1. A tAmogatott kutatas menete, az azt befolyasol6 torténések, valtozasok
1.1 Technikai el6rehaladas

A 2005-6s évben jelentds technikai fejlesztést hajtottunk végre, melyet kisebb
részben jelen OTKA palyazat, nagyobb részben egy GVOP miiszerpalyazat
tdmogatott. Az OTKA terhére az alabbi értékesebb beszerzések torténtek: egy asztali
szamitogep, egy Clark tipusi oxigen elektroda, melyre kiillon engedélyt kaptunk,
asztali kever6, hiitészekrény, kvarckivettak. A GVOP pélyazat timogatasaval a régi
diddasor detektorunkat kapuzott CCD kamerara cseréltik ki, és Gj optikai asztalt
vettiink. Ugyancsak a jelen OTKA palyazat tette lehetévé egy perisztaltikus pumpa
vasarlasat, és a ciklus végén, az OTKA kulon engedélyével, hozzajaruldsunkat egy
spektrométer beszerzéséhez. A CCD kamera jelent6sen javitotta a kinetikus
abszorpcios spektroszkdop berendezésiink idéfelbontasat, valamennyit javitott a
spektrélis felbontason és az A/D konverzié felbontdsan, azaz a jel/zaj viszonyon.
Mindazonaltal az abszorpciés mérések zajat tovabbra is a méréfény fotonzaja
hatarozza meg, és ezen csak tobb atlagolassal vagy hosszabb expozicids iddvel lehet
javitani, de mindkettonek korlatai vannak. Az atlagolasok szamat a minta
fényérzékenysége, kémiai (redox) stabilitasa korlatozza, az expozicidés id6 novelése
pedig a legrovidebb id6tartomanyokban korlatozza a mérés id6felbontasat. A mérések
kiértékelését, a modellezést a palyazatbdl megvaldsitott szoftvervasarlas segitette el6.

1.2 A korébbi, hagyomanyos kutatasi témak folytatasa

A palyazat éveiben folytattuk a korabban elkezdett egyiittmiikodéseket €s a
korabbi (OTKA altal tmogatott) kutatasokat is. Noha ezek téméaja szigordan véve
nem szerepelt jelen palydzat tervei kdzott, mégis Ggy tekintjik, hogy jelen péalyézat
tamogatasaval haladtak eldre, tekintettel arra, hogy a vezetd kutatonak nem allt mas
forras rendelkezésére. A kozos motivum az elmult négy évben miivelt kiilonb6zo
terliletek kozott a bioenergetikaval val6 szoros kapcsolat, a spektroszkopiai
maddszerek dominancidja és ezek kemometriai alapl Kkiértékelése, illetve a
kemometriai modszerek menet kdzben elvégzett tokéletesitese.

1.3 A palyazat fobb célkitlizéseinek megvaldsulasa, illetve az ezektdl valo eltérés

A palyazat egyik fontos célkitlizése (16 szivizom) citokrom-c mutansainak
tervezése és termeltetése volt E. coliban annak érdekében, hogy megfeleld fotoaktiv
jelolés utan fényindukalt elektrontranszport méréseket végezzink. A holocitokrom
eldllitasanak utolsd Iépését, a hem kofaktor kétszeres kovalens kotését a fehérje két
cisztein oldallancdhoz, a hem lidz fehérje katalizalja. Ezért az élesztébdl szarmazd
hem lidz génjét is be kell vinni az E. coliba, és a két fehérjet egyutt kell kifejezni.
Munkank jelentds része ennek a rendszernek a tokéletesitése volt minél nagyobb
citokrom hozam elérése érdekében. Menetkdzben kideriilt azonban, hogy a
holocitokrom érésérodl, a hem lidzrél magarol, valamint a hem liaz és az apocitokrom,
illetve a hem lidz és a hem kolcsonhatasardl nagyon keveset lehet tudni annak
ellenére, hogy a citokrom c az egyik legfontosabb és legelterjedtebb fehérje az
¢lovilagban, tovabba a hem lidz bizonyos mutacioi letalis betegséget okoznak. Ezért
munkank természetes kiegészitéseként elkezdtilk a hem lidz tisztitasat és jellemzését,
és a tisztitott hem li4z segitsegével a citokrom in vitro érésének vizsgélatat. Rdadésul
azt is megfigyeltiik, hogy a sajat citokrom érésben deficiens E. coli gazdasejtben,



amihez nem adtuk hozza az élesztd hem liaz génjét, mégis képzodhet érett citokrom,
noha nagyon Kis hatasfokkal, ami arra utal, hogy a hem lidz chaperonként segiti a hem
és az apocitokrom kovalens kapcsolatdnak létrejottét. A kérdés fontossdga és
érdekessége miatt a ciklus masodik felében egyre nagyobb figyelmet forditottunk erre
a kutatasi iranyra.

Terveinknek megfeleléen szamos citokrom ¢ mutanst hoztunk létre abbbol a
célbol, hogy a TUPS (8-thiouredopyrene-1,3,6-trisulfonate) fotoaktiv jelolével
kovalensen jeldlve, kinetikus abszorpcios spektroszkopiai mddszerrel mérjik az
elektrontranszfer sebességét a fehérje belsejeben. Lizineket és néhany lizint
helyettesitd ciszteint, valamint tovabbi mutacidval bevezetett ciszteineket jeloltink. A
palyazat f6 célkitiizéseivel 6sszhangban sok adatot gyiijtottiink a citokrom belsejében
lezajlé elektrontranszfer tavolsag- és iranyfiiggésérél, ami lehet6vé teszi a fehérje
felszinének hozzéavetdleges feltérképezését elektrontranszfer-hatékonysag
szempontjabol. A tervezett kettds mutansokbol az valosult meg, melynek esetében a
jelolhetd cisztein melletti masik mutdcid nagymértékben megvaltoztatta a hem
kofaktor redoxpotencialjat. Ennek a kettds mutansnak a tulajdonsagai nagyjabol a
varakozasnak megfeleléen valtoztak meg a vad tipushoz képest. Ugyanez a kettds
muténs szerepelt a terveinkben, mint potencialisan hatékony elektrondonor a citokrém
¢ oxidaz enzim nagysebességii redukéldsara, az oxidazban lezajl6 elektrontranszport
lépések jobb idéfelbontassal valdo megmérésére. Kisérleteink tanusaga szerint azonban
a mutans citokromban az improduktiv, visszafel¢ torténd elektrontranszfer is
felgyorsul, és a citokrom oxidaz redukciéjanak hatékonysaga vagy emiatt, vagy a
kettés mutacidé altal okozott enzimaktivitas-csokkenés miatt nem elegendd jo
mindségii kinetikus mérések elvégzésére. Az eltelt idészakban elvégzett szamos
kiserlet egyben olyan szempontbdl is Ovatossagra intett bennlinket, hogy a TUPS
fotoaktiv jelolot se tekintsiik ,,csodafegyvernek”, mert egyrészt meglehetosen
fényérzékeny, ami a gerjesztések ismétlési szamat és ezzel a jel/zaj viszonyt
korldtozza, maésrészt a flexibilithsa bizonyos esetekben multiexponenciélis
elektrontranszfer kintetikat eredményez, ezzel nehezitve a kisérletek értelmezését.

A pélyazatban roviden emlitett méasik redoxfehérjén, a Thiocapsa
roseopersicina két c-tipust hemet és egy flavint tartalmazé citokrom c552 fehérjéjén
még nem kezd6dtek el az elektrontranszfer mérések. Ennek oka az, hogy jelen
palyazat résztvevoje, Bagyinka Csaba és munkatdrsai részben ennek a palyazatnak a
tdmogatasdval egy 0j, két c tipusi hemet tartalmazd citokromot talaltak a T.
roseopersicinaban, ezt tisztitottak, de novo fehérje-szekvenaltdk, jellemezték és
kristalyositottdk. Jelen palyazat tehat elOsegitette ezeknek a nagy jelentdségii
eredményeknek a megsziletését is. Tekintve, hogy Gjonnan felfedezett fehérjérél van
sz6, melyben két redox centrum (a két c tipust hem) taldlhato, és ezek kozott
feltehet6leg bels6 elektrontranszfer zajlik, nagyon érdekes lehet ennek a molekulanak
a vizsgalata elektrontranszfer-kinetika szempontjabol. Ehhez azonban célszerti el6bb
megismerni a fehérje fizokokémiai tulajdonségait és szerkezetét, és a kutatasok éppen
ebbe az irdnyba haladnak.

A palyazat utols6 évében érdeklddésiink részben egyes bioenergetikaban
fontos és nem mellesleg szines (lathatd fényt elnyeld, illetve fluoreszkald) fehérje
esetleges biofotonikai, illetve szenzoros technikai felhasznalasa felé is fordult. Ennek
kivaltoja egyrészt a napjainkban altalanosan megfigyelhet6 tendencia a gazdasagilag
hasznosithaté kutatasok elonyben részesitésére (és az ebbe valdo részleges és
kényszerli beletor6dés), valamint egy mostanra mar gyiimolcsézének mondhato
kiilfoldi egyiittmiikddés elindulasa volt. A franciaorszagi Montpellier egyetemeivel
valo egylittmiikodés keretében kétfajta vékonyréteg szerkezetbe juttatunk fehérjéket,



aminek tavlati célja 0 tulajdonsagokkal rendelkez6 hibrid anyagok létrehozasa. Az
egyik hordoz6 a polielektrolit alapu vékonyrétegek sorozata. Ezzel a technikéval
olyan fehérjebarat kdzeget lehet l1étrehozni, amely — ellentétben sok szilard felllettel —
meg6rzi az adszorbealt fehérjék természetes szerkezetét és aktivitasat. Tekintettel
arra, hogy a polielektrolit sokréteg (angolul: multilayer) elektromos vezetd
tulajdonségokkal rendelkezik, igen nagy az érdeklddés ezek felhasznalasa irant
biokompatibilis elektrddok készitésére. A masik hordozo, mellyel kisérleteket
végeztiink, pordzus sziliciumbdl kialakitott sokréteg. Ez az anyag alkalmas fotonikus
szerkezetek (eszkdzok) létrehozaséra azaltal, hogy a fény hullamhosszaval
Osszemérhetd periodicitasu térésmutato-valtozasokat lehet benne létrehozni. A
periodikusan valtozd torésmutatot példaul egymas felett elhelyezkedd rétegekben
létrehozva Bragg-tikrot vagy mikrokavitast lehet épiteni. A torésmutatdé a rétegek
lyukacsossagaval allithatdé be. Ugyanez a tulajdonsdg lehetévé teszi, hogy
molekulakat — a mi esetlinkben fehérjéket — adszorbeéltassunk a pordzus szerkezetbe,
akér kovalens kotéssel is. Az igy funkcionalizalt, por6zus szilicium alapu hibrid
anyagok érdekes, nemlineéris optikai tulajdonsdgokkal rendelkeznek, és tekintettel a
szilicium hordozo félvezet6 jellegére, varhatoan optoelektronikai alkalmazésokra is
maddot adhatnak.



2. A palyazat f6bb eredményei?
2.1 Rekombindns citokrém ¢ mutansok eléallitasa, ennek optimalizalasa

Folytattuk a rekombinans citokrom ¢ mutansok eldallitasanak és
termeltetésének optimalizilasat abbdl a célbol, hogy TUPS fotoaktiv redox festékkel
jelolve a cisztein mutansokat tanulmanyozhassuk a citokrom c fehérje egyes
tartomanyainak elektronvezetd képességét, illetve optimalis rendszert allitsunk el6 a
citokrom oxidaz enzimatikus mechanizmusanak vizsgalatahoz. A citokrom c (16 sziv)
¢s a hemet kovalensen bekotd enzim, a hem lidz (élesztd) egyiittes kifejezésére két
stratégiat dolgoztunk ki. A rendszer stabilitasdnak, valamint a hozam ndvelésének
érdekében kozos plazmidba, az arabindz operon erételjes Pgap promoterét tartalmazd
pBAD24 vektorba foglaltuk a két fehérje genjét, és ezt tobb gazdasejten kiprobaltuk.
A szabdlyozhat6sag érdekében a plazmid tartalmazza az araC gént, amelynek
terméke indukcid hianyaban negativ, az indukéléanyag jelenlétében viszont pozitiv
regulatora a promoternek. fgy a megfeleld induktor molekulaval, az arabinozzal a
termékatirds szigoruan szabalyozhatd, ugyanis a megfeleld idoben indithatd el az
expresszio. Az expresszio korulményeit valtoztatva végil 35 mg/L citokrém hozamot
sikerilt elérni. Méasrészt kétplazmidos konstrukcidt is Iétrehoztunk, ahol a két fehérje
kilon plazmidokban kodolt, azzal a céllal, hogy a - feltehet6leg - chaperonként
mitkddo hem lidzbdl a sejtnek ne kelljen feleslegesen a termék citokromhoz hasonld
kopiaszamot eldallitania. A rekombinans citokrom ¢ mutansok el6allitasara és
termeltetésére az a moédszer bizonyult eredményesebbnek, amikor a citokrém c és a
hem lidz génjét kozos plazmidba foglaltuk, és ehhez a termeltetéshez a megfeleld
gazdasejtet is megtalaltuk. Ugyanakkor a kildn plazmidos kifejezés elénye az, hogy
ilyen médon csak a hem lidz vagy csak az apocitokrom c termelésére nyilt lehetdség.

A.1.1. Tenger, K., Khoroshyy, P., Kovacs, K.L., Rakhely, G. and Zimanyi, L. 2007.
Heterologous overexpression of eukaryotic cytochrome ¢ and cytochrome ¢ heme lyase in
Escherichia coli for biophysical studies. Regional Biophysics Conference, Balatonfiired,
Hungary, p.92.

C.1.2. Tenger, K., Khoroshyy, P., Kovacs, K.L., Zimanyi, L. and Rakhely, G. 2007. Improved
system for heterologous expression of cytochrome ¢ mutants in Escherichia coli. Acta Biol.
Hung. 58:23-35. IF=0,636

2.2 Lizin-cisztein csere, az elektrontranszfer kovalens Uthosszanak valtoztatasa

A kétplazmidos rendszerrel harom lizin — cisztein cserét hajtottunk végre, €s
kifejeztik a megfelels, K39C, K8C és K87C mutans fehérjéket. A K39C és K8C
rekombinéns citokrom ¢ mutansokat megjeléltink TUPS fotoaktiv kovalens festékkel.
Ez a két aminosav korulbeliill azonos tavolsagra van a hem kofaktortdl, de a fehérje
két atellenes oldalan. A K8 a citokrom ¢ dokkold tartomanyaban van, a K39 viszont
az ellenkezd, elektrontranszfer szempontjabdl valdsziniileg inaktiv tartomanyban. Az
eredeti lizineken jeldlt molekuldkon kordbban mér végeztink elektrontranszfer
meréseket. Most a mutdnsok lézergerjesztése utan mértik az elektrontranszfer
kinetikajat a TUPS és a hem kdzott, mikor a TUPS gerjesztett triplett elektront ad at
az oxidalt hemnek, majd visszaveszi azt. Az elektrontranszfer kinetikat mind a

'Részletesebb beszamolo abrakkal illusztralva a még nem publikalt eredményekrél késziilt.
2 A publikéciok jeldlése: A: absztrakt, C: in extenso folydiratcikk, P: referélt, in extenso proceedings



lizinen, mind a ciszteinen jel6lt molekuldk esetén a maximum entropia — nemnegativ
legkisebb négyzetes mddszerrel exponencialisokkal illesztettiik, és megéallapitottuk,
hogy az elektron visszatérése a festékre tobb exponenciélis 0sszegével irhato le.
Ugyancsak kimutattuk, hogy ezek sebességi allanddja nincs a Marcus elméletben
szerepld szoros Osszefiiggésben a TUPS és a hem kozotti tdvolsaggal, példaul a
lizinnek ciszteinnel valé helyettesitésekor a kovalens Utvonal a két kofaktor kozott
egy lépéssel megnd, és az elektrontranszfer mégis felgyorsul. A multiexponencialis
folyamatot azzal modelleztiik, hogy a TUPS gytriis szerkezete a flexibilis kovalens
kapcsolat miatt tobb helyzetet foglalhat el a fehérje felszinéhez képest, ami
heterogenitdshoz vezet. Ilyen helyzeteket molekuladinamikai sz&mitasokkal
azonositottunk. A HARLEM program segitségével kiszdmoltuk ezen konforméciok
esetén az optimdlis elektrontranszfer Utvonalat, és megéallapitottuk, hogy az elektron
nem koveti a festéket a fehérjéhez kotd kovalens utvonalat, hanem van der Waals
tavolsagon belul &tugrik a fehérjére a TUPS gytirtis pi-elektron rendszerérél.

A2.1. Tenger, K., Rakhely, G., Khoroshyy, P. and Zimanyi, L. 2005. Expression, purification
and labeling of recombinant horse cytochrome c¢, and measurements of photoinduced
intraprotein electron transfer. Regional Biophysics Meeting, Zrece, Slovenia, p.61.

A2.2. Tenger, K., Khoroshyy, P., Leitgeb, B., Réakhely, G., Borovok, N., Kotlyar, A. and
Zimanyi, L. 2005. Complex electron transfer kinetics between the photoactive label TUPS and
the heme of cytochrome c. Eur. Biophys. J. 34(6):665.

C2.3. Tenger, K., Khoroshyy, P., Leitgeb, B., Rékhely, G., Borovok, N., Kotlyar, A., Dolgikh,
D.A. and Zimanyi, L. 2005. Complex kinetics of the electron transfer between the photoactive
redox label TUPS and the heme of cytochrome c. J. Chem. Inf. Mod. 45(6):1520-1526
IF=2,810

2.3 A citokrom c¢ felszinének feltérképezése elektrontranszfer-hatékonysag
szempontjabdl

A fentiek mellett még tizenegy aminosavat cseréltink ki a citokréom c
felszinének kiilonb6z6 pontjain  ciszteinre, €S részletesen vizsgaltuk az
elektrontranszfer kinetikajat a hem kofaktor és a TUPS kozott. A jeldlt fehérjék kdzott
volt az els6é olyan kettds mutans is, melyben a méasodik mutacié a hem kofaktoranak
redoxpotencialjat valtoztatta (Id. alabb). Modellszamitisokat végeztiink a citokrom c
Osszes atomja es a hem kofaktor kozotti elektrontranszfer hatékonyséagéra:
Kiszdmitottuk az  elektrontranszfer ~ Utvonalakat, az azokhoz tartozo
kvantummechanikai kapcsolodas erdsségét (coupling strength) a két altalanosan
hasznalt modell szerint (Dutton modell ill. Gray-Beratan-Onouchic modell). Bizonyos
jelolo-poziciok esetén széleskorti homérsékletfiiggést is tudtunk mérni, és ezzel
kisérletileg is meghataroztuk a kapcsolodas erdsségét. Megallapithatd volt, hogy
mindkét modell kielégitben egyezik a kisérleti eredményekkel az adott mérési
pontossag mellett. Ugyanakkor érdekes, hogy a szamolasok szerint a citokrom c
»polaris” régidi iranyaban hatékonyabb elektrontranszfer Gtvonalak adddnak, mint az
,egyenlitéi* régiok iranyaban (mindketté a hem sikjahoz viszonyitva). Mindenesetre a
kiilonbségek nem jelentdsek, feltehetdleg azért, mert a citokrém c¢ meglehetdsen kis
fehérje. Nagyobb fehérjékben, hosszabb tavu elektrontranszfer esetén varhatdan
nagyobb jelentdsége lenne a jo kapcsolatot biztosito (kovalens) Gtvonalaknak.



1. abra. A citokrém c felszinének térképe ,, elolrdl és hatulrol“ a hem iranydba torténd

elektrontranszfer hatékonységa szempontjabol (a hem szine fehér). A piros atomoktol

indulva az elektrontranszfer hatékonyabb, a kékekbdl indulva kevésbé hatékony, mint
amit a hemtdl szamitott egyszerii tavolsdagfiiggés indokolna.

A.3.1 Khoroshyy, P., Tenger, K. and Zimanyi, L. 2006. Intra- and interprotein photoinduced
electron transfer in respiratory chain redox proteins. Biochim. Biophys. Acta 1757(14):187.

Tovabbi kézlemény varhato két éven beliil.
2.4 Elektrontranszfer a citoktdm c és a citokrom oxidaz kozott

A citokrom oxidaz enzimatikus ciklusanak elinditasahoz a citokrom ¢ A15C
mutansat allitottuk el6 és jeloltiik a TUPS fotoaktiv molekulaval. A lézer-kinetikai
kisérletek tanisaga szerint ebben a rendszerben ugyan kelloképpen gyors a gerjesztett
TUPS-161 a citokrom ¢ hemjére torténd elektrontranszport, ami a jo idofelbontés
el6feltétele, de a forditott iranya elektrontranszport is gyors, és ezért a citokrom
oxiddz iranyaba torténd, ,hasznos* elektrontranszport hatasfoka tal kicsi.
Mindazonaltal megfigyelhet6 volt a citokrom oxidaz hem-a kofaktordnak redukcidja,
¢s az, hogy a CuA kofaktor (az elsd az elektrontranszfer lancban) igen gyorsan, 100
nanoszekundumnal gyorsabban kap elektront a citokrom c-t6]. Ennek a 1épésnek az
idofelbontasat ezzel jelentésen megjavitottuk az irodalmi adatokhoz képest.

A hem vasatomjat koordindl6 metionin 80 aminosavat is kicseréltik
hisztidinre, és ezzel olyan mértékii potencialvaltozast értlink el, amivel a citokrém c
mar aszkorbinsavval nem redukalhaté. Az M80H/A15C kettds mutans az elsé olyan
termékink, melyet arra kivantunk hasznalni, hogy a citokrom c-r6l a citokrom
oxidazra lehetbleg gyorsan tudjunk elektront eljuttatni, de megakadalyozzuk az
elektron gyors visszatérését. Ebben a kisérletben az aszkorbinsav szerepel
elektrondonorként a fotooxidalt TUPS szdméra, igy az elektrontranszfer elvileg
egyiranyava tehetd. Az elsé ilyen kisérletek citokrom oxidazzal azonban abba a
technikai nehézségbe Utkdztek, hogy a kettés mutans citokrom esetében az oxidaz
enzimaktivitasa lecsokkent, ami a két fehérje kozotti elektrontranszfer hatasfokanak
csokkenésében nyilvanult meg.
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2. abra. A TUPS-citokrom-citokrom oxidaz rendszebeli elektrontranszfer kbvetése
kinetikus spektroszképiai adatok illesztése révén. A baloldali 4bra az A15C mutans
citokrom, a jobboldali az A15C/M80H kettés mutans citokrom esetét mutatja. Utobbi
esetben aszkorbinsavat hasznaltunk elsédleges elektrondonorként.

A.4.1 Khoroshyy, P., Tenger, K. and Zimanyi, L. 2007. Tuning of the electron transfer rate by
the altered redox potential of heme c in cytochrome c and in its complex with cytochrome c
oxidase. Regional Biophysics Conference, Balatonfiired, Hungary, p.114.

A.4.2 Khoroshyy, P., Tenger, K. and Zimanyi, L. 2008. Tuning the electron transfer rate by
the redox potential of cytochrome ¢ in complex with cytochrome ¢ oxidase. Biochim.
Biophys. Acta 1777:S90.

Tovabbi kézlemény varhato két éven beliil.
2.5 A citokrém c érése in vivo és in vitro, a hem liaz jellemzése

Tudomasunk szerint els6ként sikerllt heteroldg expresszidval kifejeznink és
tisztitanunk az élesztd hem lidz fehérjéjét, mely a Ccm-lll-as citokordm c éresi
rendszer prototipusa. A Ccm-lll-as a gombak, gerinctelenek és gerincesek
mitokondriumaiban miikddod citokrom c érési rendszer, mely egyetlen hem liaz fehérje
segitsegével katalizalja a hem kovalens kapcsolddésat az apocitokromhoz és egyben a
citokrdm c nativ szerkezetének kialakulasat. Az érett holocitokrom c fehérje tébb
madszerrel is kimutathat6. Abszorpcids spektruma jellegzetes cstcsokkal rendelkezik
(Soret sav a kozeli ultraibolydban, o és B sév a lathatd tartoményban), és a
spektrumb6l a fehérje redox Allapota is kiolvashat6. A c tipusd, tehat a hemet
kovalensen kot6é citokrom azonositdsdnak masik modja a hem kimutatisa
kemilumineszcencias modszerrel a fehérje SDS gélen futtatott savjaban (a nem
kovalensen kotott hem nem marad egyutt a fehérjével). Tisztitott hem lidzzal és
heteroldg expresszidval eléallitott apocitokorommal, illetve vasarolt holocitokrombol
a hem kivonasaval el6allitott apocitokrommal hem hozzdadasa utan vizsgéltuk az in
vitro citokrom érés feltételeit, korulményeit (3. abra).




3. abra. In vitro citokrom c érés eredménye. A: SDS PAGE fehérje festés utan, B: a
hem liaz (CCHL) kimutatasa a hozzakotott 6xHis tag immundetekcidjéval
nitrocellul6z membranra blottolas utén, C: hem kimutatdsa az SDS gélen ECL-lel
ugyanazon a helyen, ahol a citokrom c savja talalhaté. 1: apocitokrém + CCHL, 2:
apocitokrém + CCHL + hem, 3: apocitokrom + CCHL + hem + redukaldszer, 4, 5,
6: 10 perces, 30 perces es 1 6ras inkubacio

Az apocitokrom heterolog expresszidja soran azt a meglepd megfigyelést tettiik, hogy
valamennyi holocitokrom (a spektrum alapjan) hem liaz nélkiil is termelddik az E.
coliban. Ezért hasonld kisérleteket megismételtink olyan mutans coli térzsben is,
melyben a baktérium sajat citokrom érési rendszere ki volt iktatva. Ezzel igazoltuk,
hogy kis mennyiségben ugyan, de holocitokrom képz6édik spontdn médon is, hem liaz
segitsége nélkiil. Feltételezhetd tehat, hogy a hem lidz chaperonként segiti a
holocitokrom feltekeredését, a hemmel valo konstruktiv komplexképzdodést és végiil a
kovalens kotes kialakulasat.

A hem lidz az SDS gélen valamivel nagyobb molekulasulyiunak latszik, mint a
szekvencidbol szdmolt molekulastlya. Joggal feltételezhetd, hogy a szabad hemmel és
az apocitokrommal is kdlcsonhatasba kell lépnie. Ezért érdemes lesz megvizsgalni,
hogy vajon nem szerkezetnélkili fehérjével van-e dolgunk — legalabbis a hem és
apocitokrom partnerek tavollétében. Ennek els6 1épéseként az SZBK Enzimoldgiai
Intézete munkatarsai altal kidolgozott IUPRED szerver segitségével megéllapitottuk,
hogy a predikci6 szerint a hem lidz szekvencijanak teljes els6 fele szerkezetnélkiili,
és a két tipikusan hemet koté CPV motivum ebben a tartomanyban helyezkedik el.



A5.1 Tenger, K., Khoroshyy, P., Rakhely, G. And Zimanyi, L. 2008. Heterologous
overexpression of eukaryotic cytochrome ¢ and cytochrome ¢ heme lyase to study the
mechanism of cytochrome ¢ maturation. Biochim. Biophys. Acta 1777:590.

Tovabbi kézlemény varhato két éven beliil.

2.6 A Thiocapsa roseopersicina Uj, két hemet tartalmazé citokrom c4 fehérjéje

Jelen palyazat résztvevéje (Bagyinka Csaba) jelentés elorelépést tett a
fotoszintetikus bibor kénbaktérium Thiocapsa roseopersicina két hemet tartalmazo
Els6ként sikeriilt anaerob szervezetbdl szarmazo citokrom c4 fehérjét kristalyositani.
A rontgendiffrakcios mérés kivaldo mindsége elorevetiti a kdzeljovoben a fehérje 1,72
angstromos felbont&su szerkezetének meghatarozéasat. Redoxpotencialjabol itélve ez a
fehérje feltehetbleg a végsé oxidazhoz kozel lat el elektrontranszfer funkciot a sejt
légzési  foszforildcidjanak  folyamatdban.  Ugyancsak  sikerilt de novo
fehérjeszekvenalas modszerével meghatarozni a fehérje aminosav szekvenciajat.

C.6.1 Tomcova, |., Branca, R.M.M., Bod6, G., Bagyinka, C. and Smatanova. I.K. 2006.
Cross-crystallization method used for the crystallization and preliminary diffraction analysis
of a novel di-haem cytochrome c4. Acta Cryst. F62:820-824. IF=1,401

C.6.2 Branca, R.M.M., Bodo, G., Varkonyi, Z., Debreczeny, M., Osz, J. and Bagyinka, Cs.
2007. Oxygen and temperature-dependent structural and redox changes in a novel cytochrome
¢4 from the purple sulfur photosynthetic bacterium Thiocapsa roseopersicina. Arch. Biochem.
Biophys. 467:174-184. IF=3,152

C.6.3 Branca, R.M.M., Bodo, G., Bagyinka, Cs. And Prokai, L. 2007. De novo sequencing of
a 21-kDa cytochrome c4 from Thiocapsa roseopersicina by nanoelectrospray ionization ion-
trap and Fourier-transform ion-cyclotron resonance mass spectrometry J. Mass Spectr.
42:1569-1582. IF=3,574

2.7 Hibrid polielektrolit-bakteriorodopszin sokréteg létrenozésa, jellemzése

Megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy polielektrolit sokrétegre, illetve annak
belsejébe el lehet-e helyezni fehérjét tartalmazé membranfragmentumokat,
nevezetesen a bakteriorodopszin-tartalmd bibor membrant. A kérdés jelentGsége
abban &ll, hogy transzmembran ionpumpék (ezek prototipusa a bakteriorodopszin)
vagy pl. receptorok beépitése ilyen hibrid struktirakba ujfajta érzékelok, elektrodok,
biokompatibilis anyagok létrehozasat teheti lehet6vé. Megallapitottuk, hogy a negativ
Ossztoltéssel €s permanens elektromos dipdlusmomentummal rendelkezé bibor
membranok pozitiv felsé réteggel végzddo poliekeltrolit hordozora két rétegben és
orientdltan rakdédnak le, és a polielektrolit felvitele a negativ komponenssel inditva
tovabb folytathaté a bibor membrénok tetején. Még érdekesebb az a megallapités,
hogy negativ fels6 polielektrolit rétegre is felviheté egy réteg bibor membran, és az
épitkezés folytathato a pozitiv elektrolit-komponenssel. A  megfigyeléseket
elektrosztatikus és hidrofob kolcsdnhatasokkal, illetve kinetikus hatisokkal tudtuk
magyarazni. A bibor membrénok orientalt elhelyezkedese és annak kimutatésa, hogy
a fehérje ebben a kornyezetben gyakorlatilag meg6rzi nativ szerkezetét, biztaté a
polielektrolit sokréteg — membranfehérje hibrid anyagok jovObeli felhasznalasa
szempontjabol.



C.7.1 Saab, M., Estephan, E., Cloitre, T., Legros, R., Cuisinier, F.J.G., Zimanyi, L. and
Gergely, Cs. 2009. Assembly of purple membranes on polyelectrolyte films. Langmuir,
kozlésre elfogadva. IF=4,009

2.8 Bakteriorodopszin és glilkdz oxidaz pordzus szilicium fotonikus struktarékban

Partnereink szilicium lapon kontrollalt elektrokémiai maratas Utjan valtakozo
torésmutatoju  porézus szilicium rétegek sorozatat hozzak létre, és a
fényhullamhosszal —Gsszemérheté rétegvastagsagok beallitasaval egydimenzids
fotonikus kristalyokat tudnak késziteni. A pordzus sziliciumba kiilonbdzd anyagokat
bejuttatva, és szilanizalas utan akar kovalensen is bekotve térésmutatd-valtozasok
idézhetbk el6, és igy a fotonikus kristaly pl. spektrumeltolédassal, érzékenyen reagél
az adszorpciora. A legérzekenyebb fotonikus szerkezetet, a két Bragg-tiikorbdl és a
koztik 1évo egyetlen, kétszeres vastagsag rétegbdl allo mikrokavitast hasznaltuk
arra, hogy két bioenergetikai és spektroszkopiai szempontbdl is érdekes fehérjét, a
glukoz oxidazt és a (szolubilizalt) bakteriorodopszint adszorbeéltassuk. Infravoros
reflexios spektroszképiaval, fluoreszcencias, atomerd és elektronmikroszkopiai
madszerrel, valamint multifoton mikroszkdpiéval jellemeztik az igy kialakitott hibrid
félvezetd — biofotonikus strukturakat. Kulénosen érdekes a multifoton mikroszképias
megfigyelés, mert ezzel elsoként sikeriilt haromdimenzids, szubmikron felbontasu
képet alkotnunk a fotonikus szerkezet belsejérél. Megallapitottuk, hogy a porozus
szilicium a gerjesztd femtoszekundumos, infravords Iézerfény fokuszaban
masodharmonikus gerjesztésre képes és kétfotonos fluoreszcencia-emissziot végez.
Fehérjékkel funkcionalizalva a por6zus szilicium belsejét a fehérjék maguk is
masodharmonikus gerjesztové és kétfotonos fluoreszcencia-emitterekké valnak, ami
kiloéndsen a bakteriorodopszin esetében érdekes, ez a fehérje ugyanis dnmagéban nem
fluoreszkal. A mikrokavitas kozéps6, kettds rétege kiillondsen aktiv nemlinearis
optikai jelenségek szempontjabol.

A.8.1 Zimanyi, L., Martin, M., Palestino, G., Cloitre, T., Cuisinier, F.J.G. and Gergely, C.
2008. Hybrid protein-semiconductor photonic structures using bacteriorhodopsin and glucose
oxidase. Biochim. Biophys. Acta 1777:S91.

A.8.2 Zimanyi, L., Martin, M., Palestino, G., Cloitre, T., Cuisinier, F.J.G. and Gergely, Cs.
2009. Incorporation and multitechnique detection of biomacromolecules in porous silicon
photonic structures. Regional Biophysics Conference, Linz, Austria, p.49.

P.8.3 Palestino, G., Martin, M., Agarwal, V., Legros, R., Cloitre, T., Zimanyi, L. and Gergely,
Cs. 2008. Detection and light enhancement of glucose oxidase adsorbed on porous silicon
microcavities. In: Porous Semiconductors — Science and Technology, Materials of the 6th
international conference (Canham, Nassiopoulou, Sailor and Schmuki eds.) 117-118.

P.8.4 Martin, M., Saab, M., Cloitre, T., Estephan, E., Legros, R., Cuisinier, F.J.G., Zimanyi,
L. and Gergely, Cs. 2008. A multitechnique study of bacteriorhodopsin’s photonics towards
new optical devices. Proc. of SPIE 6991: 69910A1-10.
C.8.5 Palestino, G., Martin, M., Agarwal, V., Legros, R., Cloitre, T., Zimanyi, L. Gergely, Cs.
2009. Detection and light enhancement of glucose oxidase adsorbed on porous silicon
microcavities. Phys. Stat. Solidi C, kozlésre elfogadva.

Tovabbi kézlemény varhato két éven beliil.

2.9 A bakteriorodopszin fotociklusanak Ujabb részletei



Folytattuk a bakteriorodopszin fotociklusanak teljes leirdsat célz6 kemometriai
kutatdsokat. Kifejlesztettilk az exponencidlis illesztéssel segitett ,,6nmodellezés*
(SVD-EFASM) modszerét, és ezzel analizaltuk a vad tipusu bakteriorodopszinon mért
kinetikus spektrumsorozatokat. Kimutattunk egy eddig fel nem ismert eltolédast az L
intermedier spektruméban. Ennek figyelmen kivill hagyasa okozta minden korabbi
kiserlet kiértékelésében azt, hogy a fotociklus korai szakaszara nem lehetett pontos
kinetikus modellt illeszteni azzal a megszoritassal, hogy az intermedierek
Osszmennyisége allandé. Az L intermedier tehat val6jaban két, egyméas utén
kovetkezd, spektralisan hasonld, de mégis elkiilonithetd alallapotra bonthatd, és
megadtunk egy lehetséges szerkezeti magyarazatot is arra, hogy a két L alallapot
molekularis szinten miben kilonbdzhet egymastol.

A.9.1 Zimanyi, L., Saltiel, J., Brown, L.S. and Lanyi, J.K. 2005. A priori resolution of the
intermediate spectra and kinetics in the bacteriorhodopsin photocycle by singular value
decomposition with exponential-fit-assisted self-modeling. Regional Biophysics Meeting,
Zrece, Slovenia, p.58.

C.9.2 Zimanyi, L., Saltiel, J., Brown, L.S. and Lanyi, J.K. 2006. A Priori Resolution of the
Intermediate Spectra in the Bacteriorhodopsin Photocycle: The Time Evolution of the L
Spectrum Revealed. J. Phys. Chem. A 110(7):2318-2321. IF=2,639

2.10 Egy uj retinadlfehérje, a karotenoid antenndval rendelkez6 xanthorodopszin
kinetikus spektroszkopiai jellemzése

Korabbi egylittmiikodés folytatasaként elvégeztik egy Uj retindlfehérje, a
xanthorhodopsin kinetikus spektroszkdpiai vizsgalatdt. A xanthorhodopsin az els6
antennaval rendelkezd retinalfehérje, melynek fotociklusat és protonpumpalod
aktivitdsdt mind a retindl, mind a jarulékos pigment salinixanthin fénnyel vald
gerjesztése elinditja (az utobbi a gerjesztési energia atadasaval). Alacsony és magas
pH-n mérve a teljes fotociklust id6felbontott sokcsatornds abszorpciés modszerrel
megallapitottuk, hogy a preparaciotol fliggéen a fotociklus soran kb. pH 6 alatt nem
deprotonalddik a Schiff bazis, mert a protonakceptor csoport tartsan protonélva van.
Ilyenkor nincs nett6 toltéstranszport aktivitds sem. Kimutattuk, hogy a statikus, pH-
titralassal kivaltott abszorpciovaltozasok, melyek feltehetdleg a salinixanthinnak a
rodopszin toltésallapotaval 6sszefliggd elektrokrom abszorpcidvaltozasai, a fotociklus
kozben, azaz kinetikusan is fellépnek. Tehat a karotinoid antenna egyben érzékeny
riportere is a fotociklus, azaz toltéstranszport kdzben fellépd elektrosztatikus és
konformacids valtozasoknak. Ehhez hasonlét az eddig ismert retindlfehérjékben
természetszertileg nem lehetett megfigyelni, hiszen azokhoz nem kapcsolodik
karotinoid antenna. A fotociklus részletes leirasa folyamatban van.

Kdzlemény varhato két éven belil.

2.11 Példa a kemometriai mddszer tovabbfejlesztésére: glikolitikus oszcillaciok és
hullamok elemzése infravords spektrumok alapjan

Szingularisérték felbontason (SVD) alapulé modszerrel analiziltunk Fourier
Transzformaciés Infravords (FTIR) spektrumsorozatokat, melyeket német partnereink
mértek ¢leszté kivonaton olyan koriilmények kozott, mikor a glikolizis intermedierek
koncentracioi oszcillalo kinetikat, majd térbeli reakcios-diffGziés hullamokat
mutatnak. A modszert tovabbfejlesztettik a wavelet analizis bevezetésével. igy
sikerillt a korabbiaknal jobban szétvalasztani az oszcillaciokat (hullamokat) a lassu



eltol6dasoktdl és a nagyfrekvenciés zajoktol. Sikerilt a legtobb intermedier vegytilet
fazisviszonyai is jorészt megfeleltek az irodalombdl ismert - de sokkal rosszabb
idéfelbontassal megmért - fazisviszonyoknak. Ugyancsak sikerllt megmutatni, hogy
az oszcillalo glikolizis egyes intermedierjei csoportosithatok az oszcillacid
hulldmalakja szerint, tehat az oszcillalo, illetve térbeli hullamzast mutatd reakcio
idobeli valtozasa tavolrol sem mutat szinuszos alakot. A mddszer jelentdsége az, hogy
nem-invaziv, gyors, és kival6 idéfelbontast nyujt.

A.11.1 Khoroshyy, P., Zimanyi, L., Mair, T., Miiller, A. and Miiller, S.C. 2005. Chemometric
analysis of the oscillatory kinetics of glycolytic intermediates in a yeast extract from data
measured by FTIR-spectroscopy. Regional Biophysics Meeting, Zrece, Slovenia, p.89.

C.11.2 Mair, T., Zimanyi, L., Khoroshyy, P., Miiller, A. and Miiller, S.C. 2006. Analysis of
the oscillatory kinetics of glycolytic intermediates in a yeast extract by FTIR-Spectroscopy.
Biosystems 83:188-194. IF=1,016

C.11.3 Zimanyi, L., Khoroshyy, P., Hauser, M.J.B and Mair, T., 2009. Chemometric approach
towards the dissection of glycolytic oscillations and waves by the noninvasive method of
FTIR spectroscopy. Physica D, kdzlésre benyujtva.



