerkezetének valtozasardl inkabb csak sejtéseink lehetnek az
altaluk nyert adatok alapjan. A fehérjeszerkezet idobeli valtozasa, azaz a fehérjekinetika
nyomon kovetése ) modszereket igényel. Egyfel6l olyan kolcsonhatasokat kell
kiaknaznunk, amelyek a molekulaszerkezet megvaltozasardl informalnak, masfeldl
olyan technikara is sziikségilink van, amellyel id6ziteni tudjuk a molekuléris szintli

folyamatok inditasat (Bartlett és Radford 2009).

1.2.1. A fehérjék természetes fluoreszcenciaja

crer

¢lettartamu fényemisszid. Az elnyelt foton energiajaval gerjesztett elektron valamely
betdltetlen palyéra jut. Ha ez nem a legalacsonyabb energiaju gerjesztett allapot, akkor
az elektron a legalacsonyabb energidju gerjesztett allapot legalacsonyabb rezgési
nivéjara keriil (elobbi neve belsd konverzio, az utobbié vibracids relaxacio). Ebben az
allapotban a molekula polaritdsa (dipolusmomentuma) tobbé-kevésbé eltér az
alapallapotiétol. Ennek kovetkeztében a kémiai kdrnyezetet képezd olddszer-molekulak
uyjrarendezOdnek, amivel csokkentik a gerjesztett elektron energidjat (oldészer-
relaxacio). Végiil ebbdl az allapotbol torténik az atmenet az alapallapotba, amit
fluoreszcenciafoton kibocsatasa kisér. Az emittdlt foton energidja az alap- és a
gerjesztett allapot energiakiilonbségével egyenld. Ezt az energiat csokkenti az olddszer-
molekuldk tjrarendezddése. A csokkenés mértéke az alap- és gerjesztett allapota
fluorofor dipdlusmomentuma kozotti eltéréstdl, valamint az oldoszer-molekulak
dipolusmomentumatdl fiigg (4. abra).

Gyakorlati szempontbdl a ©n* (p*) — m (p) atmenettel rendelkezé molekuldkat
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vagy csoportokat tekintjiik fluoreszcensnek: ezeknek mind elnyelési, mind emisszios
spektruma a lathatd és UV-tartomanyban van. Ilyen konnyen gerjeszthetd elektronok

vannak példaul a delokalizalt elektronrendszerekben. A tobbi biomolekulaval

Bels6 konverzié és

Sz d - 3z
2 vibraciés relaxacio
1 (107 %)
s, 14 v
1§ %
Le i Oldoészer-
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olddészer
: (107%s)
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He /

4. abra. Oldészerrelaxacioval kisért fluoreszcencia szemléltetése Jablonski-
diagrammal.

A Jabtonski-diagram a kiilonféle energiaszintek kozotti elektronatmeneteket szemlélteti. A
fluoreszcencia egy hv, energiaju foton altali gerjesztéssel indul (v a frekvencia, 4 a Planck-
allandd). Ha a gerjesztés nem a legalacsonyabb gerjesztési nivora (S;) torténik, akkor belso
konverzidval és vibracios relaxacioval a legalacsonyabb gerjesztett allapot legalacsonyabb
rezgési nivojara keriil az elektron. A gerjesztett allapothoz tartozo elektronpalya
szimmetriaja eltér az alapallapotétol, ami a fluoreszcens molekula dipélusmomentumanak
megvaltozasat eredményezi. (A gerjesztett allapot dipélusmomentuma (uz) rendszerint
nagyobb az alapallapot dipélusmomentumanal (ug)) A megvaltozott dipélusmomentum
miatt az oldoszermolekulak Gjrarendezédnek, az ebbdl szarmazo energianyereség tovabb
csokkenti a gerjesztett allapot energiajat: a piros abrarész egy polarisabb, a zold egy kevésbé
polaris oldoszer hatasat mutatja. Végiil errdl az energiaszintrdl tér vissza az elektron az
alapallapotba, amit egy /vy energiaju foton emisszidja kisér. (Lakowicz 2006 p. 206).

ellentétben a legtobb fehérje természetes fluoreszcenciaval rendelkezik, ami az aromas
aminosavaknak, mindenekel6tt a triptofannak, kisebb mértékben a tirozinnak és a
fenilalaninnak koszonhetd. A fluoreszcenciaemisszio javarészt a triptofanhoz kothetd,
mivel ennek az aminosavnak a legnagyobb az extinkcids egyiitthatdja, ennek az
abszorpcids spektruma van a legnagyobb hullamhosszaknal, ami miatt az egyazon
fehérjében 1évo fenilalanin vagy tirozin altal elnyelt energia gyakran attevédik a
triptofanra (Lakowicz 2006 pp. 530-1).

A triptofan emisszids spektrumdt ¢és fluoreszcenciakioltdsat elterjedten

hasznaljak fehérjekinetikai vizsgalatokra, mivel a triptofan spektroszkopiai viselkedése
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igen érzékenyen ¢és Osszetetten reagdl a kdrnyezet valtozasara, illetve viszonylag ritka
aminosav, ami megkonnyiti a fluoreszcenciavaltozasok értelmezését (Lakowicz 2006 p.

529). Az érzékenység egyik oka, hogy a gerjesztés soran jelentds toltéssulypont-

A B

- re B

LUMO

i Qﬁomo

O iR

Nt

5. abra. A triptofan spektroszképiai tulajdonsagai alapjanak szemléltetése az indol
hatarmolekulapalyai és elektronatmenetei segitségével.

(A) A triptofan a-szénatomjahoz 3-metilindol-csoport kapcsoldodik. Az alapallapota indol
legmagasabb betoltott molekulapalyajanak (highest occupied molecular orbital, HOMO)
toltésstulypontja a pirrol-, legalacsonyabb betéltetlen molekulapalyajanak (lowest unoccupied
molecular orbital, LUMO; ide keriil a gerjesztett elektron) toltésstilypontja pedig a
benzolgyiiriin van (Merrer 2004). (B) Az indol 'L,- és 'L,-elektronatmeneteihez tartozo
dipolusvaltozas-vektorok. Triptofan abszorpcidjaban és fluoreszcenciajaban fOszerepet jatszo
elektronatmenetek momentumai kozel merdlegesek egymasra (Lakowicz 2006 p. 532).

athelyezd6dés torténik a pirrolgytirtirdl a benzolgytrire (Vivian és Callis 2001) (5. abra,
A); masik oka, hogy a protondonor iminonitrogénen keresztiil hangstilyosan érvényesiil
a hidrogénkotést kialakitdo oldoszer hatdsa. Az Osszetettség oka pedig a triptofan
gerjesztett allapotainak degeneraltsdga. A triptofan, illetve a fluorofor alapvegyiilet
indol gerjesztése Osszetett folyamat, melynek sordn a szinglet alapallapotbol (Sp) két,
spektroszkopiailag elkiiloniild, kozeli energiaju szinglet gerjesztett allapotba is kertilhet,
melyeket hagyomanyosan 'L, és 'L, allapotoknak neveziink (Platt 1949). A lehetséges
So <= lLa és Sy <= lLb atmeneteket kiséré dipolusvaltozas vektora merdleges egymasra
(5. abra, B). Gerjesztés soran a megvilagité fény hullamhosszatol fiigg, hogy az egyes
atmenetek mekkora stllyal jutnak szerephez. A relaxdcios elektrondtmenet viszont

(esetleges 'L, <> 'L, belsé konverzid utan) a legalacsonyabb energiaszintrdl torténik
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(Kasha-szabaly), és a két gerjesztett allapot kozotti kis energiakiilonbség miatt dontd
szerephez jut a kémiai kornyezet hatasa. Mivel az Sy <> 'L, elektronatmenet
dipolusvaltozas-vektora halad 4t a nitrogénen, ez lesz érzékenyebb a kornyezetre, és
vizes koOzegben (amikor érvényesiill a hidrogénkotés stabilizalo hatasa) ezen az
atmeneten keresztiil megy végbe az emisszid. Egészen apolaris kornyezetben az
So <> 'L, atmenet a kedvezSbb, azonban ez fehérjékben ritka (Lakowicz 2006 pp. 531-
4). Habar az iminonitrogén hidrogénjén keresztiil érvényesiil a legfontosabb stabilizalo
hatds, amely eldonti, hogy melyik allapotbol torténjen a relaxécios elektronatmenet,
egyéb masodlagos kolesonhatasok is befolyasolhatjak a két szinglet gerjesztett allapot
viszonylagos energiatartalmat. Altaldnosan fogalmazva a helyi elektromos mezé
indolgytrire vetitett hatdsa fogja meghatarozni az energiaszintek felhasadasat, végso
soron pedig a triptofdn emisszids spektrumdnak maximumbhelyét (Callis és Burgess
1997). A triptofanfluoreszcencia emisszids spektruma tehat a kémiai kornyezethez
igazodva valtozik, de a véltozas iranya az elektronatmenetek 0sszetettsége miatt sokszor
nehezen értelmezhetd, és még kevésbé josolhatd. Példaul egyes fehérjék emisszids
maximumbhelye az unfolding soran voros, masoké kék irdnyba tolodik el, értéke 308 és
355 nm kozott valtozhat (Vivian és Callis 2001).

A triptofanfluoreszcencia masik értékes tulajdonsaga, hogy a fluoreszcencia-
hatasfok is fiigg a kémiai kornyezett6l, mindenekel6tt a kozeli aminosav-oldallancok
tipusatol és az oldatban 1év6 ionoktdl, molekulaktol. Némelyik csoport (hisztidin, lizin,
illetve a polipeptidlanc amidcsoportjai) vagy molekula részlegesen ki tudja oltani a
fluoreszcenciat’, igy az intenzitascsokkenés informacidt adhat a kiolté aminosav-
oldallancok  tavolsagarol, illetve a triptofan oldatkornyezet szamara vald
hozzatérhetdségérdl (Chen és Barkley 1998; Lakowicz 2006 pp. 546-51).

A triptofanfluoreszcencia nem csak a kdrnyezetrdl nyujtott sokrétli informécio
miatt kedvelt fehérjekinetika-kovetési eszkdz, hanem a triptofan viszonylagos ritkasaga
miatt is: atlagos eléfordulasi gyakorisadga a fehérjemolekuldkban egy molszazalék koriili
(Lakowicz 2006 p. 529). Sok fehérjében csupan egyetlen triptofan van, igy annak
kornyezetérél konnyen értelmezhetd jelet kapunk a spektrumbol. Ha egy fehérjében

tobb triptofan van, azok spektruma eltérden reagalhat a kornyezet megvaltozasara, ami

> a folyamat elterjedt angol neve quenching, a kioltasért felelés csoport vagy molekula neve pedig
quencher.

21



megneheziti a spektroszkopiai adatok értelmezését. Végiil a triptofanok viszonylag
csekély mértékben befolydsoljak a fehérjekonformdcidé stabilitasat, igy azt
(helyspecifikus mutagenezissel®) a vizsgalni kivant pozicioba helyezhetjiik vagy

eltavolithatjuk.
1.2.2. A tioflavin-T fluoreszcenciavaltozasa

A tioflavin-T (ThT) egy kationos benzotiazolfesték (6. abra), mely
amiloidtartalmu szovetmintdkhoz k&tédve megnovekedett fluoreszcenciat mutat. 1959

Ota hasznaljak a hisztopatolégidban, miutdn kimutattdk, hogy amiloidtartalmu

HsC S LFHs
/ N
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6. abra. A tioflavin-T szerkezeti képlete és kotodésének egyik feltételezett modja.

A festékmolekulak hossztengelye valdszintileg a nyilnak megfelel6en helyezkedik el a
B-redos strukturaban képz6do csatornakban (Krebs 2005).

vesemintdkhoz nagy specificitassal kotddik (Vassar és Culling 1959). Patologusok
tovabbi vizsgalatokat folytattak negativ és pozitiv szovetmintdkon, mely még inkabb
megerdsitette a ThT kiemelkedé amiloidérzékenységét (Saeed és Fine 1967). A
porcmatrixhoz, rugalmas rostokhoz és mukopoliszacharidokhoz, valamint a DNS-hez és
RNS-hez valé koétddés sem elhanyagolhato, ezért a pH csokkentésével modositottak a
festési eljarast, mely tovabb novelte a specificitast (Kelenyi 1967). A ThT specifikus
amiloidkotodését  szamos teriileten alkalmazzak: fluoreszcenciamikroszkopos
szovetdiagnosztikaban (Hobbs és Morgan 1963), szovetbdl kivont €s in vitro 1étrehozott
amiloidfibrillumok fluoreszcenciaspektroszkopiai vizsgéalatdnal (Naiki és mtsai 1989;
LeVine 1993), és az amiloidfibrillumok novekedésének direkt megfigyelésénél (Ban és
mtsai 2003).

A ThT polaris €s apolaris csoportokat is tartalmaz, ennek kdszonhetden a festési

¢ angolul: site-directed mutagenesis
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eljarasok soran hasznalt koncentracioknal (10-20 uM) vizes oldatban micellakat képez,
a kritikus micellaképzési koncentracié 4 uM. Mar 4 uM alatt is tapasztalhatdé némi
fluoreszcencianovekedés amiloidok jelenlétében, de e folott igen intenziv, 5-50-szeres
novekedés tapasztalhatd (Khurana és mtsai 2005). Az egyik vélemény szerint a planaris
ThT-molekula az amiloidstrukturdban 1étrejovo csatorndkban helyezkedik el (Krebs és
mtsai 2005) (6. abra). Ezt a feltételezést masok elvetik, és pusztdn ionos
kolcsonhatasnak tulajdonitjdk a kapcsolatot, ezzel magyarazva a ThT nem
amiloidspecifikus kotédésének eseteit (Khurana és mtsai 2005). Ujabban azt talaltak,
hogy az amiloidok sztérikus és elektronikus kolcsonhatasokkal stabilizaljak az
alapallapot ThT elektronszerkezetét, ¢s ez idézi eld a nem-radiativ relaxéacids utak

aranyanak csokkenését (Wolfe és mtsai 2010).

1.2.3 A kongovoros festék kettostorése

A kongovords (CR) szerkezetileg az azofestékek csoportjaba tartozik (7. dbra);
eredetileg textilipari célokra fejlesztették ki 1883-ban (Steensma 2001). Az 1920-as

NH2 NH2

y4

SO S 1D

SO3Na SO3Na

7. abra. A kongdvoros szerkezeti képlete.

években kimutattdk, hogy a kongovoros kotddik a szévetmintakban talalhatd
amiloidhoz, emiatt polarizalt fényben vizsgalva jellegzetes sargaszold kettdstorés jon
létre, igy az amiloidkimutatas sztenderd hisztokémiai mddszerévé valt (Benhold 1922;
Divry 1927). Hogy megértsék a festék és az amiloid kolcsonhatdsa folytan 1étrejovo
optikai anomaliat, elvégezték a szuszpendalt amiloidkivonatok CD-spektroszkdpiai
tanulmanyozasat. A spektrumok jellegzetessége az 500 nm koriili hatarozott negativ
ellipticitds (Benditt és mtsai 1970). A festék kdtddésének mddja még nincs tisztazva.
Feltehetoen mind hidroféb, mind elektrosztatikus kolcsonhatasok részt vesznek a
kotédésben, és a molekula planaris jellege is 1ényeges. A kongdovords nem csupan

amiloidokhoz, hanem oligomerekhez vagy akdr monomer fehérjékhez is kotddhet,
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azonban az utobbiak esetében sokkal gyengébb a kotddés, és a CD-spektrumokban

bekovetkez6 valtozas is eltéro.

1.2.4 Dinamikus fényszoras

Az elektromagneses hullamok képesek a dipdlusokat indukalni, melyek ezutan
ujra kisugarozzék az elnyelt sugdrzast, e jelenséget rugalmas szérasnak nevezziik.
Ennek megfelelden a fény diszperz rendszeren athaladva szorodik a diszpergalt
részecskéken. A diszperz rendszer részecskéi kelléen kis méretlick a Brown-mozgas
1étrejottéhez, ami a koztik 1évd tavolsag folyamatos valtozasdhoz vezet. Ha a
megvilagité fény koherens €s monokromatikus (példaul lézer), akkor a megvilagitasi
zonaba esd, egymashoz kozeli, mozgo részecskék altal szort fénysugarak kozott iddben
valtoz6 interferencia 1ép fel, amely az intenzitds, egyuttal az elektromostérerdsség-
vektor ingadozasat okozza a detektorsikban. Mivel az ingadozds a részecskék
mozgasanak kovetkezménye, ezért informaciot hordoz arrdl. Az elektromos térerdsség
idébeni valtozasat autokorreldcioval vizsgéaljuk. Minél intenzivebb a részecskék a
Brown-mozgasa, annal gyorsabb a térerdsség ingadozasa €s annal hamarabb cseng le az
autokorrelacios fliggvény. A lecsengés sebességébdl tehat kovetkeztethetiink a
mozgékonysagra, amibdl kiszamolhatdé a diffuzios alland6, abbol pedig (a kozeg
viszkozitasanak ¢és homérsékletének ismeretében) a Stokes—Einstein-egyenlettel

kiszamolhatjuk a részecskék hidrodinamikai sugarat (Berne és Pecora 2000).

1.2.5. Atalakulasi hémérséklet

A szerves kémidban az olvadaspont-mérés a vegyliletazonositas régota
alkalmazott, egyszeri ¢és pontos modszere. Hasonléan jellemzé az adott
fehérjeszerkezetre is az atalakulds (denaturacio, ,,olvadas”) homérséklete. A mérés
klasszikus moédja a kalorimetria, melynek soran a hdkapacitds homérséklettdl valo
fliggését detektaljuk. Az azonositandd fehérjeszerkezet rendszerint vizes oldatban all
rendelkezésre tobbnyire néhany uM-os koncentracidoban. A jelenlévé viz hékapacitasa
nagysagrendekkel meghaladja a fehérjéét, ami elfedve a fehérje okozta valtozasokat
igen megnehezitené a kozvetlen mérést. E probléma megoldasaként hasznaljuk a
differencial pasztazé kalorimetriat (DSC), amely egy referencidhoz viszonyitja a
fehérjetartalmti oldat hdékapacitas-valtozasat, igy sokkal érzékenyebb mérés hajthato

végre. A homérséklet emelésével egy adott ponton érzékelhetden elkezd néni a
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denaturalt forma részardnya, végiil a fehérje teljes mennyisége denaturaldodik.
Atalakulasi hémérsékletnek (7)) a maximalis h6kapacitishoz tartozé hémérsékletet
tekintjiik. A denaturdcio sokszor irreverzibilis, ekkor nem egyensulyi allapotokon
keresztiil jutunk el a teljes denaturacidhoz, ezért az atalakuldsi homérséklet fligg a

hémérsékletemelés sebességétdl (Privalov és Dragan 2007).

1.3. Fehérjekifejezési technikak

A fehérjekifejezéshez sziikség van a kivant fehérjét kodold6 DNS-szekvenciara,
egy organizmusra, amellyel megtermeltetjiik a fehérjét (gazda), egy vektorra, amellyel
bejuttatjuk a fehérjét az organizmusba €s amely tartalmazza a kifejezés lebonyolitasahoz
sziikséges DNS-szekvenciakat is, valamint egy tisztitasi eljarasra, amellyel el tudjuk
valasztani a célfehérjét a sejt tobbi anyagatol. Ma mar kiprobalt technologidk allnak
rendelkezésre a fehérjepreparalashoz, igy csupan a megfeleld eljaras kivalasztasara van
sziikség a célfehérje tulajdonsagainak ismeretében. Az egyik leghatékonyabb ¢s emiatt
legelterjedtebb fehérjeexpresszidos rendszer vektorként pET plazmidot, gazdaként
Escherichia coli baktériumot hasznal, mely alkalmas olyan fehérjék kifejezésére, ahol
nincs sziikség poszttranszlaciés modifikaciora vagy splicingra.

A biotechnologidban szdmos E. coli sejtvonalat hasznalnak, koziiliik kiemelkedd
a BL21, amely érzékeny A-fagra, és mentes az OmpT (UniProt P09169)’ és a Lon
(UniProt POA9MO)® nevii proteazoktél, amelyek lebonthatjék az expresszalt fehérjét.
(Grodberg ¢s Dunn 1988; Sugimura ¢s Nishihara 1988; Fu és mtsai 1997) Ebbdl
szarmazik a BL21(DE3) sejtvonal, ahol a DE3 kod azt jelzi, hogy a sejt kromoszomaja
tartalmazza a ADE3 profagot (ami a T7 RNS-polimerdz lacUVS promoter kontrollja
alatt allé génjét tartalmazo rekombinans fag), igy alkalmas a pET vektorba klonozott,
T7 promoterrel rendelkezd gének kifejezésére. Azonban a polimerdznak indukcio nélkiil
is van egy csekély szintli atirodéasa, ezért 1étrehoztak a BL21(DE3)pLysS vonalat, amely
a T7 bakteriofag lizozimjét kodold plazmidot tartalmaz (ezt jeloli a pLysS kod) (Zhang
¢s Studier 1997). A plazmid megtartasardl kloramfenikolrezisztencia-gén gondoskodik.
A T7 bakteriofag lizozimje a T7 RNS-polimerazahoz kotédve gatolja a transzkripciod

iniciaciojat, igy visszaszoritja a T7 fag polimerdzanak indukcié elétti mikodését, ami

7 Weblink: http://www.uniprot.org/uniprot/P09169. A fehérje neve az angol outer membrane protease T
elnevezés roviditése
¥ Weblink: http://www.uniprot.org/uniprot/POAIMO. A fehérje teljes neve ATP-dependens proteaz La.
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stabilizalja a pET-vektort hordozo6 sejtet, lehetéveé téve a thlélést és a ndvekedést. A
Novagen annyiban fejlesztette tovabb ezt a vonalat (melyet Rosetta™ néven
forgalmaz), hogy a T7 lizozim plazmidjan az eukaridta génekben gyakori, de a
prokariotakban ritka kodonokhoz tartoz6 tRNS-ek génjét is hordozza azok természetes
promoterével, ami drasztikusan megnovelte az ilyen kodokat tartalmazé gének
kifejezésének hatékonysagat (Kane 1995).

A vektorként hasznalt pET28 vektor 6se az E. coli eredetii pET vektor, amely a
T7 bakteriofag rendkiviil aktiv RNS-polimerazat alkalmazza. A T7 RNS-polimerazanak
promoterét az E. coli gazdasejt RNS-polimerdza nem ismeri fel, igy anélkiil tarthatod
fenn a célgént hordozd DNS jelenléte, hogy az akar csak csekély mértékben is
kifejez0dne. A vektor tartalmaz még egy lac-promotert és operatort, amellyel
kontrollalhato a célgén kifejezése, egy polilinkerrégiot, ahova klonozas soran a célgén
beépiil, valamint a plazmid fenntartdsat garantalé ampicillinrezisztencia-gént. A pET28
vektor ehhez képest abban tér el, hogy egy hat hisztidinbdl és trombin vagohelybdl allo
szakasszal boviti a célfehérje génjét, illetve az ampicillin helyett kanamicinra érzékeny

a rezisztencia-gén.

1.4. Az élesztofoszfogliceratkinaz mint a fehérjekinetikai vizsgalatok
modellje

A foszfogliceratkinazok (PGK) (EC 2.7.2.3)° olyan transzferazok, melyek az

alabbi reverzibilis reakcidban katalizaljak a foszforiltranszfert:

(1.1)  3-PG+ MgATP glitoneogenesh 1 3-BPG + MgADP

glikolizis

E reakcio a glikolizis, illetve a gliikoneogenezis részét képezi; alapvetd szerepe
van az ATP-szintézisben, a fermentacidban ¢és a szénmegkotésben. A PGK izoenzimek
valamennyi ¢él6lényben megtalalhatok, szekvencidjuk — kiilondsen a szubsztratkotd
régiokban — és térszerkezetiik meglehetdsen konzervativ (Blake és Rice 1981; Mori és
mtsai 1986).

A kiilonféle PGK izoenzimek mintegy 400 aminosavbol all6 monomer fehérjék,
hozzavetdleges relativ tomegiik 45 000. Térszerkezetik két nagyobb szerkezeti

egységbdl, az N- és a C-doménbdl all, a két domént egy koriilbeliil 6t aminosavnyi lanc

? Az EC-szam (Enzyme Comission number) az International Union of Biochemistry and Molecular
Biology nevezéktani bizottsaga altal 1étrehozott, a katalizalt reakcid tipusat alapul vevd konvencio az
enzimtipusok jelolésére
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kapcsolja 0ssze. A C-terminalis 15 aminosavnyi szakasz visszanyulik az N-doménbe
annak szerves részét képezve, a megeldz0 tiz aminosav pedig o-hélixsz¢ pondoérddve a
két domén kozott helyezkedik el. Mindkét domén kozpontjaban talalhaté egy
a-hélixekkel koriilvett, hat szakaszbol allo paralel B-red6. Az N-domén pB-reddjében a
szakaszok primer szekvencidban valo el6forduldsuk szerinti sorrendje 3-4-2-1-5-6, mig
ugyanez a C-doménben 3-2-1-4-5-6. A két domén foldingegységként is miikddik, amit
az egyetlen nativ szerkezetli domént tartalmazé foldingkoztitermékek létezése igazol
(Yon és mtsai 1990).

A 3-foszfoglicerat, illetve 1,3-biszfoszfoglicerat az N-doménbe, mig a nukleotid
a C-doménbe kotddik. A fiziologias koriilményeknek megfelelé pH-n harom-négy nettd
negativ toltéssel rendelkezd tridzszarmazék kotdhelyét harom argininoldallanc alkotja,
mig a nukleotidkotd helyet egy lizin és egy glutamat (tovabba fajtdl fiiggden egy
aszparagin) oldallanca és egy glicin karbonilcsoportja képezi. Az enzim mikodését
¢lénk konformdaciovaltozas, a domének csukloszeri mozgéasa kiséri. Szubsztratok
hidnydban a két domén egymastol tavol, nyitott allapotban helyezkedik el. A
szubsztratok bekotodése utan a domének Osszecsukodnak, ami lehetové teszi a
katalitikus reakcio lezajlasat. A domének zarddasa nem csak a szubsztratok kozelitése
miatt fontos, hanem azért is, mert igy kiszorul a viz a reakcidcentrumbol megteremtve
az idealis dielektromos kornyezetet és csokkentve a hidrolitikus mellékreakciok
valoszinliségét (Banks és mtsai 1979; Kumar és mtsai 1999).

A soréleszté  (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen)
foszfogliceratkinaz enzime (UniProt P00560)'° 415 aminosavbol all, relativ tomege
44 607 (Watson és mtsai 1982; Perkins és mtsai 1983)."" Masodlagos szerkezetét 20
a-hélix, 19 B-redé és 3 kanyar alkotja (8. abra). E fehérjét kiterjedten hasznaljak
fehérjekinetikai vizsgalatok sordn, aminek oka tobbek kozott az alaposan feltart és
viszonylag stabil szerkezet; a kétdoménes térszerkezet, ami Ilehetdséget ad a
csuklomozgas, illetve a foldingegységek kolcsonhatasanak vizsgalatara; a denaturalt
fehérje renaturdlhatdsdga, ami a refoldingkinetikai vizsgalatok alapja; végiil pedig az,

hogy — bar amiloid6zisban nem érintett — lehetséges beldle amiloidaggregatumokat

' Weblink: http://www.uniprot.org/uniprot/P00560. A UniProt (Universal Protein Resource) a
legatfogdbb nemzetkdzi fehérjeadatbazis, mely a benne szerepl fehérjeszerkezeteket egy hat
alfanumerikus karakterbdl all6 hozzaférési koddal (UniProt accession number) azonositja

' Az N-terminalis metionin poszttranszlacids lehasitasa utan. A teljes fehérje 416 aminosavbol all, relativ
tomege 44 738
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eldallitani, ami lehetové teszi a misfolding- és amiloidképzddés-kinetikai vizsgalatokat.
A fehérje viszonylag jol tliri a muticiokat, igy bevihetd a fluorofor triptofan vagy a
tiolreaktiv fluoroforokkal jelolhetd cisztein. A vad tipusban két triptofan (W308 és
W333, mindkettd a C-doménben) taldlhatdo, ezeket a harmadlagos szerkezet
megtartasaval le lehet cserélni spektroszkopiailag passziv fenilalaninra (Szpikowska és

mtsai 1994).

8. abra. Eleszt6-PGK nyitott allapotban, szubsztratjaival.

A diagramon az a-hélixeket és f-reddket szalagok, a rendezetlen szakaszokat fonalak jelzik.
A fehérjelancot a kovethetdség érdekében a lathato fény spektrumanak szinatmenetével
abrazoltam, mely az N-terminalis kékjébodl a C-terminalis vordsébe tart. Balra az N-domén,
jobbra a C-domén lathato, elobbihez 3-PG, utébbihoz ATP kotédik. A doménkdzpontokban
kivehetok a hélixekkel koriilvett hatszoros B-redok, illetve az N-doménbe visszanyulo C-
terminalis vég. Az abra a Jmol' programmal késziilt a PDB adatbazisabol' Watson nyoman
(Watson és mtsai 1982).

1.4.1. Az éleszto PGK foldingja

Az ¢leszt6-PGK nativ  konformacidja tobbféle denaturalt allapotbol is
helyreallithato, igy ho, hideg, sav, urea és guanidinium-klorid okozta denaturaci6 utan is
renaturalhato a fehérje (Damaschun és mtsai 1998; Gast és mtsai 1993; Missiakas és

mtsai 1990). A renaturdcido soran lezajlo folding gyors (néhany ms alatt lezajlo)
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kollapszussal kezdddik, kialakul egy hiperfluoreszcens atmeneti termék (olvadt
gombodc), majd néhany percen beliil 1étrejon a nativ térszerkezet (Lillo és mtsai 1998;
Ptitsyn és mtsai 1990; Betton és mtsai 1992).

A fehérjekinetika leirdsara hasznalt energiafelszin-modellek koziil az egyik
legérdekesebb a hierarchikusan felépiild modell, amely elnytjtott, nem exponencialis
foldingkinetikat eredményez. Az unfolded—intermedier atalakulasra példaul a kovetkezd
képletek hasznalhatok (Metzler €s mtsai 1999), amelyek az atalakulasi atmenetek N

véges szamu hierarchikus szintjét (in. Debye-jarulékat) feltételezik:

N

a2 f(1)= Ea—”e‘”"* _ iune‘”’"
n=1

T

n=1 Un
a3 a,=aq-a"’

14 T, =7 A"

ahol f(t) a fehérje kiindulasi allapotanak (ez rendszerint a kitekert, avagy unfolded
allapot) a koncentracidja a ¢ idépontban, 7, az atalakulds n-ik Debye-jarulékanak
(szintjének) idéallandoja, a, pedig az amplitidoja (az a, / T, hanyadost szokds w,-nel is
jeldlni), a és A pedig az egyiitthatok skalafaktorai (tkp. a mértani sor kvéciensei). Ezt a
modellt sikeresen hasznaltdk a PGK-folding korai szakaszanak leirdsdra (Osvath és
mtsai 2006a). Az intermedier tovabbalakuldsa nativ fehérjévé egy egylépéses

exponencialis egyenlettel irhato le.

1.4.2. Az éleszt6 PGK amiloidképzése

Az amiloidképzddés soran fellépd fehérjekoagulécio leirhaté mérettdl fiiggetlen
sebességi allandokat tartalmazd kinetikai egyenlettel (Smoluchowski 1917; Modler és
mtsai 2003). A Smoluchowski-féle koagulacids egyenlet megadja az x monomerbdl allo
aggregatum (tovabbiakban x-mer) képzddési sebességét a kovetkezd feltételek
teljesiilése esetén:

1. Barmely tetszdleges y €és x—y elemii aggregatum (tovabbiakban y-mer, illetve
x—y-mer) egyesiilésének K, ., sebességi allandoja azonos, kovetkezésképpen, K, .
y =K., az y- és x—y-merek litkdzése soran valamennyi lehetséges konfiguricios és
orientacios allapotra vonatkozod sebességi allandok atlaga.

2. Az aggregatumokat Osszetartd kotések felbonthatatlanok, az aggregacio

egyiranyu.
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3. A vizsgalt rendszerben valamennyi aggregatum eloszlasa egyenletes, vagyis a
koncentréaci6 a vizsgalt minta minden pontjaban azonos.

4. A reakcidelegy kelléen hig ahhoz, hogy feltételezziik, hdrom vagy tobb
aggregatum nem litkozik egyszerre, vagyis valamennyi reakcio ,,bimolekularis™.

Az altalanos a + b — ¢ bimolekularis reakcid kinetikai egyenlete:

An,
(1.5) A =Ka’b- n, n,,

ahol n,, n; és n. a reaktansok €s termékek koncentracioja, K, , pedig a sebességi allando.
Az x monomerbdl all6 aggregatumok (x-merek) koncentraciovaltozasi sebességének

megadasakor figyelembe kell venniink egyfeldl x képzddését y és x—y merekbdl:
1 x-1
(1.6) EEKM_y- n (1) n,_ (1),
y=1

ahol n,(¢) az y-merek, n.(f) az x—y-merek koncentracioja a ¢ id6pillanatban, K, ,, a
sebességi allando, y a futdindex, vagyis az Osszeg az Osszes olyan reakciét magaban
foglalja, amely az x két tagra bontdsaval (y és x—y) 1étrejové szamparnak megfeleld
monomerszamu reaktansbol indul ki. Mivel y értéke 1-t6l x—1-ig nd, ezért x—y értéke
ezzel parhuzamosan x—1-t6l 1-ig csokken, ami azt jelenti, hogy valamennyi lehetséges
reakcio kétszer fordul eld, ezért a kapott 6sszeget el kell felezniink.

Szamolnunk kell tovabba az x-merek fogyasaval is, ami mas aggregatumokkal
(jeloljiik itt is y-nal) vald egyesiilésiik, vagyis tovabbnovekedésiik miatt kdvetkezik be.
Ezen tovabbnovekedés sebessége is bimolekularis reakciokkal irhato le:

WD YK, n (00 =n)r DK, 1),

y=1 y=1
pedig a sebességi allandot. Itt is y a futdindex, mely most egytdl végtelenig né. Mivel
n.(f) értéke minden tagban ugyanaz, kiemelhetd a szummajel elé. Az x-merek képzdodési
¢s fogyasi sebességének Osszege megadja az eredd koncentraciovaltozasi sebességet:

1 0
(1.8) A”A;t(t) - %}211(”_},- n, (0 n,_,(1)=n, (1) ;K} n,(0).
A K sebességi allandd, melynek a reaktansok méretétdl valo fliggése bizonyos

feltételek mellett elhanyagolhatd, az aggregacidos mechanizmus minden fizikokémiai

crer
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végeznek, a sebességi allandd megadhat6 a kdvetkezd dsszefiiggéssel:

19 K x-y 4 (R(g)y + R(g)x—y). (Dy * Dx_y)’

)
ahol R, a geometriai sugar, D pedig a diffuzios koefficiens. A diffuizios koefficiensre

érvényes a Stokes—Einstein-egyenlet:
k. T

110 D=—"28—
6 0 R,

ahol kp a Boltzmann-allando, 7 a homérséklet, n a kozeg viszkozitasa, végil Ry a
szoban forgd részecske hidrodinamikai sugara. Tegyiik fel, hogy az aggregatumok
monomerszamanak novelésével mind a geometriai, mind a hidrodinamikai sugér
hatvanyfiiggvényt kovetve nd, vagyis a geometriai €s a hidrodinamikai sugér a

monomerszam valamekkora hatvanya. Ez esetben a geometriai sugarrdl elmondhato,
hogy:

L
.d(,

A1) R, =R, i e

ahol R, egyetlen monomer, R, pedig az i monomerbdl 4ll6 aggregatum geometriai
sugara, d(,) a részecskék geometriai tulajdonsagaval kapcsolatos paraméter, végiil i a

futdindex. Hasonloan jellemezhetd a hidrodinamikai sugér viselkedése is:

1

(1.12) R =R(h)1-id<h>,

(h)i
ahol dy a részecskék hidrodinamikai tulajdonsagat jellemzd paraméter. Ezt
behelyettesitve a Stokes—Einstein-egyenletbe
1
k,T kT kyT-i “®
(1.13) D, = B = B L L
67 1 R,

. 6 1 R(h)1

1
.d(y
6‘77:' n R(h)l. 1 (h)

formulat kapjuk. A (1.8), (1.9) és (1.13) egyenletekbdl levezethetd a kovetkezd képlet:

(/2,)"

1.14)  n,(t) = n,(0) m

ahol n{f) az i-merek koncentracidja a ¢ idOpontban, 7;(0) a monomerek szadma a 0

idépontban (vagyis a bemérési PGK-koncentracio), . pedig a koagulacios idéallando.
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2. Célkituzések

A ma ismert amiloidézisok mindegyike végzetes betegség fliggetleniil attol,
hogy az amiloidok oki vagy kisérd tényezOk. Az amiloidok képzddésének és
szétesésének vizsgalataval, e folyamatok iranyat ¢&s kinetikdjat meghatarozo
paraméterek megismerésével kozelebb jutunk a farmakolédgiailag relevans
tamadaspontok azonositdsahoz, ami megndveli az esélyt az oki terapidk kidolgozésara.
Az ¢l6 szervezetben lejatszodd folyamatok molekularis szinten csak rendkiviil
korlatozottan vizsgalhatok, ezért egy szerencsésen megvalasztott modellfehérjén végzett
in vitro kisérletek jelentik a kutatasok kézenfekvd iranyat.

A domének kozotti kolcsonhatasok szerepe a nativ szerkezet elérésében mar
ismert. A  polipeptidlanc  tavolabbi  szakaszai  kozotti  interakcioknak — az
amiloidképzddésre is lehet hatasa, hiszen ennek bevezetd 1épése a nativ szerkezet
felbomlésa. Az amiloidok stabilitasa koézismert, bar Ujabban értek el sikeres
diszaggregaciot. A szétesés hatasfokat azonban még nem vizsgaltak, pedig a nativ
forméban visszanyerhetd fehérje mennyisége és mindsége arulkodhat az amiloidba zart
fehérje elsddleges szerkezetének stabilitasarol.

Egy denaturdlt fehérje esetében egyetlen paraméter megvaltoztatasaval is
elérhetjik a nativ konformacid, de az amiloidszerkezet kialakulasat is. Ha
megvizsgaljuk a paraméter valtozdsanak hatasat mindkét folyamat kinetikajara,
megtudhatjuk, hogy melyik vagy melyek azok a dontd tényezdk, amelyek
meghatarozzak a szerkezetvaltozas iranyat.

Kutatasaim soran a kovetkezo célokat tiztem ki:

L A PGK doménjei kozotti kolcsonhatasok  hatasanak vizsgalata az
amiloidképzodésre.

I.1.  Amiloidok létrehozasa a fehérjerendszer elemeibdl: a fehérjedoménekbdl
¢s a triptofanmutans teljes fehérjékbol.
[.2.  Alkalmas matematikai modell keresése az amiloidképzddés leirasara az
azt kisér6 fluoreszcenciavaltozas mint jel alkalmazasaval.
[.3.  Azizolalt domének ¢s a teljes fehérje amiloidképzésének Osszevetése.
11 Nativ fehérje visszanyerése a PGK-bol létrehozott amiloidfibrillumokbol.
II.1.  Amiloid eléallitisa PGK-bol és az amiloidd4d alakitds hatasfokanak
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111

I1.2.

I1.3.

11.4.

megallapitasa.

Alkalmas  korlilmények keresése a PGK-amiloidok tokéletes
elbontasahoz €s a nativ fehérje visszanyeréséhez.

A kiindulasi és a visszanyert fehérje biologiai egyenértékiiségének
vizsgélata fizikai és biokémiai modszerekkel.

A miikodoképes fehérje visszanyerési hatasfokanak meghatarozasa.

Azon folyamatok kinetikajanak vizsgalata, melynek soran a savval denaturalt

PGK nativ, illetve amiloid szerkezette alakul.

III.1.

I1.2.
I11.3.

I11.4.

Olyan oldatkoriilmények létrehozdsa, melyben egyetlen paraméter
megvaltoztatasaval befolyasolhatd, hogy a savval denaturalt PGK nativ
vagy amiloidszerkezetté alakuljon.

A kialakul6 szerkezet meghatarozasa a paraméter kiilonféle értékeinél.
Matematikai modszer keresése a nativ szerkezet és az amiloid
kialakuldsdnak leirasdhoz valamely spektroszkdpiaval mérhetd jel
felhasznalasaval.

A nativ szerkezet és az amiloid képzddési kinetikajanak elemzése a
modell segitségével megallapitott paraméterek alapjan, kiillonds
tekintettel a folyamatok esetleges kozds 1épéseire, a szétvalasi pontra és a

folyamat irdnyat megszabd tényezOk azonositasara.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

Az oldatkészitéshez hasznadlt viz ioncserélt csapviz volt, melynek fajlagos
vezetdképessége 0,056 uS/cm alatti. Egyes esetekben ennél nagyobb tisztasagu,
Millipore rendszeren sziirt vizet hasznaltam, ez mikroorganizmusokt6l, pirogénektdl és

fehérjeszennyezddésektdl is mentes.

3.1.1. Fehérjekifejezés soran hasznalt anyagok

A vektor pET28a tipusii plazmid, mely a célfehérje DNS-ét oly moddon
tartalmazza, hogy az N-termindlist megel6zéen 6 hisztidin (és az ezek lehasitasat
lehetové tevo trombinkotd vagohely) is atirddjon, amely késobb a fehérjetisztitast segiti.
A vektorokat témavezetdm, Osvath Szabolcs bocsatotta rendelkezésemre. Gazdasejtként
BL21(DE3)pLysS (Rosetta™, Novagen) kompetens sejtet hasznaltam.

A felhasznalt tdpoldatok és torzsoldatok készitése a kovetkezo:

LB"-tépoldat: literenként 10 g triptont (tripszinnel bontott kazein granulalt
formaban; aminosavforras), 5 g élesztdkivonatot (sorélesztd feltort sejtjeinek vizes
kivonata granulalt formaban; aminosav-, szénhidrat- €s vitaminforras) €s 10 g natrium-
kloridot mértem be, a vizet hozzdadtam, feloldas utan a pH-jat 7,0-re allitottam.
Autoklavozas utan 4 °C-on taroltam.

LB—agar-taptalaj: az LB tépoldathoz hasonléan literenként 10 g triptont, 5 g
¢lesztékivonatot és 10 g natrium-kloridot mértem be, vizes oldas utan beéllitottam a pH-
-t 7,0-re. Ezutan bemértem 15 g agart, amit keveréssel szuszpendaltam. Autoklavozas
utan kiméletes keverés mellett megfeleld iitemben hiilt ki az oldat. A héérzékenység
miatt a kivant antibiotikum torzsoldatat csak 60 °C alatt adtam az oldathoz, majd steril
Petri-csészékbe széttoltottem. A lehiilt taptalajokat parafilmmel védtem a kiszaradastol,
4 °C-on taroltam.

2xYT"-tépoldat: literenként 16 g triptont, 10 g élesztékivonatot, 5 g natrium-
kloridot mértem be, vizet adtam hozz4 és az oldat pH-jat 7,0-re allitottam. Autokladvozas

utan 4 °C-on taroltam.

'2 Az angol lysogeny broth (lizogén tapoldat) kifejezés roviditése
3 A yeast extract (élesztékivonat) és tryptone (tripton) kifejezések roviditésébsl
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NZY"-tépoldat: literenként 10g N-Z-Amine™ A-t (hidrolizalt kazein;
aminosavforras), 5 g ¢élesztdkivonatot, 10 g NaCl-t mértem be, vizet adtam hozzd. Az
oldat pH-jat 7,5-re allitottam. Autoklavozas utan 4 °C-on taroltam.

NZY+-tapoldat: 1 ml NZY tapoldathoz 12,5 ul 1 M-os sterilre szirt (0,22 um
Millex & 33 mm hidrofil poli(éterszulfon) egyszer hasznalatos membransziird,
Millipore) MgCl,-oldatot, 12,5 ul 1 M-os sterilre szlrt (Millex) MgSOs-oldatot és 15 pl
20%-os sterilre sziirt (Millex) gliik6zoldatot adtam. Keverés utan sziiréssel (Millex)
csiramentesitettem. Az oldatot felhasznalés eldtt frissen készitettem.

Kloramfenikol-torzsoldat (1000x): milliliterenként 34,0 mg kloéramfenikolt
mértem be, etanolban oldottam, —20 °C-on taroltam. Felhasznalaskor a tapoldathoz
literenként 1 ml antibiotikum-torzsoldatot adtam.

Kanamicin-térzsoldat (1000x): milliliterenként 30 mg kanamicin-szulfatot
mértem be, majd vizzel végtérfogatra toltdttem, 0,22 um sziirén (Millex) sziirtem és —
20 °C-on taroltam. Felhasznalaskor 1 liter tipoldathoz 1 ml torzsoldatot adtam.

IPTG-torzsoldat  (1000x):  milliliterenként 200 mg  izopropil-B-D-1-
tiogalaktopiranozidot mértem be, oldoszerként vizet hasznaltam, 0,22 um szlirdvel
(Millex) szlirtem, taroldas —20 °C-on tortént. Felhasznalaskor 1 liter tdpoldatra 1 ml

torzsoldatot szamitottam.

3.1.2. Fehérjetisztitas soran hasznalt anyagok

Kromatogrdfiahoz hasznalt allofazis: Ni-NTA Superflow gyanta nikkelaffinitas-
kromatografidhoz, mely szefar6z matrixhoz kotott, nikkellel telitett nitrilotriecetsavat
tartalmaz vizes szuszpenzioban.

A-moso: natrium-kloridra nézve 0,5 M, natrium-dihidrogénfoszfatra nézve

B-moso: mint az A—puffer, de 0,2 M imidazolt is tartalmaz; pH-ja szintén 8§,0.

4 °C-on taroltam.

3.1.3. Aktivitasméréshez hasznalt anyagok

A PGK aktivitdsmérését sok tényezd befolyasolja, igy a felhasznalt
torzsoldatoknal nagy bemérési pontossagra kell torekedni, illetve célszerli egyszerre

nagyobb mennyiséget késziteni, melyet aliquotokra osztunk szét. Ezeket a

4 Az N-Z-Amine és yeast extract (élesztd) kifejezésekbél
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komponensek bomlékonysaga miatt alacsony homérsékleten (—20 °C) tarthatjuk el. Az
oldatokat felhaszndlds soran is jégen kell tartani. Tobbségiik az Gjrafagyasztast rosszul
tiiri (bomlik, illetve kicsapodik), ezért célszert kis térfogatt aliquotokat késziteni.

DTT torzsoldat (1 M) a ditio-treitol redukaldszer vizzel késziilt torzsoldata.

Alappuffer: 50 mM Tris, ] mM EDTA és 1 mM DTT tartalmu vizes oldat, pH-ja
7,0-7,5. A DTT-t csak a mérés megkezdése eldtt adtam hozza torzsoldatbol.

ATP-torzsoldatsor (500 mM, 50 mM, 5 mM): az oldatsor elkészitésével széles
koncentraciotartoményban allt rendelkezésre a PGK egyik szubsztratja. Eldszor a
legtoményebb (500 mM) torzset készitettem el: az ATP-t vizben oldottam, az eredetileg
savanyu oldat pH-jat 7,0-re allitottam (a bomlékony ATP ezen a pH-n a legstabilabb).
Az ATP-koncentraciot spektrofotométerrel ellendriztem, majd elkészitettem a higitasi
sort.

3-PG-térzsoldatsor (500 mM, 50 mM, 5 mM): a PGK masik szubsztratjanak
vizesoldat-sora. El6szor az 500 mM-os torzset készitettem el, majd a higitasokat. Mivel
a 3-foszfoglicerat extinkcioja nem elegendd a koncentracio-meghatarozashoz, itt
kiilonosen tligyelni kellett a pontos bemérésre és oldatkészitésre.

MgClr-térzsoldat (500 mM): az ATP optimalis miikddéséhez sziikséges
magnéziumionokat biztositja; vizes oldassal késziil.

NADH-torzsoldat (10 mM): az igen bomlékony dinukleotid a GAPDH
szubsztratja, az aktivitdismérés soran a spektroszképiailag aktiv komponens. A
torzsoldat egyszerti vizes oldéassal késziil.

GAPDH-térzsoldat (4 ug/ml): a segédenzim vizes oldata sem igényel pH-
mas fehérjemintakhoz hasonldan koriiltekintést igényel: folyékony nitrogénbe meritett

centrifugacsdbe fecskendeztem kis részletekben.
3.1.4. Energiafelszin-méréseknél felhasznalt anyagok

Pufferelt sooldat: natrium-kloridra nézve 200 mM-os, citratra és foszfatra nézve

crer

NaH,PO, - H,O formajaban mértem be, majd beallitottam a kivant pH-értéket. Az
elkészitett oldatrészleteket 0,22 um-es sziirdvel (Millex) sterilre sziirtem ¢és lefagyasztas
utan —20 °C-on taroltam.

Tioflavin—T-oldat: a vizes oldat ThT-re nézve 20 uM-os, foszfatra (amit
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NaH,PO, - HO formdjaban vittem be) nézve 200 mM-os, NaCl-ra nézve 100 mM-os.
Az oldat pH-jat 7,25-ra allitottam.

3.2. Modszerek
3.2.1. Fehérjekifejezés

A transzformaciot €s kifejezést a kompetens sejt gyartoja altal ajanlott protokoll
kisebb modositasaval végeztem. 35 uL -80 °C-on téarolt kompetens sejtet jégen
kasasodasig olvasztottam, majd 0,7 uL szintén —80 °C-on tarolt és felolvasztott plazmid
hozzaadasa utan 30 percig jégen inkubaltam, majd 45 masodpercig 42 °C-os
vizfirdében razogatva héimpulzusnak tettem ki. Ezt kdvetden ismét jégen tartottam
2 percig, majd 350 uL frissen késziilt steril NZY+ tapoldatot adtam hozza. Ezt 1 éranyi
razas kovette 37 °C-on, majd kanamicint és kléramfenikolt tartalmazo6 steril LB-agar
taptalajra szélesztettem, és egy ¢jszakan at hagytam néni.

Masnap inditotenyészeteket készitettem: 40 ml steril 2xYT tapoldathoz
kanamicint, kléramfenikolt és 2 ml 20%-os gliik6z-oldatot adtam, a tenyészet egyetlen
izolalt telepérdl vett sejtekkel beoltottam, és egy ¢éjszakan at 37 °C-on razatva
tenyésztettem.

Kovetkezd nap inditottam a fehérjeexpresszalod tenyészeteket: 4x1 liter 2xYT
taptalajhoz kanamicint, kléramfenikolt és 200 ml 20%-os gliikoz-oldatot adtam, az
inditotenyészetbdl inokuldltam, 37 °C-on razattam. 4 6ra utan IPTG-vel indukéltam a
fehérjeexpressziot, majd Gjabb 3,5-4 oras razatas kovetkezett. Ezek utan centrifugéléssal
(Hermle Z 383 K, 3000 RCE', 20 perc, +4 °C) iilepitettem a sejteket (a nedves
Ossztomeg ekkor rendszerint 10-20 g koriili), majd proteazinhibitorokat tartalmazé
tabletta (Complete, EDTA-free — Roche) A-moséval késziilt oldataval szuszpendaltam

és —80 °C-on taroltam.

3.2.2. Fehérjetisztitas

A célfehérjét tartalmazd mélyhiitott sejtszuszpenziot szobahdmérsékleten
felolvasztottam, és a sejteket ultrahanggal feltortem (SANYO MSE Soniprep 150;
2x2 perc, 23 kHz, amplitddé: 20 um, hités jégen). A sejttormeléket 60 percig

centrifugaltam, majd a feliilluszot ismét 60 percig centrifugaltam (Hermle Z 383 K,

15 A relative centrifugal force (relativ centrifugalis erd) angol kifejezés roviditésébdl, mely a centrifugalis
¢és a gravitacids gyorsulds aranyaval egyenld
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mindkét esetben 27 000 RCF, + 4 °C), ezutan a feliiltaszot 0,22 um-es sziirével (Millex)
szlirtem. A sziirlet tartalmazza a célfehérjét. Kovetkezének annyi A-mosdoldatot adtam
hozza, hogy a pH legalabb 6,5 legyen. A célfehérjét folyadékkromatografiaval
szeparaltam. Ehhez nagy teljesitményti FPLC berendezést (AKTApurifier, GE
Healthcare) és nikkelaffinitas-matrixot (Ni-NTA, Qiagen) hasznaltam.

Az FPLC (fast protein liquid chromatography, gyors fehérje-
folyadékkromatografia) 1ényegében egy nagy teljesitményt HPLC (high pressure liquid
chromatography; nagynyomasu folyadékkromatografia), melyet fehérjék preparativ
mennyiségben torténd tisztitdsara optimalizaltak. A késziilék két par beszivocsdvel
rendelkezik, amelyek lehet6évé teszik a felszivandd folyadékok kozti gyors valtast, és
két folyadék fokozatosan valtozo ardnyu keverését, ami koncentracidogradienses eluciot
tesz lehetové. A késziilék egy kétegységes pumpaval van felszerelve, ami egyenletes

folyadékaramot tesz lehetové. Tovabbi alkatrészek a nyomésdetektor, az ionerdsség €s

200+

100

1504

50

OD250 nm (MAU)

(% A/A)

L s L
0 100 200 300 400
Veiuens (ml)

srers

(kék) valtozasa a kromatografon atfolyt eluenstérfogat fiiggvényében.

Az abszorbanciat ezred-abszorbanciaegységben (mAU) mértem a bal oldali skala szerint, a

cyey

skala szerint. Sziirke satirozassal jeloltem a tartomanyt, ahol a tiszta fehérjét tartalmazo
frakciok jottek le az oszloprol.

pH-mér6, valamint egy UV-abszorpciomérd, amely 280 nm-nél detektal. Az

allofazison, majd a detektorokon athalado folyadék egy frakcidszeddbe keriil. Az egész
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rendszer szamitogéppel vezérelhetd, valamint eldre megirt kromatografids programot is
lehet rajta futtatni. A kromatografia soran a detektorok altal mért értékekrdl adatfdjl
késziil. A késziiléket, az eluenspuffereket ¢s a frakcidszeddt — elkeriilendd a fehérje
bomlasat — 4 °C-os hiitdben helyeztem el.

A mintegy 12 ml-nyi gyantaval toltott oszlopra felvittem a fehérjét tartalmazo
oldatot, majd annyi A-pufferrel mostam at az oszlopot, hogy a 280 nm-nél mért
abszorbancia 0,1 ald csokkenjen, igy eltavolitottam a nem specifikusan k&todo
komponenseket. Ezutan 0-t6]1 80 mM-ig ndvekvd imidazolgradienssel szoritottam le a
nikkelhez ko6tddd fehérjéket, végiil 200 mM imidazollal (tiszta B-mosdoldat) mostam az

oszlopot. A 9. abra a 280 nm-en mért abszorbancidt és az imidazolos mosé6folyadék
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10. abra. Egyes kromatografias frakciok futtatasa poli(akrilamid)-gélen.

A két sz€&Is6 savban a molekulastlyvonalzoként szolgald referenciat (molekulasulyuk kDa-
ban van megadva), jobbrdl a 2. savban az atesd oldatot, a 3. savban a gyengén kotddo
szennnyez6 fehérjéket, a tobbi savban a sziirke tartomanyon jeldlt frakciokat futtattam.

A kovetkezd 1épés a célfehérjét tartalmazd frakciok azonositdsa volt. A
kromatografia soran rogzitett abszorbancia-ido-fiiggvény alapjan kivalasztottam a
valdsziniisithetben a célfehérjét tartalmazd frakciokat, majd kis részletiiket
poli(akrilamid) gélen megfuttattam. A futtatishoz elére gyartott gélt (NuPAGE 4-12%

Bis-Tris Gel, Invitrogen) hasznaltam, a futtatast 100 mA &aramerdsség és 140V
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fesziiltség mellett végeztem egy fliggdleges elektroforézisrendszeren (Owl P8DS
System, Thermo Scientific). Futtatds utan Coomassie-kék festékkel hivtam eld a
fehérjét, és a mintakkal parhuzamosan futtatott, ismert molekulatomegli fehérjék
keverékébol all6  fehérjevonalzd (PageRuler, Fermentas) segitségével, relativ
molekulatdmeg alapjan azonositottam a célfehérjét ténylegesen tartalmazo frakcidkat
(10. abra). E frakciokat egyesitettem, ultrafiltralassal a kivant koncentraciora
toményitem. Ultrafiltralashoz beépitett magneses keverdvel ellatott nyomascellat
(Amicon 8200, Millipore) és regeneralt cellulozbol késziilt ultrafiltrald membrant
(Amicon YM3, Millipore; hatar-molekulatomeg: 3000 dalton) alkalmaztam, az
ultrafiltralashoz 3 bar nyomast hasznaltam, az egész procedurat + 4 °C-on és kevertetés
mellett végeztem. A kapott fehérjeoldatot, mely még tartalmazta a kromatografianal
hasznalt kisérdvegyiileteket (mindenekeldtt az imidazolt), a kisérletekhez megkivant
oldatkozegbe dializaltam. A dializishez regeneralt cellul6zbol késziilt dializismembrant
(ZelluTrans, Carl Roth; hatar-molekulatomeg: 8000—10 000 dalton) hasznaltam, mely
glicerines oldattal atitatva keriil forgalomba; ezt és a gyartds sordan bekeriild egyéb
anyagokat (pl. fémionok) a gyart6 altal eldirt mosooldattal tavolitottam el, majd alapos
vizes Oblités kovetkezett. Az el6készitett membranba toltott fehérjepreparatumot
tobbszori (8—10) oldatvaltassal dializaltam a kivant oldatkdzegbe (hdmérséklet: + 4 °C).
Ezt kovette egy koncentraciomérés, amelynek eredményét felhasznalva a dializalo
pufferrel a kivant értékre allitottam a fehérjekoncentraciot. Végiil a fehérjeoldatot 1 ml-
es részletekben folyékony nitrogénben villamgyorsan lefagyasztottam és — 80 °C-on

taroltam.

3.2.3. Spektrofotometrias koncentraciomeghatarozas

Koncentracido-meghatarozashoz spektrofotometrias abszorbanciamérést
hasznaltam. A referenciaoldat a mérendd anyagot kivéve mindenben egyezett a
mintdval; a meghatarozando6 oldatot ugy higitottam, hogy az abszorbancia 0,1-1,0 kdzé
essen, mivel ebben a tartomanyban a miiszer érzékenysége €s linearitasa is optimalis. A
méréseket egy lathatdé és UV-fényben miikkodo spektrofotométeren (Cary 4E UV-VIS
spectrophotometer, Varian) végeztem. A koncentracidoszdmitashoz felhasznalt

extinkcios egyiitthatokat az /. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat. Egyes anyagok extinkcios egyiitthatoi.

Az els6 oszlopban szerepel a mérési hullamhossz (A), a masodikban a vizes kozegre
érvényes dekadikus molaris extinkcios egyiitthato (€). Az ATP és a NADH abszorbanciéja
az irodalombdl vett adat. (Glynn és Chappell 1964; Sanders és mtsai 1997) A fehérjékre
vonatkoz6 értéket a benniik talalhato triptofan-, tirozin- és cisztin-csoportok szama alapjan
becsiiltem. (Edelhoch 1967; Gill és von Hippel 1989; Pace és mtsai 1995)

anyag A €

(nm) M- em™)
NADH 340 6220
ATP 259 15 400
vad tipusi PGK 280 22 062
N-jelolt PGK 280 14 440
N-domén PGK 280 11 460
C-jelolt PGK 280 15930
C-domén PGK 280 8480
GAPDH 280 31689

3.2.4. Doménkolcsonhatasok kinetikai vizsgalata

A doménkdlcsonhatasok vizsgalata soran az amiloidképzddést kézi keveréssel
inditottam: a pH = 2 HCl-oldatba dializalt PGK-preparatumhoz annyi NaCl-torzsoldatot
(cNnac1 = 4,2 M) adtam, hogy a NaCl végkoncentracioja 0,2 M legyen. A keverés utan a
17. perctdl a 4. napig meghatarozott iddpontokban fluoreszcenciaspektrumokat vettem
fel egy Edinburgh Analytical Instruments C-900 tipust luminométeren. A gerjesztés
295 nm-nél tortént 5 nm-es fényforrasoldali résszélességgel, a detektalas 300-400 nm
kozott 0,5 nm-es 1épésekben 1 nm-es detektoroldali résszélességgel. A fluorofor a
fehérjében taldlhatdo triptofan. A fluoreszcenciaspektrum-eltolodds kvantitativ
kiértékeléséhez 310-320 nm ¢és 360-370 nm kozotti  Osszintenzitasok hanyadosat

hasznaltam fel.
3.2.5. Aktivitasméreés

A PGK a glikolitikus és a gliikoneogenetikus utvonal katalizatoraként miikodik,

melyek soran a kovetkezé megfordithato reakciot katalizalja:

(3.1)  3-PG+ MgATP glitoneogeneh 1 3-BPG + MgADP

glikolizis
Az aktivitdas meghatarozasdhoz  valamely szubsztrat vagy termék
koncentraciovaltozasat kell mérni, ami célszerlien spektrofotometriaval torténik. Ennek

a reakcidnak azonban sem a szubsztratjai, sem a termékei nem rendelkeznek kelld
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mértékii abszorbancidval, igy egy segédreakciora van sziikség. A GAPDH a fenti

reakci6 egyik termékét az alabbi reverzibilis reakcioban alakitja tovabb:

3.2y 1,3-BPG+NADH «<——— GAP + NAD

A NADH-nak mar jelentds elnyelése van, igy a PGK aktivitasinak meghatirozasa
GAPDH segédenzim jelenlétében a NADH fogyasanak spektrofotometrids mérésén
keresztiil torténhet.

A kezdeti katalitikus sebesség a Michaelis—Menten-egyenlet szerint fligg a
szubsztratkoncentraciotol:

33) v=-mu L] Ls]
K, +[S]
A fliggvény két paramétere a maximalis kezdeti katalitikus sebesség (viax) €s a
Michaelis-konstans (K);, a maximalis kezdeti katalitikus sebesség felének elérésé¢hez
sziikséges szubsztratkoncentracid). Hasznalatos még a k.., paramétert (latszolagos vagy
Osszetett sebességi allando), mely a v,, és a teljes enzimkoncentracié hanyadosa,
vagyis a jelenlévé enzimkoncentraciora vonatkoztatva adja meg a maximalis kezdeti
katalitikus sebességet. A paraméterek meghatdrozasa torténhet grafikus uton, ehhez

célszeri a gorbe egyenletét linearizalni, aminek klasszikus modja a Lineweaver—Burk-,

mas néven duplareciprok-egyenlet:
1 K, 1

3.4

v IS] Ve Vo
Eszerint a kezdeti sebesség reciprokat a szubsztratkoncentracid reciprokanak
fliggvényében abrazolva a pontok egy egyenes mentén szérodnak, mely egyenes x- €s
y-tengelymetszete —1/Ky; és 1/v,4. A paraméterek grafikus meghatarozdsa ma mar
elavult, mert pontatlan és a transzformaci6 torzitja a hibat. Szamitégéppel lehetséges az
eredeti egyenlet kozvetlen nemlinearis illesztése. Az értékek duplareciprok
abrazolasaval viszont tovabbra is szemléltethetjik a Michaelis—Menten-kinetika
feltételeinek teljesiilését (/1. abra).

Az abrazolandd értékparok meghatarozasat ugy végeztem, hogy kiilonbozd
szubsztratkoncentracioknal megmértem a kezdeti katalitikus sebességet (v), vagyis
valamelyik szubsztrat vagy termék — esetiinkben a NADH — koncentraciovaltozasat

abszorbanciaméréssel. A kiivettaba (Rotilabo® egyszer hasznalatos UV ateresztd

poli(metil-metakrilat) kiivetta 1 cm fényuttal, Carl Roth) valamennyi Osszetevot
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11. abra. A kezdeti katalitikus sebesség hagyomanyos és dupla reciprok abrazolasa a
szubsztratkoncentracié fiiggvényében.

A baloldali abran néhany szubsztratkoncentracional felvett kezdeti katalitikus sebsességeket
abrazoltam (mindkettdt relativ egységekben). Az illesztett gorbe jol mutatja a fiiggvény
telitési jellegét. A jobb oldali abra ugyanezen értékparokat és illesztési gorbét mutatja
duplareciprok (Lineweaver—Burk-féle) abrazolasban. Ekkor a pontok egy egyenes mentén
szorodnak, mely adott esetben igazolja a Michaelis—Menten-kinetika érvényességi
feltételeinek teljesiilését.
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12. 4bra. A kezdeti katalitikus sebesség meghatarozasa.

A grafikonon feketével az abszorbanciat abrazoltam az id6 fiiggvényében. A mérendd
enzimminta hozzaadasa 1,25 percnél tortént, az elkeverés 0,15 percig tartott, az addig eltelt
id6 alatt mérés nem volt, a fekete vonal itt interpolacidval késziilt. Pirossal a keverés utani

szakaszra illesztett egyenest abrazoltam, amelynek meredeksége a kezdeti katalitikus

sebességgel aranyos.

bemértem a PGK kivételével, €és elinditottam az abszorbancia idéfiiggésének mérését
(A=340nm, Ar=1s). Ha fél perc alatt az abszorbanciavaltozds elhanyagolhatéan
csekély volt, akkor ki lehetett zarni a PGK-szennyezddés jelenlétét (ami adodhat példaul
a mérések kozott nem megfelelden tisztitott kiivettdbdl vagy a nem kellden tiszta

GAPDH-enzimpreparatumbodl). Miutan err6l meggy6zddtem, a fotométert egy pillanatra
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kinyitva gyors mozdulattal bekevertem a PGK-mintat (ez id6 alatt a mérés megszakad,
igy a miivelet kelld rutint és megfeleld keverdeszkozt kivan meg). Az abszorbancia—ido-
fliggvény gorbéje esésnek indult, a folyamat néhany masodperc alatt lecsengve elérte az
egyensulyt. Az esési gorbe elejére (ez azt a szakaszt jelenti, ahol a koncentracid
csokkenése linearis) egyenest illesztettem, ¢és ennek meredeksége (dimenzio:
abszorbancia / id6) adta a nyers adatot (/2. abra). A molaris abszorpcios egyiitthato
ismeretében az abszorbancidt atszdmoltam koncentraciora.

A mérési reakcioelegy Osszeallitdsakor tigyelni kellett arra, hogy a katalitikus
sebességet a PGK (és ne a GAPDH) aktivitdsa hatarozza meg. Ezt ugy lehetett
ellendrizni, hogy az els6 mérés sordn valamennyi komponenst telitési koncentracioban

mértem be, majd a masodik mérésnél egyediil a PGK koncentraciojat valtoztattam meg,

2. tablazat. Egy aktivitasmérés vazlatos jegyzokonyve.

A legfelso sorban talalhat6 a bemért oldatok elnevezése (a szubsztratok haromféle
higitasban), alatta az oldott anyagok torzsoldatbeli koncentracidja, majd az egyes
mérésekhez sziikkséges bemérési térfogatok.

3-PG ATP _

Oldat S| z| & £ x| o

tipusa x é< § x é< § é’ % % § 8 avti,sz%t:-

= = < bancia-

véltozas

(AA1

Konc. | 500 | 50 | 5 |500| 50 | 5 | 500 | 10 4 04| cm/

M| mM | mM | mM | mM | MM | mM | mM | mg/L uM min)

No. Bemérend§ térfogat (uL)

1 0 20 0 20 0 0 50 12 20 838 | 40
2 0 20 0 20 0 0 50 12 20 858 20
3 0 10 0 20 0 0 50 12 20 848 | 40
4 0 5 0 20 0 0 50 12 20 853 | 40
5 0 0 20 20 0 0 50 12 20 838 | 40
6 0 0 10 20 0 0 50 12 20 848 | 40
7 0 0 5 20 0 0 50 12 20 853 | 40
8 0 0 25 | 20 0 0 50 12 20 855.5 | 40
9 20 0 0 0 20 0 50 12 20 838 | 40
10 20 0 0 0 20 0 50 12 20 858 20
11 20 0 0 0 10 0 50 12 20 848 | 40
12 20 0 0 0 5 0 50 12 20 853 | 40
13 20 0 0 0 0 20 50 12 20 838 | 40
14 20 0 0 0 0 10 50 12 20 848 | 40
15 20 0 0 0 0 5 50 12 20 853 | 40
16 20 0 0 0 0 2.5 | 50 12 20 855.5 | 40
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méghozzé a felére. Ha az els6 esetben valdban telitve volt a PGK, akkor a masodikban a
kezdeti katalitikus sebességnek aranyosan a felére kellett csokkennie.

Ezutan mindkét szubsztratra elvégeztem a katalitikus allandok meghatarozasat

crcr

crer

telitésben tartottam. Késdbb a masik szubsztrattal ugyanigy jartam el. Egy
aktivitdsmérési  jegyzokonyv  vazlatdt a 2. tdblazat a tartalmazza. Az
abszorbanciavaltozasokat atszamoltam koncentraciovaltozasra, majd a duplareciprok
egyenlet szerint abrazoltam az adatokat a linearitds ellendrzésére, majd szamitogépes
illesztéssel (nemlinearis illesztés az eredeti adatparokra) megallapitottam az

enzimkinetikai paramétereket.

3.2.6. Fényszorasmérés

A dinamikus fényszoras mérését egy hazi épitésii késziiléken végeztem. A 2,0-
es pH-ji, 200 mM NaCl-ot tartalmazé minta fehérjekoncentracidja 40 uM volt. A mérés
komponensek relativ amplitadojat (ag;) a hidrodinamikai sugar fiiggvényében (R,), ami
a részecskékben tarolt fehérjetomeg eloszlasfiiggvényét mutatta. Ha az ag, értéket
osztottam a részecsketérfogattal és ezeket az értékeket dbrazoltam R, fliggvényében,

akkor a részecskeméret eloszlasfiiggvényét kaptam meg.
3.2.7. Cirkularis dikroizmus mérése

Az amiloidok azonositasdnak alapmodszere az optikai tulajdonsagok
kongo6vorossel vald festés hatasara tapasztalhato valtozasanak vizsgalata. Ennek pontos
meghatarozasa a cirkularis dikroizmus (CD) mérésével tortént. A mérémiiszer egy
JASCO 700 tipusi CD-spektrométer volt, a kiivettdban a fényut hossza 10 cm. A minta
acetatot (25 mM) ¢€s natrium-kloridot (190 mM) tartalmazott; pH-jat 4,6-re allitottam. A
CD-spektrum 300-650 nm-ig terjedt, a 1épéskdz 1 nm, a sdvszélesség 2 nm, a spektrum

felvételének sebessége 50 nm/perc volt.
3.2.8. Tioflavin-T fluoreszcenciavaltozasanak mérése

A tioflavin-T festék fluoreszcenciaintenzitasa amiloidok jelenlétében jelentosen
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megnd. Ennek kimutatdsahoz ThT-re nézve 20 uM-os, foszfatra 100 mM-os, NaCl-ra
nézve szintén 100 mM-os oldatot készitek, az oldat pH-jat 8,5-re allitom. Felveszem az
oldat emisszids spektrumat, majd a vizsgalni kivant oldatb6l akkora mennyiséget mérek
be, hogy keverés utan a fehérjekoncentracié (PGK-monomerre szamolva) 4 uM legyen.
Keverés utan ismét felveszem az emisszids spektrumot. A spektrum felvétele soran a
gerjesztést 450 nm-en végeztem 4 nm-es savszélességgel; az emisszidt 458—530 nm
kozott 1 nm-es 1épésekben 2 nm-es savszélességgel €s 2 nm/s sebességgel rogzitettem.
A fluoreszcencia-szinkép felvételéhez egy Fluorolog-3 (Horiba Jobin-Yvon) tipusu
spektrofluorimétert hasznaltam, mely fényforrasként xenonivlampat tartalmaz, s mind a

gerjesztési, mind az emisszids oldalon dupla monokromatorral rendelkezik.

3.2.9. Atalakulasi h6mérséklet meghatarozasa

A fehérjeminta hdstabilitdsat differencidl pasztazé kalorimetriaval (DSC)
elemeztem. A mérés MicroCal VP-DSC tipust miiszeren tortént. A PGK 10 uM-os
koncentracioban volt jelen egy 1 mM DTT, 1 mM EDTA ¢és 50 mM Tris tartalmu
oldatban. Allandé nyomason, a hémérséklet fiiggvényében detektaltam a hékapacitast
(Cp), a pasztazas sebessége oranként 60 °C volt. A C, vs. T fiiggvény maximumhelye

felel meg az atalakulasi hémérsékletnek (7)), mely jellemz6 az adott fehérjeszerkezetre.

3.2.10. A pH konformacios energiafelszinre gyakorolt hatasanak vizsgalata

A megndvekedett NaCl-koncentracié hatasat a savdenaturalt fehérjére a 2,0-7,0
pH-tartomanyon kivantam vizsgalni. Ahhoz, hogy a fehérjekonformécio-valtozasokat a
legrovidebb iddskalan is vizsgalni lehessen, az oldatkozeg megvaltoztatasat
pillanatszeriien kellett végrehajtanom, amire a kozvetlen keverés volt a legalkalmasabb.
Mivel a fehérje pufferkapacitasa a mérések soran alkalmazott
koncentraciotartomanyban jelentds, ezért a cél-pH bedllitasdhoz tizszeres térfogati
pufferelt sooldatokat hasznaltam. Pufferanyagként tobb-bdzisi savak anionjait
hasznaltam, melyek pufferkapacitasa lehetéleg minél nagyobb mértékben lefedi a 2,0—
7,0 pH-tartoményt. Erre idealisnak mutatkozott a foszforsav és a citromsav, melyek
disszociacios allandoi viszonylag egyenletesen lefedik a vizsgalt tartomanyt.

A konformacids energiafelszin vizsgalata soran az egyes konformacios
speciesek mennyiségi valtozasait fluoreszcenciaspektrumuk segitségével kovettem. A

vizsgalatokat ugy inditottam, hogy a kitekeredett fehérjét 120 uM-os koncentracidoban
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tartalmazd, steril, 2-es pH-ju s6savas oldatot az elére elkészitett, 2,0-7,0 pH-ju, steril
soOs citrat-foszfat pufferek valamelyikével kevertem 1: 10 ardnyban. A nagyobb pH-
ugrast szobahdmérsékleten a fehérje rosszul tiiri, ezért a kicsapodas elkeriilése
érdekében valamennyi keverést és mérést + 4 °C-on végeztem. A vizsgalatokat harom
id6intervallumra bontottam.

A legkorabbi folyamatokat stopped-flow keveréssel torténd inditds utan a
nativfluoreszcencia-intenzitds idofliggésével kovettem egy Applied Photophysics
PiStar-180 tipust, termosztatos mintatérrel rendelkezd luminométeren. A gerjesztést
295 nm-es hullamhosszon végeztem 5 nm-es fényforrasoldali résszélességgel. A
fluoreszcenciaintenzitas csekély volt, ezért egyfeldl — a szorodd gerjesztd fény
kivédésére beiktatott, 320 nm alatt vago szlird mellett — a fotoelektronsokszorozo teljes
érzékenységi spektruman detektaltam, masfeldl a jel-zaj-arany javitasdra mintanként
legaldbb 25 mérést végeztem. A méréseket 1 ms — 50 s idStartomanyban végeztem. A
mérési idétartam novelését korldtozza, hogy — a kézi keveréses méréssel kapott
spektrumokkal Osszevetve — két-harom perc utan jelentdsen torzultak a gorbék, amit
feltehetdleg az okoz, hogy a stopped-flow-keveré nyomas alatt tartott fecskenddibdl a
mintakamréaba szivarognak az oldatok. A méréseket pH 2,0-7,0 tartomanyon végeztem
fél pH-egységnyi lépésekben, Osszesen 11 pH-értéken.

A kovetkezd idétartomany 30-1800s kozott huzodik. A keverést kézzel
hajtottam végre, ¢és szintén a nativ fluoreszcencia intenzitdsanak 1dofiiggését
detektaltam. A mérést egy egyedi gyartast termosztatos mintatartoval felszerelt Horiba
Jobin-Yvon Fluorolog-3 tipusu fluoriméteren végeztem. A gerjesztés 295 nm-en tortént
0,25 nm fényforrasoldali résszélesség mellett, a detektalast 355 nm-en végeztem 12 nm
detektoroldali résszélesség mellett; a mérési pontok egy szekundumonként felvett és
egyszekundumos iddtartamokra vonatkoz6 intenzitasértékek. A méréseket pH 2,0-7,0
tartomanyon végeztem fél pH-egységnyi lépésekben, dsszesen 11 pH-értéken. E mérés
folytatasaként mértani sort kovetd idépontokban 2 napon keresztiil nativfluoreszcencia-
spektrumokat vettem fel ugyanezen a késziiléken. A gerjesztés 295 nm-en tortént 1 nm-
es savszélességgel; a detektalast 305—400 nm kozott végeztem 1 nm 1épésekkel 1 nm/s
sebességgel ¢és 1,5 nm-es savszélességgel.

A negyedik iddtartomany néhany perctdl 3 hétig terjedt. A minta itt is a

savdenaturalt fehérje ¢és valamelyik pufferelt sooldat ismert idépontban eldallitott
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keveréke volt. A mintat + 4 °C-on taroltam A mérés soran meghataroztam ThT-tartalmt
oldat spektrumat a minta hozz4adasa eldtt és utan. A 20 uM ThT-t tartalmazé pufferelt
oldatbol 2625 ul-t mértem be egy 3 ml-es kiivettaba, majd felvettem a
fluoreszcenciaspektrumat. Ezutan a mintdbol steril koriilmények kozott kimért 100 ul-
nyi részletet elkevertem a kiivettdban 1évé ThT-oldatban ¢és ismét felvettem a
fluoreszcenciaspektrumot. A méréseket a fentebb is emlitett Horiba Jobin Yvon
késziilékkel végeztem; a gerjesztés 450 nm-en tortént 4 nm-es spektrumszélességgel, a
detektalast 458530 nm kozott végeztem 2 nm-es savszélességgel, 1 nm-es 1épésekben
¢s 2nm/s sebességgel. A kiértékelés sordn a minta hozzdadasa eldtti és utani

spektrumok numerikus integraljainak aranyat vettem.

3.2.11. Elektronmikroszkopia

Az amiloidfibrillumok megjelenitésére elektronmikroszkopos felvételeket
készitettiink negativ kontrasztozds utan. A doménkolcsonhatasok vizsgalatakor az
amiloidtartalmu oldat egy cseppjét (50 ul) Formvar® (polivinil-formal) hartyaval bevont
rézgridre vittiik fel, és azonos térfogati 2%-o0s uranil-acetat kontrasztanyagot tartalmazo
oldattal (50%-0s metanolos-vizes oldatban) 15 percen &t inkubdltuk, majd az oldat
leitatasa utdn még tovabbi 15 percig széritottuk a mintat. Ezutdn a mintakat JEOL JEM-
100B transzmisszids elektronmikroszkopban vizsgaltuk. Az amiloid-dezintegracio és az
energiafelszin vizsgalatok sordn a mintdkat egy Hitachi 7100 tipust késziilékben

vizsgaltuk.
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4. Eredmények

4.1. Doménkolcsonhatasok befolyasa az amiloidképzodésre

A munkam elsé 1épéseként nativ fehérjékben megtaldlhatd foldingegységek
(domének) kolcsonhatdsainak amiloidképzddésre gyakorolt befolyasat kivantam
vizsgélni. Ehhez olyan vizsgalomoddszert kell hasznélni, amely alkalmas a lokalis
konforméacidvaltozasok kovetésére: ilyen modszer a triptofanfluoreszcencia 1d6
fliggvényében torténd valtozdsanak mérése. Masfeldl egy olyan modellfehérje-
rendszerre is sziilkség van, amely Osszekapcsolva és egymastdl szétvalasztva is
tartalmazza a doméneket. A fehérje kivalasztasanal az is fontos szempont volt, hogy az
izolalt domének Onalldan is képesek legyenek nativ-szerti konformacioba hajtogatodni.
(Pecorari és mtsai 1996)

A vizsgalathoz négy PGK-mutansbol allo6 rendszert hoztunk Ilétre, melynek

13. abra. A doménkolcsonhatasok vizsgalata soran hasznalt fehérjék szalagmodelljei.

A B-reddket nyilak, az a-hélixeket csavart szalagok, a rendezetlen szakaszokat vonalak
jelolik. A fluorofor triptofanok €s a vad tipus triptofanjait helyettesit6 fenilalaninok helyét
térkitoltd modell mutatja, elbbit pirossal, utdbbiakat zlddel és ibolyaval.
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valamennyi tagja egyetlen triptofant tartalmaz. A fehérjerendszer alkalmazhatosaganak
érdekében a triptofdnok helyét ugy valasztottuk meg, hogy az ne rontsa a fehérje
stabilitasat. (Szpikowska és mtsai 1994; Cheung és Mas 1996; Szpikowska ¢és Mas
1996) A négytagh rendszer két fehérjeparra oszthatd, melyek koziil az egyik az egy
triptofant tartalmazo izoldlt domén, a masik a teljes fehérje, mely szintén egyetlen
triptofant tartalmaz, méghozzad a doménnel megegyezd helyen. A doméneket a 185.
aminosav utan valasztottuk el. A triptofan fluoreszcenciaspektruma akkor arulja el a
legtobbet az amiloidképzddést kisérd szerkezetvaltozasokrol, ha a triptofan a doménbe
agyazva helyezkedik el. A vad tipusu fehérje két triptofant tartalmaz: egy felszinhez
kozelebbit (W308) és egy beagyazottabbat (W333); mindkettd a C-doménben talalhato.
A mérés szempontjabol az az idedlis, ha fehérjénként csak egyetlen triptofan van.
Témavezetdom a 308-as helyen 1évo triptofant fenilalaninnal helyettesitette, igy a C-
doménen jelolt teljes fehérje és az izolalt C-domén is a 333 helyen hordozza a
fluorofort. Mivel az N-doménben nincs triptofan, ezért ennek jeloléséhez a 122
pozicioban 1évo tirozint helyettesiti triptofan. Az N-doménen jelolt teljes fehérjén emel-
lett fenilalanin helyettesiti a vad tipus mindkét triptofanjat (3. tablazat). A fehérjéhez
toldott hisztidin-szakaszt, amely az affinitdskromatografias tisztitashoz sziikséges, a
kifejezés utan nem tavolitottam el. A /3. abra logikus elrendezésben mutatja a négy
fehérjemutans szalagmodelljét; az eredmények grafikus bemutatasakor a késdbbiekben

is ezt az elrendezést hasznalom. A triptofanok helyét piros szinnel jeloltem.

3. tablazat. A Kkisérletben hasznalt PGK-mutansok szekvencidjanak 6sszehasonlitasa a
vad tipustéval.

Az elso sor a kifejezett fehérjeszakaszt mutatja a vad tipusut PGK szadmozasa szerint, a
tovabbiak pedig a 122-es, 308-as és 333-as pozicidan elhelyezked6 aminosavakat.

vad PGK N-jelolt PGK N-domén C-jelolt PGK C-domén

1-415 1-415 1-185 1-415 186-415
Y122 w122 W122 Y122 —
W308 F308 — F308 F308
W333 F333 - W333 W333
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14. abra. Elektronmikroszképos felvételek a PGK-mutiansokbol képzett amiloidokrél.

A felvételek az amiloidképzddés meginditasat kovetd negyedik napon késziiltek 2%-os
uranil-acetatos kontrasztozas utan. (A képek Jackel Marta kozremikddésével késziiltek).

fluoreszcencia (rel. egys.)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400
hullamhossz (nm)

15. abra. A vad tipusi PGK kiilonféle allapotaiban felvett fluoeszcenciaspektruma.

A nativ fehérje spektrumat ibolya, a savdenaturalt allapot spektrumat fekete vonal mutatja.
Az amiloidképzdédés meginditasa utan 17 perccel, 3 oraval és 4 nappal felvett spektrumokat
rendre voros, zold és kék vonalak mutatjak. A gerjesztés 295 nm-nél tortént,
fehérjekoncentracio 40 = 4 uM.

Az amiloidok képzddését az eredetileg a vad tipusu fehérjéhez kidolgozott
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modszerrel kivantam elérni: pH = 2 sésavas oldatban kitekert fehérjeoldathoz 200 mM

NaCl-ot adtam hozza. A kisérleteket szobahOmérsékleten végeztem. Az amiloidok
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16. abra. (A, balra) A Kkiértékelésnél hasznalt fluoreszcenciaarany (R(z)) szarmaztatasa
a vad tipusi PGK nativ spektrumabél.

A fluoreszcenciaarany a 310-320 nm (A) és 360-370 nm kozotti (B)
fluoreszcenciaintenzitasok integraljainak hanyadosa.

(B, jobbra) A fluoreszcenciaarany idébeni valtozasa a vad tipusi PGK esetében.

A fiiggvény a 17. perctdl a 4. napig felvett spektrumok alapjan szamitott értékeket, illetve
azok illesztégdrbétdl szamitott eltérését mutatja.

jelenlétét négy nap utan elektronmikroszkdppal ellendriztem. Az amiloidok valamennyi
fehérjemutansbol kialakultak, megjelenésiik hasonl6 a vad tipusu fehérjénél tapasztalttal
(14. abra). A PGK-mutansok fluoreszcenciaspektrumainak valtozasat négy napig
kovettiik. Szemléltetésképpen bemutatom a vad tipusit PGK fluoreszcenciaspektrumat
17 perc, 3 ora €s 4 nap eltelte utan (15. abra), illetve dsszehasonlitds végett a nativ és a
savval denatural fehérje szinképét is. Lathatd, hogy nativ fehérjeszerkezetre jellemzé
spektrum maximuma a sav hatdsara bekovetkezd denaturacidval tobb mint 20 nm-rel a
hosszabb hulldamhosszak fel¢ tolodott. A NaCl hozzaadidsa utan megindul az
amiloidképzddés, ennek kovetkeztében a szinkép fokozatosan a rovidebb
hulldmhosszak felé mozdult el. A fluoreszcenciaintenzitast napokon at kovetni nehéz,
mivel problémat okoz tobbek kozott a fluorofor égése, a gerjesztd fény intenzitdsdnak
ingadozasa stb., ezért inkabb a szinképgorbe alakjanak valtozasat analizaltam, amit az

emlitett zavar6 tényezok sokkal kevésbé befolyasolnak. Az  eltolodas

52



szamszerisitéséhez a gorbe 310-320 nm illetve a 360-370 nm ko6zotti numerikus

integraljainak (vagyis az e tartomanyokban mért intenzitasok dsszegének) aranyat (R(?))
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17. abra. A négy PGK-mutans spektrumanak valtozasa az amiloid kialakulasa soran.
Az amiloidképzddés elinditasa utan 17 perccel, 3 6raval és 4 nappal felvett

fluoreszcenciaspektrumokat rendre vords, zold és kék vonallal jeldltem.

hasznaltam (16. abra, A). Ezek a tartomanyok a folyamat teljes id6tartama alatt a gérbe
meredek részén helyezkednek el, igy a gorbe alatti teriiletek szdmértéke érzékenyen
mutatja a spektrumeltolodas mértékét. Az aranyszdmokat az i1d0 fliggvényében
abrazolva szemléletess¢ tehetd az  amiloidképzddés  eldrehaladtat  kisérd
fluoreszcenciavaltozas, amit a vad tipusu fehérje esetében a [6. dbra B részén
szemléltetek.

A 17. abra a négy mutéans fluoreszcenciaspektrumat mutatja 17 perccel, 3 oraval
¢s 4 nappal az amiloidképzddés meginditasa utan. Lathatd, hogy az izolalt N-domén
esetében a spektrum nem valtozik jelentdsen, mig a tobbi mutans (izolalt C-domén, N-
¢s C-doménen jelolt teljes fehérje) a vad tipust fehérjénél megismert kék iranya

eltolodast mutatja. A mutans PGK-k spektrumeltolodasat az id6 fiiggvényében mutatd
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grafikonok a /8. dbran lathatok. Amint azt mar a spektrumoknal is lattuk, az izolalt N-

domén nem mutat eltolodést, mig a masik harom fehérje kék iranyu eltolédast mutat a
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18. dbra. A négy PGK-mutans fluoreszcenciaaranyanak valtozasa az amiloidképzédés
soran. A fluoreszcenciaaranyok szamitasahoz felvett fluorszcenciaspektrumok gerjesztését
295 nm-nél végeztiikk. A fehérjekoncentracié 80 + 4 uM. A folytonos vonal a koagulacios
egyenlettel val6 illesztés eredményét mutatja.

10° és 5-10* s kozotti id6tartomanyban. Az izolalt C-domén és a C-doménen jeldlt
fehérjék esetében ezutan nem tortént tovabbi valtozas, mig az N-doménen jeldlt PGK-
nal valamelyes csokkenés kovetkezett be, azonban ez viszonylag kis mértékii és zajos
volt ahhoz, hogy a kinetikat leir6 modell megalkotasakor figyelembe vegyiik. Az izolalt
N- és C-domén fluoreszcenciavaltozasa erdsen eltér egymastol, de jelentds az eltérés az

egyes izolalt domének és az azonos helyen jelolt teljes fehérjék kozott is. Az N- és C-
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doménen jelolt teljes fehérjék triptofanfluoreszcencidja viszont a triptofdnok
kornyezetének hasonl6 valtozasrdl tantiskodik.

Kinetikai modell. A fluoreszcenciavaltozas-gorbéket (az értékelhetd
valtozast nem mutatd6 N-domén esetét kivéve) a Smoluchowski-féle koaguléacids
egyenletbdl levezethetd, méretfiiggetlen sebességi allandokat hasznald egyenlettel
illesztettiik, melynek a bevezetOben mar emlitett egyenlete:

i-1
(1.14) ni(t)=n1(0)‘L)m
(1+1/1)
ahol 7n;(0) az ekkor még teljes egészében monomerforméban 1évé fehérje kezdeti
(bemérési) koncentracioja, n,(f) az i monomerbdl all6 aggregatum koncentracidja a ¢
idopillanatban, 7. pedig a koagulacids idéallando.

A késobbiekben nem a koncentraciora, hanem az i-merekben 1évo
fehérjemonomerek teljes fehérjekoncentraciora vetitett hanyadara lesz sziikségiink:
n() ()"

n,(0) B (1 + t/tc)i+1 '

Hogy a képletet az alabbi levezetésekben konnyebb legyen kezelni, vezessiink be egy o

@y f(1)=

paramétert, melynek jelentése:

(¢/t.)

@y o= (1+2/2)

illetve ebbdl:

N (¢/1,) 1

@3 (i) (1+2/2)
valamint:

1 (/1) 1
@ 5 oi=ls (e11,)  (e11)

Eszerint atirva a fenti képletet:

(r12)" 1 Lo () (1-a) (l _1). o

s f(1)= (et )" (o) (18) (1eere)

Az aggregacio ¢és az azt kisérd fluoreszcenciavaltozas kapcsolata nem ismert, de jo
egybeesést tapasztalunk a mérésekkel, ha feltételezziik, hogy egy kritikus

monomerszam (m) folott egy 1épésben valtozik meg a spektrum. Ennek matematikai
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leirasahoz ki kell fejezniink ((4.6) - (4.26) egyenletek) a ¢ id6pillanatban legfeljebb m
monomerbdl  4ll6  aggregdtumokban  1évé  fehérjék  monomerre  vetitett
az 1-t6l m-ig terjedd6 PGK-bol allo aggregatumok monomerszamanak €s hanyadanak
szorzata:
@6 f,(t)= )i f(t).

i=1
Helyettesitsiik be a hanyadra fentebb megadott (4.5) képletet:

m 1 )
@n  f,(0)=Di(l-a) (— - 1)- al.

o

i=1

Emeljiik ki az 6sszegbdl a futdindexet (i) nem tartalmazo tényezoket:

m

48 f,(t)=(1-a) (é - 1)- Ei- a'.

i=1
A képletben egy m elemii sulyozott mértani sor 0sszege szerepel. A sulyozéas nélkiili

mértani sor 0sszegét az alabbi mdédon hozhatjuk egyszeriibb formara:

m-1 m

m
4.9) Eai =a+a’+a’+.+a" " +a
i=1

m
@4.10) a zai =a’+a’+at+. . +a"+a™!
i=1

@iy (1-a) iai = iaf —a iai o
' i i=1

=1 i=1

,' o — am+1

o =

UL

4.12
(4.12) I«

1

Hasonlé moédszerrel a sulyozott mértani sor dsszegét is egyszeriibb alakra lehet hozni:
m

(4.13) Ei' a' =a+2a’+3a’ +..+(m-1)a"" + ma
i=1

m

@414 a Ei- a =a’+2a’ +3a* + ..+ (m-1)a” + ma™"
i=1

m
@15 (l-a) Yia =Yiao -o Ez- a'=a+a’+a’+..+a" —ma™

1 i=l1

WL
e

1

i m+l

a —ma

i

I
(\Y%E

@16) (l-a) Yia

-

1
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m

m

@17 Yiral ==

i=1

az_mam+1
1
-«

Ebbe helyettesitsiik be a mértani sor 6sszegének egyszeriibb alakjat (4.12):

i a-a""
. 1l-«
4.18) iral =
> -

i=1
Ennek az egyszertisitett alaknak a segitségével atirhatjuk a (4.8) egyenletet:

m+l

oa-o

1 71_(1 -ma
@19 £, (1)=(1-a) (;—1)- -

m+1

Hozzuk egyszeriibb alakra:

@20) f (1)= (l _ 1). (ﬂ _ moc’”“)

a-— am+1 _ (1 _ a) mam+l

@22) f,(t

04

£u(0)
@23 f.(t)=1-a" -(1-a) ma"
@24) f,(1)=1-a" -ma" +a ma"
@25 f (1)=1-(m+1) a" + ma™"'
Végiil helyettesitsiik vissza o értékét (4.2):

1+1t/t, 1+1t/t,

ahol tehat f,(r) a legfeljebb m monomerbdl 4ll6 amiloidokban 1évd fehérjék Ossz-
fehérjemennyiségre vetitett ardnya a f.-vel jellemezhetd sebességli amiloidképzddés
meginduladsa utan ¢ idovel.

A kinetika leirasdhoz a 310-320nm (A4 tartomany) és 360-370 nm (B
tartomany) kozotti fluoreszcenciaaranyt hasznaltam fel. A fluoreszcenciaarany a ¢
iddpillanatban a kovetkez6képpen adhaté meg:

Fuld) @4, +(1- £, (1) @,
Fu0) @50+ (1= £,(0)) @5

Ez a képlet is arra a feltételezésre épiil, hogy az aggregatumok fluoreszcenciaspektruma

@27 R(1)=
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egy adott kritikus monomerszam (m) felett ugrasszertien tér el a legfeljebb m monomert
tartalmazd aggregatumokétol (ideértve természetesen a monomer fehérjét is). A
szamlaloban az A4 tartomany fluoreszcencidja szerepel, mely a kritikus monomerszam
alatti fehérjefrakciod (f,,(¢)) és az A tartoméanyban a kritikus monomerszam alatt érvényes
fluoreszcencia-hatasfok (d,) szorzatanak, illetve a kritikus monomerszam f{6l6tti
frakcido (1- f.(¢)) és az A tartomdnyban a kritikus monomerszam folott érvényes
fluoreszcencia-hatasfok (d,.) szorzatdnak Osszege. A nevezdben a B tartomany
fluoreszcencidja szerepel, mely az eldbbihez hasonléan a kritikus monomerszam alatti
fehérjefrakcid (f,,(f)) és a B tartomanyban a kritikus monomerszam alatt érvényes
fluoreszcencia-hatasfok (®p() szorzatanak, illetve a krittkus monomerszdm folotti
frakcio (1- f.(f)) és a B tartomanyban a kritikus monomerszam folott érvényes
fluoreszcencia-hatasfok (®z.) szorzatdnak 6sszegébdl adodik.

Alakitsuk at a képletet ugy, hogy abban a csak kritikus monomerszam alatti
asszociatumokra jellemzdé R, intenzitasarany ¢és a csak kritikus monomerszam folotti
asszocidtumokra jellemzd R. intenzitdsarany szerepeljen:

®
(4.28) R, = q)—“), ebbdl @, ) =R, D,

B0

B,»*

()
429) R, =—2= amib8l ®, =R -
(D B

B,
Helyettesitsiink be ezeket a (4.27) egyenletbe:
Fult) Ry @y + (1= £, (1)) R Dy,
fm(t) (I)B,O + (1 - fm(t)) (I)B,OO

A tovabbalakitashoz vezessiink be egy [ paramétert, mely kritikus monomerszam alatt

“.30) R(1) =

¢s folott érvényes B tartomanybeli intenzitasok aranya:

(I)B 0
431 =&
@3n  p=7

,azaz Oy = O, ,

B,x
Végezziik el ismét a behelyettesitést és egyszerlsitsiink ®p_-nel:
fm(t) RO. ﬁ (I)B,oo +(1 - fm(t)) Roo. (I)B,oo
fm(t) ﬁ (I)B,oo + (1 - fm(t)) (I)B,oo
fm(t) RO. ﬁ+ (l - fm(t)) ROO
Fult) B+(1-1,(1))

Atrendezéssel hozzuk egyszeriibb alakra:

4.32) R(1)=

@33 R(1)=
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R, -(R.-BR) f,(1)
1-(1-B)- £,(1)

“.34) R(1)=

4. tablazat. A koagulaciés idéallandé (¢.) és a kritikus monomerszam (m) valtozasa a
vad tipusi és a mutans PGK-k amiloidképzése soran.

A paramétereket a (4.35) egyenletnek a /6. (B) abran (vad tipus) és a 8. dbran (mutansok,
kivéve az N-domént) lathaté fluoreszcenciaarany-gorbékre torténd illesztésével kaptam.

paraméter vad tipusut PGK  N-jelolt PGK  C-jeldlt PGK C-domén

t.(10° 5) 13,4+6 6,4+2,5 7,0 £22 8,6 + 3,0
m 1,5+0,7 2,1+0,8 2,7+0,8 56+1,8

f(t) értékét fentebb kifejeztiikk (4.26), behelyettesitve a fenti képletbe megkapjuk a
mindenkori fluoreszcenciaarany fiiggését a kritikus monomerszamtol (m) és a

koagulacios id6allandotol (z.):

R,-(R,-B R, 1—(m+1)-(<1+t/tc) 1+1/t,)

A Mathematica (Wolfram Research, USA) szoftver segitségével elvégeztem az

435 R(1)=
1-(1=p) | 1=(m+1)-

intenzitasardny—id6-gorbek illesztését. Az illesztés sordn a kritikus monomerszamra (m)
¢s a koagulacios iddallandora (7.) kapott értékeket a 4. tablazat foglalja 0Ossze.
Megallapithato, hogy a fenti feltevés esetén a fluoreszcenciavaltozas mar a folyamat
elején, két monomer Osszekapcsoloddsakor bekovetkezik a vad tipus és a teljes
mutansok esetében is, mig a C-doménen ez valamivel késébb torténik. A koagulacios
iddéallandokban az eltérés nem ilyen jelentds: a vad tipusnal valamivel hosszabb. mint a

mutansoknal.

4.2. Nativ szerkezet helyreallitasa amiloidbol
4.2.1. Az amiloid kialakulasa

A sosavval denaturalt fehérjéhez adott NaCl hatasara a PGK csiramentes

koriilmények kozott hét nap alatt amiloidda alakult. Az amiloidfibrillumok 1étrejottét
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transzmisszios elektronmikroszkopos felvétel, kongovords festés utan felvett CD-
spektrumok ¢és a tioflavin-T hozzdadasa utdn késziilt fluoreszcenciaspektrumok is
igazoljak. Az wuranilos negativ festés utdn késziilt elektronmikroszkopos képen
(19. abra) 6,3 1,7 nm atmérdju fibrillumok lathatok, ami megegyezik a korabban
tapasztaltakkal. (Damaschun és mtsai 2000; Osvath és mtsai 2006b) Ugyanilyen
modszerrel késziiltek elektronmikroszkopos felvételek a nativ és a savban denaturalt
PGK-r1dl is, ahol a fibrillumok teljesen hidnyoztak. A NaCl-os—so6savas kozegben tarolt
fehérje hét nap utan kongovords festéket tartalmazd oldatban az amiloidokra jellemzd
negativ dikroizmust mutatott 500 és 550 nm kozott. (Khurana és mtsai 2001) A
kongdovords Onmagaban vagy nativ fehérje jelenlétében nem mutatott jelentds

dikroizmust  (20. abra, A). Ugyancsak az  amiloidokra  jellemzd

19. abra. Az amiloidok elektronmikroszkopos képen.

A felvétel 2%-os uranil-acetatos kontrasztozas utan késziilt az amiloidképz6dés meginditasa
utan 5 nappal. Az amiloidrostok vastagsaga 6,3 + 1,7 nm.

60



I
|
)
|

7]
5 2 o &5 amiloiddal
o amiloid nélkal Gf
< 0 D -4
= =
8-2 .g -3
5 <
] [}
2-4 9-2
af! ] amiloid nélkil
O -6 amiloiddal §-1— L
=
'8 T T T T T T 1 0 T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 450 460 470 480 490 500 510 520 53
hullamhossz (nm) hulldamhossz (nm)

20. abra. Az amiloidok jelenlétének spektroszkopiai igazolasa.

(A, balra) 30 uM CR-oldat CD-spektruma az amiloid hozzaadasa el6tt (fekete) €s utan
(kék). A masodik esetben a fehérjekoncentracid 1 uM. (B, jobbra) 20 uM ThT-oldat
fluoreszcenciaspektruma az amiloid hozzaadasa el6tt (fekete) és utan (kék). A masodik
esetben a fehérjekoncentracio 4 uM.

fluoreszcenciaspektrum-valtozast mutatott a sdval és savval kezelt fehérje tioflavin-T

festéket tartalmazo oldatban (20. dbra, B). A fehérj¢k amiloiddd aggregalodasanak

hatasfokat dinamikus fényszorassal allapitottam meg, mely szerint hét nap utdn a

fehérjék 99,65 + 0,1%-a amiloid forméban volt jelen, az atlagos monomerszam pedig

194 + 70 volt részecskénként (21. abra).

0.03+ 0.1+
A 0.08- ﬂ
0.02- 1 : B
1 £0.06 1
s p 1 X !
© f > '
~0.04 '
0.01 ; £ } :
j 0.021
0 T T 1 0 j T T 1
1 10 100 1000 1 10 100 1000
hidrodinamikai sugar (nm) hidrodinamikai sugar (nm)

21. abra. Az amiloidot tartalmazo minta részecskeméret-eloszlasa.

(A, balra) Az adott részecsketipusban tarolt fehérjetomeg (melyet a szort elektromos
térerdsség autokorrelacios komponenseinek amplitudodja (ag,;) ad meg) a hidrodinamikai
sugar (R)) fiiggvényében. (B, jobbra) A részecskék méreteloszlasa (a részecskeszamot a

részecsketomeg és a térfogat hanyadosaként kapjuk).
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22. abra. A Kkiindulasi és visszanyert PGK enzimaktivitasa.

(A, balra) A kiindulasi (fekete) és a visszanyert (kék) fehérje kezdeti katalitikus
sebességének (v) reciproka az ATP-koncentracid reciprokanak fiiggvényében. (B, jobbra) A
kiindulasi (fekete) és a visszanyert (kék) fehérje kezdeti katalitikus sebességének (v)
reciproka az 3-PG-koncentracio reciprokanak fiiggvényében.

4.2.2. A nativ szerkezet helyreallitasa

A nativ fehérje helyreallitasat két 1épésben végeztem. Elséként egy ¢éjszakan at
dializaltam a PGK-amiloidot sémentes pH 2-es sosavoldatban, aminek hatdsara az
amiloidfibrillumok szétestek denaturalt fehérjemonomerekre. Amiloidot sem

elektronmikroszkopos felvételekkel, sem kongovords-CD-vel, sem tioflavin-T

16
14

eredeti nativ fehérje

— —
3D 00 O N
| | | |

(kcal/mol/°C

amiloidbdl
visszanyert fehérje

-2 | T | |
45 50 55 60 65

Hoémérséklet (°C)

23. abra. A kiindulasi (fekete) és a visszanyert (kék) PGK hdstabilitasa.

A grafikon az izobar hokapacitast (Cp) mutatja a homérséklet fliiggvényében. A fiiggvény
maximumhelye felel meg az atalakulasi hdmérsékletnek, a gorbe alatti teriilet pedig az adott

cyey
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5. tablazat. A kiindulasi és a visszanyert PGK enzimaktivitasi és szerkezetstabilitasi
paraméterei.

Az els6 két sorban az ATP-re és 3-PG-re vonatkozo Michaelis-allandok (Kj,), a harmadik
sorban a latszolagos sebességi allandok (k..,) szerepelnek. A negyedik sorban a
hédenaturacidhoz kapcsolodo atalakulasi homérsékletek (7,) lathatok.

paraméter nativ PGK visszanyert PGK
Ky (UM ATP) 81+ 17 82 +23
Ky (uM 3-PG) 76+5 66 +7
e (”—k) 135 +23 80+ 9
§* Npgg
T, (°C) 55,3+0,2 55,5+0,2

fluoreszcencia segitségével nem lehetett kimutatni. Ezutan a savdenaturalt fehérjemintat
50 mM Tris-szel pufferelt pH 7,5-6s oldattal higitottam. A funkciéo helyreallasat
aktivitisméréssel vizsgaltam. A kezdeti katalitikus sebesség fiiggését az egyes
szubsztratok koncentracidjatol duplareciprokos éabrazolassal az 22. dbra mutatja. A
pontok az alkalmazott szubsztratkoncentricio-tartomanyban egy egyenes mentén
szorddnak, vagyis érvényesiil a Michaelis—Menten-kinetika. A Michaelis-konstanst és a
latszolagos sebességi allandot a Michaelis—Menten-egyenlet nem linearis illesztésével
hatdroztam meg (5. tablazat). A K), mutatja a nativ és a visszanyert fehérje biologiai
egyenértékiiségét, k., értéke a visszanyert enzimhéanyadrdl ad informacidt. A nativ és a
visszanyert fehérje Kj, értéke mindkét szubsztrat esetében a mérési hibahataron beliil
megegyezik. A visszanyert fehérje k., értéke mintegy 60%-a a kiindulési értéknek. Az
eredeti nativ térszerkezet és a visszanyert fehérje szerkezetének azonossagat a
hédenaturacids atalakulasi hémérsékletek 6sszehasonlitdsaval ellendriztem differencial
pasztazd kaloriméter segitségével. Az atalakulasi hdmérséklet a nativ €s a visszanyert
fehérje esetében mérési hiban beliil azonos (23. dbra).

Lényeges, hogy ha a savas dializist kihagyva rogton a pH 7,5 Tris pufferbe
vittiik az amiloidot, akkor a visszaalakulas gyakorlatilag nem ment végbe. Még napok
utan is csak a kezdeti aktivitds 2%-anal is kevesebb értéket tudtam csak kimutatni. A
diszaggregacio tehat elofeltétele a nativ szerkezet amiloidbol torténd visszaalakulasanak

¢s a funkcioképesség visszaszerzésének.
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4.3. A pH hatasa a konformacios energiafelszinre

A sterilre sziirt, pH =2 sésavoldatba dializalt vad tipusat PGK-t a puffersor
magasabb pH-ju tagjaival keverve szobahdn kicsapodast észleltem. Ha a keverést
+4 °C-on hajtottam végre, akkor opalosodast nem tapasztaltam, és centrifugalas
hatdsara nem képzodott tliledék. A puffer pH-eltoloddsa a savdenaturalt fehérjét
tartalmaz6 oldat hozzdadéasa utan valamennyi pH-n elhanyagolhatd, mérési hiban beliili

mértéki volt.

4.3.1. Triptofanfluoreszcencia-valtozas a korai folyamatok soran

A stopped-flow mérések soran pH 2—7 kozott fél pH-egységenként vettem fel a
fuoreszcenciaintenzitas-gorbéket 50 s ideig, mintankét 25 mérést atlagoltam, a kapott
gorbéket a 24. abra mutatja. A gorbék minden esetben ndvekvd fluoreszcenciat
mutatnak, ami a hiperfluoreszcens koztitermék (,,olvadt gombodc™) kialakulasat jelzi
valamennyi pH-értéken.

Kinetikai modell. Az 50 s-ig zajlo folyamatok kvantifikalasara allitsunk
fel egy modellt, mely feltételezi, hogy a kitekert fehérje (melynek
fluoreszcenciaintenzitasa @y) egy egyeldre kdzelebbrél meg nem hatarozott kinetikéaval
intermedierré (mas néven ,,olvadt gomboc”, melynek fluoreszcenciaintenzitasa @)
alakul, ami aztdn szintén tovabb alakul egy potenciadlgat atlépésével a végleges
szerkezetté (fluoreszcenciaintenzitisa ®r). A végleges szerkezetnek a fehérje teljes
mennyiségére vonatkoztatott hanyadat (f(¢)) megkapjuk, ha a teljes fehérjemennyiséget
(1) kisebbitjiik a kezdeti kitekert allapot (U(#)) és az intermedier hanyadaval (1(¢)):

@36) F(t)=1-1(r)-U()

Tudjuk tovabba, hogy az intermedierek mennyiségének idébeli megvaltozasa (dI(¢)/dr)
egyenld a kitekert fehérje fogyasi sebességének (ez a negativ keletkezési sebesség
ellentettje: dU(¢)/dt = U'(t)) és az intermedier tovabbalakuldsi sebességének (ami egy
egyszeri monomolekularis reakcié: & - I(¢)) kiilonbségével:

4.37) d;—(tt) =-U'(t)-k I(1)

Atrendezve:
(4.38) d;—(:) +k 1(t) = -U'(¢)

Ez egy els6 rendii inhomogén differencialegyenlet, aminek altaldnos alakja:
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24. abra. A PGK korai konformaciovaltozasait Kiséro fluoreszcenciaintenzitas-
valtozas.

A savval denaturalt vad PGK-t tizszeres térfogatu citrat—foszfat-pufferbe kevertem stopped-
flow késziilék segitségével kozvetleniil a mintatérben. A fluoreszcenciaspektrumok
felvétele soran a gerjesztés 295 nm-en 5 nm résszélességgel tortént, dektektalaskor a
320 nm folotti teljes kibocsatast mértem 50 s-ig. Bekeverés utani fehérjekoncentracio:

4 uM. A kezdeti zaj a kever6gép okozta mitermék.

(4.39) % +k(x)- f(x) = g(x)

melyben x a fliggetlen valtozo, f(x) és g(x) adott x argumentumu fliggvények, df(x)/dx az
flx) fliggvény x szerinti elsO derivaltja, végiil A(x) x-tdl fliggd egyiitthatod. Ezen altalanos
alak megoldésa:'®

)= fefk(x)dx- g(x)dx +C

k(x)dx

“.40)  f(x

Esetiinkben x helyett ¢, fix) helyett I(¢), g(x) helyett —U'(¢), végiil k(x) helyett k(¢)
szerepelne, azonban k iddben nem valtozik, azaz t-nek konstans fiiggvénye, integralja:
@41)  [k(t)dt =kt+C

esetiinkben C = 0, mivel #0) =0, igy

@42)  [k(r)dt =kt

Helyettesitsiik be a fenti értékeket az altalanos megoldasba:

1 Lasd példaul: http://www.sosmath.com/tables/diffeq/diffeq.html
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t

Je - (-U(1))dr+C

@.43) I(t) ="

ki
e t

Az integralkifejezésbol emeljiink ki —1-et:

C- [ v(r)ar
@44) (1) = 0

ki
e t

A képletben szereplé U(r) fliggvényt egyelére nem hataroztuk meg, de célszera
megszabadulni az integralképletben 1évd derivaltjatol. Ezt megtehetjiik parcialis

integralassal,'” melynek altalanos szabalya:

b b
b
(4.45) ff(x) g'(x)dx = [f(x) g(x)]a - ff'(x)- g(x)dx
Ebben a szogletes zarojel a kovetkezd miiveletet jelenti:

@a6) [f(x) ¢(x)] = £(b) (b) - £(a) g(a)

Esetiinkben f{x)-nek €, f(x)-nek ke", g(x)-nek U(r), végiil g'(x)-nek U'(7) felel meg.

Ennek megfelelden végezziik el a parcialis integraldst:

1

- fkek’- U(t)dt

t

C -|[e" u(r)]

0

@47 (1) =

“48) (1) = 0

k-t kiemelhetjiik az integralkifejezésbol:

C [ U] + [ o U(t)ar

ki
e 1

“49) (1) =

Oldjuk fel a szogletes zardjelet:

C - (e" U(r)-e**- U(0) + & [ " U(1)dr
@.50) I(t) = 0

@51 I(t) = .

Mivel itt U(0) a kezdeti (¢=0) kitekertfehérje-frakciot jeloli, amelynek értéke 1,

7 Lasd példaul: http://www.sosmath.com/calculus/integration/byparts/byparts.html
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Osszevonhato a C konstanssal (legyen az 01j konstans jele K):

K—-e"-U(r)+k [ e U(r)ar
0

452 I(t) = =

@53) I(t)=K- e ~U(t)+ke™ [ U(r)dr
0

Vizsgaljuk meg azt az esetet, amikor # = 0. Ekkor a fehérje teljes egészében unfolded
allapotban van, vagyis U(0) =1 (az unfolded fehérje hanyada 1); viszont egyaltalan

nincs jelen intermedier szerkezet, ezért /(0) = 0. Behelyettesitve:

0

@54y 1(0)=K- ¢ —U(0) + kg™ [ U(0)dr

— —
0

1 1
| —

0 1
0

Ez alapjan K = 1. Ennek figyelembe vételével az intermedier fehérjedllapot hanyada a ¢

iddpillanatban:
@55) I(t)=e™ —U(r) + ke™ [ " U(t)dr
0

vagyis ezzel megadtuk az intermedierhanyad iddbeli valtozasat.
Ezutan fejezzilk ki a mindenkori ¢ iddpillanatban mérheté Ossz-
fluoreszcenciaintenzitast, amely az unfolded, az intermedier és a végleges szerkezetre

jellemz6 részfluoreszcencidk (rendre @y, P, €s Dp) frakcidjuk szerint stilyozott dsszege:
4.56) Fluo(t) = ®,U(t) +@,1(t) + D, F(¢)
Helyettesitsiink be F(7) helyébe a (4.36) egyenldség szerint:
@57y Fluo(t) = ®,U(1) + @,1(1) + @, (1 - I(r) - U(7))
4.58)  Fluo(t) = ®,U(t) + @, 1(t) + @, - @, 1(t) - @ ,U(¢)
4.59)  Fluo(t) = @, +®,U(t) +(®, -, )I(r) - @,U(r)
Helyettesitsiik be (4.59)-be /(¢) fentebb (4.55) kifejezett értékét:
@.60)  Fluo(1) =@, +D,U(t) +(®, @, ) ™ - U(t) + ke™ [ U(1)dt |- @,U(7)
0

Fluo(t) = @, + @, U(t) +(®, - @, )e™ - (@, - @, )U(1) +

(4.61)

+®, - ch)ke-k’fe’“- U(t)dt - @,U(t)
0

Osszevonas utan a kovetkez6 alakra jutunk:
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4.62)  Fluo(t) =@, +(®, - @, )™ +(®, - @,)U(t) + (@, - @, ke ™ fe’“- U(t)dt

0

A fent levezetett képlet — mint az elején is emlitettem — semmilyen kikotést nem
tartalmaz az U(f) fiiggvény alakjara, vagyis az unfolded—intermedier-atalakulas
kinetiké4jara vonatkozoan.

Osvath és munkatarsai mar kordbban bizonyitottak (Osvath és mtsai 2006a),
hogy a fehérjekonformacio-valtozas e korai 1épésének leirasara hasznalhatdé a komplex
rendszerek relaxacios folyamataira Metzler és munkatarsai altal bevezetett formula

(Metzler és mtsai 1999):

t

a2 f()=Y e

n=1 Tn
Itt a, az n-edik Debye-jarulék amplitaddja, 7, pedig ugyanennek iddallandoja, N a
Debye-jarulékok vagyis az atalakulasi (relaxacios) utvonalak szédma, végiil f(r) a
kiindulasi anyag frakcidja (hanyada) a ¢ iddpillanatban; az a, és 7, paraméterek
hatvanysorba illeszkednek:
13) a,=a o
14 T, =1 A"
ahol a; és 7 a mértani sor els6 elemei, o és A pedig a skalafaktorai (kvociensei). Ezeket

behelyettesitve az (1.2) képlet a kdvetkezdképpen alakul:

n-1

N . -
@.63)  f(1) =Ei‘j, et
1

n-l
A konzisztencia miatt f{f) helyett hasznaljuk a fentebb alkalmazott U(¢) jeldlést a
kiindulasi (unfolded) allapot hanyadara; a késoObbi levezetések szempontjabol pedig
praktikusabb a futéindexet 0-t6l inditani, ezért alakitsuk at a képletet ugy, hogy az index
n = 1-t6] N-ig helyett i = 0-t6l vég-ig valtozzon, az (1.3) és (1.4) alatti paraméterek pedig
ennek megfelelden a

“.64) a, =a, o

(4.65) T, =T, A =T/X%

format vegy¢k fel, ahol ay és 1y a sorozatok elsd, T a masodik sorozat utols6 eleme, a

¢és A pedig tovabbra is a kvociensek:

vég t

a,: O!i T et
@.66) U(t)= ) 2—e 7*"
; Ty A
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Jeloljiik az o'/ 7 hanyadost u' -vel, az ao/ 7 hanyadost pedig v-vel, utobbi ki is

emelhetd, mivel nem fligg i-tol:
vég

@67 U(t)=v 2 W e T
i=0

Tovéabbra is fennall az a kezdeti feltétel, hogy kiindulaskor, vagyis a ¢ = 0 iddpillanatban

U(t) = 1. Ez alapjan kifejezhetd v értéke:

vég _L

(4.68) U(O) =V Mi_ e /A
vég '
4.69) 1=v E o

i=0
A képletben szerepld, nulladik elemtdl (azaz 1-t6]) induldé mértani sor dsszege a (4.9) —

(4.12) alattiakkal analog modon kifejezhetd:
vég
(4.70) E“i=1+M+M2+M3+--.+Mm_]+u

i=0

m

vég
@7 uw Eu’ —u+ W+t !
i=0

vég vég vég

w o S S S
i=0 i=0 i=0
veg i 1- Mvég+1
4.73) 20 e

Eszerint folytatva (4.69) atalakitasat:

vég+1

@7y 1=v —H

1-u

1-
@475 v= %
1-u™*
ezzel (4.67) alakja
1 _ vég ' B :_ﬁ,_,.
@“76) U(r) = —Mgl w-e v
I-u i=0

Ezek utan tekintsiik a (4.62) egyenletben 1évo integralkifejezést:
@77 INT:= [¢"- U(t)dr
0

Helyettesitsiik be U(r) (4.67) alatt kifejezett alakjat és atalakitasok utan végezziik el az

integralast:
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t vég _;}
4.78) INT = fek’~ v E‘uf. e A
0 i=0
t ng v _%
79) INT=v- [ Y u'- e 72" dy
0 i=0
t Vvég ' _%
480) INT=v- [ Y u'-e" e 7" d
0 i=0
t vég ' (k—#)t
4.81) INT =v- IEM'. e\ T2 dt
0 i=0
t
1
. )
@82 INT=v-| P Ee—sC
i=0 k- —
T/A®™ o
vég i (k_ /}le't"gfl)r vég i
@83 INT=v-| > HC —-y u :
=0 f — _ i=0 f — _
T/A%™ TIA®™
_ t
N vég i
@84y INT=v- yE v ’
=0 k- — i=0 f — _
/)Lveg—l T/)\,Wg_l
_ t
veg i gy vég i
4.85) INT =v- ¢ E“‘;l e u 1
=0k - o i=0 f — —
T/A®! T/ A
Helyettesitsiik vissza a (4.62) egyenletbe az integralkifejezést és (4.69)-bol U(¢)-t:
T
Fluo(t) = @, +(®, - @, Je™ +(d, -, Jv- Eﬂi' e VM 4
i=0
(4.86) e i - /}Lt" ‘ e
—kt k[. MZ e T M’
+((I)1_CDF)k € ;k v zk 7
T/ % T/ pveei
i S
Fliofs) =, +(, =, ) + (8, -0 Jv Sute 5
i=0
(4-87) vég ‘ui - /Aiég_i vég ‘u,‘
. e T »
+((I)l _q)F)kV20k 1 _((I)l _(I)F)ke lvgok—l
T/N% T/ pveei

Vonjuk 6ssze a masodik és az utolsé tagot:
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vég
Fluo(t) = @, +(®, -®,) e

M _ ke VE

(4.88) )Lveg l
t
vég ot vég _'r/ pvés-i
+(CI>U—CI>,)v-20M-e /% +(CI>,—CI>F)kv ;k I
T/ A%
Emeljiik ki e -t a masodik tagbol:
vég Mi
Fluo(t) = @, +(®, - @, )| 1-kv- e+
0 f -
veg—i
(4.89) /2
Vég

t
E‘uermg (I) ~D, kvz%
0 ko —

T/
Alakitsuk 4t a mésodik tag masodik tényezdjét a (4.69) egyenlet figyelembe vételével
vég vég vég
490) 1-kv- E——v Eu kvE
i=0 k — i=0 k —
T/ r/)&“’ ’
vég ' vég vég
v-zu’—kv-z——v Eu k————
i=0 i=0 k — i=0 k
T/ T/ )Jeg ’
Ml(l 1 ) Mi
vég i vég T avég-i |
i kt/A*™
4.91) =v-Eu —LI=V'E - _
i=0 1 S i=0 1 _——
kt/A*™ kTt /A

(_ ‘LLZ )

vég kT/)\,Vég_i vég vég i

=V ) =V —
g(kr/)dﬂg' —1) 2 kr/A”‘g .

201 ket /A
et/

Ez alapjan a kovetkezo egyenléségeket irhatjuk fel

vég vég

(4.92) "E“ kvE N

201 et/

/)Lveg i
vég ) vég ‘ui vég i
4.93) v E‘Uf = EW + kv Ek—l
i=0 i=0 —_
T/
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vég vég i vég i

A (4.92)-t visszahelyettesitve a (4.89) egyenlet masodik tagjaba:

vég i
Fluo(t) =0, +(cI)1 _q)F) Ve EL) ot 4

L fp | R
(4'95) vég vég i _T/)LT) i
Eu e““ +CI>,—CI>F)kv E“ ¢ i
E
T/AC™!

Bontsuk fel a harmadik és negyedik tagot:

vég i -kt vég
ll/l/.e vég—i
Fluolt) =®,. + (P, -D. )| v —— |+ D,V er/?» _
() F ( I F) =01_kr/)bveg—z g‘u
(4-96) vég vég ‘u; e_r/};e'g— vég ‘LL e_T/Aiég,i
-O,v- Eu e TAE T+ D kv E—I—CI) kv: E—l
i=0 i= Ok_ P i= Ok—f
r/)Lfog—’ T/)Lveg—t

A @; tényezOt tartalmazo kifejezéseket vonjuk Ossze a (4.92) egyenldség figyelembe

vételével, a @, tényezOt tartalmazot pedig pontsuk fel a (4.94) figyelembe vételével:

vég i —kt vég
u-e _ v
Fll/to(t)=q)p +((I)1 _(I)F) \4 I=Om +(I)UV E‘u e T
(4.97) e . /}Lr . - ,Ai@-f
-0y El P /}Lvegl—d) kv gk_ i
T/
veég ‘LLi' e kt vég ot
Fluolt) =@, +(®, -P, )\ v: ) ———— |+ D,V i o AT _
() F ( 1 F) =01—kT/)LV€g_l U ;M
(4.98) t |
vég ‘r/)» ég-i vég vég T/)L -
¢ te
-P,v: -D,v PRI 7
E1 kt /)\.ng E‘M 21 kT /)LVegz

i=0 i=0 i=0

A fenti kifejezésben vonjuk Ossze a harmadik tagot az 6todikkel, illetve a negyedik
tagot az utolséval:

vég ‘ui. e—kt
~1- kr/)»”ég’i

vég

E‘u er/Ae

Fluo(t) = @, + (CI), —CIDF) v

(4.99)

vég

M e 'r/A
E1 kt /X%
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Ebben a kifejezésben az (P, — @Dr) tényezdt tartalmazo tagok dsszevonhatok:
vég o
P} =, +(0, -, v S

i=0

(4.100) e » v
e T
O —D, v -
e, F)V 2 - k /)Jeg’ L] kT
t
» » Ml (e— e T/)\,Vgl)
@101)  Fluo(r) = @, +( E“ L (@, - @, v E

Az illesztés egyszertisitése érdekében a konstans tagokat vonjuk 0ssze paraméterekbe a
kovetkezOk szerint:

p =0,
4.102) p, = (D, -, v

Ds = (@, —CI)F)V

Az illesztésre hasznalt egyenlet végso alakja tehat:

i=0

Jrés=i,
i -k _ 7 1
vég Avésiy vég u ¢ ¢
’ +py| Y
1

(4.103) Fluo(t)=p1+Pz(EM'e i kt

i=0 -
)Lve’g—i

ahol Fluo(f) a t id6ben detektalt fluoreszcenciaintenzitds, & a monomolekularis
intermedier—folding-atalakulési reakcid sebességi allandoja, T az unfolded—intermedier
atalakulast leird energiafelszin-modell Debye-jarulékainak idéalland6i kozil a
leghosszabb, A a Debye-jarulékok idéallandoit leird hatvanysor kvociense, ¢ a Debye-
jarulékok amlitadoit és idéallandoit leird hatvanysorok kvocienseinek aranya, vég a
Debye jarulékok szamanal eggyel kisebb szam, végiil p;, p» €s ps paraméterek.

A gyors fazist kisérd fluoreszcenciavaltozasok kiértékelése soran ezen egyenlet
illesztésével nyertem ki a kinetikat leird paramétereket. A formula optimalis illeszkedést
mutatott valamennyi pH-értéken vég = 4 esetén, vagyis 6t Debye-jarulékot feltételezve.
Az illesztés sordn nyert legrovidebb iddallandokat a 6. tdbldzat mutatja, mig az
iddallandok koziil a legrovidebbet a koncentracid fliggvényében a 25. abra foglalja

0ssze. A folding sebességét jellemzd iddallanddo a pH csdkkenésével fokozatosan
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6. tablazat. A nemexponencialis modellel torténd illesztés soran nyert adatokbél
szamolt leggyorsabb komponens idéallandéja (egysége: ms).

Az illesztést a (4.103) egyenlettel végeztem a korai fluoreszcenciavaltozasok gorbéire,
melyek koziil az egész pH-kon mérteket a 24. dbra mutatja. A feltiintetett idéallandok az
illesztési egyenletben t/A* értékének felelnek meg.

pH=7,0 pH=16,5 pH=16,0 pH=35)5 pH=5,0 pH=4,5

12,7+ 4,0 95+ 1,8 8,7+12 82+1,0 6,7+0,7 69+13

pH=4,0 pH=3,5 pH=3,0 pH=25 pH=2,0

48+0,7  35+0,1  43+04  47+04  54+04

14+
12

101

T (ms)
@

pH

25. abra. A Kkorai hiperfluoreszcens termék kialakulasanak sebessége kiilonb6zé pH-
értékeken.

A hiperfluoreszcens termékek kialakulasat mutatd 24. abra gorbéinek illesztését a (4.103)
nem-exponencialis egyenlettel végeztem, majd a kinyert illesztési értékek koziil az
atalakulasi sebességet legjobban jellemzd legrovidebb értéket (6. tabldzat, az abran t-val
jeldlve, ami az egyenletben t/A*-nek felel meg) abrazoltam a pH-érték fiiggvényében.

csokken (ez a folding sebességének ndvekedését jelenti), és pH =3,5-nél éri el a
minimumat, majd a tovabbi alacsonyabb pH-értékeken nd. Valamennyi értéket
egybevetve az is megallapithatd, hogy a vizsgalt koncentracio- és homérsékleti
viszonyok kozott a legmagasabb pH-n, 7,0-n a halad a leglassabban az olvadt gomboc

kialakulasa.
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20,8‘ ° pH: 2,0
S pH: 3,0
@ 1| pH:4,0
50,6 pH: 4,5 .
= pH: 5,0 ‘e,
1 |°pH:5,5 Tl o,
41 |« pH: 6,0 3
1 |+ pH:7,0
10! 102 103 104 10° 106
ido (s)

26. abra. A triptofanfluoreszcencia valtozasa a keverést kovetoé 2 napban.

A mérés kezdetekor a savval denaturalt vad PGK-t tizszeres térfogatu citrat—foszfat-pufferrel
kevertem el kézi modszerrel. A fluoreszcenciaintenzitas—ido-gorbék felvétele soran a
gerjesztés 295 nm-en 0,25 nm résszélességgel tortént, detektalast 355 nm-en végeztem
12 nm detektoroldali résszélesség mellett 1800 s-ig. A tovabbi értékeket adott idokdzonként
felvett egyedi spektrumokbol nyertem, ahol a gerjesztés 295 nm-en tortént 1 nm-es
savszélességgel; a detektalast 305-400 nm kozott végeztem 1,5 nm-es savszélességgel.

4.3.2. A triptofanfluoreszcencia megvaltozasa a kései folyamatokban

A vad tipusu PGK nativ fluoreszcencidjat kézikeveréses mérésinditassal 1800 s-
ig, illetve 2 napig kovettem. A mérés elsdé részében a fluoreszcenciaintenzitas

1dofliggését mértem, majd ehhez illesztettem a késdbb felvett spektrumokbdl nyert

7. tablazat. Az egylépéses foldingreakcid illesztések alapjan nyert sebességi allandoja
(Kfotaing) Kiilonboz6 pH-kon.

A sebességi allandot a 26. dabra pontjaira illesztett (4.104) egyenlet alapjan kaptam.
Egysége 107 s™.

pH=7,0 pH=16,5 pH=16,0 pH=35)5 pH=5,0 pH=4)5

0,4955 0,4675 0,3835 0,1042 0,0235 0,0227
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27. abra. A hosszutava mérések soran felvett triptofanfluoreszcencia-gorbékre illesztett
monoexponencialis fiiggvény idéallandojanak fiiggése a pH-értéktol.

Az illesztést a 26. abra gorbéin végeztem a 4,0 folotti pH-értékeken a (4.104) egyenlettel. A
tobbi pH-n a valtozasok csekély mértéke miatt az illesztés nem adott értelmezhetd
eredményt.

intenzitasértékeket. A gorbéken (26. abra) lathatd, hogy magas pH-értékeken, egészen
5,0 pH-ig bekovetkezik a foldingra jellemz6é fluoreszcenciacsokkenés, mig ennél
alacsonyabb pH-kon a valtozas a kiértékelheté mértéket nem éri el.

Kinetikai modell. A mérési eredmények kiértékelés¢hez a mért
értékparokra egy egylépéses, monomolekuldris reverzibilis kémiai reakcionak megfeleld
monoexponencidlis fliggvényt illesztettem a Mathematica programmal:

(4.104) Fluo(t) = p,+ p,- e™

ahol Fluo(t) a t iddben mért fluoreszcenciaintenzitas, k az idéallando, p; és p, pedig
paraméterek:

4.105) Fluo(t =0) = p, + p,

(4.106) Fluo(t = ») = p,

Az illesztéssel kapott idéallandokat a 7. tdblazat tartalmazza és a 27. abra szemlélteti a
pH fiiggvényében. Az egylépéses reakcid sebessége a 7,0 pH-n a legnagyobb, majd
pH = 6,0 alatt meredeken csokken, 5,0 alatt pedig nem lehet elvégezni az illesztést.
Mindez arra utal, hogy csak a legalabb 5,0 pH-értékii kozegekben mehet végbe folding

a kisérleti koriilmények kozott.
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4.3.3. ThT-fluoreszcencia valtozasa a kései folyamatokban.

Az olvadt gombdc tovabbalakulasat nem csak nativ triptofanfluoreszcencia
segitségével kovettiik nyomon, hanem az amiloidokra érzékeny tioflavin-T-festék

fluoreszcencidjaval is. A kézzel 1: 10 aranyban elkevert savval denaturalt fehérje és

31
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28. abra. A ThT-fluoreszcenciaintenzitas—idé-fiiggvény.

A savdenaturalt fehérje és a citrat—foszfat-pufferek sterilen tarolt 1 : 10 aranyt keverékébol
3 hét alatt adott idokozonként vett részleteket adtam ThT-oldathoz, melynek a hozzaadas
el6tt és utan is meghataroztam a fluoreszcenciaspektrumat. A mérések soran gerjesztés
450 nm-en hajtottam végre 4 nm-es spektrumszélességgel, a fluoreszcens fény intenzitasat
458-530 nm kozott mértem 2 nm-es savszélességgel. A minta hozzaadasa utan felvett
szinkép gorbe alatti teriiletét (numerikus integraljat) osztottam a minta hozzaadasa eléttiével.
A kapott aranyokat pH-nként eltérd szinnel az id6 fliggvényében abrazoltam.

8. tablazat. A PGK amiloidképzése soran felvett ThT-fluoreszcenciaintenzitas—ido-
fiiggvény Smoluchowski-modell szerinti illesztésével nyert koagulacids idéallando (z.) és
kritikus monomerszam (m) paraméterek értéke az egyes pH-kon.

A paramétereket a Smoluchowski modell (4.109) szerinti egyenletének a 28. abran 1athato
ThT-fluoreszcenciaintenzitas—ido-fliggvény pontjaira valo illesztésével nyertem.

paraméter pH=2,0 pH=3,0 pH=4,0
1. (10° s) 6,25 7,32 9,20
m 1.14 1.32 0.76

citrat—foszat-puffer valtozasat 3 hétig kovettem nyomon. Magas pH-n (5,0-7,0) nem
kovetkezik be szdmottevd fluoreszcenciavaltozas a megfigyelési idészakban, hanem

végig (sot, enyhe csokkenést mutatva) 1 kozeli érték marad. Ezzel szemben 4,0; 3,0 és
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2,0 pH-értékeken az iddszak végére jelentésen megnd ez az érték (28. dbra).

9x10°

8x10°-

tc (s)

7x10°

6x10°-

pH

29. abra. A ThT-fluorszecenciavaltozasok alapjan meghatarozott koagulacios
idéallando valtozasa a pH fiiggvényében.

Az illesztéshez a 28. abra grafikonjan szerepld értékeket hasznaltam fel, az illesztést a
Smoluchowski-féle koagulacids egyenlet modositott valtozataval végeztem (4.109).

Kinetikai modell. Az alacsonyabb pH-kon fellépd valtozasok
kiértékeléséhez elvégeztem a Smoluchowski-féle koagulacids egyenletbdl levezetett
fliggvény illesztését. Tegyiik fel, hogy a legfeljebb m monomerbdl 4ll6 aggregatumok
nem befolyasoljak a ThT-fluoreszcenciat, mig az m monomerszamot meghaladva az
ugrasszeriien, egy lépésben megvaltozik. A (4.26) egyenletbdl lathatd, hogy az m
monomernél tobb egységbdl all6 amiloidok hanyada a ¢ idépontban (f>,(?)):

@) £, (0= (n+1) (%] m ( o) ]

1+1t/t, 1+1¢/t,
igy az illesztést elvégezhetjiik a kovetkezd egyenlettel:

@.108) Fluo(r) = p, + p,(f...(7))

4.109) Fluo(t) = p, + p,| (m +1)- (%] +m (( (e/1.) ))

1+1/t, 1+1/t,

ahol Fluo(f) a ¢ idOpillanatban mért ThT-fluoreszcenciaarany, m a kritikus

monomerszam, ¢, a koagulaciés iddallandd, p; és p, pedig paraméterek (p; az
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amiloidoktol fliggetleniil, pl. higulasbol adododan fellépd fluoreszcenciavaltozas, mig p,
az amiloidképzddéshez kothetd fluoreszcenciavaltozas). Az illesztés soran kapott
paramétereket a 8. tabldazat tartalmazza, ¢, értékét a kiilonbozé pH-kon pedig a 29. dbra
szemlélteti. Amint lathato, a koagulacios idéalland6 a pH emelkedésével nd, vagyis az

amiloidképzddés sebessége 2,0 pH-n a legnagyobb.
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5. Megbeszélés

Habar vannak adatok az amiloidok funkcionalis szerepére, ma az amiloidok
leginkabb betegségben torténd eléfordulasukrol ismertek. Oki vagy kisérd tiineti
szerepiik még sok esetben nincs tisztdzva, szerkezetiik és szerkezeti kinetikdjuk
megismerése  mégis a  kutatdsok  homlokterében  helyezkedik el. Az
amiloidaggregatumok in vivo kialakulasanak megfigyelése sajnos lekiizdhetetlennek
tiind akadalyokba 1itkézik, de szerencsére lehetdségiink van a patologias szovetekbol
izolalt mintdkkal azonos szerkezetli amiloidok in vitro eldallitdsara. Mindez
nyilvanvalova teszi a modellfehérjék jelentdségét az amiloidok szerkezeti kinetikdjanak
kutatisaban.

Az amiloidképzOdés vizsgalata soran ¢érdeklodésem fO iranya a nagyobb
szerkezeti egységek kdlcsonhatasainak amiloidképzddésre gyakorolt hatdsa, a kialakult
amiloidszerkezet megbontasa ¢és mikodoképes fehérje visszanyerése, illetve a
fehérjeszerkezetet az amiloidképzddés iranyaba mozditd erék megismerése felé

mutatott.

5.1. A doménkolcsonhatasok amiloidképzodésre gyakorolt hatasa

A nagyobb fehérjék nativ szerkezetének kialakuldsat konnyiti, hogy a
harmadlagos szerkezet kisebb egységekre, doménekre tagolodik, melyekben a folding
viszonylagos 6nallosadggal zajlik le. Mas fehérjék mellett a PGK-ban is leirtdk domének
kozotti kolesdonhatasok szerepét a fehérje globalis foldingja soran (Osvat és mtsai 2005).
Ismert tobb amiloidlerakodassal kisért betegség, melyben az aggregalddo fehérje nativ
szerkezete is doménekre oszlik. Ezen szerkezeti egységek kozotti kolcsonhatast az
amiloidképzddés soran mégsem kutattak, feltehetden amiatt, hogy az amiloidszerkezet
kialakulasat megelézi a nativ szerkezetben meglévé domének felbomlasa, majd
eltinése. Ebbdl konnyen arra lehetne kovetkeztetni, hogy a fehérjelanc tavolabbi
régioinak kolcsonhatdsa nem bir jelentds hatassal az amiloidképzddésre. Kisérleteink
eredménye ezzel ellentétben azt mutatja, hogy a PGK doménjei kozotti kapcsolatok
dontéen befolyasoljak az amiloidképzddés kinetikajat és a kialakuld végso szerkezetet
is. Ennek jelentds szerepe lehet az ¢l6 szervezetben végbemend fehérjebontod
mechanizmusok szempontjabol, mivel az abban résztvevd protedzokkal szembeni

rezisztencia nagyban fligg a lebontand6 fehérje harmadlagos szerkezetétol. Az
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eltérésekre magyarazatot adhat, hogy a fehérjék foldingtitvonalat jelentdsen befolyésolja
a doménegységek domének kozotti kdlcsonhatdsokhoz viszonyitott stabilitasa (Brandts
¢s mtsai 1989; Freire ¢s mtsai 1992). Mivel az amiloidképzddés gyakran a destabilizalt
nativ szerkezetbdl vagy egy részlegesen hajtogatodott allapotbol indul el, realis
feltételezés, hogy az amiloidképzddést megel6z6 misfolding irdnyitdsdban meghatarozo
szerep jut a doméneket alkotd tavolabbi fehérjelanc-részek kozotti kdlesonhatasoknak.
Ezt alatamasztjdk a PGK energiafelszinének pH-fiiggésén végzett vizsgalataink, ami azt
igazolja, hogy a savdenaturalt fehérjébdl indulva a részlegesen hajtogatodott olvadt
gomboc a szétvalasi pont a nativ és az amiloid allapot irdnyaba.

Az amiloidképzddést azonos helyen egyetlen triptofant tartalmazd teljes
fehérje—domén  parokon, illetve a vad tipusi fehérjén vizsgaltam. A
fluoreszcenciaszinképek alapjan elmondhato, hogy a szerkezetdestabilizal6 keverés utan
17 perccel létrejovo szerkezet triptofanjai jobban ki vannak téve a polaris oldoszernek,
mint a nativ szerkezetben, viszont kevésbé, mint a savasan denaturdlt allapotban. A
négy nap utan felvett spektrumok eltérést mutatnak a teljes fehérje és a megteleld
domén kozott, tehat a 1étrejovo amiloidok végleges szerkezetét meghatarozza a masik
domén jelenléte. A 17. perc és a 4. nap kozott lezajlo fluoreszecenciavaltozas szamszer(i
nyomonkdvetésére és az eltérések dsszehasonlitasara elvégeztem a Smoluchowski-féle
koagulacids egyenlet mddositott valtozatanak illesztését a mért értékekre. Az egyenlet
alkalmazasakor feltételeztem, hogy a fluoreszcenciavaltozads egyetlen 1épésben,
ugrasszertien valtozik meg egy bizonyos monomerszam f{ol6tt. Mindemellett nem
zarhat6 ki, hogy a folyamat nem egy Iépésben, hanem fokozatosan, finomabb
atmenetekkel megy végbe az éaltalam meghatdrozott kritikus monomerszamot magaban
foglald szélesebb mérettartomanyban.

Az egyenlet abban a harom esetben, amikor szdmottevd fluoreszcenciaarany-
valtozas kovetkezett be, meggy6zden irta le az atalakulas kinetikajat, megallapithato
tehat, hogy azon mutansok esetében, amelyeknél a triptofanfluoreszcencia kelld
érzékenységet mutat a kornyezeti valtozdsokra, az atalakuldsok soran a Smoluchowski-
féle koaguléacids kinetika érvényesiil. Az izolalt C-doménben a triptofan 5,6 = 1,8
monomerszamnal mutatja a kornyezet megvaltozasat. Ez a pont id6ben koriilbeliil a
kritikusoligomer-képzddés befejezOdésének ¢€s a  protofibrillum-6sszeszerelddés

meginduldsanak felel meg. Ezzel ellentétben az ugyanitt jelolt teljes fehérjén 2,7 + 0,8
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monomerszamnal, vagyis az oligomerizacio elsé 1épését kovetden kovetkezett be az
ugrasszeriinek feltételezett fluoreszcenciaugras. Az N-doménben 1évé triptofan nem
érzékelte az oldatkdrnyezet megvaltozasat, mig a teljes fehérjében ugyanott elhelyezett
triptofan a teljes fehérje C-doménjében elhelyezett triptofanhoz  hasonlo
fluoreszcenciavaltozast mutatott a 2,1 + 0,8 monomerszamnal.

Azon hiarom mutdns esetében, ahol el tudtam végezni a az illesztést, a
koagulacios idéallanddé mérési hiban beliil megegyezett. A vad tipusi PGK koagulécids
idéallandoja a mutansoknal talalt érték mintegy kétszerese. Vegyiik figyelembe, hogy a
mérés soran a mutansok esetében 80 uM, a vad tipusu fehérjénél 40 uM volt a
koncentracio. A fehérjekoncentracié felezddése kovetkeztében kétszeresére nyulod
koagulacios idéallandé Gsszhangban van a mashol tapasztaltakkal. (Modler és mtsai
2003) A koagulaciés iddallandd kiszamolhatdé a Boltzmann-allandé (kz), a
termodinamikai hémérséklet (7), az oldatviszkozitas (77), a kiindulasi fehérjemonomer-
koncentracio (n;) és a tapadasi valoszinliség () ismeretében:

_ Sall
© 4 ky T a n,(0)

G1) ¢

Mindezek alapjan megalapozottan allithatom, hogy a koaguldciés iddallando
valamennyi PGK-mutdnsban megegyezik, kovetkezésképpen az oligomerizacios
folyamat valamennyi fehérje esetében hasonlo kinetika szerint zajlik. Eltérések csak az
oligomerizacio kovetkezményeként fellépd strukturdlis valtozdsokban vannak a
triptofan fluoroforok kornyezetében. Tehat valamennyi fehérje esetében — fliggetleniil
az elsddleges szerkezettdl — kialakul a klasszikus f-redés amiloidstruktira.
Eredményeim azonban ramutatnak, hogy a szekvenciafiiggd tulajdonsdgoknak, a
polipeptidlanc tavoli csoportjai kozotti kolcsonhatasoknak meghatarozo szerep jut az

amiloidképzddés soran és befolyasoljak az amiloidfibrillumok végsé térszerkezetét is.

5.2. Aktiv PGK helyreallithatosaga amiloidbol

Munkam soran az irodalombdl ismert moddszerrel sikeriilt eldallitanom az
¢leszt6-PGK-bol amiloid fibrillumokat, meghatiroztam az amiloiddd alakulas
hatasfokat, majd sikeriilt dezintegralnom az amiloidfibrillumokat és helyreéllitanom a
nativ szerkezetet, végilil meghataroztam a helyreallds hatasfokat is. Az amiloidok
kimutatasara hasznalt klasszikus modszerek, mint a CR-festék CD-spektrumanak

valtozasa 500-550 nm kozott, a szintén jellegzetes valtozas a ThT 460-530 nm kozotti
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fluoreszcenciaspektrumaban,  tovdbba az  elektronmikroszkopos  felvételeken
megfigyelheté fonalszeri képzoddmények mind az amiloidok jelenlétét igazoltak. A
kisérlet szempontjabol Iényeges volt, hogy a fehérje teljes mértékben amiloidda
alakuljon, ami a korabbi amiloidképzddéssel foglalkoz6 munkékban nem volt szempont.
Ehhez nem volt elegendé az amiloidok puszta jelenlétének igazolasa, azt is vizsgalni
kellett, hogy teljes volt-e az 4talakulas, maradt-e monomer fehérje, esetleg kialakult-e
valamilyen mas asszociatum. Ha az amiloid mellett mas fehérjeaggregatum is képzodott
volna (példaul amorf aggregatum, amelynek kozel sincs annyira dokumentalva a
stabilitdsa, mint az amiloidnak), nem zarhattam volna ki, hogy a visszanyert
miikddéképes fehérje abbdl is vagy kizarolag abbol szdrmazik, ami bizonytalanna tette
volna az amiloidbol torténd helyrealldsi hatasfok meghatarozasat. A dinamikus
fényszorassal meghatarozott méreteloszlas azonban vildgosan mutatja, hogy a mintaban
1évé  részecskék két mérettartomanyba estek. Az amiloidnak a nagyobb
mérettartomanyba es6 részecskék feleltek meg, emellett még egy intervallumban voltak
részecskék, amely megfelelt a monomer fehérje méretének. Ezeken kiviil tovabbi
csucsot nem lehetett azonositani, az pedig elég valdszintitlen, hogy valamilyen eltérd
mechanizmussal az amiloiddal azonos méreteloszlasti aggregatumok keletkezzenek.
Tehat nem csak arrol bizonyosodtam meg, hogy amiloidok voltak jelen a mintaban,
hanem arrdl is, hogy a fehérje szinte 100%-ig amiloidfibrillumokké alakult, a maradék
csekély rész pedig monomer fehérje.

A nativ fehérje visszanyerésére a legkézenfekvobb mddszernek az tiint, ha az
amiloid mintat kozvetleniil a nativ szerkezet kialakuldsanak kedvez6 pufferbe higitom.
fgy azonban a kiindulasi aktivitas elenyészé, két szazalékot sem elérd hanyadat nyertem
vissza. Ez az érték tobb nap elteltével sem javult. Ezt kovetden a modszert ugy
modositottam, hogy az amiloidot NaCl-mentes sosavoldattal (pH =2) szemben
dializaltam egy éjszakdn at. A so eltavolitasaval lecsokken az ionerdsség, mely az
alacsony pH miatt jelentds nettd pozitiv toltésti fehérjék kozotti taszitast arnyékolja,
emiatt szamithattam az aggregatumok szétesésére. Ezt aldtdmasztottak az
elektronmikroszkopos felvételek, amelyeken nem lehetett fibrillumokat azonositani. A
savanyu oldatot ezutan kevertem a nativ koriilményeknek megfeleld 7,5-6s pH-ju Tris
pufferbe. Az aktivitdsmérés és a kalorimetrids vizsgélat azt bizonyitotta, hogy a

kiindulési és a visszanyert fehérje mind szerkezetében, mind funkcidjaban egyenértékii.
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Korabban mar vizsgaltdk a nativ szerkezet helyredllithatosdganak hatasfokat denaturalt
fehérjébol, ami 60-85% kozé esett, az én eredményem ennek also hatdran van. Vegyiik
azonban figyelembe, hogy a fehérje egy hétig alacsony pH-n volt, igy a nagyobb
hatasfok elérését feltehetdleg az idokozben végbemend hidrolizis gatolta meg.

Ki kell még zarnunk azt a lehetdséget is, hogy az amiloidok szétesését
egyszerlien a higitas okozta. A PGK-bdl igen széles koncentracidtartomanyban, 0,36—
155 uM kozott lehet amiloidot Iétrehozni, ebbe beleesik az a 0,4 uM érték is, ahol az
enzimaktivitas helyreallasat mértem; raadasul egylépéses higitdssal — kihagyva az
alacsony pH-n végzett dializdciot — nem lehetett funkciohelyreallast elérni.
Vizsgalataim alapjan elmondhato, hogy az amiloidok szétesése ¢és az unfolding, majd a
spontan folding mind Iényeges 1épései a szerkezethelyreallasnak.

Habar a PGK in vivo nem formal amiloidot, még is széles korben alkalmazzak a
misfolding ¢és amiloidképzddés kutatdsaban. A kisérletekben az amiloid létrehozéasakor
alkalmazott koriilmények legfeljebb szélsdséges esetben fordulhatnak eld az ¢€l16
szervezetben, de hasonléak a maés, akar patogén fehérjék amiloiddd alakitasakor
hasznalt laboratoriumi eljarasokhoz. A kisérletek soran vegyi vagy fizikai uton
destabilizaljak a nativ szerkezetet az amiloidok Iétrehozasa érdekében, az ¢€l6
szervezetben a destabilizaciét mutacid vagy fragmentacid okozza. Arra szamithatnank,
hogy a nativ szerkezetnek kedvezd koriilmények helyreéllitasa elegendd lehet a nativ
fehérje amiloidallapotbol torténd visszanyeréséhez. A leirt kisérlet azonban ravilagit,
hogy a nativ koriilmények puszta helyreédllitisa nem elegendd a hatékony
monomerek Ujra kitekert fehérjeként allnak rendelkezésre, a nativ koriilmények
megteremtése mar kedvez a miikodoképes szerkezet kialakulasanak. A nativ szerkezet
nem érhetd el kozvetlentil a jelen kisérlet koriilményei kozott, amit feltehetdleg a két
szerkezet kdzotti tulsdgosan magas energiagat okoz. Ennek kozelebbi megismeréséhez a

PGK energiafelszinének behatobb vizsgalatara van sziikség.

5.3. A PGK energiafelszineinek vizsgalata

Mint fentebb mar tobbszor lattuk, korabbi vizsgélatok és sajat méréseim alapjan
is bizonyos volt, hogy ha savval denaturdlt PGK-t NaCl-ot tartalmazé pH =2
kémhatasu oldatba keveriink, akkor abbol néhany nap alatt amiloidfibrillumok

képzddnek. Masfeldl korabbi refolding kisérletek alapjan varhatd volt, hogy a pH-t a
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nativ éllapotra jellemzd 7,0-es értékre emeljiik, akkor helyre all a nativ szerkezet.
Ezeket a széles korben elfogadott tényeket szemiigyre véve szembeotld, hogy
viszonylag kevés paraméter megvaltoztatasaval eldonthetd, hogy a savas kozegben
kitekert fehérje milyen harmadlagos szerkezetet vegyen fel. Mivel a fehérje nativ
szerkezete pH =7 kémhatdsu oldatban akkor is kialakul, ha az — az amiloidok
kialakulasat eldsegitd savas oldathoz hasonléan — 200 mM NaCl-ot tartalmaz, a
fehérjekonformacié alakulasdnak irdnyat egyetlen paraméternek, a pH-nak a
valtoztatasaval is el lehet donteni.

A fehérje nativ szerkezetét mindenekel6tt az apolédris kdlcsonhatasok
stabilizaljak, az amiloid strukturat viszont hidrogénkotések teszik ellendllova. Ha a
protonkoncentracié valtoztatasdval meg tudom hatarozni, hogy melyik iranyba haladjon
a folyamat, akkor kérdés, hogy az milyen modon befolydsolja az egyes reakciok
sebességét, illetve hogy a két lehetséges termék koziil melyik lesz a domindns. A kdzeg
protonkoncentracidja nemcsak a lehetséges végtermékek energiatartalmat szabhatja meg
(termodinamikai kontroll), hanem az éatalakulds soran lekiizdend6 energiagat méretét is
(kinetikai kontroll). Ennek megismerése érdekében 2,0 és 7,0 kozott valtozd pH-ja,
200 mM NaCl-ot tartalmazd oldatkdrnyezetbe vittem a savval denaturdlt PGK-t, és
spektroszkopiai uton kdvettem nyomon a szerkezetvaltozasokat.

A mérésinditas utan egy intenziv fluoreszcenciandvekedést tapasztaltam, ami a
triptofan kornyezetének megvaltozasaval értelmezhetd. A triptofan fluoreszcenciajat
ugyanis a kozeli oldoszer-molekulak vagy egyes aminosav-oldallancok kiolthatjak; ha
ezek kizarddnak a triptofan kornyezetébdl, megnd a fluoreszcencia. (Ervin és mtsai
2002) Ez a hiperfluoreszcens koztitermék, mely megfeleltethetd az olvadt gomboc
néven ismert allapotnak, az altalam vizsgalt valamennyi pH-n kialakult, ami azt jelenti,
hogy a kitekert fehérje mind a nativ, mind az amiloid szerkezet fel¢ ezen az allapoton
keresztiil halad. Mind a folding, mind a misfolding kitekert fehérjébdl kiindulo
utvonalan az olvadt gomboc az elsd, jol koriilirhatd intermedier, amely a fehérjelanc
gyors kollapszusaval keletkezik. Az olvadt gomboc allapot nativ konformaciora
jellemzé masodlagos szerkezeti elemek mar jorészt jelen vannak, de hatarozott
harmadlagos szerkezet még nem jellemezhetd. Ennek a terméknek a kialakulasat
sikeresen jellemezték kordbban nem-exponencidlis fiiggvényekkel. Osvath és

munkatéarsai eldszor irtdk le a folding korai szakaszat olyan nem-exponencialis,
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»elnyujtott” kinetikat alkalmazd energiafelszinekkel, melyekben az egyenlet nem
tartalmazott a folding utvonalra vonatkozd eldzetes megkotéseket. Ez a fliggvény
alkalmas kiindulés volt valamennyi pH-értéken felvett adatsor illesztésére:

N
a2 C(1)= 2:—”6”’"

n=l Tn
Osvath és munkatarsai eredményeihez hasonloan én is véges szdmu, 6t exponencialis
tag Osszegébdl allo kinetikat kaptam, mely tagoknak mind idéallandoéi (t,), mind
Debye-jarulékai (a,) egy-egy mértani sorba illeszkednek. Ezt a paraméterek felsorolasa
helyett a kdvetkezOképpen is meg lehet adni:
a3 a,=a-a"’
14 T, =1 A"
ahol a és A a sorozatok kvociensei. Az a tény, hogy a teljes vizsgalt pH-tartomanyban
érvényes az 0t tagbol allo ,.elnyujtott” kinetika, tovabba a paraméterek azonos médon
(mértani sor szerint) valtoznak, alatdmasztja, hogy nemcsak a koztitermékek, hanem a
képzddésiikhoz vezetd energiafelszin-struktirak is hasonloak. A koztitermékhez vezetd
lehetséges reakcidutak egy olyan energiafelszinen helyezkednek el, amely 6t kiillonb6z6
mélységii és kiillonbozd gyakorisagu potencialgddorrel van beboritva. Ez 6t kiilonb6zd
1doallandoji reakcidutat eredményez. Az 6t lehetséges utbol egy adott reakcidutat
kovetd fehérjemolekuldk szama aranyos az a, / T, értékkel. Mivel mind az id6allandok,
mind a Debye-jarulékok amplitidéi mértani sorba illeszkednek, ezért az egyes pH-
értekeken érvényes energiafelszinek leirdsdhoz csupan négy paramétert kell ismerni: aj,
Ty, O, A

A gyors kinetikdk illesztését kiillonbozd szdmu tagbol (n) allo
illesztéegyenletekkel is elvégeztem. Mivel a paraméterek nem fliggetlenek, hanem
mértani sorozatba illeszkednek, ezért n novelése nem vonta maga utdn a paraméterek
szamanak novekedését (mindig elegendd volt a fentebb emlitett négy), csak a gorbe
alakja valtozott. Ezek koziil valamennyi pH értéken n = 5-nél volt a legkisebb az atlagos
négyzetes eltérés. Ha az illesztéseket fiiggetlen (nem mértani sorba illeszkedod)
paraméterekkel végezziik el, akkor sem tér el jelentdsen a hiba, ami bizonyitja, hogy
nem sziikséges a priori kikotniink a hierarchikus kapcsolatot, ami szintén alatamasztja
az energiafelszin-modell érvényességét a vizsgalt koriilmények kozott.

A koztitermék kialakuldsi sebességét dontden a legrévidebb iddallandoju (¢;)
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reakciout hatarozza meg. A legnagyobb sebességii és valoszinliségli utvonalat jellemzd
1 értéke 3,5 pH-nal mutatott minimalis értéket, vagyis ezen pH-n alakul ki a
leggyorsabban az olvadt gomboc allapot. Ehhez képest a foldingnak kedvezd pH
iranyaba elmozdulva meredekebb, a misfoldingnak és amiloidképzddésnek kedvezd
tartomany felé haladva enyhébb emelkedést tapasztalunk. Ennek tiikrében
elmondhatjuk, hogy a PGK energiafelszine a pH-fiiggvényében ugy valtozik, hogy a
legrovidebb 1ddallandot eredményezd, vagyis ,,legsekélyebb” potencidlgodrok a 3,5-0s
pH-értéknél vannak.

Az eddigiekben ramutattam, hogy bar eltérd idéallando6ja, de hasonlo kinetikaja
utvonalat kovetnek a kiilonboz6 pH-ju kornyezetbe helyezett savdenaturalt fehérjék a
legrovidebb idOtartoméanyban, melynek végére valamennyinél kialakul egy
hiperfluoreszcens koztitermék, melyet irodalmi adatok alapjdn az olvadt gombdccal
azonositunk. A hosszl tavii mérésekkel feltarhattuk a késdbbi valtozasokat, melyek
soran az eddig latottakndl sokkal szembetlinébb eltérések mutatkoztak. Eldszor
értelmezziik a kézi keveréses nativfluoreszcencia-mérések soran nyert adatokat.

A spektrumokon lathato, hogy a hiperfluoreszcencia a magasabb pH-kon 1000—
10 000 s-os idéskalan mérhetd tlitemben fokozatosan eltiinik, mig pH = 4-en vagy még
savasabb kozegekben mar nem. A fluoreszcencia csokkenése a foldingra jellemzd
valtozas, amely igy 4-es vagy az alatti pH-kon nem kovetkezik be. Ahol végbemegy, ott
sem azonos sebességgel, hanem lathatdéan lassuld tendenciat mutat. Az intermedier—
nativ  atalakulast numerikus kiértékeléséhez egy egyszeri monomolekuléris
reakciésémat alapul véve egy exponencidlis egyenlettel illesztettem meg, melynek
jellemzé paramétere a k iddéallando. Az fluoreszcenciavaltozast mutatd grafikonon
latottakat alatamasztva azt tapasztaltam, hogy az idéallando6 a legmagasabb vizsgalt pH-
értéken, 7,0-ndl vesz fel maximalis értéket, tehat itt lesz a leggyorsabb az atalakulas,
mig a pH-t csokkentve meredeken csdkken az id6allando, végiil pH = 4,5 alatt mar nem
ad értékelhetd eredményt az illesztés.

Az amiloidképzddés nyomonkovetésére a tioflavin T
fluoreszcenciaintenzitasanak relativ megvaltozéasat vettem alapul. Ez magasabb pH-kon
alig valtozik a vizsgalt idétartomanyban, mig a 2-3-4 pH-értékeken jelentds novekedést
tapasztaltam. Az amiloidképzddésre illesztett koagulacids kinetika segitségével

kiszamoltam a koagulacios idéallanddt, mely enyhe id6filiggést mutatott: a nagyobb pH-
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k fel¢ haladva csekély mértékben csokkent a reakciosebesség.

Mindent egybevetve megallapithatunk egy alapsémat, mely szerint a
savdenaturalt fehérjébdl valamennyi pH-n kialakul az intermedier, majd innen a pH
fliggvényében vagy a folding, vagy a misfolding ¢és amiloidképzddés iranyaba tart
tovabb. A foldingkinetika pH-fliggése alapjan kijelenthetd, hogy a pH csokkenésével nd
a nativ allapot felé vezetd utvonalon elhelyezkedd energiagat, ami lassitja az atalakulési
sebességet. De még pH =5-6n is egyértelmiien a nativ allapot az energetikailag
kedvezményezett végallapot, tehat a reakcid bar egyre lassul, az irdnya nem valtozik. A
4-es pH-tol lefele azonban egyértelmiien az amiloidképzddés valik dominanssa, folding
nem jelentkezik. Az amiloidképzddés sebességére csak elenyészd hatdssal van a pH
tovabbi csokkentése.

A folyamatok irdnyat az intermedier utan tehat a Ilehetséges termékek
energiatartalma szabja meg, vagyis az atalakulas Osszességében termodinamikai
kontroll alatt all: a pH csokkenésével a nativ fehérje energiatartalma nd, stabilitasa

csokken, mig az amiloidstruktara energiatartalma egyre csokken, stabilitasa pedig ennek

amiloid

/eakc/o%owd/hé ta

30. abra. Az intermedier tovabbalakulasat a pH-fiiggvényében jellemzd sematikus
energiafelszin.

Alacsony pH-kon (hattérben) az amiloid a termodinamikailag stabilabb termék, nativ
kozeli pH-kon (el6térben) viszont a nativ szerkezet. Az amiloid reakcidiranyban nativ
pH-n is meglévé magas aktivacios gat az amiloidok itt is megtartott kinetikai stabilitasara
utal.
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megfelelden fokozodik. E f6 hatasok mellett a reakciosebességét befolydsolo atalakulasi
aktivalasi energia (potencialgat) a foldingnal érzékelhetéen emelkedik, ami igy a
reakciosebességet csokkentd kinetikai kontrollként jelentkezik. E hatas szerepe azonban
csak masodlagos, mindossze a foldingsebességet kontrolldlja. Egyidejii foldingot és
amiloidképzddést nem tapasztaltunk, ami megerdsiti a termékek termodinamikai

stabilitdsanak reakcioiranyitd szerepét (30. abra).
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6. Kovetkeztetések

Munkdm soran foként spektroszképiai modszerek segitségével széles
iddtartoméanyban és valtozatos koriilmények kozott vizsgaltam a modellfehérjének
valasztott éleszté-foszfogliceratkinaz térszerkezetének valtozasait és e valtozasok
kinetikajat. Az elvégzett mérések kiértékelésére és elemzésére alapozva a kovetkezd
megallapitasok tehetjiik:

I.L1. A foldingegységek kozotti kolcsonhatasok vizsgélatara 1étrehozott
fehérjerendszer valamennyi tagja, tehat mind a doménjeik egyikében triptofant hordozo
teljes fehérjemutansok, mind az Onmagukban 4ll6, szintén egyetlent triptofant
tartalmazd doménmutansok képesek amiloidfibrillumokka aggregalodni, amihez
megfelelé a vad tipusu PGK amiloidképzéséhez hasznalt 200 mM NaCl-ot tartalmazo
pH = 2-es sosavoldat. Az amiloidképzdédés lezajlasdhoz hasonlo nagysdagrendii ido
kellett (mintegy 5 nap), mint amennyi a vad tipust fehérjénél. Az amiloidképzdodést
valamennyi esetben elektronmikroszkopos felvételek bizonyitjak.

[.2. A Smoluchowski-féle koagulacios egyenlet modositott valtozata, mely
valtozoként a koagulacios idoallandot és a kritikus monomerszamot tartalmazza, a vad
tipusu fehérje mellett a négy mutansbol haromra is alkalmazni tudtam, vagyis mindazon
esetekben, ahol az amiloidképzddést a fluoreszcenciaspektrum szamottevo eltolodasa
kisérte. A hosszu tava fluoreszcenciamérést kisérd intenzitasingadozasbol adddo
problémakat a spektrum alakjat figyelembe vevod, eltolodasra érzékeny képlettel
kiiszoboltem ki. A fluoreszcencia megvaltozasat egy kritikus monomerszam feletti
aggregatumnadl wugrasszeriinek feltételez0 modellel valamennyi esetben jo egyezést
mutattak a mérési eredmények.

3. Az izolalt domének ¢és az azonos pozicioban jelolt teljes fehérjek
fluoreszcenciavaltozasa kozott hatdarozott eltérések figyelhetok meg, amikbdl eltérd
kinetikaji folyamatokra kovetkeztethetliink. Mig az izolalt N-domén gyakorlatilag nem
jelez valtozast, addig a masik harom mutans fluoreszcenciaspektruma a vad tipusnal
tapasztalthoz hasonld eltolodast mutat a révidebb hullaimhosszak iranyaba. Mig a
koagulacios idoallandokat Osszevetve ekvivalens értékeket tapasztalunk, addig a
kritikus monomerszam az izolalt C-domén estében jelentosen eltér a mutans vagy vad
tipusu teljes fehérjékétol. Megallapithato, hogy a teljes fehérjék doménjei sokkal

osszehangoltabb kinetikdaval alakulnak amiloidda, mint az izolalt domének, ami a
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tavolabbi csoportok kozotti kdlcsonhatasok hidnydval magyarazhatd. A kolesonhatasok
hianya nemcsak a kinetikakra, hanem a végso szerkezetekre is hatdssal van.

II.1. A PGK amiloidd4 alakitadsara hasznalt klasszikus médszer (pH = 2 HCI-
oldat, 200 mM NacCl) hatékonysagat szamos, eltérd elvre épiild modszerrel elemeztem.
Az elektronmikroszkopos felvétel, a tioflavin-T oldatdban megndvekedett
fluoreszcencia, a kongdvords jelenlétében kialakuld jellegzetes CD-spektrum mind
megerdsitette a B-redés amiloid struktara jelenlétét. A dinamikus fényszorassal nyert
részecskeméreteloszlas-fliggvény arra ad bizonyitékot, hogy a jelenlévd fehérje tobb
mint 99%-a egyetlen aggregatumféleség formdjaban van jelen. Az amiloidkimutatasi
modszerek pozitivitdsa és a méreteloszlasi fliggvény egylittesen igen erds bizonyiték
arra, hogy a fehérje gyakorlatilag teljes mértékben amiloidda alakult.

I1.2. Az amiloidok diszaggregacioja és az alkotd fehérjemolekulak primer
szerkezeti épségének megdrzése egy kétlépéses folyamattal mutatkozott lehetségesnek:
elsOként somentes pH=2 sdsavoldattal szembeni dializéldssal denaturalt
fehérjemonomereket nyertem, majd ezeket nativ korilmények ko6zé juttatva
bekovetkezett a nativ szerkezetet eredményezd refolding. Mas mddszerek, mint példaul
a kozvetlen nativ koriilmények kozé higitds nem mutatkoztak hatékonynak.

I.3. A kiindulasi és a visszanyert fehérje bioldgiai egyenértékiiségére
enzimkinetikai és termoanalitikai bizonyitékokat is sikeriilt felmutatnom. A kinetikai

vizsgalatok bizonyitottak, hogy a visszanyert preparatum katalizalja a 3-foszfoglicerat +
MgATP <———— 1,3-biszfoszfoglicerat + MgADP reakciot, ami a biologiai

ekvivalencia elsddleges kovetelménye. A kiindulasi és a visszanyert fehérje atalakulési
hémérséklete hibahataron beliil azonos volt, ami a két fehérje szerkezeti (ideértve a
térszerkezetet is) azonossagat tdmasztja ala.

I1.4. A PGK-amiloidok novekedése ¢és diszaggregicidja az ¢lettani
viszonyokhoz képest szélsdséges (bar nem irreélis) viszonyok kozott tortént. Ennek
ellenére az enzimkinetikai mérésekkel meghatarozott aktiv enzim hanyada a sokkal
kevésbé destruktiv refolding kisérleteknél tapasztalt aranyok also tartoméanyaba esik.
Tehat nem csak az amiloidba zart fehérje helyreallitasanak hatasfokat sikertilt
meghatdroznom, de azt is megallapithattam, hogy ez a hatisfok a PGK
refoldinghatasfokaval 6sszemérhetd érték.

III.1. A soésavval (pH =2) denaturalt PGK-t 200 mM NaCl-ot is tartalmazé
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pH =2 HCl-oldatba juttatjuk, akkor néhany nap alatt amiloidd4 alakul. Ha NaCl-ra
szerkezet all helyre. gy lényegében egyetlen paraméter, a pH modulalasaval
megvalaszthatjuk a savdenaturalt fehérje konformaciovaltozasanak iranyat. A névleges
pH keveredésbdl adodo valtozasat a vizsgalt pH tartomanyban jol puffereld tobbértéki
savak soinak hozzdadaséaval csillapitottam.

II1.2. Spektroszkopiai bizonyitékok alapjan kijelenthetd, hogy a 7-5 pH
tartomanyon a nativ szerkezet kialakuldsahoz vezetd folding a kedvezményezett, mig 4-
2 tartomanyban az amiloidfibrillumokat eredményez6é misfolding és aggregacio volt az
elényben részesitett konformacidé. A fluoreszcenciavaltozasok idoéfliggése alapjan
megallapithatd, hogy a nativ szerkezet kialakuldsa pH = 7-nél, mig az amiloid
kialakulasa pH = 2-nél a leggyorsabb.

III.3. A fluoreszcenciajelet — bizonyos peremfeltételek megszabasaval —
alkalmassa tettem a fehérjék szerkezetvaltozasanak numerikus nyomonkdovetésére. A
savval denaturdlt-intermedier atalakulasra minden vizsgalt pH-n alkalmazni tudtam a
véges szintli hierarchikus energiafelszin-modellt, amelyre a kordbban a folding
leirdsanal hasznalt nemexponencidlis fliggvényeket illesztettem. A monomolekularis
reakcionak feltett intermedier—nativ atalakulast egyszerli exponencialis egyenlettel irtam
le. Az intermedier—amiloid-transzformaciot a Smoluchowski-féle méretfiiggetlen
koagulacios egyenlettel irtam le.

II1.4. A hiperfluoreszcens koztitermék valamennyi pH-n kialakul a vizsgalt
koriilmények kozott, minden esetben a hierarchikus energiafelszint kdvetve, bar valtozo
sebességgel. Ezen atmenet maximalis sebességét a 3,5-0s pH-értéken éri el. A
hiperfluoreszcens koztitermék tovabbalakulasa 7-hez kozelebbi pH-kon egy egylépéses
folyamatban juttat el a nativ szerkezetig. Az alacsonyabb pH-kon a méretfiiggetlen
koagulacids kinetika domindl, amely végiil az amiloidallapotba vezet el. A folding és az
amiloidképzddés tehat a hiperfluoreszcens intermedier kialakulasaig hasonl6 ttvonalon
jar, de az energiafelszinen elhelyezkedd potencidlgodrok mennyisége és mélysége fiigg
a pH-t6l. Ezutan tovabbalakulva a fehérje két utvonal koziil alacsonyabb pH-kon az
amiloidképzddést, magasabb pH-kon a nativ szerkezetbe hajtogatddast valasztja. Az
utvonalvalasztis kifejezetten vagylagos, foldingot és amiloidképzddést egyidejiileg,

azonos pH-n nem tapasztaltunk, a reakcidirdny termodinamikai kontroll alatt all.

92



7. Osszefoglalas

Az Alzheimer-kor, Parkinson-kor vagy a fert6z6 szivacsos agysorvadas napjaink
ismert gyogyithatatlan betegségei, melyek az amiloidozisnak nevezett betegségek
csoportjaba tartoznak. E betegségek kdzos vondsa a hatékony oki terapia hianyan kiviil
a fehérje egy nem ¢élettani formajanak, az amiloidnak a megjelenése. Az amiloidok
rendkiviil nagy ellendllo-képességiikrél ismert fehérjeaggregatumok, melyekben
domindns a f-redés szerkezet, amit a fehérje gerincatomjai kozott 1étrejovo
hidrogénkotések tesznek stabilla.

Novekvo klinikai jelentdségiik miatt az amiloid aggregatumok az élettudomanyi
kutatasok homlokterében helyezkednek el. E kutatasok részét képezik azok a biofizikai
jellegi vizsgalodasok, melyek a fehérjék amiloidképzési hajlamanak okat, az
amiloidképzodés kinetikdjat, az amiloidok stabilitasat és esetleges diszaggregaciojuk
lehetdségeit kutatjak.

Kutatdsaim soran spektroszképiai ¢és biokémiai modszerek segitségével
vizsgéltam egy kedvelt modellfehérje, az élesztdé foszfogliceratkindz viselkedését.
Megallapitottam, hogy a fehérjehajtogatddas soran szerephez jutd domének
befolyasoljak az amugy szekvenciafiiggetlen kapcsolodasok Iétrejottét az amiloid
aggregacioja soran. A hatdsokat az amiloidképzOodés kinetikajat leird fiiggvény
paraméterei is jol mutatjak.

Sikeres probalkozéast tettem foszfogliceratkindzbol —eldallitott amiloidok
visszaalakitds hatasfokanak meghatarozdsara is: a fehérjébdl létrehozott amiloidot
sikertilt tokéletesen diszaggregalnom, majd a monomer fehérjékbdl ismét mitkodoképes
enzimet kialakitanom.

Végiil a savban reverzibilisen denaturalt fehérje folding és amiloidképzddés felé
is irdnyithatd utjat vizsgaltam. Sikeriilt egy olyan vizsgélati rendszert 1étrehoznom,
melyben csupadn egyetlen valtozo, a pH modulalasdval megvaltoztathatd a
fehérjeszerkezet-alakulds irdnya. E rendszer segitségével megallapitottam, hogy a
vizsgalt koriilmények kozott a fehérjeszerkezet alakuldsanak utjat a termék (amiloid
vagy nativ fehérje) energiatartalma szabja meg, vagyis a folyamatok termodinamikai

kontroll alatt allnak.
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8. Summary

Alzheimer's disease, Parkinson's disease and transmissible spongiform
encephalopathies are well known incurable illnesses and are member of the so called
amyloidosys disease group. Besides the lack of effective causal therapy, they share the
property of featuring the deposition of a non-physiologic protein structure: amyloid.
Amyloids are protein aggregates known for their exceptional resistance. Its structure is
dominated by [ sheets that are stabilized by hydrogen bonds between the atoms of the
polypeptide backbone.

Their increasing clinical significance moved the study of amyloid aggregates to
the forefront of life science research. A portion of these investigations are made up by
biophysical experiments searching for the cause of the tendency of proteins to form
amyloid, the kinetics of amyloid formation, the stability of amyloids, and the eventual
possibility to disaggregate amyloids.

Throughout my investigations, I applied spectroscopic and biochemical methods
to study the behavior of yeast phosphoglycerate kinase, a well known protein in this
field. I have concluded that the structural domains that originally play role in the
formation of the sequence dependent native structure also influence the development of
the otherwise sequence-independent secondary bonds during amyloid aggregation. The
effects are also demonstarted by the parametrs of the function describing the kinetics.

I conducted successful attempts to disaggregate amyloids formed of
phosphoglycerate kinase, and furthermore, to restore the enzymatically active protein,
as well as to characterize the efficiency of the restoration: I was able to completely
disaggregate the amyloids into monomers and then to bring back these monomers in the
enzymatically active form.

Finally, I investigated the path of structural changes of the acid-denatured form
of phosphoglycerate kinase toward the native and the amyloid state. I have successfully
constructed a system where I could determine the direction of structural changes by the
modulation of a single parameter: the acidity. Using this setup, I concluded that the
route of protein structure changes is governed by the energy content of the product (be it

amyloid or native protein), that is, the process is under thermodynamic control.
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