A 49276 szamu, " A hidrogenaz autokatalitikus
enzimreakciojanak tanulmanyozasa'" cimi OTKA palyazat
zargjelentése

Technikai jellegii eredményeink:

Felepitettiink egy folyamatrégzito és képanalizalé rendszert.

Ennek részeként vasaroltunk egy DCR PC tipusti Sony gyartmanyu kamerat. A kamera
kivélasztasat az indokolta, hogy a felvett képkockak idéfelbontasat a kamera sajat
szoftverével allitani lehet, ezért a mérések felvételéhez nincs sziikség kiilon szamitogépre,
valamint a kamera rendelkezik i-link feliilettel, ezért a felvételek szamitdogépre masolasa
konnyti. Ez a kamera rogzitette az autokatalitikus és oszcillalo reakciokat.

A reakcidedény alakjat és formajat is sokszor valtoztattuk, mig megtalaltuk a
legmegfelelobb reakcidedény alakot. Probalkoztunk hagyomanyos Petri csészével (amelyben
az elso kisérleteinket végeztiik), mikroszkophoz hasznalatos cseppalakil bemélyedést
tartalmazo targylemezzel, de minden elrendezésnek volt valami hatranya (nem volt homogén
a reakcio, térbeli alakzatok fejédtek ki, stb.) Végiil sajat magunk allitottuk eld a mintatartot.
Egy tiveglapba 0.8-1 mm mély koralaka mélyedést csiszoltunk amit a reakcideleggyel
toltottiink fel. Ezzel sikertilt elérniink, hogy a reakciotérfogat homogén egyenletes vastagsagu
¢s kelléen vékony legyen. Ebben a mintatartoban mar szabalyos kor alaku frontokat tudtunk
megfigyelni.

A rendszer kiépitéséhez egy megvilagito feliiletet is kellett késziteni, mely a mintatartot
alulrol vilagitja meg, ennek megtervezése €s kivitelezése igen sokaig tartott. Kezdetben fehér
lapokat vilagitottunk meg, majd fluoreszkalo 1ampat helyeztiink a reakcidedény ala. A
legujabb rendszeriinkben egy ledes matrix vilagitja meg a reakcidedényt. A sok probalkozas
ellenére a megvilagitas még mindig nem tokéletes.

Elkészitettiik a kinetika kiértékeld szoftvert. Ez egy MATLAB program, melynek
segitségével a frontok haladasi sebességét lehet meghatarozni.

Késdbbi mérésekben kiépitetiink egy OD meghatarozasara alkalmas elrendezést. A
rendszer egy Ocean Optics spektrométert hasznal, a fényt egy prizma és szaloptika
segitségével vezetjiik a spektrométerbe. Ennek segitségével s reakcidedény egy jelentds
részében mérhetjiik meg a minta optikai denzitasat. Elkészitettiik ennek a mérésnek a
kiértékeld szoftverét is MATLAB programban.

Felépitettiink egy harom elektrodos redox cellat

A redox cella teljesen hazi készitésii, amivel fehérjék redox atmeneteit lehet kdvetni a
lathato tartomanyban. Meghajtasat egy vasarolt potenciosztat végzi.

Az SZTE Szerves Kémiai Tanszékével kooperacioban szintetizalunk olyan redox
festékeket amelyek kiilondsen alkalmasak fehérje redox atmenetek detektalasara, mert lefedik
a fehérjékben eléforduld redox tartomanyt és minimalis abszorpcidval rendelkeznek a lathato
hullamhossz tartoméanyban.



Uj szekvenéldsi eljdrdst dolgoztunk ki melyet a citokréom c, fehérje
szekvenciajanak meghatarozasaval demonstraltunk

A kristalyositashoz kisérleti nyulként hasznalt citokrom c4 fehérje harom dimenzios
szerkezetének meghatarozasdhoz meg kellett hataroznunk a citokrom fehérje szekvenciajat.
Ehhez egy 0j tomegspektroszkdpiai modszert dolgoztunk ki amerikai kooperacioban.

Tudomanyos eredmeényeink:

Kimutattuk, hogy a hidrogenaz enzimreakcioban legalabb egy
autokatalitikus lépés talalhatd, az autokatalizator egy enzim forma,
s az autokatalizator k6lcsénhat az oxidalt elektron akceptorral.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a reakci6 soran tipikus autokatalitikus hulldmfrontok
alakulnak ki, a hullamfrontokat beoltassal inicializalni lehet. A beoltas soran az enzimtartalma
oltéanyag hatasos, a redukalt elektronakceptor tartalmu oltéanyag viszont csak igen nagy
koncentracioban hatdsos. A frontsebesség idében allando. Mindezek kozvetlen bizonyitékok
az autokatalitikus reakci6 jelenlétére, s arra utalnak, hogy az autokatalizator egy enzim forma.

Kimutattuk, hogy a hidrogenazok frontsebessége az enzimkoncentracid négyzetgyokos
fiiggvénye. Ez Gjabb bizonyiték amellett , hogy az autokatalizator egy enzim forma.

crer

(egy bizonyos koncentracidtartomanyban) csokken. Ez arra utal, hogy az autokatalizator egy
olyan enzimforma, amely kozvetlen kdlcsonhatasba 1ép az elektron akceptorral, vagyis egy
olyan hidrogenaz melynek a disztalis vas-kén kockéja redukalt allapotban van.

Elméleti modellt fejlesztettiik, mely mindezeket a kisérleti jelenségeket megmagyarazza.

Kimutattuk, hogy a Hofmeister sOk hatassal vannak a hidrogenaz
enzimreakciora.

Kimutattuk, hogy a hidrogenaz reakcio kinetikéja fligg az oldatban jelenlévd sok
koncentraciojatdl és mindségétdl (a Hofmeister effektus befolydsolja a reakcidkinetikat is).
Kozmotropikus sok a reakciot nem befolyasoljak, a reakcio ugyanolyan jellegli mint somentes
sok esetében azonban a reakcid nem mutat frontokat, az egész oldat egyenletesen kékiil.
Higitas hataséra a reakcié fokozatosan visszaall, Gjra frontok keletkeznek.

Vizsgaltuk a sok hatasat a hidrogenaz reakcid kinetikajara is. Kinetikai méréseket
végeztiink hidrogén felvevo és hidrogén termeld iranyban.

CD méréseket végeztiink hidrogenazokon és citokrom csen, hogy a
hémeérséklet és sOk hatasara bekbvetkezo szerkezetvaltozasokat
vizsgaljuk.

A Hofmeister jelenség megértéséhez sok jelenlétében, CD spektroszkopiaval vizsgaltuk
a hidrogenaz masodlagos szerkezetét, s annak valtozasat a hdmérséklet hatasara. Citokrommal
eldkisérleteket végeztiink, hogy a masodlagos szerkezetek homérséklet hatasara bekovetkezo
valtozasait megismerjiik. Méréseinket részben kudarc kisérte, mert a reakciokinetikaban
legalkalmasabbnak bizonyult s6 (Natrium tiocianat) hasznalata a nagy tavoli UV abszorpcid
miatt nem lehetséges. A tovabbi kaotropikus sok viszont mellékeffektusok miatt a
rekaciokinetikdban nem adtak jol értékelhetd képet (benzil viologén kicsapodott, stb).



Ezért azt tervezziik, hogy a kisérletsorozatot infravords spektroszkopiai modszerrel
megismételjiik. Ennek a modszernek az informécidtartalma kisebb mint a CD kisérleteké lett
volna viszont a jo effektust mutatd sok is vizsgalhatok.

Citokrom cs-gyel folytatott elkisérleteink viszont 6nallo eredménnyé fejlodtek.
Megallapitottuk, hogy a citokrémnak oxidalt és redox allapotdban a hotlirése és oxigénnel
valo kolesonhatasa kiilonbozd. Oxigén hidnyaban a citokrom hétlirése mindkét allapotban
sokkal nagyobb (90 fokon sem valtozott a redukalt citokrom szerkezete), mig oxigén
jelenlétében a fehérje szerkezete Iényegesen megvaltozik, a hem — fehérje kotés felbomlik és
az oxigén a szabad helyre bekotddik. A fehérje inaktivalodik és hd hatdsara denaturalddik.

Kristalyositasi eredményeink

Az autokatalitikus reakcio szerkezeti kovetkezményeinek felderitésére elkezdtiik cseh
kooperacioban a hidrogenaz kristalyositasat. Pillanatnyilag még nincs sikeres kristalyositasi
modszerilink, a médszerek szisztematikus atvizsgaldsa folyamatban van. Sikeriilt
mikrokristalyokat eldallitani, melyek azonban nem alkalmasak diffrakcios kép készitésére.

A kisérleti nyulként hasznalt citokrom c, fehérjét viszont sikeresen kristalyositottuk.

Kimutattuk, hogy szubsztrat limitalt kériilmények k6zott a
hidrogenaz reakcié oszcillal.

Sikeriilt egy olyan kisérleti elrendezést kialakitanunk, melyben a hidrogenaz
autokatalitikus reakcioja oszcillald reakciova modosul. Ez egy jelentds 1j felfedezés, ilyen
jellegti oszcillalod folyamatot eddig még nem talaltak.

Bar a folyamat minden részletét még nem ismerjiik, varhat6 volt, hogy szubsztrat limitalt
kornyezetben esetleg oszcillalo jelenségek 1éphetnek fel a reakcid soran, s valoban sikertilt
oszcillalé reakciokat Iétrehoznunk a hidrogén felvételi reakcid sordn . A jelenség altalaban
ugyanugy indul mint a nem szubsztrat limitalt esetben, de egy id6 utan a kék korok belseje
fehéredni kezd. A kornyezeti feltételek valtoztatasaval teljes oszcillalo és vonuld frontokat
lehet 1étrehozni melyek tobb 10 percig, néhany esetben orakig is hullamzanak a
reakcidedényben . Létrehozhatok cirkularis hullamok, ebben az esetben két hullamfront a
reakcidoedényben korpalyan halad, eldallithatok a reakcidedényben teljes hullamok is, mikor a
reakcidedény egésze, vagy nagy része azonos iitemben oszcilldl, s a teljes reakcidedény a kék
és a fehér szin kozott valtozik. A jelenség okainak felderitése pillanatnyilag folyik, egyeldre
nem tudjuk megjosolni, hogy melyik mintazat fog egy adott reakcioban kialakulni.

A jelenséget nem vékonyrétegben is sikeriilt kimutatnunk, tobb napos oszcillaciok
alakultak ki.

Szcientometriai eredményeink

Kisérleti eredményeinkbdl 6 publikaciod sziiletett. Ezek dsszesitett impakt faktora 21.86.
Egy publikacionk (az oszcillalod reakciordl) kéziratban van.Az eredmények még tobb tovabbi
publikacio alapjat képezhetik, melyekhez tovabbi kisérletekre van sziikség. 9 nemzetkozi és 3
hazai konferencian tartottunk eldadést.

Oktatasi eredmények

A palyazat harom PhD dolgozatot eredményezett. Osz Judit 2005-ben, Rui Miguel
Mamede Branca 2008-ban, Pankotai-Bod6 Gabriella pedig 2009-ben szerzett PhD fokozatot.
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