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Koenzimek szerkezeti és dinamikai vizsgalata femtoszekundum id6felbontdsu fluoreszcencia

spektroszkdpiaval

121170 PD

A projekt soran flavin-adenin-dinukleotid (FAD) és nikotinamid-adenin-dinukleotid
(NADH) koenzimek molekularis szerkezetének jellemzésére kisérleteket végeztiink ezen
molekuldk 50 fs és 10 ns kozott mért autofluoreszcencidja kinetikai paramétereinek
meghatdrozasara és ezek hozzarendelésére kiilonb6z6 konformacidkhoz. A kisérleti mérések
elemzését Ujonnan kidolgozott matematikai médszerrel végeztik, mely 6tvozi a gépi tanulas
és optimalizalds moddszereit. Az elvégzett molekula mechanikai szamitasok jo egyezést
mutatnak a kisérleti eredmények matematikai értelmezésével.

Az elsé évben korabbi diszperziomérések alapjan lattuk, hogy sziikséges egy olyan
diszperzi6 kompenzald egység kialakitasa, melynek elemei nagyobb anyagi diszperzéval
rendelkezzenek, hogy az optikai veszteségek csokkenthet6k legyenek. A sziikséges
hulldmhossz tartomany fuggvényében tovabbi 25000 - 10 000 fs?> diszperzié bevitele
sziikséges. Ehhez az elsGdleges kisérletekhez egy 150 mm hosszd N-BK7 anyagu tombot
haszndltunk, de itt tobbszoros reflexié miatt (négyszer haladt at a fény az livegtémbon a
sziikséges diszperzid eléréséhez) nagyok voltak a veszteségek. Az elérheté livegtipusok koziil
az SF11 jelit vélasztottuk annak elérhetGsége, nagy diszperzidja és viszonylag kedvezs ara
miatt. Az szamitasok alapjan egy 70 mm hosszu lGveg tombot telepitettiink a kdzos Iézerutba
és egy 20 mm hosszut a pumpa lézer Utba, hogy a diszperziot kell6képpen ellensulyozni tudjuk
a lézer oszcillatorunkkal. Az Gvegtombok telepités utan tesztméréseket végeztiink az optimalis
korilményeket meghatdrozandd, hogy a lehets legjobb késziilékfliggvényt érjik el. A mérések
azt mutattak, hogy mintegy ~160 fs felbontas érhetd el, mely kétszer kisebb a kordbban
elérhet6 értékeknél. Tovabba az Gvegtombon valéd immar egyszeres dthaladds miatt a jel-zaj
viszony is mintegy haromszorosara novekedett.

A pumpaenergia stabilitdsa érdekében is l|épéseket tettliink. A nagyobb jel-zaj
viszonynak koszonhet6en a FAD koenzim fluoreszcencia kinetika mérése sordn a mért

felkonvertdlt jelben ingadozast észleltlink. Ezt a pumpaenergia kis ingadozasa okozta, mely a



laboratériumi hémérséklet kis (+0.5°C) valtozasa miatt kdvetkezett be. Egy lambdafél-lemez
programozott mozgatdsaval és egy polarizacids oszté segitségével, egy folyamatosan
visszacsatold teljesitményméré alkalmazdsdval a pumpaenergia ingadozdsat 3-4%-rol
kevesebb, mint 0,5%ra csokkentettilk, mely jelentésen noévelte a kisérleti adatok
megbizhatdsdgat.

A fent részletezett fejlesztések lehet6vé tették a FAD koenzim részletes
tanulmanyozasat kaotrép( NaClO.), kozmotrép (NaF) és semleges (NaCl) Hofmeister sék
oldataiban. A FAD koncentraciéja 1,5 mM volt, ami az optimalis szint tekintve az
anyagfelhasznaldst és a jel nagysagat, melyet egy koncentracié fligg6 mérés soran sikerilt

megallapitani 0,1 mM és 3 mM kozo6tti koncentrdcidok mérésével.
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1. Abra A fluoreszcencia életidd lecsengése kiilénbdz6 Hofmeister-sok oldataiban

A részletezett mintak mérését 480-650 nm hulldmhossztartomanyon végeztik el
10 nm-es lépéskodzzel. Referencia és ellen6rz6 mérésként FAD vizes oldatat alkalmaztuk. A
mért eredmények vildgosan megmutattak, hogy a fluoreszcencia életid6 jelentGsen csokkent
a kozmotrép NaF oldat esetén, ami azt jelenti, hogy ennek a sénak a hatasara a koenzim a
zartabb konformacids allapotot vesz fel. A NaClOs oldat alkalmazasakor a fluoreszcencia

életid6 hosszabb lett, ami azt igazolja, hogy ez a kozmotrdp sé a jobban nyitott konformaciok



allapotok populdciéjat novelte meg. A NaCl nem valtoztatott érdemben a fluoreszcencia

életid6n a semleges vizes oldathoz képest.
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2. Abra A fluoreszcencia életidd lecsengése kiilénbdz6 Hofmeister-sok oldataiban

Az adatokat a korabban kidolgozott matematikai médszerrel elemezve [Groma, G.1., et
al., Estimation of kinetic parameters from time-resolved fluorescence data: A compressed sensing
approach. Rsc Advances, 2012. 2(30): p. 11481-11490.] exponencidlisokat illesztlink kiilonbdz6
id6allanddkkal. A hosszabb/rovidebb id6allanddk a nyitott/zart konformacidknak megfelel6en
azok populacidjaval aranyosan valtozik (2. dbra).

A fenti sokombinacidk esetében a FAD molekuldk molekularis dinamikus (MD)
szdmitdsait a Gauss-féle kvantumkémiai program (Hartree-Fock és B3LYP moddszerek és
kiilonbo6z6 alapkészletek alkalmazasaval) és az AMBER szoftver (RESP, GAFF) segitségével. Az
MD szimulacidkat nem polarizalt er6térmodellt alkalmazva, a GROMACS csomag keretében
végeztiik explicit viz (TIP3P) és kilonboz6 anionok jelenlétében. 2000 ns hosszu szimulacids
futdst rogzitettiink 2 fs integracios id6lépéssel, és minden 500. koordinatakészletet
rogzitettiink, igy minden sdkombinaciéhoz 2 millié6 szerkezetet adtunk az osztdlyozashoz.

Ezeket a konformdcids strukturdkat a FAD molekula izoalloxazin és adenin gyl(r(i kozotti



tdvolsag és szog alapjan osztalyoztuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy a kozmotrép (zard)
so jelenléte novelte a zart konformacidk populdcidjat, és a semleges esethez képest csokken
a két gy(liri kozotti atlagos tavolsag. A kaotrdp oldatnak ellentétes hatdsa van, néveli a nyiltabb
konformacidk aranyat, és a gylirik kozotti atlagos tdvolsdg novekedést mutat. Ezek az

eredmények kivdléan 6sszhangban vannak a kisérleti mérésekkel.
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3. Abra Molekuladinamikai szamitasok

A mérési sorozatbdl tanulva a FAD koenzimmel az oldatban, elkészitettiik az FCC mintakezel6
rendszerét, és elGzetes méréseket végeztiink. Az FCC esetében megfigyelt sokkal alacsonyabb
jel-zaj arany miatt tovabbi vizsgdlatokat folytattunk a jobb jel elérése és a gyorsabb mérések
elvégzése érdekében.

Az id6felbontasu fluoreszcens kinetikai mérési beallitdsban tovabbi diszperziv

elemeket vezettlink be az impulzushossz tobb kulcsfontossagu helyen torténé mérése utan.



Ez lehet6vé tette az impulzus id6tartamdanak kiegyensulyozdsat a berendezés pumpa- és
prébakarjaiban, tovabb novelve az id6felbontast.

A masodik harmonikus keltés folyamat modellezése jelezte, hogy ennek a folyamatnak
a jelent6s javitdsa az elrendezés jelent6s moddositasat igényli, igy ezeket egyelGre
elhalasztottak. Az 6sszegfrekvenciakeltés modellezése soran tobb szdmitdst is végeztiink,
melyek jelezték, hogy tovdbbi szempontokat is figyelembe kell venni, amelyeket a
modellszamitdsi modszerekbe be kell épiteni, igy ez a munka még folyamatban van.

A tovabbi diszperziv elemek megvaldsitasaval megjelené megnovekedett jel-zaj arany
és a stabilizdlt pumpateljesitmény felhasznaldsaval folytattuk a flavocytokrom-c (FCC)
fluoreszcens kinetikdjanak mérését. A mérések soran szdmos probléma meriilt fel az FCC-t6l
kapott viszonylag alacsony upkonverziés jel miatt sziikséges hosszu (tdbb mint egynapos)
adatgylijtési id6kozok miatt. Az FCC oldat elvesztését ugy orvosoltuk, hogy kevésbé atereszt6
csoveket alkalmaztak a keringet6 rendszerben, és egy jobban zaré mintatartdt alkalmaztunk.
A hosszu és ismételt mérések soran a fluoreszcencia élettartamanak bomlasi gorbéiben lassu
komponens alakult ki, amelyet vélhet6en az FCC molekula disszociacidja és a nem kotott
flavin-adenin-dinukleotid (FAD) koenzimmolekuldk megjelenése okoz nyilt konformacidban.
Ennek a hatdsnak a megfigyelésére egy kamerat és egy megfelel6 valés idejd képelemzést
épitettek be a mérGrendszerbe, amely figyeli a mintatartd kiivettat korilvevd szért fényt. A
rendszer a széras fokozatos valtozasat mutatta, ami azt jelzi, hogy az oldat megvaltozik, és a
helyes upkonverzids méréshez rendelkezésre all6 id6 korlatozott. A mintaoldat
buborékképzédésének kikiiszobolése is elengedhetetlen volt, mivel ez jelentds jelveszteséget
okozott, vagy akdr lehetetlenné tette a méréseket. A probléma megoldasa egy olyan
hdtémechanizmus telepitése volt, amely lehetévé tette a minta hémérsékletének tdbb fokos
csokkentését, igy a buborékképzs hatds jelentésen csokkent. Az oldat hiitése pozitiv hatdssal
volt az FCC id6bontott upkonverzids jel mérésére alkalmas id6tartamra is. Nativ FCCab-val
végzett és modositott a kis alegység nélkili FCCb-vel végzett méréseket, és igéretes el6zetes
eredményeket kaptunk. A kapott adatok szignifikdns kiilonbséget mutatnak a két molekula
kozott, ami arra utal, hogy az upkonverziés mérésre rendelkezésre allé korlatozott

id6keretben még jobb eredményeket lehet elérni.
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4. Abra FccAB molekula ultragyors lecsengése.
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5. Abra. Flavocitokrém-c id6korreldlt egyfoton-szamlalds mérések. A kis alegység nélkiili
gyorsabb lecsengést mutat.
Fényforrasunk, a Spectra Physics MaiTai lézeroszcilldtor 2018. juniusi meghibasodasa miatt
sajnos a méréseket nem tudtuk folytatni. A lézeroszcilldtor helyszini javitasi kisérlete
laboratériumunk nem volt sikeres, ezért az egységet javitdsra a gyartéhoz szallitottak.
E hiba miatt a NADH molekula mérését a kovetkezé évre kellett halasztani.
A javitas ideje alatt az FCC szdmos genetikai modositasat végeztiik el, és készen allnak

a tenyésztésre és az enzimgydjtésre.



Az eddig Osszegylijtott adatok elemzésére Uj és pontosabb matematikai mddszert
fejlesztettiink ki, amelyet teszteltiink az adatelemzésben.

A lézert javitds utan 2019. januar végén kaptuk vissza a gyarbdl. A |ézer visszaépitése a
mérdérendszerbe, valamint szamos teszt és beallitds futtatdsa jelent6s id6t és erSfeszitést
igényelt. A megvaldsitds végiil sikeres volt, és a rendszer megbizhatonak és miikodéképesnek
bizonyult a mérések folytatasahoz.

A lézer javitdsa és a megvaldsitas 7 hdnapos szlinetet jelentett a kisérletezésben. A
tesztmérések soran felfedeztiik, hogy tovdbbi 3 hdnapos adat hibas a Iézerimpulzusok korabbi
hibaja miatt, ezért ezeket meg kellett ismételni.

gy az FCC mintak méréseit megismételték és folytattuk, de el6re nem lathatd
instabilitdsok miatt tébb mérést meg kellett ismételni. Az ismétlésekhez tébb FCC-minta
el6allitasara volt sziikség, amelyek a vartnal tovabb tartottak.

A NADH-mintdak mérését megkezdtik és végrehajtottuk, de az FCC-mintak
instabilitasdval és a minta-el6készitési problémakkal kapcsolatos el6re nem lathaté problémak
miatt késtek.

Az eddig 0Osszegyljtott adatok elemzése folyt, az Uj és pontosabb matematikai
madszert kifejlesztettiik, ezt teszteltiik és beépitettiik az adatelemzésbe, amely gépi tanulasi
modszereket és a legkorszer(ibb optimalizaldst valdsitja meg [Zimanyi, Laszlé ; Sipos, Aron ;
Sarlds, Ferenc ; Nagypal, Rita ; Groma, Géza |. Machine-learning model selection and
parameter estimation from kinetic data of complex first-order reaction systems PLOS ONE 16
: 8 p. e0255675 (2021)]

A fent felsorolt problémak és késedelmek miatt a projekt 10 hénapos
meghosszabbitasara volt szlikség.

A hosszabbitds idGtartama alatt a NADH mérések véglegesitése megtortént, azokat az

Uj médszerrel elemeztiik.
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6. Abra NADH fluoreszcenciakinetikai
alkoholos oldatban

A FOkin

mérése hullamhossz fliggvényében vizes és

[https://github.com/groma-geza/FOkin]

programcsomagot alkalmazva annak

algoritmikus lépéseit kovetve gépi tanulds moédszerét alkalmazva elemeztilk a méréseket. A

modszer elénye, hogy nem hatdrozzuk meg az illesztett exponencidlisok szamat, ezt

algoritmikusan a levet6 legritkdbbnak valasztjuk meg.
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7. Abra NADH vizben Restricted leave-n,-out Cross Validation mddszerrel valé elemzése

Az upkonverziés mérés idétartomdnyaban (mintegy 1 ns-ig) az elemzés valamivel nagyobb

hibat jelez, de elfogadhaté mértéken belil marad (<2%).

Az id6éllanddk ez esetben nem csak diszkrét értékeket mutatnak, ami arra utal, hogy nem

teljesen els6renddi (first order kinetics) kinetikakrdl van szé.




NADH water CombProc Calculated magic Result of discretization
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8. Abra A kiildnbdz8 lecsengési id6allanddkhoz tartozé lecsengési spektrumok NADH
vizes oldataban.

A lecsengési id6allanddkat hulldmhossz szerint dbrazolva (9. dbra) azt taldljuk, hogy a révid,

maximum néhany 10 ps-os id6allandék amplitiddja el6jelet valt, mely a Stokes-féle

eltolddasra, vibracios relaxaciéra utal. Ennek pontosabb elemzése is sziikséges a pontosabb

megértéshez. A nagyobb (>100 ps) id6allanddkhoz tartozé gorbéken egy volgyet és egy hegyet

latunk (zold és kék), ami az exponencialis illesztésbdl adédo anomalia.
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9. Abra NADH alkoholos oldatban Restricted leave-n,-out Cross Validation médszerrel
valé elemzése

50%-0s metilalkoholos oldatban a révidebb id6allandéju komponensek intenzitasa csokken, a

hosszabb id&allanddjuaké n6 és a nagyobb értékek felé tolédik, ami a nyitottabb allapotok

populdciéjanak novekedésére utal.



NADH MeOH CombProc Calculated magic Result of discretization
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alkoholos oldataban.
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llanddékhoz tartozd lecsengési spektrumok NADH

50%-o0s metilalkoholos oldatban ismegfigyelhet6 a vibracids relaxaciéra utald eldjelvaltas,

valamint az anomalia is.

A szamitasok soran 10 szeres keresztvalidaciot alkalmazva gyokeresen mas képet kapunk az

id6allandokrol:

NADH water CombProc Calculated magic Result of fit at different wavelength values

A=292E-02 w=100E+00 runtime=0.014225s objval = 1.351969E-02 MSEMB‘ =5.2482

0.03

0.02 [

o
2

Amplitude
(normalized)

o

-0.02 -

NADH water CombProc Calculated magic MultiEIetADMM wavelength =490 nm A =2.92E-02 « = 1.00E+00
ABSTOL =1.0E-10 RELTOL =1.0E-06 ¢0=1.0E03 o_relax=1.8

numiter = 61 runtime = 0.014225 s objval = 1.351969E-02 MSE = 5.9762E-05 MSE,, =5.2482E-05

total

Amplitude
(normalized)

&
2

b

Fluorescence (rel)
(normalized)

10? 10°
Time (ps)

m/\ﬁ/\ M A
%

R A |

10° 10'

Residual
(normalized)
o

&
3
8

107" 10 10° 10°

Time (ps)

77 1

A meghatdrozott idéallanddk

A 490 nm-es mérés illesztése

11. Abra NADH vizben 10-fold CV médszerrel valé elemzése

Ebben az esetben ®w=1 érték tul nagy a sdvok nem kiloniilnek el, ez a megoldas nem lehet

helyes, az idGallandék negativ-pozitiv értékek kozt oszcilldlnak. A gyors komponensek is

szélesek ebben az esetben, ami szintén kétséges.

1 1

Ha »=0.9 értéket valasztunk, akkor az id6a

llandék a kdvetkez6képpen alakulnak:
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NADH water CombProc Calculated magic Result of fit at different wavelength values
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NADH water CombProc Calculated magic MultiEINetADMM  wavelength =490 nm A =2.92E-02 w = 9.00E-01
ABSTOL = 1.0E-10 RELTOL =1.0E-06 0 =1.0E-03 a_relax=1.8

numiter = 3326 runtime =0.53551's objval =2.178740E-02 MSE =6.4610E-05 MSE,, =6.0336E-05
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A meghatdrozott id6allanddk

A 490 nm-es mérés illesztése

12. Abra NADH vizben 10-fold CV médszerrel vald elemzése ®=0.9 értéket vélasztva

Ekkor az egyes komponensek elkiléniilnek, az anomdlia is csokken, de a hiba jelent6sen

megné:
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A meghatdrozott idéallanddk

A 490 nm-es mérés illesztése

13. Abra kiilénb6z8 lecsengési idGallanddkhoz tartozd lecsengési spektrumok

vizben 10-fold CV mddszerrel valo elemzése ®=0.9 értéket valasztva.

Ugyanez a jelenség figyelhet6 meg alkoholos oldat esetében is:

NADH

Amplitude

A

(normalized)

NADH MeOH CombPros Caloulated magic Result of fit at diferent vavelength values
=645E-02 w=886E-D1 runtime=069152s objval = 6.864119E-02 MSE,, = 18981E-04
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A meghatdrozott idéallanddk

A 490 nm-es mérés illesztése

14. Abra NADH alkoholos oldatban 10-fold CV mdédszerrel valé elemzése

valasztva

®=0.9

értéket




NADH He0F oo Caested mage Rt ofdasrtastn NADH MeOH CombProc Calulated magic Resul of discretization
ASBASENI L =BASEN WS, =2TRHIE04 wiavelength = 490 nm MSE = 4.3016E-04  MSE,, =2.7891E-04.
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A meghatdrozott idéallanddk A 490 nm-es mérés illesztése

15. Abra kiillénb6z8 lecsengési idGallanddkhoz tartozd lecsengési spektrumok NADH
alkoholos oldatban 10-fold CV médszerrel vald elemzése ©=0.9 értéket valasztva.

Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy a NADH fluoreszcencia lecsengése ezen elemzés
alapjan nem csak kizardlag els6rendi folyamatokbdl all, ezért tovabbi fejlesztés sziikséges,
hogy megfelel6 paraméterkészlettel bizonyos kiszélesedés(i id6allandé csoportokat tudjunk
illeszteni a mért gorbékre, ahol az egyes kiszélesedések is szabadon futdé paraméterekként
valaszthatdok meg.
Hasonldan a Fokin programot FAD molekulan végzett mérésekre alkalmazva azt taldltuk, hogy

Osszetettebb folyamattal allunk szemben, mint a kordbbi elemzések mutattak, igy annak a

pontos kidolgozasan is dolgozunk.




