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Bevezetés

Bevezetés

A c tipusi citokrébmok esszencidlis hemtartalmd fehérjéi majdnem minden
¢lolénynek. Szerkezeti és funkcionalis sokszintiségiikben a kozds vondst a kovalensen
kapcsolt prosztetikus csoportjuk jelenti, amely szint és jellegzetes abszorpcids spektrumot
kolcsdnoz a fehérjéknek. A hem kovalens kotésére a ¢ tipusu citokromok donté tobbsége
egy Cys-Xxx-Xxx-Cys-His hemko6té motivumot tartalmaz. A poszttranszlacios lépést, amely
a hem kovalens kapcsolasat jelenti a hemko6té motivumhoz, a ¢ tipust citokromok érésének
nevezzilk. A c tipusu citokrdmoknak tobbféle tipust és kiilonféle bonyolultsaga érleld
rendszere ismert. A kovalensen kotott hem, a citokrom c fehérjék sokszintisége és a ¢ tipusu
citokromok érleléséhez kialakult tobbféle rendszer megléte szdmos, még megvalaszolatlan
kérdést vetnek fel szerkezeti, mitkodésbeli és evollcios szempontbdl.

A sokféle szerkezettel és funkcioval biré c tipusd citokromok kozul az
elektrontovabbitd szerepet betdlté mitokondrialis szolubilis ¢ tipusu citokrémok kiléndsen
alkalmasak kulonféle Kkisérletek elvégzeésére. Ezek a fehérjék a mitokondriumok
intermembrén terében helyezkednek el, a 1égzési lanc komponensei, és két membrankotott
partnertik kozott H* transzport nélkil szallitanak elektronokat.

A kisérleteinkben felhasznalt mitokondriélis 16 citokrom c alkalmas lehet arra, hogy
heteroldg in vivo és in vitro citokrém c érési kisérletekkel a helyes érés biokémiai feltételeit
tisztdzni lehessen. A mitokondrialis ¢ tipust citokrdm érési vizsgalatokon tal alkalmas
elektrontranszfer kisérletek elveégzésére is. A c¢ tipusd citokromok nem fotoaktiv
redoxmolekuldk abban az értelemben, hogy az elektronfelvételt és -leadst a hemcsoport
elektronikus gerjesztéese nélkil végzik. Gyors, jo id6felbontast elektrontranszfer
vizsgalatokhoz célszeri kovalensen és aminosavakra nézve szelektiven jelolni azokat
fénnyel gerjeszthetd, fotoaktiv (azaz gerjesztett allapotban redox aktiv) molekulakkal,
festékekkel. A szelektiv jeloléshez feluleti, funkcié szempontjabol semleges aminosavakat
kell mutagenezissel jelolhetdekre cserélni. A kiilséleg kovalensen hozzaadott festék elonye
az, hogy a fehérje barmilyen kivant pozicidban jelolhetd, mialtal a donor és az akceptor
(azaz a festék és a hem) tavolsiga, az elektrontranszfer iranya szinte tetszOlegesen
véltoztathatd. Az ily mddon jelolt fehérjéken vegzett elektrontranszfer kisérletek vélaszt
adhatnak a fehérjekomplexeken, ill. fehérjéken belili elektrontranszfer mechanizmusanak és
természetének a kérdésere.

A mitokondrialis citokrém ¢ és mutansainak elballitisihoz gondoskodni kell
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is ki kell fejezni a gazdasejtben. A citokrém mutansok eléallitasanak igénye természetesen
vezetett el dolgozatom 6 témajahoz, a citokrom c érésének €s az érleld fehérje, a citokrém ¢

hem lidz (CCHL) miikodésének vizsgalatahoz.
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Elektrontranszfer az energia-atalakité bioldgiai rendszerekben

A biol6giai rendszerek energia-atalakito membranjaiban igen sok, prosztetikus
csoportokat és fém kozpontokat is tartalmazd redox fehérje talalhat6. Az altaluk kialakitott
redoxlanchban az elektronoknak elérehaladasuk sordn nagy sebességgel és irreverzibilisen
kell viszonylag nagy tavolsagokat megtenniiik. Ez a tavolsag intramolekularisan jellemzden
5 - 15 A, intermolekularisan pedig ennél nagyobb is lehet. Az elektrondonor és -akceptor
kofaktorok a fehérjéken, ill. fehérje-komplexeken beliill sokszor rdgzitett pozicidkban
helyezkednek el. Az elektronok kis tdvolséagra, alaguteffektussal akar vakuumban is képesek
tovahaladni, ilyenkor a donor és akceptor kozotti tavolsaggal az elektrontranszfer sebességi
allando6ja a Marcus elmelet értelmében 0,8 A-ként tizedére csokken. Bioldgiai kdzegben a
tavolsagot kitolté fehérjematrixnak egyértelmii elektrontranszfert elésegitd szerepe van,
ugyanis a fenti veszteséget altalanosan tobb mint kétszeresével csokkenti, csupan 1,7 A-ként
csokken tizedére a sebesség (Berg 2007). A fehérjemétrix szerepe az elektrontranszfer
elésegitésében  kiillonb6zé bonyolultsaignh  modellekkel értelmezhet6. A modellek
hasznalhatosagat illetben a vélemények megoszlanak. Az els6 modell eredeti
megfogalmazdsa szerint a fehérje homogén, izotrop kozegnek tekinthetd, ¢és az
elektrontranszfer sebessége adott donor és akceptor kozott az Oket elvalasztd térbeli
tvolsaguktol figg (Moser 1992). Ez a modell az id6k soran finomodott abban az
értelemben, hogy a fehérjematrixot nem teljesen homogén, hanem siiriibb és ritkabb
tartomanyokbol allé, de tovabbra is folytonos kdzegnek tekinti (packing density modell,
Page 1999). A fehérjék atomi szerkezetét figyelembe vevd bonyolultabb (in. utvonal v.
pathway) modell az elektrondonort és -akceptort elvalaszto térrészt kovalens kotésekbdl,
hidrogén hidakbol és rovid térbeli ugrdsokbdl (van der Waals kontaktusokbdl) &llo
utvonalakra bontja. Ezutan megkeresi ezek kozil az optimalis Utvonalat, azaz azt, mely a
legkevesebb és leghatékonyabb lancszembdl all (Winkler 1997).

A mitokondriumok bels6 membranjaban funkciondlisan lanccd fiizott redox
fehérjéken keresztll hosszutavu elektrontranszfer folyamatok zajlanak az elektrondonor
szubsztratoktol (NADH, szukcinat (borostyankdsav)) a végsé elektronakceptor (molekuléris
oxigén) felé (1. &bra). Ezen légzési elektrontranszport kdzben az egyre pozitivabb
kozépponti redoxpotencidl felé halad6 elektronok szabadenergidja nem disszipalodik,
hanem a membrénon keresztill folyd protontranszport (protonpumpélés) révén atmenetileg

transzmembréan proton elektrokémiai energiava alakul . A Mitchell-féle kemiozmotikus
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elmélet értelmében ez a protongradiens hasznosul az oxidativ foszforilaciéo utolsd
lépéseként, az  energia-dtalakité =~ membranban  elhelyezked6 ~ ATP  szintetiz
fehérjekomplexben az ATP szintézis soran (Nicholls 2002, Alberts 2008). Lényegileg
hasonl6 mddon zajlik az energia-atalakitds és -felhasznalas a  baktériumok

sejtmembranjaban, azzal a kiilonbséggel, hogy mind a szubsztratok, mind a végsd

redoxlancban szereplé fehérjéknek is széles skalajat ismerjik.

elektronakceptor szempontjabdl nagy valtozatossagot mutatnak, és ennek megfeleléen a
o e /, Ry
e R R R
mitokondrialis
membran (j
( EEEEEROEAIENADERD)
Mutokondnalls elektromranszpon Ianc
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1. abra. A mitokondrialis 1égzési lanc és a c tipusu citokrom helye a lanchan.

A c tipusu citokromok szerepe, eléfordulasuk a biologiai rendszerekben és
rendszerezésuk

A c tipusu citokromok kiilonb6zé fotoszintetikus és 1égzési elektrontranszfer
folyamatokat latnak el a sejtek megfeleld energia-atalakito membranjaiban. Emellett a ¢
tipusu citokromok gazok megkotésében és bizonyos oxidacids folyamatokban is részt
vesznek, illetve ismert, hogy bizonyos eukaridtdkban kiszabadulva a mitokondriumbdl
olyan jeltovabbitd eseményeknek az elinditoi, amelyek a programozott sejthaldlhoz
(apoptdzis) vezetnek (Ott 2007).

A mitokondridlis ¢ tipust citokromokra jellemz6, hogy egy hemet tartalmaznak és az
aerob légzési elektrontranszport lancban helyezkednek el. A prokariétak vilagaban tébb szaz
kiillonféle szerkezeti és funkcidji citokrom c létezik és elektrontranszfer szereplkon tul
enzimek katalitikus kozpontjaként is szerepelhetnek. A prokariotak esetében egy - egy
polipeptidlancra akar 10 hem is juthat. A prokariétdk c tipust citokromjai kilonféle

korulmények kozott indukal6dd elektrontranszfer-lancok résztvevdi. A 1égzési és
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fotoszintetikus elektrontranszfer-lancokon tul részt vesznek olyan lancokban is, amelyek
termindlis akceptorai lehetnek nitratok, dimetil szulfoxid, kiilonb6z6 fémek és sok mas
anyag (Nicholls 2002). Tobbek kozo6tt ez a respiracios sokféleség, amelyben a c tipust
citokrdmok is rész vallalnak az, ami a prokariotakat oly sikeres alkalmazkoddkka tette,
képesseé arra, hogy szinte minden életteret be tudjanak népesiteni.

A dolgozatom témajaul szolgélé mitokondridlis c tipusu citokrém az intermembréan
tér szolubilis fehérjéje, amely elektrosztatikus kolesonhatasokkal a belsé membranhoz, f6leg
a negativ toltésti kardiolipin P-csoportjaihoz tapadva mozog laterdlis irdnyban,
elektronhordoz6 szerepet latva el a redoxlancban (1. dbra) (Zhang 2002).

A c tipusu citokromok osztalyozasa szerint (Ambler 1991) a mitokondrilis
citokromok a Class | csoportba tartoznak. Ebbe a csoportba tartoznak a szolubilis bakterialis
citokrom c-k is. A csoport képvisel6ire jellemz6, hogy redukélt Fe-ionjuk alacsony spinti, az
N-terminalis véguk kozelében tartalmazzak a hemkot6 (CXXCH) motivumot és, hogy a
szekvencidban a motivumtol a C-termindlis iranyba haladva helyezkedik el a hem vasénak
hatodik koordinatora, amely egy metionin aminosav. Tartalmaznak négy darab kdzponti a-
hélixet, amelyek egy, az oldat felé nyitott, ,,kosarat” képeznek a hem szamara, lehet6vé téve
ezéltal, hogy a hem egyik éle kilégjon az oldatba.

A Class Il csoportba tartozd citokromok lehetnek alacsony vagy magas spintiek, a
hemkoté motivum a lanc C-termindlis vége kdzelébe esik, a vas hatodik liganduma egy, az
N-terminalis kdzelében talalhaté metionin.

A harmadik, Class Ill, csoportba tartoznak az alacsony redoxpotenciéld (-400 - 0
mV) tobbhemes citokromok. Hemjeik kett6s hisztidinnel koordinaltak, a fehérjék pedig
szerkezeti és funkcionalis sokfeleséget mutatnak.

A negyedik csoportba, Class 1V, eredetileg azokat a komplex c tipusu citokroémokat
soroltak, amelyek a hemen kivill egyéb prosztetikus csoporto(ka)t is tartalmaznak. Moore és
Pettigrew (1990) pontositésa alapjan ezek a citokromok tetrahem fehérjék, amelyek mind
kettds hisztidin, mind metionin- és hisztidin-koordindlt hemmel rendelkeznek, és

szerkezetileg egy homogén fehérjecsaladot alkotnak.

A hem prosztetikus csoport jellemzéi

A hem b (mé&s nevén: protoporfirin IX vagy protohem 1X) heterociklusos gytirijének
(porfirin gyliril) kdzéppontjaban elhelyezkedd vasat négy nitrogén koordinalja. A hem
gylriijéhez annak szerkezeti és fizikai-kémiai paramétereit meghatarozé fontos oldallancok

kapcsolodnak, igy példaul a hem b esetében két propionat és két viniloldallanc. A tetrapirrol
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o

gylri szubsztituensei mas - mas hem tipusokat eredményeznek; ilyen modosulas példaul a
hem c is, amely vinilcsoportjain keresztiil kovalens tioéter kotéssel kapcsolodik a c tipusu
citokromok polipeptidlancdhoz (2. dbra, A).

A hem szintéziséért a tetrapirrol bioszintetikus utvonal egyik aga felelds. Ennek
utolsé 1épése a mitokondrialis bels6 membran matrix oldalan zajlik, amely soran a redukalt
vasat (Fe?") a ferrokelatiz enzim épiti be a molekulaba. Ezt kovetden az amfipatikus
hemnek &t kell jutnia a membranon a felhasznalasa helyszinére, de nem ismert sem a
transzportere, sem az esetleges segédfaktorok, amelyeknek létezniuk kell a hem hatékony
transzportja érdekében. A hem transzportjanak mechanizmusara bizonyos ismeretek alapjan
létezik néhény hipotézis, de kisérleti bizonyitékok még egyiket sem erésitették meg (Hamel

2008). Az sem tisztazott, hogy a hem milyen oxidacios allapotban teszi meg az utat a belsd

membréanon keresztiill (Hamel 2008, Kranz 2009).

CO0~ CH, CHs

A B

2. &bra. A: A c tipust hem szerkezete. Abrazoléas a Fischer szamozas szerint (Kranz 2009). B: L6
szivizom citokrém ¢ haromdimenzids szerkezete, PDB kdd: 1HRC, (www.proteinexplorer.org).

A c tipusi citokromok jellemzéi €s a holocitokrom c kialakulésa

A c tipust citokromok elektrontranszfer feladatukat a vas vegyérték-elektron
véltozéasai, azaz a hemcsoport redukcidja, ill. oxidécioja révén valdsitjdk meg. A hem
oxidacids allapotanak megfeleléen valtozik az abszorpcids spektruma is. A ¢ tipusi
citokromok abszorpcids spektrumaban van egy dominans, n. Soret cstcs 400 nm kdzelében

és egy, az elébbinél jelentGsen kisebb extinkcidju, Un. Q sav 500 és 600 nm kozott,
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amelynek alakja a prosztetikus csoport oxidacios allapotatol figgéen valtozik; redukalt
allapotban két keskenyebb Un. a és B csticsra bomlik.

A c tipust citokromokban a hem jellemzden egy Cys-Xxx-Xxx-Cys-His hemkot6
motivum Kkét cisztein oldallancan (2. &bra, A és B), de ritka esetben egy ciszteinen keresztill
kotédik a polipeptidlanchoz. A hem vinil-oldallancai tioéter kotés kialakitasaval
kapcsolodnak a cisztein-oldallancok szulfhidril-csoportjdhoz. A tioéter kotések megléte,
illetve szamuk (1 vagy 2) befolyésoljék a c tipusu citokromok abszorpcios spektrumaét, igy a
redukalt fehérje spektruménak a és B csucsai a kiilonb6zé szubsztituensekkel rendelkez6
hemeknek kdszonhetéen mas és mas maximumot mutatnak.

A nem-kotott, egyszeresen kotott, illetve kétszeresen kotott hemek redukalt piridin
hemokrom spektrumai jellegzetes 556 nm, 552/553 nm, illetve 549/550 nhm maximumokat
mutatnak. A redukdlt, piridin-koordindlt hemcsoportok spektrumai a kiilonbozé hem
tipusokra jellemzoek, ugyanis a méréshez sziikséges denaturdld korilményeknek
koszonhetéen a fehérje-kdrnyezettél fluggetlen spektrumot adnak. A piridin-koordinalt
hemokrom spektrum egyrészt informaciot szolgéltat arrél, hogy az adott c tipusu
citokromban hanyszoros a hem kotése (azaz a hem modosulasanak természetérél), masrészt
arrol, hogy in vivo, de heterolog expresszidval vagy in vitro korllmények kozott éré
citokrom c esetében az érés megfelelden tortént-e (Allen 2005a, 2009).

A polipeptidlanc hemk6té motivumanak két ciszteinje kozotti aminosavak szama
véltozd lehet, de a leggyakoribb a fent jelolt valtozat, ahol az Xxx jelolés barmilyen
aminosavat jeldlhet, kivéve ciszteint. A c tipusu citokromokban a hem vasa hatszorosan
koordinalt, amelyekbdl négy kotés a hem tetrapirrol gytiriijének nitrogénjeivel jon létre. A
motivum hisztidin-oldallanca az 6tédik, proximalis, axialis liganduma a vasnak, mig hatodik
liganduma a polipeptid lanc egy disztalis pontjan elhelyezkedé metionin vagy hisztidin
aminosav (Hamel 2008).

A hem elhelyezkedése a polipeptidlanchoz képest sztereospecifikusan konzervalt a
citokrom c fehérjék csaladjan belil. A tetrapirrol gytirti 2-vinilcsoportja a hemk6té motivum
N-terminalis irAnyaba esé ciszteinjéhez, a 4-vinilcsoportja pedig a C-terminalis iranyaba es6
ciszteinhez kapcsolddik (2. dbra, A) (Sanders 2010).

A hem kovalens kotését jelentd poszttranszlaciés modosulast a ¢ tipusu citokromok
szintéziset jelenti. Az apocitokrom ¢ és a hem b kovalens dsszekapcsoldsa enzimatikus
folyamat (Dumont 1987). Bizonyos bioldgiai rendszerekben ezt a folyamatot egyetlen

enzim is képes katalizalni, de sok esetben bonyolult enzimkomplexek kozotti 0sszjaték
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réven valosul meg ez a latszolag egyszerti reakcio.

A holocitokrém c érését az teszi még érdekesebbé és egyben komplikaltabba is, hogy
mind a mitokondridlis, mind a bakteridlis tobbhemes c tipusi citokromok doéntd
tobbségében a polipeptidldnc a hemkotés utan tekeredik fel és éri el végsé haromdimenzios
szerkezetét. Torténik ez oly médon, hogy a hem kotése nukleacios helyet képez a fehérje
foldingjaban. Ez ellentétben all sok méas hemtartalmu fehérje, mint pl. a hemet kovalensen
nem kot6 b tipust citokrdmok és a globinok feltekeredésével. Ismert, hogy ezen c tipusu
citokromok polipeptidlanca kotott hem hianyaban lebomlik, mig az apoglobinok és b tipust
apocitokromok megfeleléen feltekerednek hem hianyaban is (Barker 1999). Igy ez utobbiak
jol tisztithatbak és muténsaikkal a c tipust citokromok érése kdnnyebben rekonstitualhato,
vizsgélhatd. Megjegyzendd azonban, hogy kivételek is vannak: példaul a Pseudomonas
aeruginosa citokrom css; (Borgia 2008) vagy a Hydrogenobacter thermophilus cCss;
citokromja hem vagy hem kovalens kdtésének hianyaban is feltekeredik stabil konformacios

allapotéba (Tomlinson 2000a).

A hem c kialakulasénak altalanos korilményei

A kovalens kotés kialakulasdhoz a hemkotd CXXCH motivum cisztein-
oldallancainak redukalt Aallapotban kell lenniik. A kotés a Markovnyikov-szabaly
értelmében a hem vinilcsoportjainak a-C-atomjai és a cisztein-oldalldncok S-atomjai kdzott
alakul ki. A kotésképzédés soran a redukalt hem vinilcsoportjainak elektronstirlisége
nagyobb, igy a hem kovalens kotése a vinilcsoportok szemszogéb6l nukleofil tamadas
eredménye. A reakcidé sordn tehdt a nukleofil tdmadashoz redukalt hem preferalt az
oxidalttal szemben, mert ez esetben kémiailag aktivabbak a vinilcsoportok (3. &bra) (Kranz
2009). Esetleges oxidalt hem és tiolcsoport talalkozésa kétféleképpen is beleszolhat a ¢
tipusi hem kialakuldséba, egyrészt a vasnak a tiolcsoport A&ltali koordinécidja
megakadalyozhatja a kotés kialakulasat, masrészt a tiolcsoport oxidéacidja utan visszamaradt
gyok kezdeményezheti egy alternativ hemmaodosulat kialakulasét (Barker 1993).

Az érés redox kémidjaval kapcsolatos ismeretek néhany uttoré holocitokrom c
rekonstiticiés munk&bo6l sz&rmaznak. In organello citokrom c¢ import Kkisérletek
bizonyitottdk, hogy redukald feltételek sziikségesek az éréshez (Nicholson 1989, Tong
1998). A hem vasanak oxidacios allapotarol egy hemtartalmu fehérjével végzett
rekonstiticios kisérlet szolgaltat informaciot (Barker 1993). Ezekbdl a kisérletekbdl azt
tudjuk meg, hogy amikor a két partner dsszetalalkozik, a hem oxidéacids allapota kritikus

meghatarozoja a helyes tioéter kotés kialakulasdnak. Oxidalt hem esetén alternativ
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tiolszdrmazék alakulhat ki. Réadasul a hem oxid&cios allapota esetenként attdl is fligghet,
hogy a vinilcsoportnak milyen aminosavval kell kovalens kotést létesitenie. Aszkorbat
peroxiddz enzimmel bizonyitottdk, hogy a 2-vinilcsoport és a polipeptidlanc kozotti
kovalens kotés létrejottéhez a vasnak kiilonb6zo oxidacios allapotban kell lennie attol
fiiggben, hogy milyen aminosavhoz kapcsolddik. Ha példaul az enzim a megfeleld
poziciéban egy cisztein mutans volt, akkor a vasnak redukéltnak, ha ez az aminosav

metionin volt, akkor oxidaltnak kellett lennie (Metcalfe 2007).

35— 3s=
<

3. abra. A c tipusi hem szintézise. Bemutatva a 2-vinilcsoport a-C-atomjan, amely a CXXCH
hemkoté motivum N-termindlis felé esé ciszteinjével reagal (Kranz 2009).

In vivo érési elokésziiletek és a citokrom c érését végzé rendszerek ismertetése

A c tipusi citokromok, a veluk végzett nagyszdmu szerkezetanalizis és
elektrontranszfer kisérleteknek koszonhetéen az egyik legjobban jellemzett és leginkabb
tanulmanyozott fehérjecsoport, de érésiik biokémiai feltételeir6l és annak molekulris
mechanizmusarol keveset tudunk (Thony-Meyer 1997, Allen 2003a).

A c tipust citokromok biogenezis rendszerei &ltalanosan harom nagy csoportba
sorolhatok (Sys I, Sys Il, Sys Ill) (Kranz 1998, Hamel 2008), de Ujabban ismertté valt
néhany tovabbi, kifejezetten specializalt érleld rendszer is. A haromféle maturaciés
rendszernek kozos funkciondlis vonasai vannak, de o6ridsi komplexitasbeli kiillonbségeket
mutatnak. Komplexitasuk mértéke nincs 0Osszefiiggésben a szervezet evollcios
komplexitasaval.

A leginkabb prokaridtakban és novényi mitokondriumokban eléforduld Sys I a
legbonyolultabb, legkevesebb 9 fehérjébol allo komplex. A Sys 11, amely néhdny prokariota,
de foképp a kloroplasztiszok c tipusu citokromjainak az érlelé rendszere, legkevesebb 3
fehérjés komplex. A Sys Il1 rendszert csupan egy fehérje alkotja, amib61 példaul gombékban
kétféle valtozat is el6fordulhat, mig magasabbrendii &llatokban pedig mér csak egy. A

citokrom c érlelé rendszerei akar egy szervezeten beliil is kilonbdzhetnek; pl. az
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Euglenozoa torzsbe tartozd fotoszintetikus algdk esetében a mitokondridlis ¢ tipusu
citokromok érleléséért egy atipikus rendszer a felel6s, mig kloroplasztiszaik citokromjait a
Sys II rendszer érleli. Jellemzé tehat, hogy a ndvények energia-atalakité membrént
tartalmazd sejtszervecskéinek érleld rendszerei jelent6s kilonbségeket mutatnak, amely
jelenség a sejtszervecskék evolucios eredetével figghet ssze.

A c tipust citokromok apofehérjéi a transzlacié utdn a membranon keresztul abba a
sejtrészlegbe kertilnek, ahol érésiik utan a funkcidjukat is ellatjdk. Ez a sejtkompartment
minden esetben az energia-atalakit6 membrénok pozitiv, azaz p, oldala, amely a
baktériumok esetében a citoplazmamembran periplazmatikus tér feloli oldala, a plasztiszok
tilakoid lumene és a mitokondriélis intermembran tér. A hem b bioszintézise és transzportja,
illetve az apocitokrom c transzlokacidja egymastol fuggetlen és kiilonb6z6 mechanizmusok
altal valosul meg.

Az érés soran a hem Fe-atomjénak és az apocitokrom c cisztein-oldallancainak
redukalt allapotardl az érleld rendszereknek kell gondoskodniuk. A Sys | és Sys I
rendszerek esetében a ciszteinek redukcidja jol ismert lépés, ezt a DsbD/CcdA
membrénfehérje és a CcmG, ill. CesX tioredoxin-szerii fehérjék végzik (Sanders 2010). A 111
rendszer esetében létezik egy nemrég célkeresztbe kerilt flavoprotein, amely a hemen kivil
potencidlisan redukalhatja az apocitokromot is (Bernard 2003, 2005). Az érlelé rendszer
chaperonjai és katalizator enzimei biztositjak azt is, hogy a hem sztereokémiailag mindig
azonos orientacidban legyen a polipeptidlanchoz kotve.

A kiilonboz6 érleld rendszerek — utalva itt a bonyolult Sys | és Sys Il rendszerekre,
amilyeneket a kiillonb6z6 prokariotaknal, a kloroplasztiszokndl és a novényi
mitokondriumoknal ismerlink, — fehérje-0sszetétele valtozo, de k6zOs bennik az, hogy a
komponenseik funkcionalisan modulokba szervezédnek. A rendszereknek vannak a
szubsztratok (hem és apocitokrom c) el6készitéséért és ,,kézbesitéséért” felelés moduljaik és
van egy katalizist végz6 moduljuk is. Az érési rendszerek moduldris felépitése valamennyi
organizmusra jellemz6, viszont komplexitasuk igen kiilonboz6 lehet az egyes esetekben (4.
abra) (Sanders 2010). A Sys | és Sys Il érési rendszerek elemei nagyrészt integrans
membranfehérjék, de néhanyuk a megfeleld sejtkompartmentben a membranhoz
horgonyozva egy nagy szolubilis doménnel rendelkezik. A Sys III érlelé fehérjéje nagy

valoszinliséggel membranfelszinhez tapadd szolubilis fehérje (Enosawa 1986).
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TRENDS in Microbiology

4. abra. A citokrom ¢ maturacios rendszerek modularis felépitésének modellje (Sanders 2010). |

modul: a hem transzlokacidjaért felelds. Il modul: az apocitokrom c el6készitéséért felelés. 111
modul: a kovalens ko6tés kataliziséért felelds.

Ccm poszttranszlacios érési rendszer

A Ccm (citokrom ¢ maturacié) rendszer, mas megnevezéssel Sys | (5. abra) Gram-
negativ baktériumokban (a- és y-proteobaktériumok), Deinococcus fajokban, névényi
mitokondriumban,  bizonyos veglények mitokondriuméban, vords algdkban és
archaebaktérimokban fordul el6. A citokrom ¢ maturéciot jelent6 poszttranszlaciés és
posztexport modositast a legtobb Gram-negativ baktérium esetében 10 fehérjébol
modularisan felépiil6 egyiittes végzi (CcmABCDEFGHI és CcdA - cytochrome ¢ defective
vagy DsbD - disulfide bond formation protein).

Az E. coli — mint a Gram-negativ baktériumok tipikus példaja — citokrom c
maturacioért felelés fehérjéi a szigortian szabalyozott aeg46.5 l0kusz génjeir6l irodnak at. A
fehérje-kifejez6dés anaerob koriilmények kozott, nitrat és nitrit jelenlétében indukalodik
(Choe 1993, Thony-Meyer 1995, Sanders 2000).
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5. dbra. A Ccm maturécids rendszer (Sys 1) modellje (Kranz 2009). A modell feltlinteti a hem
transzport-Gtvonalat, valamint azt is, hogy a hem milyen oxidacios allapotban van az egyes
transzportlépések soran. A zold szinnel jelolt fehérjék a hem transzportjaért feleldsek, lila szinnel
pedig a hem chaperon van jel6lve. Narancssarga szin jeloli a modult, amely a szintézisért felelds,

A miikodési modulok a kdvetkezo feladatokat latjak el: (i) a hem transzportjat és
tovabbitasat (kezelését), (ii) az apocitokrom c el6készitését és a hem kotésre kompetens
allapotban tartasat, (iii) a tioéter kotés katalizisét.

(i) A CcmABCDE a hem processzalasaért felelds fehérjekomplex, a hem
transzportere még nem ismert. A komplexben a CcmA tartalmaz egy nukleotidk6té domént,
amely ATP-t hidrolizal, ahhoz, hogy a hem majd a CcmE chaperonra atker(iljon a CcmC
fehérjér6l. A CemC fehérje az un. hemkezeld (HHP - heme handling protein) fehérjék
csaladjaba tartozik. Ezek a fehérjék tartalmaznak egy triptofanban gazdag WWD
motivumot, két konzervalt periplazmatikus hisztidin aminosavat, amelyek a hem vasénak a
koordinacidjaban jatszanak szerepet és esszencidlisak ahhoz, hogy a holo-CcmE
kialakuljon, azaz a CcmE hem chaperon hemet kdsson kovalensen (Schulz 1998).

A legtébb CcmE fehérje egy HXXXY motivum részeként tartalmaz egy, a mitkodés
szempontjabol kulcsfontossdgu hisztidin aminosavat (kivételes esetben, néhdny prokariota
organizmus esetén ez egy cisztein is lehet (Allen 2006)), amely a hem b-nek c tipussa
alakulésa utjan azt atmenetileg kovalensen koti a 2-vinilcsoport B-C-atomjan keresztil (Lee
2005).

A hem transzlokécidja, a hem ,.feltdltése” a CcmE-re és a CcmABCD komplexnek

ezekben jatszott pontos szerepe nem ismert meg. A komplex CcmA komponense, amint azt
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emlitettem volt, ATP ko6t6 kazettat tartalmaz. llyen kazettdt tartalmazoé fehérjékrél ismert,
hogy altalaban transzporter szerepet toltenek be. Azok az igyekezetek, amelyek ennek a
komplexnek a hem transzportaldsaban jatszott szerepét szerették volna igazolni mégsem
jartak sikerrel. Mutacioval elidézett ATPaz aktivitasvesztes ellenére is kialakul ezekben a
torzsekben a holo-CcmE.

Legujabb kisérletek azt mutatjdk, hogy a CcmA ATP hidrolizise viszont ahhoz kell,
hogy a CcmE disszocialjon a CcmABCD komplexrél, biztositva ezaltal a citokrom c érés
tovabbi lépéseiben a hem ellatmanyt (Feissner 2006a). CcmAB mutans torzsek esetében a
CemC kozremiikodésével, mint CemE-specifikus hem lidz, kialakul a holo-CcmE, de a hem
tovabbitasa az apocitokrom c iranyaba zavart szenved (Christensen 2007).

A Ccm muténsok képesek periplazmatikus b tipust citokromok képzésére, ami
bizonyitja azt, hogy léteznie kell egy Ccm-fiiggetlen hem transzport mechanizmusnak (is) a

citoplazmatikus membranon keresztlil.
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TRENDS in Microbiology

6. dbra. A Ccm maturéciés rendszer (Sys I) kettes modulja az apocitokrc')m c oxidéciéjéért és

-----

Sec transzlokacids rendszerrel egyiitt abrazolva (Sanders 2010).

(if) Amint az apocitokrom c a Sec fehérje-transzlokéacids utvonalon keresztil a
periplazméba kerul, cisztein-oldallancai oxidalodnak és diszulfidhid képzédik a hemko6td
motivum ciszteinjei kozOtt egy, a periplazmaban miik6dé oxidativ fehérje folding
mechanizmusnak koszonhetéen (a DsbA és DsbB fehérjék a feleldsek ezért a 1épésért).
Ennek a mechanizmusnak fehérjét védé szerepe lehet, valdsziniileg megakadalyozza a

fehérjék kicsapddasat, ill. a bakterialis tobbhemes fehérjék esetében valosziniisithetd, hogy a
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helyes tioéter kotéshez diszulfid intermedier kialakuldsa sziikseéges (Ferguson 2001). In vivo
kiserlettel nem sikeriilt ugyan kimutatni a diszulfidhid jelenlétét ezekben a periplazmatikus
fehérjékben, de ebben a térrészben fennalld korilmények valdszintsitik képzédésiiket, ami
azt jelenti, hogy késébb az érés soran ezeknek a kulcsfontossagl aminosavaknak hemkotés
el6tt valamikor redukalodniuk kell. A citokrém c érlelé rendszerének egyes fehérjéi, mint a
CcdA/DsbD, a CcmG, és a CcmH tartalmaznak un. tioredoxin-szerli motivumokat (CXXC
vagy un. tiol-redox funkciondlis motivum), amelyek ditio-diszulfid oxidoredukcids
katalizistik révén képesek a diszulfidhidak redukciojéra (5. és 6. abra) (Thony-Meyer 2002,
Giegé 2008, Sanders 2010).

Az érési rendszer membranfehérjéi a diszulfidhid redukcidjahoz az elektront a
citoplazmatikus tioredoxin TrxA/NADH rendszert61 kapjak. Baktériumokban a DsbA/DsbB
és a CcdA(DsbD)/CcmG fehérjék egy tioredox hurkot képeznek. Novényekben a
CcdA/DsbD és CcmG fehérjék latszolag hidnyoznak vagy pedig annyira megvéaltoztak,
hogy szekvencia-hasonlosag alapjan mar nem ismerhetéek fel (Hamel 2008).

(i) Ezen modult alkoté elemek szama nagyon valtozo a kilonb6zd
organizmusokban, pontos fehérje-osszetétele még nem tisztazott a kiilonbozé szervezetek
esetében. E. coli-ban ezt a modult a CcmF és CcmH fehérjék alkotjak, R. capsulatus-ban a
CcemF és CemH mellett mitkodik egy Ceml fehérje is. Novények esetében, mint példaul az
Arabidopsis thaliana mitokondriuméban, a CcmF fehérjét harom kilonallo fehérje
képviseli: a CcmFyz, CemFyp, CemFc és ezek mellett a CemH fehérje valtozatlanul a modul
része (Hamel 2008). E. coli-ban a CcmH egy flziés fehérje, amely tartalmazza a mas
mitokondriumabdl, Ggy tlinik, hogy a Ccml homologja teljesen hianyzik. A Ceml ket
doménbdl allé chaperon fehérje, amelynek van egy N-terminalis membranban 16 (Ceml-1)
és egy szolubilis periplazmatikus doménje (Ccml-2). Ez utdbbi rendelkezik egy un.
tetratrikopeptid (TRP) motivummal, amelynek a fehérje-fehérje kdlcsdénhatasokban van
szerepe. A Ccml-1 minden citokrém c éréséhez sziikséges alegység, mig a Ccml-2 csak a C-
termindlisaval a membranban horgonyzott c¢; citokrdm érésében fontos, azon
organizmusokban, ahol a Ccml jelen van. A CcmF membrénfehérje, amely a maga triptofan-
gazdag WWD motivumaval és esszencialis hisztidin aminosavaival egy feltételezett
»hemkezel$” fehérje. Az E. coli esetében a CcmF a holo-CcmE-vel és a CcmH-val egyutt
immuno-precipitalodik, viszont az apocitokrommal nem. A holo-CcmE és a CcmH kozott
nem észlelhet6 kozvetlen kapcsolat.

A modulok mitkodése révén a citokrom c érés két lépésre oszthatd folyamat. Els6
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lépésként, a CcmABCD fehérjék kozremuikodésével, kialakul az oxidalt hemet kotd holo-
CcmE komplex. A mésodik pedig a tulajdonképpeni citokrém c szintetaz 1épés. Ebben a
Iépésben a CcmF és CcmH fehérjék Ujraredukaljak a hemet és az apocitokromot a hem

kozelségébe hozva beépitik a hemet.

Ccs poszttranszIlacios érési rendszer

A Ccs (citokrébm c szintézis), mas megnevezéssel Sys Il (7. &bra) rendszer a
kovetkez6 €él6lényekben fordul el6: Gram-pozitiv baktériumokban (pl. Bacillus subtilis),
néhany Gram-negativ baktériumban ( B, 3, & proteobaktériumok), cianobaktériumokban,

novények kloroplasztiszaiban és algakban.

System Il
ccs — -—>
Kiwul

@ (p-oldal)
S s<—.— S S +@
S

Sec
transzlokaz

ALA

7. abra. A Ccs maturacids rendszer (Sys IlI) modellje (Kranz 2009). A modell feltiinteti a
hemtranszport L’Jtvonalét és a hem oxidécic’)s éllapotét a transzport soran. Narancssérga szin jeloli a

-----

felelos feherJ ék.

Ez a rendszer felelés a mitokondrialis és bakterialis bc; komplex c; citokrémjaval
analdg tilakoidalis f citokrom éréséért. Az f citokrom a bgf komplex c tipusu citokromja,
amely CXXCH hemk6té motivumot tartalmaz, viszont a hem hatodik koordinacids kotése
nem egy metioninnal, hanem a polipeptidlanc N-terminalis végével jon létre. Az érést végz6
Sys II egy egyszeriibb rendszer, mint a fent megismert Ccm, csupan négy fehérje jatszik
benne szerepet (Hamel 2009, Kranz 2009). A hem kezelését és a holocitokrom c szintézisét
altalaban két fehérje, a CcsB és CcsA, de esetenként ezek flzidja nyoman csak egy fehérje,
a CcsBA végzi. A Ccs rendszer kisebb affinitassal koti a hemet, mint a Ccm. A Ccs

rendszernek is van egy, a ,,heme handling protein” csalddba tartoz6, WWD domeént és
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konzervalt hisztidineket tartalmaz6 transzmembran fehérjéje, a CcsA, amelynek szerepe a
redukalt hem védelme és kézbesitése a sztroma/citoszol feldl a tilakoid lumen/periplazma
felé. Az apocitokrém c cisztein-oldallancainak redukalasaért a DsbD/CcdA fehérje felel6s,
amelyet egy CcsX tioredoxin-szerti fehérje kozremiikodésével valosit meg (Feissner 2006b).
Ebben a rendszerben a CcsA fehérje altal kozvetitett hem és az apocitokrém ¢ CXXCH

motivumanak a kozelsége lehet6vé teszi a tioéter kotés kialakulasat (Kranz 2009).

CCHL poszttranszlacios érési rendszer

A CCHL (citokrdm ¢ hem lidz vagy holocitokrém c szintetdz), mé&s megnevezéssel
Sys Il rendszer (8. &bra) gombakban, gerinctelenekben, gerincesekben, néhany allati
egysejtiiben és zold algak mitokondriumaban talalhaté (Kranz 2009).

System llI s'S
CCHL
Apo-Cyt

OO PI PPN PRI RRNNRRRGRRRRORERACNOR

HOOVSOSVOBOBOBBOOCBOOTOOPOBOBOBOOBOBEOSOBOOBOBOOBOBOBSOBOBODSO

Membranok koztitér
(p-oldal)

s s
e
< Heme
$ Heme 3 S
\?ﬁ/ s s /
Apo-Cyt

DOOOOOOOH y o R0 CDORA0RORA0EARRCORAR0RRARNAR0R:

e~

\ y” SOOOOOOOOOOOOIVOOVCOOOOTOO
< S
< Heme 2
s~
!

[ Fe<X
| "
Protoporfirin
< o
Matrix (n-oldal)

8. dbra. A CCHL maturacios rendszer (Sys 1) modellje (Kranz 2009). A modell feltiinteti a hem

szintézisének utolsd lépését és a hem vélt oxidacios allapotat is a transzport soran. Narancssarga szin
jeloli a modult, amely a szintézisért felelés, azaz a CCHL enzimet.

DOOCOOOOOOOCOOOC

Gombakban végzett genetikai elemzés nem mutatott ki a masik két rendszerhez
hasonl6 komponenseket. Ebben a rendszerben egy fehérje végzi az érlelést, igy ez a feladat
megtévesztéen egyszeriinek tlinhet. Gombak esetében példaul két valtozata is eléfordul az
enzimnek, ezekben az organizmusokban a két mitokondridlis c tipusd citokrémnak kilon
érlel6 enzime van.

Az éleszt6bol szarmazdé CCHL és emlés (pl. 16) citokrom ¢ génjét egyiitt kifejezve
E. coli-ban érett, a nativval mindenben megegyez6 citokrom c-t lehet elballitani. Ez a tény

igazolja, hogy valéban csak a CCHL fehérje kozremiikodése elegendd a hem kovalens
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kotésére és a citokrom c feltekeredésére. A heterolog expresszid esetén a két fehérje
ugyanabban a térrészben, a baktérium citoplazméjaban expresszalodik, tehat a sikeres érés
onmagaban nem szolgaltat informéaciét a hem és az apocitokrom c transzportjarol, annak
mechanizmusarol a mitokondriumban.

Ennek az egy-fehérjés érlelé rendszernek a kialakulasa egy szubsztrat-specifikacios
foldinggal, esetleg tobb hemmel rendelkez6 citokromok ,hadat” érlelik, amelyek
mindegyikénél biztositani kell az éréshez sziikséges feltételeket, addig a mitokondriélis
rendszerben lehet6ség nyilt arra, hogy a csupan két c tipust citokromnak kialakuljon a sajat

érleld fehérjéje, sot egyes esetekben a kettének egyetlen érlelé enzime (Allen 2008).

Maés poszttranszlacios modifikacios rendszerek

Egyéb maturacids rendszerekrél is emlitést kell tenni, hogy a jelenlegi ismeretek
szerint teljes képet lehessen alkotni a c tipusl citokromok érésérél. Ezek a kivételes
rendszerek Altaldban enyhén moédosult vagy méas mintdzatd hemkoté motivummal
rendelkez6, esetleg motivummal nem is rendelkez6 polipeptidlancokhoz kapcsolnak
kovalensen hemet.

A CCB (citokrom c bioszintézis) rendszer, mas néven Sys IV, cianobaktériumokban
¢s novények kloroplasztiszaban, azaz az aerob fototréfoknal fordul elé (Kuras 2007, Lyska
2007). A rendszer a bef komplexb6l a bg citokrdm spektrélisan egyedi hemjének, (ci)
egyetlen ciszteinhez vald koteésénél asszisztal. A c; egy atipikus hem, amelynek nincs axialis
aminosav-liganduma és a fehérje polipeptidlancanak sincs hemko6té motivuma (Kuras 1997,
Kurisu 2003, Stroebel 2003). A c;i ezért egy pszeudo c tipusu citokrom kdzpontnak
tekinthet6 a komplexen beliil (Ferguson 2008). A CCB ¢érleld rendszer is bizonyos
szempontbol eltér az eddig megismert érleld rendszerektl, a kovalens hemkotést a
membrén negativ oldalan katalizalja, ezért val6jaban nem tekinthet6 igazi vagy klasszikus c
tipusu citokrom-érlel6 rendszernek (Kranz 2009).

Egy nem-konvenciondlis érlelé rendszer (a felsoroldsban az V.), amely néhéany
Gram-pozitiv baktériumban és néhany euglénaféle (ostoros egysejtli, mint Trypanosoma és
Leishmania) mitokondriumaban talalhat6, egy olyan egyszeresen kotott hemet tartalmazo c
tipusu citokromot érlel, amely egy A/FXXCH hemkotd motivumot tartalmaz (Allen 2004,
2008). Lehetséges, hogy egy teljesen (j maturdcios rendszer vér felfedezésre, ugyanis
ezekben a szervezetekben nem talaltak az ismert érlelé fehérjékhez hasonld komponenseket

(Fiilop 2009). Valosziniinek tartjadk, hogy a felismeré motivumok és a fehérje érleld

19



Irodalmi attekintés

rendszerének kozos evolicidja révén az érleld rendszer elemei annyira megvaltoztak, hogy
homoldgia-kereséssel mar nem ismerhetdek fel (Kranz 2009).

Itt szeretném megemliteni azt is, hogy baktériumokban vannak olyan véltozatai is a
Cem érleld rendszernek, amelyek a CXXCH hemko6té motivum CXXXCH és CXXXXCH
modosulatait ismerik fel (Rios-\Velazquez 2001, Allen 2006). Az NrfEFG géntermékek,
amelyek a Ccm rendszer CcmFGH fehérjéinek feleltethetéek meg, az NrfA nirtit reduktaz
Otszordsen koordindlt hemjét kotik a polipeptidlanc CXXCK motivumahoz (Eaves 1998,
Hartshorne 2007). A Ccs rendszernek egy véltozata pedig a hemk6td motivumnak egy
CX15CH modosulatat ismeri fel (Hartshorne 2007).

A citokrdm c éreési rendszerek evolucidja

Erdekes kérdés, hogy mi sziikségelteti ezt a sokféle megoldast ugyanannak a
feladatnak az elvégzésére. A legegyszerlibb megoldast a CCHL képviseli, amely az
endoszimbiotikus egyuttéles kdvetkezményeként alakulhatott ki az eredetileg o
proteobaktériumok Ccm érleld komplexébdl. A joval bonyolultabb Cem és Ces érleld
rendszerek miikodését az teszi szlikségessé, hogy esetlegesen valtozd feltételek mellett is
redukalt hemet kell biztositani a kovalens kotés kialakuldsahoz, és az is, hogy sokféle
szerkezetil és sok esetben tébbhemes c tipusu citokromokat kell érlelni.

Az evoluci6 soran bizonyos esetekben, foleg allati mitokondriumokban, ez a valtozo
belsé kornyezet megsziint, a redukalt hem nem volt limitalo feltétel tobbé, a c tipusu
citokromok bonyolultsaga és sz&ma lecsdkkent, s igy ezekben az organizmusokban a
bonyolult érleld rendszerek elavultta és sziikségtelenné valhattak. Ezért az evolucio egy
egyszerlibb és gazdasagosabb megoldast részesithetett elényben, amelyben nem kellett egy
sorozat fehérjét eldallitani és nem volt szilkséges ATP sem, ellentétben a Ccm rendszerrel.
Mivel ezekben a sejtekben csak kétféle citokrdom c¢ miikodik, a sejt szamara egyszeriibb
megoldas, hogy ezeket két specifikus CCHL vagy akér egyetlen enzim érlelje. Ma mar nem
lehet pontosan megmondani, hogy a két bonyolult rendszer koziil melyik 1épett szinre elébb,
de — mivel a Ccs jelen van a cianobaktériumokban — az a feltételezés, hogy ez a megoldas
volt jelen az endoszimbidzis soran, amely aztan a mai algék kloroplasztiszat eredményezte.
A bonyolult és koltséges Ccm rendszer hemmel szembeni nagyobb érzékenysége pl.
elénydket biztosithat bizonyos kornyezeti feltételek esetén. A Ccm a Ccs hem igényénél 5x
alacsonyabb hemkoncentricional is zavartalan muiikodést tud biztositani a szervezet

szamaéra, igy ez a rendszer a kdrnyezeti valtozasokhoz jobb alkalmazkodést tud biztositani.
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Az apocitokrom c transzlokacioja

Az apocitokrom c transzlokacidja a Sys | és a Sys Il rendszerek esetében fliggetlendl
torténik a hem kovalens kotésétol, azaz olyan esetekben is mitkodik a transzport és a
processzélasa az apofehérjéknek, amikor az 6sszeszerelés nem torténhet meg. Ez alol
kivételt jelent a Sys III érlelé rendszer, ugyanis ebben az esetben a transzportot valamilyen
maddon az érlel6 faktor, azaz a CCHL ellen6érzi. CCHL (cyc3") hidnyos torzsbdl izolalt
mitokondriumba nem transzlokalodik, pontosabban importélédik, tartdsan az apocitokrom c.
A fent emlitett kivételes esetet megmagyarazhatja az, hogy vannak olyan in vitro import
kisérletek is, amelyek az apocitokrom c reverzibilis importjat igazoljdk (Hakvoort 1990).

A CCHL hianyan tul az apocitokrom c importjat a modositott hemkotd szekvencia
(ahol a ciszteineket szerinek helyettesitik) is befolyasolja. Ennek a valtozatnak ugyan nem
lehetetlen az importja, de nagyon kis hatasfokkal torténik (~5%). A CCHL ezzel a mutans
szekvencidju szubsztrattal is képes kolcsonhatasba lépni (Wang 1996), ez a tény azt sugallja,
hogy a két cisztein nem kritikus fontossagu a felismerésében. Ellenben, ha ilyen esetben a
CCHL-t taltermeltetik, akkor a kdtésre inkompetens apocitokrom c importjan ez javit, €s
majdnem 40%-a importalodik a fehérjének (Dumont 1988, 1991). Ezek a tények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a CCHL-nek nagyon fontos szerepe van az éresen tul az
apocitokrom ¢ importjaban (ami ugy értelmezhet inkabb, hogy a visszatartdsaban), és hogy
az apocitokrom ¢ hemkété motivuma nem esszencialis ezen folyamat szempontjabol. A
CCHL fent leirt szerepét érleld enzimben mutans gombatorzsekkel vegzett kisérletek is
igazoljak. Azokndl a torzseknél, amelyek képtelenek apocitokrom c-t importélni, az
apocitokrom c gyors lebomlasa figyelhetd meg a citoplazmaban (Matner 1982, Dumont
1990).

A fentiek alapjan az apocitokrém c kiilsé membranon keresztiili transzlokaciojarol és
a CCHL-nek az apocitokrom c importjaban jatszott szerepérdl az foglalhatd Gssze, hogy az
apocitokrom ¢ hemkdotés nélkal is, ideig—o0réig, kolcsonhatdsba lép a CCHL-lel, de
akadalyozott hemkotés esetén (pl. cisztein-muténs apofehérje) a transzlokécio reverzibilissé
valik. Az apocitokrom c hemkotés utan, azaz holo formajaban ,,csapdazddik” csak az
intermembrén térben, és addig adott a lehet6ség az apocitokrom ¢ sz&méra, hogy elhagyja az
intermembrén teret.

A c és a ¢; importja kiilonb6z6 utvonalakon torténik. Az apocitokrém ¢ nem hordoz
N-terminalis szignalszekvenciat, ehelyett viszont integrans jellel jut célba a mitokondridlis

intermembrén térbe. Importja szokatlan Utvonalat kdévet. Ismert, hogy a mitokondrilis
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intermembran térbe keriild fehérjék matrixban toltott idejiikk alatt hdsokk fehérjék
kozremitkodését igénylik, amely fehérjék szerepét a c tipusu citokrém esetében, az import
¢s az érés kozotti idoszakban, a CCHL veszi at. NMR spektralis vizsgalatbol valoban
kiderl, hogy az apofehérje nem mutat til nagyfok( szerkezeti rendezettséget (Cohen 1974)
¢s cirkularis dikroizmus (CD) spektruma sem valtozik hokezelés hatasara (Fisher 1973).
Molekularis részletességgel nem ismert az apocitokréom c importfolyamata, de azt lehet
tudni, hogy fiziologias ionerésségen lipid- és detergens-vezikulakhoz képes kotédni. Az
apofehérje membréanaffinitasa tdimutat egy tipikus periférias kdlcsonhatason, ugyanis képes
spontan bedgyazaddni a lipidmembranba (Stuart 1990a, Dumont 1996). S6t, a holocitokrém ¢
is képes destabilizalni a membrant és semleges lipidmembréanokon 4thatolni (El Kirat 2009).

Ez a membranaffinitisa tette lehetévé, hogy a citokrom c egy direkt Gtvonalat
kovethessen importja sordn, mast, mint amilyent az intermembran térbe keriildé egyéb
fehérjék kovetnek a matrix és a bels6é membran érintésével. Vezikularis és liposzomas
kiserletek azt igazoljak, hogy részleges inszercid kovetkeztében, amely a lipidosszetételtdl
is fugg, az apocitokrdm c bels6 vizes oldalrol elérhetévé valik transz-oldali receptorok
szaméra (Mayer 1995), illetve a membrannal valé kolcsonhatdsa sordn részlegesen
emészthetd lesz a kiils6 oldalrol hozzaadott, valamint a vezikulaba zart protedzok szdmara is
(Dumont 1984).

Proteoliposzémaés (Diekert 2001) és kdzvetett in organello kisérletek azt bizonyitjak,
hogy a mitokondrialis kiilsé membran transzlokdzanak, a TOM-komplexnek (GIP-General
Import Pore) bizonyos komponensei, a TOM40 porusalkot6 komponens és a TOM22
receptor fehérje segitik az importot. Amikor a komplex pdrusfehérjéje géatolt, az
apocitokrom c importja — igaz, csak mérsékelten — de gyengilt, mig a Tom22 hianya

Iényegesen befolyasolta az import hozaméat (Wiedemann 2003).

A kovalens kotés szerepe ezekben a fehérjékben

Altalanos nézet szerint a kovalens kotésnek a fehérje stabilitisanak ndvelésében van
szerepe, ezaltal a c tipust citokromok egyrészt nehezebben veszitik el hemjuket, mint a
globinok, ill. mas citokromok, masrészt a denaturacioval szemben is védettebbek (Arnesano
2000, Allen 2003a, 2005b). A korébbi feltételezes, hogy ezéltal a fehérjék alkalmasak a
redoxpotencialjuk finomhangolasara, valdsziniitlennek tiinik (Barker 1999, Allen 2005b,
Bowman 2008), ugyanis olyan mutans citokromok, amelyek elveszitették akar mindkét
kovalens kapcsolatukat a hemjukkel, minimélis redoxpotencial-valtozast szenvedtek

(Tomlinson 20004, b). A kovalens kotés ugyanakkor lehetdvé teszi a sokkal magasabb hem -
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polipeptidlanc aranyt is, igy akér 34 hem is kapcsolddhat egyetlen lanchoz (Stevens 2004),
tehat a hem kovalens kotése gazdasagos polipeptidlanc felhasznalést enged meg. Van olyan
tobbhemes c tipusd citokrom (cs), amelyben egyetlen hemre csupéan 25 aminosav jut. Magas
hemarény esetén a kovalens kotés szoros, térben kozeli és jol meghatérozott hem-

elrendezést eredmeényezhet (Barker 1999).

Nem-enzimatikus és spontén érési ismeretek az irodalombol

Barker és mtsi. (1993, 1995), illetve Allen és mtsi. (2003b) kiilonboz6 b tipusu
citokromok (bse2, bs) szekvencidjat mddositottdk a hem vinilcsoportjanak kozelében
ciszteinre, azért, hogy a tioéter kotes kialakuldsanak feltételeit vizsgalhassak, in vivo nem-
enzimatikus, in vivo enzimatikus és in vitro spontdn kortilmények kozott. Ismert, hogy a
hemet kovalensen nem koté citokromoknak az apofehérjéi is a holohoz hasonlé 3D
szerkezetet vesznek fel. A feladatra kivalasztott b tipust citokromok szekvenciajinak olyan
pontjait modositottak ciszteinekre, amelyek a feltekeredett fehérjében kdzel helyezkednek el
a hem vinilcsoportjaihoz. Az in vitro vagy in vivo korulmények kozott, enzimatikus
kozremitkodés nélkiil éré citokromoknak vegyes spektrumd populécija alakult ki;
mas pozicidban épult be. Az in vivo enzimatikusan ér6 citokromok is eltolddott spektrumuak
voltak, amelyekre azt a magyarazatot adtak, hogy a kovalens kétés kialakult ugyan, de a
fehérje nem rendelkezett a nativ térszerkezettel. Kdvetkeztetésként levonhatd, hogy a hem
vinilcsoportjainak és a cisztein-oldallancoknak a kozelsége folytan a két fél kozo6tt spontén
is kialakulthatnak kovalens kapcsolatok, amennyiben a megfelelé redukald koriilmények
fennallnak.

Az citokrom c érésnek és koriilményeinek vizsgalatara hasonld kisérleteket végeztek
Daltrop és mtsi. (2002, 20034, b) termofil prokariota, illetve eukariota és mezofil bakterialis
eredetii citokrom c fehérjékkel is. Az eukariota és a mezofil bakterialis esetekben az érés 48
Oras idétartama alatt egy 40:60 aranyu b és c tipusi keveréket kaptak. A Hydrogenobacter
thermophilus termofil baktérium vad és mutans css, citokrom valtozatainak in vitro spontén
érése  jelentésen nagyobb hozamot mutatott. A Hydrogenobacter thermophilus
apocitokromjanak sajatossaga, hogy hem nélkiil is képes megfelelden feltekeredni, igy az
apocitokrom c térszerkezete kialakit egy hemkotésre alkalmas zsebet. Kovalens kotés el6tt
kialakul a hem és az apocitokrom c stabil komplexe, amely megndveli a hem kovalens
kotésének az esélyét, minek kovetkeztében a fehérje-folding is felgyorsul (Sinha 1998). Ez

megmagyarazza a szokatlanul nagy hozamot, ami a spontan érés soran észlelhets. A
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fehérjér6l korabban mar ismeretessé valt, hogy az E. coli citoplazmdjaban enzimatikus
katalizis nélkil nagyon kedvezé hozammal érik (Sanbongi 1991). Ez akar spontan érés is
lehet, mivel nem azonositottak az érésben kozremiikodd egyéb aspecifikus faktort. A
Hydrogenobacter thermophilus css; citokromjanak nem-enzimatikus érését citokrom c

érlel6-apparatusban hianyos térzsben is igazoltak (Sinha 1998).

A mitokondrialis c és ¢, citokromokat érlelé CCHL enzim(ek)

Bizonyos organizmusokban, mint pl. az ¢lesztdben a kétféle citokrom c-nek megvan
a sajat érlel6 enzime: CCHL a c-nek és CC1HL a c1-nek. lgaz, hogy a CCHL képes bizonyos
mértékig atvenni a CCiHL szerepét, de hatdsfoka (~5%) elmarad jocskan attol, amit az
eredeti enzim biztositani tud. CCHL-hianyos mutans torzsbdl teljes mértékben hianyzik a
citokrom c, ami lehetséges, hogy a CC;HL enzim szubmitokondriélis lokalizaciojabdl vagy
a felismerd szekvenciak hianyabol adodik. Magasabbrendli szervezetek esetében, mint az

emberben is, mind a két fehérjét egy enzim érleli (Steiner 1996, Bernard 2003).

A CCHL azonositasa és poszttranszlacios mitokondrialis importja

A hem lid&z génjét (cyc3) 1987-ben azonositottak (Dumont 1987). Egy
Saccharomyces cerevisiae genomdarab, amely tartalmazott egy ~0,9 kilob&zis hosszusagu
nyitott leolvasasi keretet, képes volt funkcionalisan kiegésziteni egy citokrom c érésben
deficiens cyc3™ élesztd torzset. Errdl a génszakaszrol atirddd 269 aminosavat tartalmazo
fehérje végzi az élesztd két citokrom c izoforméajanak érését, amelyet aztan citokrom ¢ hem
lidznak, CCHL-nek, neveztek el (ezt a nevet hasznaltak eredetileg az élesztd mitokondrialis
kisérletekben, de az enzim mas néven is ismert, mint holocitokrém c szintetaz, amely név
jobban fedi a fehérje tényleges funkcigjat).

A CCHL ¢énje szintén nuklearisan kodolt, importja — akarcsak az apocitokromé —
eltér attdl az atvonaltdl, amit az intermembran térbe keriild fehérjék importjuk soran
végigjarnak, noha ugyanazokat a kiils6 membranreceptorokat hasznalja a liaz is. A CCHL
importjanak néhany kizos jellemvonasa van a matrixba vivé altalanos importitvonallal, de
matrixspecifikus szignal hidnydban a fehérje az import poérust az IMS szintjén elhagyja. A
CCHL fehérje IMS importja soran szelektiven hasznalja a kiils6 membran import- €s
receptor-komplexét (GIP - General Import Pore). A CCHL importja egy nem-konzervativ
Utvonalat képvisel, ami egy péld4ja annak, hogy a kiilsd és a bels6 membranok
fehérjeimport komplexei kiilon is mikddoképesek (Lill 1992). A kiills6 membran

transzlokaza sziikséges és elegendd is ahhoz, hogy a CCHL import&lddni tudjon az IMS-be.
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A CCHL importjaban nincs szerepe a belsé membrannak, a belsé membranpotenciéltdl és

ATP hidrolizist6l fiiggetlen moédon importalodik.

A CCHL szerkezete

Aminosavldnca nem tartalmaz tipikus mitokondriélis célszekvencidt az N-
termindlisan, csak egy 60 aminosavnyi integrdns szignalt azonositottak a fehérje harmadik
negyedeben, amely energia-fliggetlen transzportot biztosit. Ez a C-terminalis szakasz
tartalmaz egy, a Pfam 01265 csoportba tartozd, konzervalt szekvenciat is, amelyrdl azt
feltételezik, hogy fontos a miikodésikk szempontjabol. A CCHL enzimek N-terminalis
régidikon tartalmaznak egy vagy két CPX, Un. hemszabalyoz6 motivumot (X =V, M, 1, L),
amely motivum egy tranziens hemkot6 helyet jelent.

A bels6é szignal elegendd a fehérje azonositasdhoz és a transzporthoz is. A
transzlokaciohoz a hajtoer6t az biztositja, hogy a CCHL nagyaffinitasu kolcsonhatésokat
létesit az IMS bizonyos komponenseivel. Ez az integrans célszekvencia az eddig ismert és
vizsgalt CCHL szekvencidkban (N. crassa, Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae,
Candida albicans, Homo sapiens, Mus musculus, Caenorhabditis elegans) erdsen
konzervalt, és nagyszamu toltott aminosavjanak koszonhetéen ez egy hidrofil tulajdonsagu
szignal (Diekert 1999).

A CCHL elsédleges szekvenciaja ismert csak, 3D térszerkezetének meghatarozasa a
fehérje sikeres tisztitasaig és kristalyositasaig varat magara. Az ismert CCHL szekvencidk
30% aminosav azonossagot mutatnak, €s az eddigi ismeretek alapjan ugy tlinik, hogy
nincsenek bakterialis ortologjaik (Hamel 2008). Az eukariota lidzok szerkezetérdl csak
indirekt protedz-emesztési vizsgalatbol van néhany informacio. Nem-tisztitott éleszt6 CCHL
és CC1HL fehérjék tripszinnel valé emésztésének egy 21 és egy 25 kDa-os fragmentum az
eredménye. Ezek a fragmentumok protedz-emésztéstdl védett, feltekeredett szakaszai
lehetnek a fehérjéknek, ugyanis denaturacié utan ezek a fehérjedarabok is hozzaférhetové
valnak a tripszin szdmara ¢és teljesen elemésztédnek (Steiner 1995). A hem az érés soran
kolcsonhatasba 1ép a lidazokkal, s6t a CCiHL kisérleti példajabol azt is tudjuk, hogy a
hemnek proteolitikus véd6 szerepe van. Hem jelenlétében a tripszinnel kezelt CC1HL intakt

marad, mig hidnyaban 25 kDa méretii darabra hasad (Steiner 1996).

A CCHL lokalizaci6ja a mitokondriumokban
A CCHL szolubilis fehérje, amely a mitokondrialis intermembran térben helyezkedik

el. A CCHL szubmitokondridlis elhelyezkedése nem ismert pontosan, de az organellum
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frakcionalasi kisérletei azt mutatjak, hogy a belsé membran kiilsé oldaldhoz van tapadva
(Nicholson 1988, Steiner 1995). Ugyanakkor nem kizart az sem, hogy idészakosan a kiilsd
membréanhoz asszocialt, vagy pedig az atmenetileg kialakulo és megsziiné kontaktzonak
miatt a bels6 membranhoz tapadt fehérje az organellum feliiletéhez kozel kertl (Wang
1996). Triton X-100 hatésara szolubilizalédik, mig magas sdkoncentracid hatasara egyutt
frakcionalodik a bels6 membrannal (Enosawa 1986). Ez az informaci6 csak ugy
egyeztethetd Ossze az enzimnek az apocitokrom c importjban betdltott szerepével, ha
elsdsorban az apocitokrom csapdazasaban mintsem a transzlokaciojdban jatszik szerepet
(Dumont 1996).

A CCHL feltételezett szerepe a citokrém c érésben

A CCHL szintetaz Kkatalitikus mechanizmusa nem ismert pontosan, de azt lehet
tudni, hogy koélcsonhatasba 1ép mind a hemmel, mind az apocitokrémmal. Az eddigi, a
CCHL enzimaktivitasara irdnyuld indirekt, illetve részlegesen tisztitott enzimmel végzett
vizsgélatok nem adtak meg a valaszt a miikddési mechanizmusra vonatkozdan. Legalabb
haromféle ,,forgatokdnyv” lehetséges az enzim és szubsztrétjai kdzotti interakciokra a kotést
megel6zéen (Dumont 1996):

1. Az enzim elébb a hemmel Iép kdlcstnhatasba.

2. A CCHL el6bb az apocitokrommal Iép kolcsonhatsba, amelynek konformécio-
valtozasat idézné el6 (Barker 1993).

3. A hem elobb az apocitokrommal 1ép kdlcsonhatasba, aminek kovetkeztében az
apocitokrom c felvesz egy részlegesen feltekeredett konformaciot, amit lathatd
tartomanyban mért abszorpciés és UV tartomdnyban mért CD spektrélis
valtozasokkal tdmasztanak ald (Dumont 1994). A CCHL-nek lehet a feladata az, hogy
ezt a kolcsonhatdst egy olyan optimalis konformaciova alakitsa, amelyben a
proximitas miatt a kovalens kotés kialakulasanak sebessége megné (Ferguson 2008).
A CCHL-ek CPV motivumérdl spektralisan bizonyitott a hemmel val6 tranziens

kolcsonhatas, hemszabalyoz6 motivumot tartalmazé peptidek és a hem kdzétti kdlesdnhatés
révén. Mutans regulalo motivumokkal végzett kisérletekbdl az dertl ki, hogy a cisztein a
hem kotésének, a prolin a kolcsonhatas eldsegitésének szempontjabol kritikus fontossagu
(Zhang 1995). Vannak mas funkciot betoltd fehérjék is, amelyek tartalmazzak ezt a
motivumot. Ezeken keresztill szabalyoz a hem pl. transzkripcios faktorokat, transzlécio
iniciaciot, illetve még fehérje importot is (Padmanaban 1989). A CCHL-ek esetében csak

kozvetett bizonyitékok tamasztjak ala azt, hogy ezek a fehérjék a motivumon keresztil kotik
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a hemet. Kozvetett, in vivo kisérletekbél kiderul, hogy ennek a motivumnak a
megvaltoztatasa ugyan befolyasolja a hemkotést, de az igy sem sziinik meg teljesen (Steiner
1996). A szekvencia jelent6sége nem egyértelml a hem lidz miikodésének szempontjabol,
ismerve a mutacids kisérleteket és azt, hogy vannak olyan CCHL-ek, amelyek nem
tartalmazzk ezt a motivumot. Ezek alapjdn az mondhat6, hogy a motivum nem alapvet6en
fontos a miikddés szempontjabol (Hamel 2008). Annak megértése, hogy a hem lidz hogyan
lép kdlcsonhatdsba a hemmel vélaszt adna arra, hogy az enzim, mint valddi katalizator
miikodik-e az érés soran vagy pedig csupén egy ,allvanyzatot” képez annak érdekében,
hogy az apocitokrém ¢ a hemet sztereospecifikusan megkdthesse és a reaktiv csoportokat
térben egymas kozelébe hozza. Az éleszt6k kétféle CCHL enzimének a szilkségessége pedig
azt sugallja, hogy nem csupdn a CXXCH motivum az, ami a szubsztrat-specificitas
biztositasahoz kell, hiszen a CXXCH motivum mindkét enzimben megtalalhato.

A citokrom c és a citokrom c; kiilonboz6 import Gtvonalakat kovetnek. Az elébbi
fehérje, mint azt mar emlitettem, nem hordoz levaghatd célszekvenciat, ellentétben a c;-
gyel, de ha ez utdbbinak a szignélpeptidjét viseli, akkor az import Gtvonala is ennek
megfeleléen modosul, viszont igy egyik lidz sem képes érlelni (Stuart 1990b). Ezt
értelmezve az mondhatd, hogy a CCHL tekintetében valdszinii, hogy az apocitokromnak a
megfeleld orientacioban kell az enzim felé mutatkoznia ahhoz, hogy az érés
megtorténhessen. A CC,HL kozremtikOdéseéhez pedig bizonyos felismerd-szakaszok/jelek
hidnyoznak a normalis korilmények ko6zott nem-szubsztrat fehérje processzaldsahoz
(Dumont 1996). Ez a mechanizmus ellentétben all az I és 11 rendszerrel, amelyek tipikusan a
CXXCH motivumot ismerik fel és fogadjak el specifikusnak.

Mitokondriumokkal és mitokondrialis kiils6 membranvezikuldba zart, a CCHL-t
funkciondlisan helyettesit6, antitestekkel végzett kisérletek a CCHL importban jatszott Un.
transz-oldali receptor-szerepét is kimutatjak (Mayer 1995). Az apocitokrém ¢ CCHL-lel
valé kolcsonhatdsénak szekvencia-kovetelménye ugy tiinik, hogy a hemko6td motivumot
koriilvevo szakaszra korlatozodik (Meloso 1984, Tong 1998).

Elesztében azonositottak egy Cyc2p-nek nevezett redoxfehérjét (a cyc2 gén
termékét), amely funkcionalisan kothet6 az éréshez (Matner 1982). Ez egy NADPH fiiggd
flavoprotein, amelynek kozremiikodésére biokémiai bizonyitékok vannak in organello
(Nicholson 1989) és éleszté mitoplasztokkal (Tong 1998) végzett kisérletekbdl. A
mitokondrialis intermembran tér oxidativ kornyezetében a CCHL katalizalta éréshen a
flavoproteinnek az apocitokrom és/vagy hem redukaldsaban van szerepe. A redoxfehérje az

import hatékonysagat noveli, de nem nélkilozhetetlen az importban. Hidnya esetén a
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citokrom c szintje lecsokken, a c;-re gyakorolt hatasa szembeotlébb (ezek a torzsek Un.
légzési deficiens fenotipust mutatnak). Az apocitokrom c ciszteinjei redukalt allapotban
tartasdnak mechanizmusa nem ismert, ezért nem Kkizarhaté az sem, hogy léteznek
kimondottan a diszulfidhid képz6désére ¢és tiol-redukciora alkalmas Uatvonalak a
mitokondriumban (Hamel 2009). A Cyc2p jelenléte azon lll-as rendszerekre korlatozadik,
ahol a két citokrdm c-nek kilon lidza van, mint pl. a gombéaknak. Magasabbrendii
szervezetekben, pl. emberben is egy lidz van, a HCCS, és ezekben nem taléltak Cyc2p

szerkezeti homoldgokat.
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Célkitizések

Kutatasaink a citokrom ¢ mutansok eldallitasaval és jelolésével annak a kérdésnek a
tisztazaséra irdnyulnak, hogy hogyan szabalyozza a fehérje a redox-reakciok sebességét. Ezt
olyan fehérjén, illetve fehérjekomplexen végzett elektrontranszfer kisérletekkel vizsgaljuk,
amelyekben kiilonboz6 kisérleti paramétereket valtoztatunk meg. Féként az elektrondonor
és -akceptor relativ poziciojat, miéltal modszeresen vizsgalhatd egyrészt az
elektrontranszfer Utvonal hosszanak, mésrészt a donor és akceptor kozotti fehérjematrix
molekularis szerkezetének a hat4sa az elektrontranszferre.

Az elektrontranszfer vizsgélatainak eredmeényeit dolgozatomban nem részletezem,
ez egy masik dolgozatnak a témégja, de az ehhez kotheté mutagenezis munka szerves része a
kutatasi ttmamnak, ezért annak ismertetésére részletesen kitérek.

A citokrom ¢ mutansok el6allitasa megbizhatoan miikodé és nagy hozamot biztositd
expresszios rendszert igényel. A jo expresszios rendszer, valamint egy hatékony fehérje-
tisztitsi procedura kidolgozasa elengedhetetlen ahhoz, hogy nagy mennyiségben &lljon
rendelkezésre a kivant fehérje. A munka ezen részének célja a holocitokrém ¢ mutansok
megbizhato és hatékony eldallitasanak a kidolgozasa volt.

Az eukariota citokrom c¢ mutinsoknak sikeres heteroldg koexpresszidja az
érleldenzimmel felvetette az igényét annak, hogy az érést magat 6nallo kutatasi teriiletként
vizsgaljuk. Heterolog gazdaban a sikeres in vivo érési kisérletek nem adhatnak vélaszt arra
vonatkozodan, hogy melyek azok a minimalis kisérleti korilmények, amelyek sikeres éréshez
vezethetnek. Ennek a kérdésnek a megvélaszolasara kontrollalt in vitro vizsgalatok kellenek.
A sikeres in vitro rekonstitiicios kisérlet el6feltétele, hogy az érlelé enzim tisztitott, aktiv
formédja rendelkezésre alljon, ehhez pedig egy tisztitasi proceduranak a kidolgozasa volt a
cél. Célul taztlk ki tehdt a CCHL enzim heterolog expressziojat és tisztitasat, kulonos
tekintettel arra, hogy a szakirodalom tanlséga szerint ezt a fehérjét még nem tisztitottak ki,
ezért az elsdédleges szekvenciajan tul semmilyen szerkezeti ismeretiink nincs réla.

Célul tiztik ki a CCHL fehérje szerkezetének és mukodésének, illetve a
szubsztratjaival (hem és apocitokrom c) val6 kdlcsonhatasanak a tanulményozasat. Mivel a
fehérje aktiv formaban valo elballitasa meglehetésen kis hatasfoka, egyeldre
kristalyositashoz vagy NMR szerkezet-meghatarozashoz elegend6 mennyiségre nem
gondolhatunk. Ezért foként spektroszkopiai mérések elvégzését tiiztiik ki célul a tisztitott
fehérjén ©Onmagaban, illetve szubsztratjaival egyutt. A CCHL szekvenciajanak

felhasznaldsaval pedig homoldgia-keresés és in silico szerkezet-predikcios szdmolasok
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segitsegével kivantunk ismereteket szerezni a fehérje varhatd szerkezetér6l és
tulajdonségairol.

Az expresszios kisérletek sordn kiderllt, hogy E. coli-ban akkor is képzddik
holocitoktrom c¢ — igaz, meglehet6sen kis hatasfokkal — ha a sejt csak az apocitokrom c
genjet tartalmazza, a CCHL génjét nem. Ezt a nem-enzimatikus — az egyszertiség kedvéért
spontan — érésnek nevezett jelenséget is alaposabb vizsgélat ald kivantuk vonni, hiszen a
nem-enzimatikus érés lehetdsége és az igy képz6dott citokrom c Osszehasonlitisa az
enzimatikusan érlelt citokrommal az enzimatikus érés koriilményeir6l és annak

mechanizmusarél is elarulhat fontos részleteket.
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Citokrom c és CCHL fehérjéket tultermelé plazmidkonstrukciok és baktériumtdrzsek

A DNS-manipulacios technikakat az altalanos gyakorlatnak megfeleléen hajtottuk
végre, amint az a laboratériumi tankdnyvekben le van irva (Sambrook 1989, Ausubel 1996).
A vad tipust 16 citokrom c expresszidjara szolgalé pBPHCycl-YCyc3 (Dolgikh 1998)
eredeti plazmid Dr. Dolgikh ajandéka volt Moszkvabdl (Institute of Bioorganic Chemistry,
Russian Academy of Sciences, Moscow). A vad tipust és a mutans citokrém c-k hozamanak
novelése érdekében ennek a plazmidnak a cycl (citokrom c) és cyc3 (CCHL) génjeit
tartalmazé  kétcisztronos  kazettjjast ~PCR-amplifikaci6  utdn  (5°  végi:  5’-
ACACAGGAACTCGACCATGG-3’ és 3’ végi: 5’-TTAAGGGGCGGAGGACGAA-3’
primerekkel) klonoztuk a pBAD24 plazmidba (Guzman 1995). igy a gének egy arabindz-
indukélhatd (Psap) promoternek kontrollja ald kerilt. A késébbi konnyebb manipulécio
érdekében a cycl gén elejére bevittiink egy Ncol hasitohelyet az 5* végi PCR primerrel. Az
Ncol és Smal emeésztett PCR fragmentumot a hasonld restrikciés endonukleaz végekkel
rendelkez6 pBAD24 plazmidba kldnoztuk, igy kaptuk a pBAD24HCycl-YCyc3, majd a
cyc3 génben jelen levé Ncol hasitohely kiutése utan a pBAD24HCycl-YCyc3Ncol
konstrukciot. A hasitohely elrontdsdhoz az 5’-AGTGGAGTCTATGGTGCAGG-3’
el6reiranyuld és az 5’-CTGCACCATAGACTCCACTG-3’ visszairanyuld PCR primereket
hasznaltuk.

A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ expressziojanak céljabol szintén Pgap
promoter hajtotta konstrukciot allitottunk 6ssze. Az apocitokrom c kés6bbi tisztitasanak
érdekében a gen 3’ végéhez PCR-amplifikécioval Strep 1l affinitds peptidet fuzionaltunk a
kovetkez6 3> wvégi  primerrel: 5-TTACTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCA-
GTTCTTGTCGTCGTCGTCTTCGTTAGTAGCC-3'. Az 5’ végi primernek pedig a fent
megjeldlt Ncol hasitohelyet hordozd primert hasznaltuk. A PCR fragmentumot Ncol és Smal
restrikcids endonukleazokkal emésztettiik, és a hasonlo restrikcios endonukledz végekkel
rendelkez6 pBAD24 plazmidba klonoztuk, amely altal a pBAD24Cycl1-STIl konstrukciot
kaptuk.

Az érleléenzim (CCHL) kifejezésére egy Hiss affinitas-peptiddel ellatott élesztd
cyc3 gént tartalmaz6 pCS315 plazmidot kaptunk ajandékba Dr. Carsten Sanderstél
(Kutztown, University of Pennsylvania, Sanders 2000).

Klénozashoz XL1-Blue MRF’, fehérje-tultermeléshez BL21-Al (Invitrogen) és
EC06 (Thony-Meyer 1995) E. coli torzseket haszndltunk. Kompetenssejt-készités és a
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torzsek transzformalasa sorén az Inoue és mtsi. (1990) altal leirt eljarést kovettik.

Citokrom ¢ mutagenezis

A citokrom c cisztein muténsainak el6allitasa kétlépéses PCR-amplifikacioval
tortént (Ho 1989, Ausubel 1996). Az amplifikdcidhoz 3’-5" proofreading exonukleaz
aktivitassal bird Pfu DNS-polimeraz enzimet (Fermentas) hasznaltunk. Az els6 1épésben két
kisebb, de atfedé és a mutaciot tartalmazo fragmentum képzodott, amelyeket a kovetkezo
PCR-lépésben a teljes gént tartalmazé fragmentumma amplifikdltunk. Az mutans gént
tartalmazé fragmentum két végere tervezett restrikcios endonukledz hasitohelyekkel a gént a
megfeleld orientacioban T4 DNS-ligazzal a pBAD24HCyc1-Cyc3Ncol kazettajaba lehetett
ligalni. A KB8C-as mutans el6allitasahoz tervezett elSreiranyuld és visszairanyulo
mutagenezis primerek szekvenciai a kovetkez6k voltak: 5’-GGTAAGTGCATTTTCGTTC-
3’, és 5-GAACGAAAATGCACTTACC-3’. A K39C muténs esetében pedig az
eléremutatonak a szekvencigja: 5’-CGGTCGTTGCACCGGTCAA-3’, a visszairanyuld
szekvencidja: 5’-TTGACCGGTGCAACGACCG-3’ volt. A PCR mutagenezishez hasznalt
kiilso primerek az 5’-ACACAGGAACTCGACCATGG-3’ és az 5’-
AGCTTGGCCGGATCCC-ATAA-3’ voltak. A iranyitott mutagenezissel eldallitott mutans
citokrom c géneket szekvenaltattuk és meggy6zddtiink arrol, hogy az amplifikacio soran

csakis a kivant szakaszon tortént nukleotidcsere.

Fehérje-taltermelési procedirak

A citokrom c expresszidjara két kulénboz6é expresszios rendszer is szolgalt. A két
rendszer kissé kiilonb6z6 inkubacios és indukcids kérilményt igényelt. Terveztiink egy két-
komponensi expresszids rendszert, amelyben a citokrom ¢ és a CCHL génje tandem mddon,
egy plazmidon, egy promdter szabalyozésa alatt allt. A mésik expresszids rendszer egy-
komponensi volt, amikor is a citokrdm c és a CCHL génjei kiilonb6z6 plazmidokrdl irodtak
at, kiillonb6z6 promoterck szabalyozasa alatt allo expressziot téve lehetdvé. Ez esetben
értelemszeriien a plazmidok szelekciés markerei mas - mas antibiotikum-rezisztencia
génnel, a szabalyozas pedig a két promodternek kdszonhetden mas és mas induktoranyaggal
oldhat6 meg.

A fent leirt konstrukciok ismeretében a késébbiekben az alternativak utalnak arra,
hogy az expresszid milyen koriilmények kozott tortént. Az itt leirt taltermeld és tisztitasi

proceddra érvényes a nem-enzimatikusan ér6 citokrém c Kisérletekre is.

32



Anyagok és modszerek

Fehérjetisztitasi procedirak

Citokrom c tultermelésének és tisztitasanak modszere

A 35 °C-on OVN (overnight) inkubaélt inditokultirat szazszoros higitasban oltottuk
at a megfeleld koncentracioju antibiotikumot (30 pg/ml kloramfenikolt és/vagy 100 pg/ml
ampicillint), 1 % glicerint tartalmazé, SB (Superbroth) tapoldatra, amelyet intenziv
kevertetés mellett inkubaltunk, amig a kultara logaritmikus novekedési fazisa elérte a 0,7 -
0,8 ODggp-at. Ezen a ponton indukaltuk a fehérjetermelést 1 mM IPTG-vel (isopropyl-beta-
D-thiogalactopyranoside) és/vagy 0,5 % arabindzzal, mert ez a sejtstiriiség idealis arra, hogy
a kultira a lehetd legnagyobb fehérjehozamot adja. A megadott hdmérsékleten intenziv
rdzogatdssal 16 Ordn keresztil inkubaltuk a kultardt, majd 10 perc 10.000 x g
centrifugalassal, 4 °C-on leiilepitettik a sejteket és -70 °C-on taroltuk a sejtpasztat a
felhasznalésig.

A feldolgozas els6 1épéseként a sejtpasztabol 100 pg/ml lizozimmal, 2,5 U/ml
benzonazzal kiegészitett 50 mM Na-foszfat pufferrel (pH=7,00) sejtextraktumot
készitettlink. Jégen és szobahémérsékleten valo 30 perces inkubdlds utan a sejtpasztét
szonik&lasnak vetettilk ala (2 ciklus 40”, MSE szonikétor, 15 pum amplitadd). Az extraktum
citokrém c-t tartalmazé szolubilis részét az iiledéktdl 4 °C-on egy 6ra 100.000 x g
ultracentrifugalassal vélasztottuk el. Ezt a szolubilis fehérjéket tartalmaz6 feliluszot elsé
Iépésben 50%-os telitettségli ammonium szulfat kisozasnak vetettiik ala. Az igy kisézott
fehérjéket 4 °C-on 10 perces 16.000 x g centrifugélassal kitilepitettiik az oldatbél, majd
Amicon toményitével és dializissel a puffert 50 mM Na-foszfat pufferre (pH=7,00)
cseréltik. Az igy kapott fehérjeoldatbél FPLC készlléken (Pharmacia) ioncseréld
kromatogréfias lépéssel a holocitokrom c-t Kitisztitottuk. A fehérjeoldatot 7,00 pH-n CM
fokozatos novelésével tobb, mint 90 %-os tisztasagu citokrom c oldatot nyertlink. A Strep Il
peptiddel jelolt citokromokat affinitds-kromatografidval Strep-Tactin Sepharose (IBA)

tolteten a kézikdnyvben leirt tisztitasi procedurat kdvetve tovabbtisztitottuk.

CCHL taltermelésének és tisztitasdnak modszere

Az ¢éleszté CCHL tultermelése ¢és tisztitasanak elsé fazisa néhany részletben eltért a
citokrémétol. A 35 °C-on OVN inkubalt inditokultarat szazszoros higitasban oltottuk &t a
megfeleld koncentraciéju antibiotikumot, 30 pg/ml kloramfenikolt tartalmazé, SB
tpoldatra. A kultdrat intenziv kevertetés mellett inkubaltuk, amig a sejtek logaritmikus

novekedési fazisa el nem érte a 0,7 - 0,8 ODggo-at. Ezen a ponton indukaltuk a
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fehérjetermelést 1 mM IPTG hozzéadaséaval. A kultrat az indukci6tdl szamitva 30 °C-on 3
6ran keresztiil inkubaltuk, majd a sejteket 10 perc 10.000 x g centrifugalassal, 4 °C-on
leiilepitettiik és -70 °C-on téroltuk a sejtpasztat feldolgozasig. A sejtfeltarasi procedra elve
ugyanaz, de mas kémhatdsu pufferrel dolgoztunk, illetve a feltarépuffer tartalmazott 1 mM
AEBSF (4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride) és 5 puM leupeptin
protedzinhibitort. A CCHL tisztitasa mas proceddréat igenyel, a fehérje tartalmaz egy N-
terminalis 6 hisztidinb6l allo peptidet, ezért a fehérje affinitds-kromatogréafiaval tisztithato
fémkelald Sepharose tolteten (GE Healthcare). A Hisg peptiden alapul6 tisztitasi proceddra
fobb 1épései az Ausubel (1996) protokoll kdnyvben leirtaknak felelnek meg. A sejt szolubilis
extraktumaval dolgoztunk, amelyet FPLC (Pharmacia) készilék segitségevel kotottik a
nikkelt keldl6 Sepharose toltetre. A CCHL tiszta frakciojagt 300 mM imidazol-
koncentracional eludltuk, 0,5 M NaCl-ot tartalmaz6 50 mM Na-foszfat pufferben
(pH=7,50).

Fehérje tisztasagvizsgalati és analitikai médszerek

A fehérjeoldatokat SDS (sodium dodecyl sulfate) poliakrilamid gélelektroforézissel
(PAGE) megvizsgaltuk tisztasag szempontjabdl. 15 %-os poliakrilamid gélen szepardltuk,
majd Coomassie BB G-250 festékkel tettlik lathatova a fehérjéket.

Abszorpcids és cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiai merések

A fehérjék tisztasdganak megéllapitasara, tovabba az enzimatikusan vagy spontan
képzoédott holocitokromok szerkezeti Osszehasonlitdsdra a fehérjeoldatok UV és lathatod
tartomanyl abszorpcios spektrumat Unicam UV4 spektrofotomeéteren megmértik.

Masodlagos szerkezeti elemzések céljabol ultraibolya tartoményban cirkuléris
dikroizmus meéréseket végeztiink Jasco J-815 spektropolariméteren. A spektrumokat 0,2 mm
optikai Gthosszi kvarckivettdban, 10 uM fehérjekoncentracido mellett mértik. Ezeket a
méréseket kiegészitendé a tdvolabbi UV tartomanyt is magaba foglalo CD spektrumokat
mértlink Danidban, az Aarhusban miikodé ISA szinkrotron kdzpont CD1 sugéarnyalabjaban,

ugyancsak 10 uM fehérjekoncentracié mellett, 0,1 mm Uthosszon.

Hem peroxidaz-aktivitasi mérések gélben

Az SDS poliakrilamid gélben mért hem peroxidaz-aktivitdshoz a mintakat gélre
vivés elétt specidlisan kell kezelni. A mintat nem kell fozni, csak 43 °C-on 15 percig

inkubalni a kdvetkez6 kétszeresére higitott felvivépufferben: 120 mM Tris, pH=7,50, 20 %
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glicerin, 46 % SDS, amely nem tartalmaz merkaptoetanolt (Vargas 1993).
Aktivitasméréshez a gél pufferét lecseréltik 115 mM NaCl-ot tartalmazé 20 mM K, Na-
foszfat pufferre, pH=7,50.

A hem peroxidéaz-aktivitasdnak a mérésére eléhivo elegyet készitettiink, amelyhez 50
- 50 % aranyban kevertlk a SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce)
kit két komponensét (luminol és hidrogén peroxid) és egy VersaDoc Imaging System

készulékkel detektaltuk az igy keletkezé kemilumineszcenciés jelet.

A peptidfazios fehérjék azonositasa immunodetekcidval

A Strep Il vagy Hisg peptiddel ellatott fehérjéket gélen torténd elvalasztasuk utan
nitrocellul6z membrénra (0,45 pum poérusméret) vittlik at Western blot analizis céljabdl. A
tormaperoxiddz-konjugélt antitestek (StrepMAB-Classic HRP, egérb6l és Hisg antibody
HRP, nyulbol, IBA) peroxidaz-aktivitdsanak mérése a fent emlitett hem peroxidéaz-aktivitas
merésekhez hasonldan tortént. A kemilumineszcencias jelet egy VersaDoc Imaging System

készulékkel vagy rontgenfilmen autoradiogréfias madszerrel detektaltuk.

Piridin hemokrom spektralis mérések

A piridin hemokrom kisérlet Bartsch (1971) protokolljanak megfeleléen tortént. A
Na-ditionittal redukalt 10 uM nem-enizmatikusan ér6 citokrom ¢ piridin ferrohemokrém
abszorpcids spektrumét 30 % piridin és 200 mM NaOH elegyében mértiik. Hasonld
kisérletben referenciaspektrumnak megmertik a 16 sziv citokrom c (Sigma-Aldrich, C-

7752) és az enzimatikusan ér6 citokrom c piridin hemokrém spektrumait.

Redoxpotencial mérések

A citokrom c¢ redukciés potenciadljinak meghatdrozasara kémiai modszert
alkalmaztunk. A redukciés potencial spektrofotometrids méréséhez Na-ferricianiddal
titrdltunk (Craig 2006) 1 ml térfogatnyi 50 mM Na-foszfat pufferben (pH=7,00), 10 pM
redukalt citokrom c-t. A fehérjét 10 mM ferrocianiddal redukaltuk, majd 5 - 10 pl 1 mM
ferricianid oldattal fokozatosan oxidaltuk. Ismerve a ferri-/ferrocianid kdzépponti
redoxpotecialjat standard hidrogén elektrodahoz (SHE) viszonyitva és a két forma aranyéat
minden egyes Iépésben, a Nernst egyenletbél kiszdmoltuk az oldat aktudlis
redoxpotencialjat. A 475 - 600 nm hullamhossz-tartoméanyban felvett keverékspektrumokbol
nemlinedris legkisebb négyzetes illesztéssel kiszamoltuk a redukalt/oxidalt citokrom c

ardnyt, és ismerve az oldat ferri- és ferrocianid altal beallitott redoxpotencialjat a Nernst
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egyenletet Gjra alkalmazva kiszamoltuk a citokrom c SHE-hez viszonyitott kdzépponti

redukcids potencialjat.

Citokrom c oxidaz (COX) aktivitési kisérletek

A citokrom c¢ oxiddzt marha szivizombdl prepardltuk King és Yonetani (1967)
modszere alapjan. Az aktivitasméréseket Model 10 (Rank Brothers Ltd) oxigrafon végeztik,
500 pl mintatérfogatban. A reakcidelegy 20 pM TMPD-t (NNNN-tetramethyl-p-
phenylenediamine), 10 mM aszkorbatot, 0,05 % dodecilmaltozidot és 100 nM COX-ot is
tartalmazott 50 mM Na-foszfat pufferben, pH=7,00. Ehhez az elegyhez adtunk kiilonb6z6

térfogati autentikus, enzimatikusan érd, illetve nem-enzimatikusan éré 16 citokrom c

= sz

V4

enzimreakcid kinetikus paramétereit is, azaz a Michaelis-Menten konstanst (Kr) és a Vimax-
ot. Utébbit a szakirodalomban szoké&sos mértékegységben, (umol O2)/perc/(mg COX)-ban
fejeztiik ki. Az oxigénfogyéds sebessége a szubsztrdt fogyasi sebességének egynegyede,

mivel 4 citokrom ¢ molekula altal szallitott 1-1 elektron redukal egy oxigénmolekulat.

Autoxidacios merések

A kisérlethez a kiillonb6z6 moédokon éré (nem-enzimatikusan, enzimatikusan éré és
16 szivizombol szarmaz6) citokrém c fehérjéket 2 pM-os koncentrcioban 3 mM
ditiotreitollal (DTT) teljesen reduk&ltuk, majd a DTT-t dializissel eltavolitottuk és
szobahémérsékleten, 25 mM Na-foszfat pufferrel (pH=7,00) szemben napokig dializaltuk. A

fehérjék oxidaciojat abszorpcids spektrumok mérésével kovettilk nyomon.

Hem torzsoldat készitése

Az in vitro kisérletekhez 10 mM hemin, 100 mM NaOH vizes torzsoldatot
készitettlink. A tdrzsoldatot tizszeresére higitottuk oxigénmentes, 100 mM NaOH-ot

tartalmazé HEPES vagy Na-foszfat pufferben.

Apocitokrom c készités

A modszer, amellyel a hemet eltivolitottuk Ambler és mtsi. (1973) altal leirt
protokollon alapszik.
A hem eltavolitdsdhoz a 16 szivizom citokrom c-t (Sigma) 100 mM HCl-ot és 8 M
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uredt tartalmazo oldatban denaturaltuk, amelyhez kétszeres mennyiségti HgClp-ot adtunk.
Az oldatot 20 6éran keresztiil 37 °C-on inkubéltuk, rézogatas mellett. Sephadex G-25
g€lsziiré tolteten a szabad hemet és az apocitokromot szetvalasztottuk, majd 20 x-0s
mennyiségli ditiotreitollal 50 °C-on, 20 percig kezeltiik a mintat, igy a CXXCH motivum
cisztein-oldallancai kozott kialakult Hg-hidat felszakitottuk. Ezt kdvetéen tijabb gélsziiréssel
és dializissel puffert cseréltink a mintdn (20 mM HEPES vagy 20 mM Na-foszféat
pufferekre).

=z =7

a4

abszorpcios csucs amplitad6jabol szamoltuk ki. A fehérjék elsédleges szekvenciéja alapjan a
Hiss fuziés CCHL 1 mg/ml-es oldatanak az extinkcios koefficiense 1,46, az apocitokrom c-é

pedig 0,93. Ezeket az értékeket vettik figyelembe a mért fehérjeoldatok

........

In vitro kisérletek

A CCHL és hem kdlcsonhatasanak kisérleteit 25 °C-on végeztiik, a kisérlet ideje
alatt a kiivettat lezartuk és nitrogénre cseréltiik a légteret. ACCHL ésa hem 1 : 1, illetve 1 :
0,5 aranyu keverékét alkalmaztuk, 5 - 10 uM koncentracio-tartomanyban, 20 mM HEPES
vagy 20 mM Na-foszfat pufferekben, pH=7,50. A CCHL enzimet keverés el6tt ditiotreitollal
redukaltuk, majd lezart edénybdl redukalt hemet adtunk a reakcidelegyhez és abszorpcios
spektrumok mérésével kdvettik a spektralis valtozasokat.

A CCHL, apocitokrom ¢ és hem in vitro érési kisérleteit 25 °C-on végeztiik. Az
apocitokrom ¢, CCHL és a redukalt hem 1 : 1 : 2, illetve 1 : 0,5 : 2 aranyld keverékét
alkalmaztuk, 5 - 20 pM koncentrécio-tartomanyban, 20 mM HEPES vagy 20 mM Na-
foszfat pufferekben, pH=7,50. A puffereket tartalmaz6 edényeket lezértuk, és felhasznalés
el6tt alaposan atbuborékoltattuk nitrogénnel. Az apocitokrom ¢ és a CCHL fehérjék
keverékét a hem hozzaadasa el6tt ditiotreitollal redukaltuk. A reakciot 100 mM kristalyos
Na-ditionit hozzaadasaval inditottuk, a klvettat lezartuk, a légteret nitrogénre cseréltiik és a
reakci6 ideje alatt folyamatosan abszorpcios spektrumokat mertiink.

Az in vitro kisérletekb6l megfeleld id6kozonként, illetve a reakcid végén mintat
vettiink, folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk és denaturald gélen megfuttattuk,
majd hem kemilumineszcenciés jel detektaldsaval igazoltuk a hem és az apocitokrom c

kozotti kovalens kotést.
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Mutéans c tipusu citokrémok termeltetése heteroldg expresszios rendszerben

Citokrdm ¢ mutagenezis

Az iranyitott mutagenezist kétlépéses PCR-amplifiké&cioval valésitottuk meg olyan
oligonukleotidokkal, amelyek az Altalunk bevinni kivant mutaciot szekvenciajukban
hordozték (9. dbra, A).

Az elsé PCR-1épésben két darab, egymast atfed6 és a mutaciot tartalmazd DNS
fragmentum képz6dott. A masodik PCR-lépésben a két fragmentum egymas primerjeiként
szolgélva eredményezte a teljes mutans gént tartalmazé fragmentumot. Ebben a 1épésben
két kiils6 primert is alkalmazva egy olyan fragmentumot amplifik&ltunk, amely a muténs
citokrom c génjét tartalmazta. A fragmentum végeit a kivant restrikciés endonukleédzokkal
hasitottuk, és orientiltan a kompatibilis végekkel rendelkez6 pBAD24 plazmid megfeleld
kazettdjdba ligaltuk. Ennek eredményeképpen kaptuk a pBAD24HCycl-YCyc3Ncol
expresszios plazmidot (9. &bra, B és C) (Tenger 2007).

Heteroldg citokrom c expresszid és fehérjeizolacio

A gének transzkripcigjat arabindz indukcidval inditottuk a Pgap promoterrél. Az
arabindz indukalta expressziohoz az ara” BL21-Al torzset hasznaltuk, amely az arabin6zt
nem képes cukorforrasként felhasznalni. Egy masik torzs, az EC06, amely citokrom c
maturdcioban muténs, mint negativ hattér szerepelt a nem-enzimatikus citokrém c érésben.
A pBAD24-es plazmiddal és a BL21-AlI torzzsel sikeriilt egy megbizhatéan miikodo és az
addig hasznalt rendszerhez viszonyitva legalabb hdromszoros hozamot biztositd expresszios
rendszert kifejleszteni. A magas citokrom c szint a sejtpaszta szinét pirosra valtoztatja, igy
hozama a sejt szolubilis extraktuméanak abszorpcids spektrumabdl meghatarozhaté. Az 1
liter baktérium kultrdra szdmolt hozam akar 37 mg vad tipusi citokrom c-t is
eredményezhet (Tenger 2007). Ez az érték nagyjabdl 4 - 5 mg vad tipusu citokrom ¢ 1 g
nedves sejtre vonatkoztatva, de ez a hozam valtozik mutansrol mutansra és torzsrdl torzsre
is. Ez a magas hozam elérhetd mind a tandem, kétcisztronos (az apocitokrom c és a CCHL
génje egy plazmidon) , mind kulén promoterekrél atirodé, kétplazmidos valtozat esetében.

Az enzimatikusan éré citokrOm c tisztitasanak elsé 1épéseként, ultracentrifugalast
kovetben, a sejt szolubilis frakcidjabol 50 %-0s ammonium szulfat kis6zést alkalmaztunk. A
kicsapodott fehérjéket centrifugaldssal lellepitettiik, majd a fehérjeoldat dializisét és

toményitését kdvetéen a citokrom c fehérjéket kationcseréld tolteten megtisztitottuk.
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9. dbra. A kétlépéses iranyitott mutagenezis mechanizmusa és a nagy hozamot biztositd expresszids
konstrukci6 térképe:
A: A kétlépéses iranyitott mutagenezis stratégidja. P1: az 5’ végi, P,: a 3’ végi kiils6 primerek, My és
M;: elére- és visszairanyuld, a mutéciot hordoz6 primerek, RE: restrikcios endonukledz hasitdhely.

B: A pPBAD24HCycl-YCyc3Ncol expresszids plazmid térképe, citokréom c (cycl) és CCHL (cyc3)
génekkel, amp": ampicillin rezisztenciat biztositd fehérje génje, bp: bézispar, Pgap: arabindz
indukalhaté prométer, pBR origin: replikacids origo.
C: Az expressziés plazmid relevans szakasza, araC: az arabinéz-indukalhaté promoterrél az
expressziot szabalyozo fehérje génje.
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A BL21-Al E. coli torzshen expresszalt mutans és vad tipusu citokromok tisztasagat

a 10. dbra mutatja.

M

«= 15kDa

+== 10kDa

1 2 3 M

P

10. abra. BL21-Al E. coli torzsben expresszalt mutans és vad tipust citokrom c-k tisztasagat
bemutatd 15 %-o0s SDS-poliakrilamid gél. Coomassie BB G-250 festés.

1. K8C mutans citokrom c, 2. K39C mutans citokrom c, 3. vad tipust citokrom c, M. fehérje létra,
Fermentas SM0671. ~3 ug citokrom c/oszlop.

A citokrom ¢ nem-enzimatikus érésének vizsgalatahoz a tisztitas céljabol Strep 11
peptid-fuzionalt cycl gént a pBAD24 plazmidba kl6noztuk és a plazmiddal BL21-Al, illetve
EC06 E. coli torzseket transzformaltunk (Tenger 2010). A spontan érdé citokrém c
hozamanak  meghatdrozdsa csak tisztitott  fehérjébol lehetséges. A hozam
0sszehasonlitdsdhoz az enzimatikusan érd citokrom c kitermelését tisztitas utan, a tisztitasi
veszteséget beleszamolva hataroztuk meg. A kationcserél6é kromatografias 1épés utan mért
abszorpcids spektrumbol szdmoltuk ki a citokrom ¢ mennyiséget, amely szerint a nem-
enzimatikusan ér6 hozama az enzimatikusan éronek ~2 %-a.

A pCS315 plazmidban a CCHL génje IPTG indukalhat6 tac promoéter szabalyozéasa
alatt &ll, és plazmidja kompatibilis a citokrom c¢ pBAD24 plazmidjaval. Ko-
transzforméciojuk BL21-Al, illetve EC06 E. coli torzsekbe és expressziojuk lehetdvé teszi

funkcionalis citokrém c bioszintézisét.

Elektrontranszfer kisérletek citokrom c fehérjében és azok értelmezése

A citokrom c redoxfehérje alkalmas fehérjék elektrontranszfer sebességének és az
elektrontranszfer utvonaltdl fiiggd hatékonysaganak a vizsgalatara. E célbol 16 citokrém ¢
cisztein mutansokat terveztlink, azokat iranyitott mutagenezissel létrehoztuk és hatékonyan
expresszaltuk. A mutagenezissel bevitt cisztein-oldalldincokon kovalensen jeloltik a
fehérjéket egy arra alkalmas fotoaktiv festékkel, TUPS-szal (1-thiouredopyrene-3,6,8-

trisulfonate). A 16 citokrom c szekvencigja a hem kotésében résztvevd két ciszteinen kiviil

40



Eredmények

nem tartalmaz mas ciszteint, ezért szekvencia-modositassal, feliileti aminosavak ciszteinre
cserélésével, a fehérje a kivant pozicidban jeldlhetd. A jeldlt mutansok alkalmasak fehérjén
belllli és citokrom c oxidézzal komplexben pedig fehérjék kozotti fényindukalt elektron-
tovabbitasi folyamatok vizsgalatdra. Ezek az elektrontranszfer folyamatok tranziens
spektralis  vAltozasok révén kinetikus abszorpcids spektroszkopiai maodszerekkel
akceptor kozotti tavolsag modosithato, illetve a fehérje kiilonb6z6 tartomanyai vonhatok be
az elektrontranszfer folyamataba. Igy vizsgéalhatd a tavolsagnak az elektrontranszfer
sebességére gyakorolt hatdsa és a fehérjematrix szerepe a hosszitavu elektrontranszfer
folyamatokban.

Az elektrontranszfer mérések egy masik doktori dolgozat targyat fogjak képezni. Itt
csak roviden térek ki az eredmények targyalasara. Eszerint 13 felszini aminosavat cseréltiink
ki ciszteinre részben mi, részben orosz partnereink, és jeloltik meg a ciszteineket TUPS-
szal. A mérési eredményeink érint6leges bemutatasara két muténst valasztottam ki, ahol
olyan lizin-oldallancokat cseréltink ki, amelyeket kordbban a TUPS lizinhez kothetd
valtozataval jeldltiink meg és felhasznaltunk elektrontranszfer kisérletekben. igy, ebben a
két esetben, kozvetleniil 6sszehasonlithato volt az ugyanabban a pozicioban 1évé, de egyszer
lizinhez, méaskor meg ciszteinhez kotétt TUPS és a fehérje hemcsoportja kozotti
elektrontranszfer. A két eset kozotti jellemzé kiilonbség az, hogy a lizines valtozat egy

kovalens kotéssel rovidebb a ciszteines valtozatnal (11. &bra).
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11. &bra. A TUPS jel616 két valtozata.

Ennek ellenére a lizinhez kotdtt TUPS és a hem kozotti elektrontranszfer sebessége
nem adodott nagyobbnak, ahogy pedig elvarhatd lenne, ha az elektrontranszfer kovetné a

kovalens utvonalat. Masik jellemz6é megfigyelésiink az volt, hogy az esetek tobbségében a
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kiilonb6zé helyekre kotott TUPS és a hem kozotti elektrontranszfer tobb idébeli
exponencialis osszegével illeszthetd csak. Harmadik megfigyelésiink szerint pedig csak laza
korrel&cid tapasztalhaté a kiilonb6z6 helyeken 1év6 TUPS és a hem kozotti elektrontranszfer
sebessége ¢s a kettd geometriai tavolsaga, avagy a kettd kozotti kovalens utvonal hossza
kozott. A fenti kisérleti eredmények egy olyan modellel voltak magyarézhatéak, amely
szerint a TUPS flexibilis ,,nyele” révén tobb, az elektrontranszfer idéskalajan stabilnak
tekinthetd helyzetet foglalhat el a fehérje felszinén, és a TUPS gytirlis szerkezetér6l a hem
felé az optimalis Gtvonal sok esetben térbeli ugrassal kezdddik a fehérje valamely felszini
atomjara (Tenger 2005). A molekuléris dinamikai szamitisokkal aldtamasztott TUPS-
helyzetekt6l a hemhez szamolt optimalis elektrontranszfer-Gtvonalak, melyek az esetek
tobbségében a kovalens kotéseken kivil térbeli ugrasokat is tartalmaztak, illetve az ezekb6l
szamolt elektrontranszfer-sebességek mar jobb korrelaciot mutattak a mérésekbol
meghatarozott sebességekkel. Az elektrontranszfer szdmol&sokat a szabadon felhasznalhat6

HARLEM programmal végeztik (www.kurnikov.org).

Emlés citokrom ¢ nem-enzimatikus érése baktériumban

A citokrom ¢ nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: a fehérje detektalasa

A Strep 1l peptiddel fuzionaltatott citokrom c expresszidjat SDS denaturald
gélelektroforézist kovetéen Western blot immunodetekcioval demonstraltuk. Az expressziot
kovetGen a teljes sejtextraktumot szeparéltuk 15 %-os SDS poliakrilamid gélen (12. dbra, A,
B és C, 1 oszlopok). Alacsony hozama miatt a citokrom c¢ nem-enzimatikus éresét
kationcseréld és affinitas-kromatografias tisztitds utan demonstralhattuk (12. abra, A, 2
oszlop).

Annak ellenére, hogy Strep Il peptid-antitest segitségével azonositottuk a fehérjénket
és bizonyitottuk, hogy az altalunk tultermeltetett fehérjérél van szg, kontroll kisérleteket is
végeztiink. A génmentes plazmidot tartalmazé BL21-Al torzset ugyanolyan expressszios
korulményeknek vetettik ala, mint amilyent a gént tartalmazd esetben is alkalmaztunk.
Sejtextraktumat denaturdld gélben megfutattuk és blottoldst kovetden immunoldgiai
analizist végeztiink. Hasonldéan negativ eredményt hozott az a kisérlet is, amelyben a
géneket ugyan hordozta a plazmid, de a fehérje-expressziét nem indukaltuk. A kontroll
kisérletek negativ eredményei megerésitették konkluzionkat, miszerint az expresszalt,

immunoldgiailag detektalt és tisztitott citokrom c az altalunk bevitt gén terméke.
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A citokrom c nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: a hem kimutatasa a fehérjében
Denaturald gélelektroforézist kovetden a kovalensen kotétt hem luminol és
hidrogén-peroxid szubsztratok jelenlétében peroxidaz-aktivitdst mutat. Az igy keletkez6
kemilumineszcencids jel detektaldsdval igazoltuk a hem kovalens beépilését a nem-
enzimatikusan ér6 citokrom c fehérjébe (12. &bra, B, 2 oszlop). A Western blot analizis,
amellyel a fehérjét azonositottuk, a tisztitott fehérje magassagaban intenziv dupla csikot
adott, a hem peroxidaz-aktivitas pedig egyszereset. Az alacsonyabb molekulatomegii csik az
apocitokrom c Strep Il peptidjétdl szdrmazhat. Az apocitokrom c valosziniileg olyan, a
hemjét kovalensen nem kotd vagy nem nativan kotd fehérjékbol szarmazik, amelyeket a
tisztitdsi proceddra soran a kromatogréafids lépésekkel nem tudtunk elvalasztani és
id6kozben hemjiiket veszitették. Ez a populécid viszont a hem hidnya miatt figyelmen kivl
hagyhato a holofehérje — kés6bb ismertetett — fizikai-kémiai paramétereinek, mint

abszorpcids spektrum, piridin hemokrom spektrum, COX aktivitas, redukcios potencial,

mérésekor.
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12. dbra. A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ Kimutatasa denaturdléd gélben, a BL21-Al E. coli
torzsbol szarmaz6 mintékon.

A: 15 %-o0s SDS poliakrilamid gél, Coomassie BB G-250 festés.

B: SDS gélben felvett kemilumineszcencias jel, amely a holocitokrom c¢ hem peroxidaz-
aktivitasanak kdvetkeztében keletkezett.

C: Strep Il peptiddel fuzionalt holocitokrom c¢ immunodetektalasa StrepMAB-Classic torma
peroxidazzal konjugalt antitesttel. A kemilumineszcencias jel autoradiografias modszerrel réntgen-
filmre van régzitve.

1. teljes sejtextraktum. 2. 80 pmol (~1 pg) tisztitott nem-enzimatikusan éré citokrom c.

M. fehérje létra, Fermentas SMO0671.

A citokrom ¢ nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: kontroll kisérlet Ccm muténs térzsben
A nem-enzimatikus érés kontrolljaként alkalmaztunk egy citokrom ¢ maturacidban

mutans (EC06) E. coli torzset. Osszehasonlitva a nem-enzimatikusan éré citokrom ¢
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hozamat és abszorpcids spektrumat a két expresszids gazda esetében (EC06 és BL21-Al E.
coli torzsek) ugyanazt az eredményt kaptuk: a ccm-mutans torzsben is termel8dott
holocitokrom ¢, ami annak kdzvetlen bizonyitéka, hogy nem a baktérium sajat érleld

rendszere katalizalja a citokrom érését.

A citokrém c nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: az apocitokrom c expresszidjanak
kinetikaja

Az apocitokrom c¢ expresszidjanak a Kinetikdjat is meghatéroztuk. A BL21-Al
expresszios torzsben az arabindz indukaldszer elvileg alland6 szintje mellett az apociokrém
c felhalmozo6désat kovettilk nyomon, parhtizamosan megfigyelve a hasonlé médon inkubalt,
de indukalatlan kultdrakat is. Az expresszié mértéke azonos harom 6rés indukcios id6to6l
kezdve egeszen OVN inkubacidig, ami az aldbbi, SDS-gélanalizist és immunoldgiai

vizsgalatokat szemléltet6 13. abrérol derll ki.
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13. abra. Az apocitokrom c expressziojanak kinetikajat bemutatd6 SDS poliakrilamid gél és az
apocitokrom ¢ Western blot analizise. E. coli BL21-Al térzsben indukalt és indukalatlan kultarak
osszehasonlitasa. Teljes sejtextraktumokat futtattunk.

A: 15 %-0s SDS poliakrilamid gél, Coomassie BB G-250 festés.

B: Strep Il peptiddel fuzionalt citokrom ¢ immunodetektalasa nitrocelluléz membranon StrepMAB-
Classic torma peroxidazzal konjugalt antitesttel.

Az arabindz-indukalt expresszids idok, A és B: egy ora (1. oszlop, ), hdrom 6ra (3. oszlop), OVN (5.
oszlop).

Az indukalatlan kulturak inkubaciés ideje, A és B: egy 6ra (2. oszlop), harom 6ra (4. oszlop), OVN
(6. oszlop). M. fehérje létra, Fermentas SM0671.

A citokrom c nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: az apocitokrom c sorsa az E. coli
citoplazmajaban

Oldatban az apocitokrom ¢ rendezetlen, mé&sodlagos szerkezet nélkili
konformacidval rendelkezik (Stellwagen 1972, Fisher 1973), ezért tultermelés soran a

baktériumok citoplazmatikus proteazainak ki van téve mindaddig, amig hemet nem kot és el
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nem éri nativ szerkezetét.

Az apocitokrom ¢ CCHL nélkuli expresszidjanak és lebomlasnak idéfiiggését
vizsgaltuk meg E. coli BL21-Al torzsében (14. &bra). Vizsgélatunk célja az apocitokrom c
stabilitdsdnak megallapitasa volt. A kisérlet a fehérje-expresszié kloramfenikolos gatlasan
alapult. Indukciot kovetéen a fehérje-expressziot egyaltaldn nem gatoltuk, vagy egy és
harom ora utan gatoltuk 170 pg/ml kloramfenikollal. A gétolt kultirdkb6l azonnal mintét
vettiink (14. abra, A és B, 2 és 4 oszlopok), amelyeket -70 °C-ra fagyasztottunk, illetve
OVN, azaz ~16 6rén keresztll inkubaltuk azokat a nem gatolt kulturaval egyutt (14. &bra, A
és B, 1, 3 és 5 oszlopok). OVN inkubécié utan ezeket lecentrifugaltuk, -70 °C-ra

fagyasztottuk késobbi SDS-poliakrilamid gél analizis és immunoldgiai vizsgalatok céljabol.
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14. &bra. Az apocitokrom c lebomlasanak id6fiiggését bemutatd SDS poliakrilamid gél és Western
blot analizis. Az apocitokromot CCHL hianyaban az E. coli BL21-Al t6rzsében expresszaltuk. A
kisérletben teljes sejtextraktumokat vizsgaltunk:

A: 15 %-o0s SDS poliakrilamid gél, Coomassie BB G-250 festés.

B: Strep Il peptiddel fuzionalt apocitokrdm c¢ immunodetektalasa nitrocellul6z membranon
StrepMAB-Classic torma peroxidazzal konjugalt antitesttel.

Arabin6z-indukalt nem gatolt apocitokrdm c expresszidja, A és B: egy 6ra (2 oszlop), harom éra (4
oszlop) és OVN (5 oszlop) idészakok alatt.

Az indukciot kovetd kloramfenikolos gatlas, A és B: egy és harom 6ra utdn, amely kultirakat OVN
inkubaltuk (1 és 3 oszlopok). M: fehérje létra, Fermentas SM0671.

A transzlacié gatldsa utdn OVN inkubalt mintdk vizsgalatabdl tudjuk, hogy az
apocitokrom ¢ mennyisége az érés hidnyaban degradacié miatt lényegesen lecsdkken. A
harom oras indukcids id6t kdvetd gatlas esetében az OVN mintaban még detektalhato, de az
egy Ora alatt felhalmozddott apocitokrom c teljesen lebomlik. Figyelembe véve az
apocitokrom c¢ random-coli szerkezetét az mondhatd, hogy az apofehérje elég stabilnak
tekintheté ahhoz, hogy egy OVN periddus alatt enzimatikus asszisztencia nélkil is képes

legyen érni. Az érés hozama alacsony, ~2%-a az altalunk elért enzimatikusénak, ezért az
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érés tényérdl csak a tisztitas utan szerezhetiink tudomast és szamolhatunk hozamot.

A citokrom c nem-enzimatikus érésének bizonyitékai: spektroszkdpiai vizsgalatok

A nem-enzimatikusan ér6 citokrom c abszorpcios spektrumét dsszehasonlitottuk az
autentikus (16 szivizombdl sz&rmazd) és az enzimatikusan ér6 citokrom ¢ spektrumaval is és
azt vettik észre, hogy a Soret csucs két, az a csucs egy nanométeres (1. t&blazat)
voroseltolodast mutatott kovetkezetesen minden prepardcio esetében (15. &bra). Ez a

spektralis eltol6déas &rulkodo lehet a hem kornyezetével kapcsolatban.
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15. dbra. Kozeli UV és lathatd hullamhossz-tartomanyokban felvett holocitokrom ¢ spektrumok:
a: Autentikus, 16 szivizom citokrém c.

b: BL21-Al E. coli térzsbdl tisztitott enzimatikusan érd citokrom c.

c: BL21-Al E. coli torzsbdl tisztitott nem-enzimatikusan ér6 citokrom c.

d: ECO6 E. coli torzsbdl tisztitott nem-enzimatikusan éré citokrom c.

e: A nem-enzimatikusan éré citokrom c piridin hemokrom spektruma.

Aspektrumok a Soret cslics maximumara vannak normalva.

Ahhoz, hogy a hem kotésére vonatkoz6an ismereteket nyerhessiink, megvizsgaltuk a
nem-enzimatikusan éré citokrom c piridin-koordinalt hemokrom spektrumat (15. abra, e).
Denaturald korilmények kozott a nem-kotott, az egyszeresen kotott vagy két tioéter kdtésen
keresztll kotott redukalt hemnek jellegzetes piridin-koordinalt spektruma van. A nem-
enzimatikusan ér6 fehérje piridin hemokrom spektruménak o eltolodasa megsziint, a cstcs
az autentikus fehérjére és az enzimatikusan éré fehérjére jellemz6 550 nm-es értéket

mutatott, amely a hem nativval azonos kovalens kotésére utal.
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A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ funkcionalitdsdnak vizsgélata: kodzépponti
redoxpotencial

A nem-enzimatikusan  éré  citokrom ¢ kdzépponti  redoxpotencidljat
Osszehasonlitottuk az autentikus, a CCHL enzimmel érlelt Strep Il peptidet tartalmazo,
illetve nem-tartalmazo citokrom c valtozattal is. A nem-enzimatikus citokrém c valamivel
alacsonyabb, 243+4 mV redukciés potenciélt mutatott az enzimatikus 260+£5 mV értékéhez

képest (pH=7,00, SHE-hez viszonyitva) (16. &bra és 1. tablazat).
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16. abra. A redukalt citokrom c részardnya az oldat redoxpotencialjanak fliggvényében,
enzimatikusan érlelt citokrom c (kor), illetve nem-enzimatikusan ér citokrom c (négyzet) esetén. A
folytonos vonal a Nernst-egyenlet legkisebb négyzetes illesztése a mérési értékekre.

Tekintve a piridin hemokrom spektrum mérési eredményét, ez a valtozas a nem-
enzimatikusan ér6 citokrom ¢ hemjének — a nativval azonos kovalens kotés melletti —
minimalis kdrnyezeti és/vagy geometriai eltérését mutatja a nativtol, amely tény redukcios

hajlaméban is befolyésolja a fehérjét.

A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ funkcionalitasanak vizsgalata: elektrontranszfer
aktivitdsanak parameterei

A redukciés potencidl megallapitasan tal egyéb, funkcionalitdsra vonatkozd,
kiserleteket is végrehajtottunk ahhoz, hogy a hem kozvetlen kornyezetét érintd
valtozasoknak a mértékérdl ismereteket szerezziink.

Aktivitas-méréseket végeztink COX-szal, a citokrom c fizioldgias elektronakceptor
partnerével. A 17. &bran az oldatbeli oxigénfogyas kezdeti sebessege lathaté a szubsztrét
citokrom c koncentraciojanak fuggvényében, mind az enzimatikus, mind pedig a nem-
enzimatikusan ér6 fehérje esetére. Az aktivitast leirdé paramétereket (a Knp-et és a Vimax-0t) a

Michaelis-Menten 0§sszefliggés illesztésével kaptuk meg, amelyeket az 1. t&blazatban
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tlntettik fel. A citokrom c szubsztrtnak a COX enzimhez vald affinitisarol a Michaelis-
Menten konstans (K,) értéke szolgaltat informéaciot. Ez az érték a nem-enzimatikusan éré
citokrom c esetében magasabb, mint amit az enzimatikus fehérjével mértiink, ami a nem-
enzimatikusan ér6 citokrém c valamivel gyengébb komplexképzddési hajlamat mutatja.

A COX enzim négy darab redukalt citokrom c (egy - egy elektront szallitva a COX-
hoz) oxid&cidja réven redukal egy oxigénmolekulat vizzé, ezért a reduklt citokrom c
(szubsztrat) fogyasi sebessége a mért oxigénfogyds sebességének a négyszerese. Az
irodalomban  bevett szokasnak megfeleléen a Vma értékét, ami  végtelen
szubsztratkoncentracio esetén az oxigénfogyas sebességének maximélis kezdeti értéke
((umol Oy)/perc), osztjuk az enzim (COX) mg-ban megadott mennyiségével. A nem-
enzimatikus és enzimatikus fehérjék Vmax ertéke gyakorlatilag hibahataron beldl
megegyezik.

Osszességében megallapithatd a fenti aktivitdsi kisérletb6l, hogy a nem-

enzimatikusan ér6 citokrom c fiziol6giés fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezik.

© enzimatikus
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oxigraffal végzett kisérletekben. Enzimatikusan érlelt citokrdm c (kor), illetve nem-enzimatikusan
ér6 citokrom ¢ (négyzet). A folytonos vonalak a Michaelis-Menten egyenlet, Vo = Vax [Citokrém
c]/(Kn + [citokrom c]), illesztései.

A nem-enzimatikusan éré citokrom c funkcionalitasdnak vizsgélata: autoxidacios kiserlet

A szerkezeti és funkciondlis integritds tovabbi vizsgalatara autoxidacios kisérletet is
végeztlink a nem-enzimatikusan ér6, az enzimatikusan ér6 és az autentikus citokrom c
redukalt formaival. A hem oxidal6dasanak sebessége mindharom tipus esetében hasonlo
mértékll volt, ami szintén a hem-kornyezet oly kismértékii valtozasara utal, amely a fehérje

tulajdonségait és funkcidjat Iényegesen nem befolyasolja.
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Soret 417 415
abszorpciés maximum, nm o 551 550
piridin hemokrém 550 550
kozépponti redoxpotencial, mV 243+ 4 2605
K, UM 9,1+3,6 2,4+0,9
COX-szal mért kinetikus paraméterek V maxs
90+1,8 75+1,1

(umol Oy)/perc/mg COX

1. tabldzat. A nem-enzimatikusan éré és az enzimatikus ¢ tipusu citokromok fizikai-kémiai
parameéterei.

A nem-enzimatikusan éré citokrom c hemjének enyhén megvaltozott molekularis kornyezete
és/ vagy geometrigja van

A nem-enzimatikusan éré citokrém c¢ kozeli UV és lathatd hulldmhossz-
tartomanyban felvett oxidalt és redukalt abszorpcios spektrumait Osszehasonlitva az
autentikus fehérje spektrumaival minimalis valtozasokat vehetlink észre a Soret és a Q
sdvban. Azonban, ha az oxidalt spektrumoknak a koézeli IR tartomanyban mérheté 695 nm-
es, toltéstranszferre jellemz0 csucsat vessziik figyelembe, a kiilonbség 1ényegesebb. A 695
nm-es csucs, amelynek megléte a nativ fehérje oxidalt vasanak 80-as metionin altali
koordinaciojat jelenti, a nem-enzimatikusan ér6 citokrom ¢ spektrumabdl teljesen hianyzik

(18. &bra). A 695 nm-es csucs a CCHL érlelte fehérje spektrumaban viszont jelen van.
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18. abra. Kozeli UV, lathaté és kozeli infravords hullamhossz-tartomanyokban felvett oxidalt
holocitokrdm c spektrumok:

Fekete vonal: BL21-Al E. coli térzsben nem-enzimatikusan érd citokrom c.

Szirke vonal: autentikus citokrém c.

A spektrumok a Soret cstics maximumara vannak normalva, egy kis amplitidoju szorasspektrum
kivonasa utan.
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A redukalt autentikus és rekombinans fehérjék spektrumainak eltérése par nm, a
nem-enzimatikusan éré citokrom c spektruménak Soret csucsa 415 nm helyett 417 nm-en
van, a Q sav 550 nm-es csucsa pedig 551 nm-re tolddott (15. abra, e). A két kiilonb6z6 E.
coli torzsbdl (BL21-Al és ECO06) tisztitott nem-enzimatikusan érd citokrom ¢ spektruma
egyforman tolédott el.

A spektrélis eltolddas részletes vizsgalata érdekében a Q savot, amely a redukalt

fehérje spektrumaban a és B cstcsokra bomlik, Gauss 6sszetevéire bontottuk.

abszorbancia, rel. egys.

500 520 540 560
hullamhossz, nm

19. abra. Aredukalt holocitokrom ¢ spektrumok Gauss komponensei:

A: Autentikus, 16 szivizom citokrom c.

B: BL21-Al E. coli torzsbdl tisztitott enzimatikusan érd citokrom c.

C: BL21-Al E. coli térzsbdl tisztitott nem-enzimatikusan érd citokrom c.

Fekete vonal: mért spektrum. Sziirke vonal: illesztés, amely a mért spektrumot tokéletesen fedi.
Fekete vizszintes vonal: az illesztés maradéka. Vékony sziirke vonalak: Gauss komponensek.
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A 19. &bran lathatd és a 2. tdblazatban egyarant feltlintetett adatok alapjan a
kiilonb6z6 eredeti citokrom c-k Q savjai ugyanazzal az Otféle, viszont amplitiddban,
pozicidban és szélességben kissé kiilonbozo spektralis komponenssekkel illeszthetéek. A
nem-enzimatikus citokrom c redukalt abszorpcios spektrumanak (1 nm-es) a eltolddasa
megfigyelhetd a Gauss komponenseken is. A legnagyobb mértéki eltolodast és kiillonbséget
a 4-es komponens mutatja: 4 nm-es eltolédasa van a hosszabb hulldmhosszak iranyaba és
megnovekedett az amplitiddja és a szélessége is. Ez a komponens jarul hozz4 leginkdbb a
nem-enzimatikusan éré citokrém c nativhoz viszonyitott kismértékii, de karakterisztikus

spektralis eltolodasahoz.

Mintak Autentikus, 16 sziv- | CCHL-lel ér6 | Nem-enzimatikusan
inta
izom citokrom ¢ citokrém c ¢éré citokrém ¢
. Pozici6, nm 516,3 (0,59) 514,4 (0,47) 516,5 (0,61)
' Amplitdo, % 22,5 (0,63) 19,7 (0,64) 22,2 (0,78)
komponens
Szélesség, nm 21,2 (0,9) 18,6 (0,6) 20,5 (0,8)
5 Pozicio, nm 521,0 (0,13) 521,3 (0,19) 521,3(0,19)
' Amplitads, % 10,1 (1,05) 13,7 (1,50) 9,6 (1,03)
komponens
Szélesség, nm 6,1 (0,4) 8,0 (0,5) 6,6 (0,5)
3 Pozicio, nm 529,0 (0,24) 529,0 (0,28) 529,0 (0,31)
' Amplitado, % 6,3 (1,26) 8,6 (0,64) 8,5 (1,55)
komponens
Szélesség, nm 7,8 (0,8) 8,0 (0,6) 9,4 (0,9)
A Pozicio, nm 546,2 (0,30) 545,5 (0,24) 550,1 (0,12)
' Amplitado, % 19,5 (0,63) 18,6 (0,43) 23,8 (0,52)
komponens
Szélesség, nm 19,8 (0,6) 22,4 (0,6) 26,6 (1,5)
. Pozicio, nm 550,1 (0,02) 550,1 (0,02) 551,0 (0,02)
' Amplitado, % 41,6 (0,63) 39,4 (0,43) 35,9 (0,78)
komponens
Szélesség, nm 7,30 (0,07) 7,77 (0,07) 7,54 (0,09)

2. tablazat. Az autentikus, a CCHL-lel és a nem-enzimatikusan ér redukalt ¢ tipust citokromok Q-
savjanak felbontasa Gauss Osszetevokre. A Gauss savok tablazatban szerepld paramétereinek
hibaértékei zardjelben vannak feltiintetve. A szélességek a félmagassagnal mért teljes szélességet
jelentik (full width at half maximum, FWHM).
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A CCHL taltermelésének feltételei, az enzim tisztitasa, szerkezeti és spektralis
jellemzése

A CCHL taltermelése és tisztitasa

A 6 hisztidin affinitas-peptiddel ellatott CCHL expresszidja a pCS315 plazmidban
tac promoter/lac operator szabalyozo6 rendszer kontrollja alatt tértént, IPTG indukcioval. A
CCHL az E. coli citoplazméjaban kicsapddik, amelyet az alabbi 10 és 30 °C-on, ez utébbin
id6fiiggben, elvégzett expresszios vizsgalatok is bizonyitanak (20. dbra, A és B). 1 mM
IPTG-vel indukalt CCHL expresszi6jahoz az idealis hémérséklet és idStartam: 30 °C és 3
Ora. Nativ konforméciéban nagyon Kkis mennyiségben tisztithatd. A taltermeltetett
enzimmennyiséghez képest a szolubilis frakcidbdl tisztithat6 CCHL mennyisége minimalis,

hozama 1g nedves sejtre vonatkoztatva ~0,25 mg.

A B
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20. &bra. Hiss peptiddel fuzionalt CCHL expresszidjanak vizsgalata. Expresszi6: 10 °C-on és
id6fiiggd modon 30 °C-on. Indukcié: 1 mM IPTG-vel:

A: 15 %-o0s SDS poliakrilamid gél, Coomassie BB G-250 festés.

B: Hisg peptiddel fuzionalt CCHL immunodetektalasa nitrocelluléz membranon torma peroxidazzal
konjugalt Hisg antitesttel.

1-3:10°C, OWN, 1. teljes sejtextraktum (50 mg/ml), 2,5 ul; 2. szolubilis frakcid, 5 ul; 3. Gledék 5
ul.

4 -5:30°C, 1 6ras inkubécios id6, 4. teljes sejtextraktum (50 mg/ml), 2,5 ul; 5. szolubilis frakcio, 5
ul; 6. Gledék 5 pl.

7-9:30°C, 2 6ras inkubacids 1d6, 7. teljes sejtextraktum (50 mg/ml), 2,5 ul; 8. szolubilis frakcié, 5
ul; 9. tiledék 5 pl.

10 - 12: 30 °C, 3 6ras inkubacids idé, 10. teljes sejtextraktum (50 mg/ml), 2,5 ul; 11. szolubilis
frakcid, 5 pl; 12. tiledék 5 pl. M. fehérje létra, Fermentas SM0671.

A tiszta CCHL vizsgéalata

A Hisg fuzionalt CCHL enzimet affinitas-kromatografiaval nikkel kelal6 Sepharose
tolteten tisztitottuk. Tisztasgvizsgalat céljabol denaturédld poliakrilamid gélen megfuttattuk
a tiszta fehérjeoldatot (21. abra, A és B).
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21. dbra. Hisg peptiddel fuzionalt CCHL tisztasaganak vizsgalata:

A: 15 %-o0s SDS poliakrilamid gél, Coomassie BB G-250 festés.

B: Hiss peptiddel fuzionalt CCHL immunodetektalasa nitrocelluléz membranon torma peroxidazzal
konjugalt Hisg peptid antitesttel.

1. Hisg peptid fuzionalt tisztitott CCHL (~8 pg). M. fehérje létra, Fermentas SM0671.

Megmértik a minta UV abszorpcids spektrumét (22. abra), amelyb6l hozamot és a
kés6bbi spektralis, illetve in vitro kisérletekhez koncentraciot tudtunk szamolni. Az aromas
aminosavak tartomanyaban felvett spektrum tipikus fehérjespektrumnak felel meg. A CCHL
269 aminosavija kozul ebben a tartoményban a 3 tirozin, a 7 triptofan, a 11 fenilalanin és a 4
cisztein abszorbeal. Tekintettel a triptofan nagy extinkcidjara a spektrumot a triptofan 280

nm-es abszorpcids csucsa uralja (Cantor 1980).

1.5

abszorbancia
—

0.5

0
240 260 280 300 320 340

hullamhossz, nm

22. abra. Atiszta Hiss peptiddel fuzionalt CCHL UV abszorpcios spektruma.
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A CCHL szerkezeti jellemzése

szaladt, ami arra utalhat, hogy a CCHL legalabb részben rendezetlen szerkezetii fehérje (IDP
- Intrinsically Disordered Protein vagy IUP - Intrinsically Unstructured Protein). A teljes
egeszében rendezetlen vagy nagyobb rendezetlen szakaszokat tartalmaz6 fehérjék sajatos
aminosav-0sszetételiknél fogva kevesebb SDS detergenst kdtnek meg, ezért szeparalas
soran adott id6 alatt rovidebb utat tesznek meg, mint a hasonld méretli, de rendezett
szerkezetli fehérjék (Tompa 2002). Ezért a denaturdlé korilmények kozott végzett
szeparacios modszer alkalmas tobbek kozott arra is, hogy a fehérje szerkezetérdl (esetleg a
rendezett szerkezet hianyarol) kdzvetett médon informacidkkal szolgéljon.

Az SDS-PAGE kisérletek eredményébél kiindulva a CCHL aminosav-szekvenciajan
tobbféle programmal is végeztink szerkezet-predikcios vizsgélatot. Az IUPred program a
CCHL - CPV motivumokat is tartalmaz6 — N-terminalis szakaszat 67 aminosav
hosszusagban (14 - 80) rendezetlen szerkezetti doménnek josolja, ami a teljes hossz 25 %-
anak felel meg (23. abra). Ugyanakkor vannak olyan szakaszok is (pl. 81 - 114, tovabba a
szekvencia két végén), melyek a szerkezeti diszkriminacié hatéarértékét jelent6 0,5-0s érték
korul mozognak. A program a fehérje kb. 50 %-at josolja csak nagy biztonsaggal
mésodlagos szerkezettel rendelkezének. Egy mésik szerkezetvizsgélé program, a DisProt
(Sickmeier 2007) segitsegevel még az IUPred program altal josoltndl is hosszabb,

Osszefliggd rendezetlen szerkezeti (disordered) tartomanyt taldltunk a 16. és 107.

Dosztanyi, Tompa, Simon, http:/fiupred.enzim. hu/ m

aminosavak kozott.
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23. dbra. A CCHL szerkezetének vizsgalata az IlUPred rendezetlenséget prediktalé programmal.

Rendezetlen szerkezetre vonatkozo predikciot végeztiink a CCHL homoldg fehérjéin
is. A homoldgokat a BLAST program segitsegével azonositottuk. Ahogy az a 24. &bréan
lathaté, a homoldg fehérjék mindegyike tartalmaz — a predikcié szerint — rendezetlen

szakaszt az N-terminalis végéhez kozel, és ennek hossza a teljes hossz 25 %-a és 61 %-a
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kozott valtozik. Ugyancsak jellemzd, hogy egy kivétellel minden homolég tartalmaz 1 vagy

2 CPV hemszabalyoz6 motivumot, és minden esetben a rendezetlennek josolt doménben.
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24. d&bra. Az éleszt6 CCHL-lel homoldg fehérjék szerkezetének vizsgalata az |UPred
rendezetlenséget prediktalo programmal. A homoldg fehérjék a baloldali oszlopban, majd a
jobboldaliban feliilr6l lefelé haladva a kovetkezok: Saccharomyces cerevisiae CCiHL, Candida
albicans CCHL, Neurospora crassa CCHL, Homo sapiens HCCS, Mus musculus HCCS, Bos taurus
HCCS, Gallus gallus HCCS, Schizosaccharomyces pombe feltételezett CCHL, Schizosaccharomyces
pombe feltételezett CC;HL, Slime mold CCHL, Caenorhabditis elegans CCHL.

A rendezetlen szerkezeti fehérjék aminosav-Osszetételében altaldban legalabb
kétszeres osztoval kisebb a szama a rendezettséget elésegité aromas- és hidroféb-oldallancu
aminosavaknak, vagy éppen teljesen hidnyozhatnak is. Gyakoriak viszont a rendezetlenséget
eldsegité, mint pl. a toltdtt vagy apolaros oldallancd aminosavak (Tompa 2009).

Osszetétel szempontjabol elemeztilk a hem lidz 269 aminosavbdl allé szekvencidjat,
¢s azt vettiikk észre, hogy a jellemzden rendezettséget vagy épp rendezetlenséget eldsegitd
aminosavak kozil néhany a megfigyeléseknek megfeleléen oszlik meg a CCHL
rendezetlennek josolt (14 - 80) és dsszes tobbi szakasza kozott. A 7 darab triptofan és a 11
darab fenilalanin mind a fehérje 75 szadzalékat kitevd hatdrozottan rendezett vagy
»hatéreset” szakaszéban talalhatd. A rendezetlennek vélt szakaszbol hasonldképpen hianyzik

a tirozin, és a 7 darab treoninbol csak egy talalhat6 ebben a szakaszban. A rendezetlenséget
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segitd aminosavak koziil a szerin ardnya tekintélyes a 25 %-ot kitevd rendezetlen
szakaszban, kozel 18 %-at teszi ki, a 29 szerinbdl 12 talalhato ebben a szakaszban. Egy
masik rendezetlenséget eldsegité aminosav, a prolin, a fehérje teljes szekvenciajaban

gyakori, a rendezetlen résznek pedig ~12 %-4t prolinok alkotjak.

A CCHL UVCD spektruma és varhatd masodlagos szerkezeti dsszetétele

A CCHL mésodlagos szerkezetének vizsgélata céljabol megmertik a fehérje UV
cirkularis dikroizmus spektrumat (25. &bra). A spektrumot illesztettik a masodlagos
szerkezeti dsszetétel becslése céljabol. A CDTOOL program (Lees 2004) altal szolgéltatott

szazalékos aranyok a kovetkezok:

Szabalyos-a. Szabalytalan-a Szabélyos-B Szabalytalan-3  ,Turns” Rendezetlen

13,7 12,2 16,5 8,6 13,3 35,7

3. tablazat. A masodlagos fehérjeszerkezeti elemek szazalékos ardnya a CCHL UV CD
spektrumanak illesztése alapjan.

5
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180 200 220 240 260
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25. dbra. A CCHL UV cirkularis dikroizmus spektruma.

A szabélytalan a és B szerkezetek az a-hélixek és a B-lemezek végein elhelyezked6 —
és ezért mar nem teljesen szabalyos geometrigji és hidrogénhid-kotésit — aminosavak
hozzajarulasat jelentik a CD spektrumhoz (Sreerama 1999). Ettél eltekintve ezeket az
clemeket az a-hélixek, illetve p-lemezek részeinek lehet tekinteni, igy tehat a
fehérjedsszetételben a teljes a-hélix 25,9 %-nak, a teljes B-lemez pedig 25,1 %-nak adddik.

A rendezetlen rész 35,7 %-o0s hozzajaruldsa 6sszhangban all az lUPred program altal
josolt mennyiséggel. A nativ korulmények kozott tisztitott CCHL-lel ellentétben a

denaturélé kortlmények kozott tisztitott, majd renaturalt CCHL CD spektruma kiillonbdzott
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a fenti spektrumtdl. Ebben a mintidban jelent6sen nagyobbnak adddott a rendezetlen
hozzajarulas. Vilagos tehat, hogy a fehérje nativ szerkezete ilyen korilmények kozott nem
allithatd maradéktalanul helyre, ezért tovabbi kisérleteinkben csak a nativ korulmények
kozott tisztitott fehérjével dolgoztunk. A 25. dbrén lathatéhoz teljesen hasonld spektrumot
mertink a nativ korilmeények kozott tisztitott CCHL-en Na-foszfat és HEPES puffer,
valamint NaF jelenlétében (a NaF alkalmasabb az UV CD mérésekben a NaCl-nal a s
esetleges stabilizal6 hatdsanak vizsgélatara, mivel a F-ion — ellentétben a Cl'-ionnal — nem
abszorbedl az UV-ben). Ugyancsak valtozatlannak talaltuk a CCHL CD spektrumét 10 uM
hem hozzéadéasa utan is. A hemnek énmagéban ebben a hullamhossz-tartomanyban nincs
hozzajaruldsa a CD spektrumhoz. A hem jelenlétében mért, a fentihez hasonlé CCHL CD
spektrum arra enged kovetkeztetni, hogy mérhetd mértékii masodlagos szerkezetvaltozas
(értend6 ez alatt a masodlagos szerkezeti elemek aranyaban beéllé valtozés) nem kdvetkezik

be a fehérjében a hemmel val6 kdlcsénhatasa soran.

A CCHL hem kotésének vizsgalata

A CCHL és a hem lehetséges kolcsonhatasanak vizsgélatara in vitro kisérletet
végeztiink. A kolcsonhatast a hemre jellemz6 abszorpcids spektrum valtozasaval mutattuk ki
a Soret sdvban és a lathato spektrumtartomanyban. A reakcio két fazisra bonthato, az elsé
fazisban az UV tartomanyban van egy abszorpci6-csokkenés, a szabad hem fogyasénak
koszonhetéen. A masodik fazisban pedig ez a csokkenés tovabb fokozddik és a koordinalt

hemre jellemz6 Soret (422 nm), o (559 nm) és 3 (532 nm) sdvok alakulnak ki (26. abra, A).
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26. abra. A CCHL és hem kolcsdnhatasanak id6fiiggd abszorpcios spektrumai és kinetikaja két
jellegzetes hullamhosszon:

A: A CCHL és hem keverékének UV és lathaté hullamhossz-tartomanyu spektumai.

B: A reakci6 soran két jellegzetes hullamhosszon torténd idobeli spektralis valtozasok.
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Az 26. ébra B paneljén két jellegzetes hulliamhosszon (400 és 560 nm) torténd
abszorpciovaltozast abrazoltunk az id6 fliggvényében. 400 nm-nél az els¢ folyamat
tanulméanyozhat6 elkildnitve, mivel a masodiknak itt izobesztikus pontja van. Az 560 nm-es
spektrumvaltozds pedig csak a masodik folyamatrdl tudoésit. Az irodalombdl ismert
tripszines emészteés és az IUP predikcio eredmeényének tilkrében a reakcié kinetikdja az
alabbiakban magyarazhatd. A reakcié elsé fazisaban (10 - 20 perc alatt) a szabad hem
kolcsonhatasba 1ép a CCHL-lel, feltételezésiink szerint az N-terminalis rendezetlen
szakaszaval. A maésodik fazisban (ami kb. 1 ora) valoszinii, hogy a szakasz CPV
motivumainak cisztein-oldallancai a hem vaséat koordinaljak. A kialakult spektrum ugyanis

azt valosziniisiti, hogy a hem 6-szorosan koordinalt, alacsony spinii allapotba keriilt.

A mitokondridlis citokrém c in vitro enzimatikus érése

A Hisg peptiddel fuzionalt CCHL miikod6képességét kordbban in vivo rekombinéns
citokrém c érésével bizonyitottuk, amikoris a holocitokrom c termeléshez a BL21-Al E. coli
torzset kotranszformaltuk a CCHL és a vele kompatibilis, citokrdm c génjét tartalmazd,
plazmidokkal és IPTG, valamint arabindz indukcidval expresszaltuk a fehérjéket.

A CCHL holocitokrom c¢ szintetaz aktivitasanak, valamint az ehhez szlikséges
feltételeknek a vizsgalatara in vitro kisérleteket végeztlnk a tisztitott rekombinans CCHL-

lel és 16 szivizom apocitokrom c-vel (27. dbra).

abszorbancia

400 450 500 550 600 650

hullamhossz, nm

27. &bra. In vitro érési kisérlet. A reakcioelegy abszorpcids spektruma ditionit hozzaadasa el6tt
(kék), ditionit hozzaadasa utan kdzvetlendl (piros) és 40 perc inkubalas utan (fekete).
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A Kisérlethez az apocitokromot a 16 szivizom holocitokrom ¢ hemjének az
eltdvolitasa utdn kaptuk. A reakciohoz CCHL és apocitokrom c fehérjekeveréket
készitettlink, amelyet tiol-redukalé &genssel, ditiotreitollal kezeltiink az apofehérje esetleges
diszulfid-hidjainak a felszakitasara. A fehérje elegyhez adtuk a hemet, majd kés6bb
kristalyos Na-ditionit hozzaadasaval inditottuk a reakciot. A nitrogén atmoszférdja lezart
kivettat egy Orén keresztll inkubaltuk folyamatos spektrummérés mellett.

A reakciobol bizonyos idokozokben mintat vettiink, amelyeket denaturalo gélen
megfuttattunk és gélben a hem peroxidaz-aktivitdsabdl szarmaz6 kemilumineszcencids jelet
detektaltuk, a kovalens kotés igazolasara. A reakcid elsé par masodpercében, a legelsd
spektrum felvételekor a hemnek nagyon minimalis jele van, a reakcié 10 perce és 1 Ordja
kozott felvett hem-jel intenzitdsa gyakorlatilag nem valtozik (28. &bra). Az abszorpcids
spektrum szintén jol mutatja a citokrom c-re jellemz6 tulajdonsagokat, kiilonésen az 550
nm-nél 1évé o savot. A spektrum keverékspektrum kell, hogy legyen, mert a hem
mennyisége az elegyben az apocitokrom ¢ mennyiségének a kétszerese volt. Ennek
megfeleléen az a, B €s a Soret sdvok nem annyira elesek, mint a tiszta citokrom c esetében.
Mindazonaltal a mintdkon SDS gél-elektroforézist kovetden sikeriilt kemilumineszcencias
jelet detektalni, ami egyértelmiien azt bizonyitja, hogy a hem egy része kovalensen és a

spektrum alapjan sztereospecifikusan, azaz helyesen kot6dott az apocitokromhoz.
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28. abra. Az in vitro korlilmények kozott, enzimatikusan éré holocitokrém ¢ kemilumineszcencias
jele, amely a hem kovalens kotésének bizonyitékaul szolgal. 15 %-os SDS poliakrilamid gél,
Coomassie BB G-250 festés. A reakcioelegybdl Gsszekeverés utan rogtén, 10 és 30 perc utan,
valamint 1 6ra utan vett mintak vannak megfuttatva.

A fenti reakcid kontrolljaként apocitokrom c és hem reakcidt végeztiink, amely nem
mutatta azt a spektralis valtozast, mint amit a CCHL jelenlétében lattunk (29. &bra), és hem
kemilumineszcencids jelet sem tudtunk detektélni a futtatott mintdkon.

A Kkisérlet ideje alatt CCHL hi&nyéaban tehat a redukalt hem egy része még nem-
kovalens kolcsonhatasra sem lépett az apocitokrommal, ill. a hem és az apocitokrom kozott

kialakult egy olyan nem-kovalens kdlcsonhatés is, amely a hem vasanak koordinaci6javal
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nem jart, és amely rovid id6 alatt, a spektralis csokkenésbdl itélve, szét is bomlott.

abszorbancia

400 450 500 550 600 650
hullamhossz, nm

29. 4bra. Az in vitro érés kontroll kisérlete CCHL nélkil, a reakcio kiilonb6zé idépontokban
megmért abszorpcids spektrumai. Ditionit hozzaadasa elott (kék), ditionit hozzaadasa utan
kdzvetlenil (z61d) 10 perc inkubalas utan (piros) és 30 perc inkubalas utan (cian).
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Az eredmények megvitatasa

Az citokrdm ¢ mutansok eldallitasihoz sziikséges expresszios rendszernek a
kidolgozésa nem csak a mi érdemiink, ennek elézményei vannak az irodalombol (Dolgikh
1998, Pollock 1998, Rumbley 2002), viszont mi a kisérleteink szamara kidolgoztunk egy
megbizhaté és nagy hozamot biztositd sajat expresszids rendszert (Tenger 2007).
Erdekessége a rendszernek, hogy eukaridta enzim érlel tokéletesen eukaritta fehérjét
prokaridta citoplazméban.

Pollock és mtsi. (1998) bizonyitottak elészor, hogy az éleszté hem lidza bakterialis
kornyezetben is elvegzi a citokrom c érését. Rekombinans holocitokrom c termelése
érdekében elégséges, ha az apocitokromot és az érlelé enzimet egyiitt expresszaljuk az E.
coli-ban, mint heteroldog gazdaban. Semmilyen mas kiils6leg hozzaadott faktor nem
szilkséges az aktiv holocitokrdm c expresszidhoz.

A sajat expresszios rendszerben a citokrom c és hem lidz génjeit tartalmazd kazettat,
illetve a citokrom c génjét a pBAD24 plazmid (Guzman 1995) szigord szabalyozast
szigoru szabalyozas érdekében a plazmid hordozza a Pgap prométer negativ és pozitiv
kontrolljat biztosité AraC fehérje genjét (Schleif 2000), amely konstrukcié igy magas
indukalt és rendkivil alacsony nem indukalt expressziét biztosit szamunkra. Emellett az
arabindz-koncentracio valtoztatisaval az expresszio erdssége hangolhato.

Nem tisztazott még a mitokondridlis citokrom ¢ CCHL altali enzimatikus érésenek a
mechanizmusa, de az altalunk végzett heteroldg in vivo és in vitro kisérletek ismereteket
szolgaltatnak a pontos molekularis folyamatoknak a megértéséhez.

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a CCHL koézremiikodése nélkiil is, igaz
lényegesen alacsonyabb hozammal, de képes a 16 citokrom ¢ az E. coli citoplazméajaban
érni, oly modon, hogy helyes kovalens kotés alakul ki a hem vinilcsoportjai €s a
polipeptidlanc ciszteinjei kozott. Ez az elsd olyan munka, amely prokariota kdzegben
eukariota citokrom c enzimes asszisztencia nélkiili érésér6l szolgaltat bizonyitékot és
ismereteket. Az E. coli citoplazmatikus membranjaban elhelyezkedd, de a periplazmatikus
oldalon miikodé maturaciés rendszere nem lehet felelés az érésért, mert a fehérjénk
polipeptidlanca nem tartalmazza azt a szignalpeptidet, amely Aaltal a fehérje a
periplazmatikus oldalra szallithaté (Thony-Meyer 1997). A kisérleti feltételeink nem is
kedveznek a Ccm rendszer kifejez6désének, ahhoz anaerob koriilmények és nitrat, nitritek

jelenléte szilkséges (Choe 1993, Sanders 2000, Thony-Meyer 2002). Azért a nem-
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enzimatikus érést olyan kontroll kisérlettel is igazoltuk, amelyben az E. coli EC06 (Thdny-
Meyer 1995) Ccm-mutans torzset hasznaltuk gazdanak. Ez a torzs nem tartalmazza a
miikod6képes bakterialis érleld rendszert, ezért kizart, hogy valamilyen mddon is a
baktérium sajat rendszere érlelné az altalunk bevitt citokromot.

CCHL jelenlétében, illetve hianyaban az apocitokrdm c expressziés hozama
egyforma, mivel ugyanazok a kisérleti koriilmenyek, beleértve az expresszids konstrukciot
és az E. coli torzset is. A citokrdm ¢ nem-enzimatikus érése joval lassabb folyamat, mint az
enzimatikus érés. A CCHL hidnyaban termel6dd apocitokrom ¢ folyamatos proteolitikus
emésztésnek van kitéve, amit denaturdld gélelektroforézissel bizonyitottuk is, és igy
kinetikailag verseng egymaéssal a citokrom c termel6dése és a lebomlas. A fehérjék tisztitasa
utan adhato hozzavetdleges hozambecslés alapjan a nem-enzimatikusan éré citokrém ¢ ~2
%-a az enzimatikusan éronek.

Daltrop és mtsi. (2002, 2003a, b) végeztek spontén érési kisérleteket bakterialis és
eukariota citokrom c fehérjékkel, amelyek 48 és 72 oras inkubacids id6é alatti in vitro
vizsgalatokat jelentettek. A Kisérleteinkben tapasztalt, enzimatikus kézremiikodés nélkiili
érést OVN spontdn maturacionak is tekinthetjik, noha teljes bizonyossaggal, a
citoplazmatikus kdrnyezet miatt nem zarjuk, azaz nem zarhatjuk ki ismeretlen fehérje vagy
nem fehérje-természetli faktorok kozremiikodését sem. Az irodalomban leirt, in vitro
spontan érésii citokrom ¢ abszorpcids spektruma ugyan hasonlé volt egy nativ holocitokrom
c spektruméhoz, de egyéb fizikai-kémiai paraméterek nem &llnak rendelkezésre ahhoz, hogy
funkcionalisan 6sszehasonlithassuk az altalunk vizsgalt, in vivo nem-enzimatikusan ér6
citokrom c-vel.

A nem-enzimatikusan ér¢ citokrom ¢ kovalens hem kotését mindenekel6tt az SDS
geél-elektroforézis sordn denaturdlddott fehérje pozitiv. hem  peroxidaz-aktivitési
eredményével igazoltuk. Ha ugyanis a hem nem-kovalensen lenne kétve a citokromban,
akkor az SDS gelben nem maradna egyutt a fehérjével. Ez a kisérlet ugyanakkor
megengedné azt is, hogy a hem nem kétszeres, hanem csak egyszeres kotéssel kapcsolddjon
a fehérjéhez. A hem helytelen orientacioja, pl. elfordulasa az o, y mezo tengelye koril a hem
nem megfeleld illeszkedését jelentené a polipeptidlanchoz viszonyitva, és ez egyszeres hem
kotést eredményezne. Egy ilyen valtozas a kotésben és az orienticioban jelentGsebb
spektralis eltolodast okozna a citokrom c spektruméban (Bowman 2008). A piridin
hemokrom spektrum pedig vildgosan megmutatta, hogy a hemko6té motivum mindkét

V4

esetén ugyanis az o cslcs piridin hemokrom spektruma 3 nm-el a hosszabb hulldmhosszak
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felé lenne eltolodva (Tomlinson 2000b), amely eltolodas a nem-enzimatikusan éré fehérje
piridin spektrumaban nem észlelheté. Megallapithatjuk tehat, hogy a nem-enzimatikusan éré
fehérjében a hem kovalens kotése azonos a nativ citokrom c kettos tioéter kotésével.

A redukdlt citokrom c abszorpcids spektruma egy, a hem, a kdzponti vas, a
ligandumok elektronikus és vibracios energiai altal meghatarozott, karakterisztikus dupla
csucsu Q savval rendelkezik, amelyet a hem kdzvetlen kdrnyezete is befolyasol. A nem-
enzimatikusan ér6 citokrom c a nativhoz képest ugyan 1 nm spektrélis eltolédast mutat, de
jellegzetes erds axialis ligandumokkal hatszorosan koordinalt, alacsony spinii citokrom c-re
jellemzé Q savval rendelkezik. Hasonld mértékii voroseltolodas ismeretes olyan €lesztd iso-
1 citokrom ¢ muténsok esetében, amelyekben a hem kozvetlen kdrnyezetét érinté mutaciok
a prosztetikus csoport kdrnyezetének polaritisat befolydsoltak (Schweitzer-Stenner 2006).
Magyarazatuk szerint a polaritasvaltozas a hem gyliriijének elektronikus perturbacioja révén
okozta a spektralis elvaltozast. Alacsony homérsékleten végzett abszorpcids és vibracios
spektroszkdpiai (Levantino 2005) kisérletek azt mutatjak, hogy a legalacsonyabb
energiadtmenet (a nem-enzimatikusan ér6 citokrom c esetében az 551 nm-es csucs) megfelel
az elsé gerjesztett allapot 0 - O vibronikus atmenetének, mig a Q sav tobbi része ugyanezen
elektronikus gerjesztés magasabb vibracids savjaiba val6 vibronikus atmeneteknek felel
meg. Szobahdmérsékleten homogén ¢s inhomogén kiszélesedése lathaté az alacsony
homérsékletli Voigtian savoknak, az igy széthuzodott spektrumcsicsok Gauss gorbe alakot
mutatnak. A nativ, enzimatikusan és enzim nélkil éré citokrom ¢ spektrumok Q savjai
ugyanarra az 6t Gauss gorbére bonthatok fel. A Q savjanak Gauss felbontdsa a minta
homogenitdsat és a nativval valé hasonlosagat tdmasztja ald. A nem-enzimatikusan éré
citokrom ¢ 1 nm-es voroseltolddasa a nativhoz képest a legalacsonyabb energia-atmenet
esetében minimalis energiaszint-csokkenést jelent az alapallapot és az elsé gerjesztett
allapot kozott. Az 551 nm-es cstics vallat képezé egyik Gauss gorbe kiszélesedése olyan
konforméacids heterogenitasrol arulkodhat, amely a nativ, illetve az enzimatikusan éré

fehérjék esetében nincs jelen, vagy csak nagyon kis mértékben. Ez jelentheti azonban az

crer

sz

kornyezetérol.

Az oxidalt citokrom c-nek 695 nm-en van egy jellegzetes toltéstranszfer savja. Ez a
80-as metionin ¢és az oxidalt vas axidlis ligandumkotésébdl szarmazik. Ez a spektralis cstcs
a fehérje tobbi cslcsahoz viszonyitva joval alacsonyabb extinkcidjd, ezért csak nagy

=z

koncentracioju fehérjeoldaton lathat6. Alkalikus &tmeneti fazisban vagy a fehérje
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denaturéalédéasakor a 695 nm-es csucs eltiinik (Greenwood 1971). A metionin 80 - Fe®*
axialis ligandum nemcsak denaturacid esetén tiinik el a spektrumbol, a fehérje minimalis
szerkezeti valtozasaira is reagdl. A 695 nm-es csucs hianya nem jelenti minden esetben a
ligandum hianyat. A cstics eltiinhet akkor is, ha a 80-as metionin pozicidja a hem sikjdhoz
képest kissé megvaltozik (Angstrom 1982), de dgyszintén, ha a hem zseb kisebb
konformacids valtozast szenved (Spilotros 2010).

A hem zseb nagymértékii szerkezetvaltozasa jelentds autoxidacids sebesség-
novekedéssel is jarna. Szerkezetvaltozast idéz elé pl. az extrém savas vagy alkalikus
kornyezet, a kiilonboz6 (poli)anionokkal val6 kdlcsdnhatés vagy a fehérje polimerizéacidja is
(Margoliash 1962, Margoliash 1966, Harrington 1985). A nem-enzimatikusan éré citokrom
c autoxidécidja nem mutatott lényeges kiilonbséget az autentikus vagy az enzimatikusan érd
citokrdm c autoxidacidojahoz képest. A dimerizacido vagy a polimerizacio lehetdségét is
kizérhatjuk, mivel a COX enzim lényegesebb aktivitasvaltozast mutatna a polimerizalodott
citokrommal kdlcsonhatva (Margoliash 1962), mint amit kisérleteinkben mértiink.

Egy hemtartalmu fehérje redoxpotencidljat a hem mikrokornyezetének nagyon
finom véltozasai befolyasolni tudjdk. A hem prosztetikus csoport képes 0sszehangoltan
valtoztatni a redox és a protonaltsagi allapotat, amely tulajdonsag alkalmassa teszi Ot arra,
hogy vele fehérjéknek a kozépponti redoxpotencialjat finoman ,.hangolni” lehessen. A
beallitast a hem kozvetlen kornyezetének valtoztatasaval (féleg elektrosztatikus
kolcsonhatasoknak koszonhetden) tudjak a kiilonbozo fehérjék megoldani (Voigt 2003).
Nagymértékben befolydsolja a redoxpotencidlt az, hogy mennyire hozzaférhet6 a hem
gylirtije és a propionat-oldallancai az olddszer szdmara, illetve hogy mennyire rejtettek ezek
a fehérje belsejében. Killéndsen a kozelben levd ionizalhato-csoportok hatdsa befolyasolja
ezt a propionatok pK valtozésa révén (16 szivizom citokrom c esetében az Arg 38 példa erre,
Das 1998). A hem axidlis ligandumainak tipusa is befolyasolja a redoxpotenciélt.

A nem-enzimatikusan éré citokrom c redoxpotencidlja valamivel alacsonyabb az
autentikus és a rekombinans fehérjék redoxpotencialjandl. Ez a relativ stabilitasa az oxidalt
vasnak (Fe**) valoszinileg a vas és a 80-as metionin axialis ligandum koézotti kdlcsonhatas
csekély valtozésanak a kovetkezménye. Az axialis ligandum enyhe pozicivaltozasa, és az
ennek hatasara bekovetkez6 ligandumkotés-valtozds az oxidalt abszorpcids spektrumban
mar nyomot hagy. A koordinacié teljes megsziinése viszont joval nagyobb negativ
redoxpotencial-valtozast eredményezett volna, mint amekkorat mértiink.

A c tipust citokrémokban a hem gytirijének sikja nagymértékben torzult. A hem

geometriajara a vas proximalis koordinatora, a 18-as hisztidin kuléndsen érzékeny. Kisebb
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véltozasok a hem geometrigjdban spektrdlis és redoxpotencialbeli valtozasokat
eredményeznek (Bowman 2008). A nem-enzimatikusan éré citokrom c redoxpotencial-
eltolodasanak okai kdzott lehet a hem zseb polaritasanak megvaltozasa és a hem elektromos
perturbécidja is.

Az alacsonyabb redoxpotenciél azt jelenti, hogy a citokrom c és a COX els6 redox
centruma, a Cua kozotti elektrontranszfer felgyorsulhat. A Marcus elmélet értelmében
ugyanis, amennyiben az elektrontranszfer folyamat a normal régidba esik (és ez a helyzet a
citokrdm ¢ és Cup koOzOtti elektrontranszfer esetében), akkor a megndvekedett hajtoerd
megnovekedett elektrontranszfer sebességet is jelenthet, ha egyébként més paraméterek
véltozatlanok maradtak. A kiilonb6z6 citokrom c fehérjék COX-szal megmért aktivitasat az
oxigén fogyasaval kovettuk nyomon, aminek nincs kozvetlen kapcsolata az
elektrontranszfer Gtvonal elsé 1épésének (ez a citokrom ¢ hemje és a COX Cua-atomja
kozotti szakasz) sebesség-ndvekedésevel. Mindazonaltal a COX enzim maximalis turnover
sebessége a nem-enzimatikusan éré citokrém c esetében, ugyan nem szignifikdnsan, de
valamivel nagyobb volt az autentikus citokrommal kapott értéknél. A citokrom c-nek COX-
szal valo komplexképz6 képességérdl arulkodd Km érték joval érezhetébb eltérést mutatott,
amelyet a nem-enzimatikusan éré citokrom c-nek az autentikushoz és a rekombinanshoz
viszonyitott szerkezeti valtozasai befolyasolnak.

A nem-enzimatikusan ér6 citokrom c spektralis és fizikai-kémiai paraméterei alapjan
a fehérje nem szenvedett Iényeges szerkezeti valtozast. Osszehasonlitva az autentikus és a
rekombinans fehérjék paramétereivel azt mondhatjuk, hogy a hem kozvetlen kdrnyezetének
a minimalis megvaltozasérdl lehet csak szo.

A fenti bizonyitékok szerint a hem kovalens kotésenek reakcidja végbemehet enzim
kozremitkodése nélkiil is. Az E. coli citoplazméjaban a 16 citokrdm ¢ nem-enzimatikus
reakcioval kepes érni, lényegesen gyengebb hatdsfokkal ugyan, és enyhe spektralis és
fizikai-kémiai eltéréseket mutatva az autentikus és a rekombinans citokrom c-hez képest
(Tenger 2010). A hem zseb szerkezeti valtozasai kiillondsen a vas és a 80-as metionin axiélis
ligandumkdtését érinti. Az eredményeink alapjan mondhatjuk, hogy egy eukariota citokrom
c is képes enzimatikus segitség nélkul funkcionalis fehérjévé érni, de a CCHL katalizise a
magas hozam és a nativ folding szempontjabol nélkilozhetetlen.

A CCHL in vivo aktivitdsdt bizonyitottuk heteroldg gazddban. A CCHL-t
koexpresszalva az E. coli citoplazméajaban képes nagy hozammal (4 - 5 mg/1g nedves sejt)
holocitokrom c-t érlelni. Az érés molekularis mechanizmusanak vizsgalatat lehet6vé tevé in

vitro kisérlethez és a CCHL jellemzéséhez az enzimet rekombinans maédon tdltermeltettik
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¢és sikeresen kitisztitottuk. A kedvezé hozam érdekében kidolgoztunk egy tiltermelési és
tisztitasi proceddrat. 30 °C-on, 1 mM IPTG-vel indukalva, rovid expresszids id6 alatt, a
CCHL hozama ~0,25 mg/1g nedves sejt. A Hiss peptiddel fuzionalt CCHL-t affinitas
kromatogréfiaval megtisztitottuk és tisztasigat denaturalo poliakrilamid gélelektroforézissel
bizonyitottuk. Megmértiik a tiszta CCHL UV és lathat6 tartomanyu abszorpcids spektrumat.
Az UV tartomany alapjan szdmoltuk a spektroszkoépiai és in vitro mérésekben felhasznalt
a CCHL 6nmagéban nem tartalmaz kromofor-csoportot.

Megvizsgéltuk a CCHL els6dleges szekvencidjat mésodlagos szerkezeti elemeket
prediktalé programok (IUPred, DisProt) segitségével. Ezen vizsgalatok szerint a fehérje N-
terminalisanak jelentdés hosszisagu Osszefliggd része (a 16 - 80 szakasz nagy
bizonyossaggal) rendezetlen szerkezetii szakasz, amely tartalmazza az irodalombdl ismert
két hemszabalyozé CPV motivumot. Tovabbi, hataresetnek szamité szakaszok csatlakoznak
ehhez a doménhez, miel6tt a szerkezet-predikcid hatarozottan szerkezettel rendelkezd
szakaszhoz ér.

Megmértik a fehérje UV CD spektrumat. A CD spektrumanak illesztésébol
megbecsiilhet6 az a-hélixek és a B-lemezek szama. Sreerama és mtsi. (1999) szerint ugyanis
az a-hélixek végein tipikusan 2 (azaz hélixenként 4), a B-lemezek végein tipikusan 1 (azaz
lemezenként 2) aminosav jarul hozza a szabalytalan, torzult (Un. ,,distorted”) CD spektrum-
komponenshez. Ennek megfeleléen, ha Nys az aminosavak szama (269+6His=275), f,p
(0,122, Id. 3. t&blazat) a szabéalytalan a-hélix aranya, akkor Nrs X f,p aminosav van ilyen
pozicidban a hélixek végein, és ennek negyede, Nrs X fop / 4 db. a-hélix jésolhatd a
fehérjében. Hasonloan, a p-lemezek varhato szama Nies X fgp / 2. A 3. tablazat adatai alapjan
tehat az UV CD spektrumbdl az val6szintisithet6, hogy a CCHL fehérje — annak szerkezettel
rendelkez6 része — 8 a-hélixet és 12 B-lemezt tartalmaz. Ezek kozott a szerkezeti elemek
kozott persze lehetnek annyira rovidek is, hogy nem is tartalmaznak szabalyos helyzetl
aminosavakat. A Sreerama és mtsi. (1999) vizsgalataiban szereplé 29, ismert
rontgendiffrakcios szerkezetii és ismert UV CD spektrumt fehérje koziil az a 7, melyeknek
aminosavlanca a CCHL-hez hasonld hosszusagu, atlagosan 10 a-hélixet és 10 B-lemezt
tartalmaz, ugyanakkor ezekben az értékekben jelentds varianciat mutatnak. A CCHL
rendezett doménjére kapott fenti értékek tehat szokvanyosnak mondhatdk.

A CCHL rendezetlen és masodlagos szerkezettel rendelkez6 szakaszainak aminosav-
Osszetételét is Osszehasonlitottuk, és azt talaltuk, hogy bizonyos aminosavak jol

megkiilonboztethetd megoszlast mutatnak a kétféle szerkezetii szakasz kozott, 6sszhangban
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a rendezetlen szerkezeti fehérjék (IDP) statisztikai adataival. Megallapitasainkat
aldtdmasztja az az indirekt kisérleti eredmény is, amelyben tripszines emésztés hataséara a
CCHL egy 21 kDa emésztési fragmentumot adott (Steiner 1996). A fehérjék rendezetlen
szerkezetii szakaszai jobban ki vannak téve a proteolitikus emésztésnek, mint a masodlagos
szerkezettel rendelkezd részeik, igy képzodhetett a 21 kDa-os CCHL fragmentum az N-
termindlis vég gyorsabb emészthetdségének koszonhetéen. A maradék 21 kDa-0s
fragmentumot a tripszin denaturdcié utdn tudta csak tovabbemészteni, ami szintén
Osszhangban &llhat azzal az allitssal, hogy ez a szakasz a CCHL egy masodlagos
szerkezettel rendelkez6 domenije.

A (részben vagy teljesen) rendezetlen, azaz IDP fehérjék &ltalaban ellendlinak a
kristalyositasi torekvéseknek. Ennek oka az, hogy fehérjekristalyok novekedésehez jol
meghatarozott ismétlodo elemi cellak dsszeallasa sziikséges, €s erre kicsi az esély akkor, ha
a résztvevo fehérje szerkezete nem jol definidlt. Ezért azt feltételezzilk, hogy a CCHL
szerkezetének  felderitésére  nagyobb  esély lesz  NMR  modszerrel,  mint
rontgenkrisztallografiaval, feltéve, hogy sikeriil elegendd0 mennyiségli tiszta fehérjét
eléallitani.

Megvizsgéltuk a tisztitott CCHL és a hem kolcsonhatdsat. A CCHL és a hem
kolcsonhatasdnak abszorpciés valtozdsai magyarazatot adnak szdmunkra az I1UPred
programmal végzett szerkezet-predikciés és az irodalombdl ismert proteolitikus
eredményekre. Az abszorpcid-valtozasnak két lépése van, az elsé lépésben az enzim
kolcsonhatasba lép a szubsztrattal, a masodik 1épésben kialakul egy hatszorosan koordinélt
hem spektrum. Ezt a kétlépéses folyamatot azzal magyardzzuk, hogy eldbb a fehérje
rendezetlen szerkezetii szakasza 1ép kolcsonhatasba a hemmel, ebben a Iépésben a szabad
hem fogyasat kovethettiik spektralisan, majd a masodik fazisban valoszinli, hogy a
hemszabalyoz6 CPV motivumoknak a segitségevel kialakul a hem és az enzim kdzott egy
stabilabb kolcsonhatas, amelyben a motivum cisztein oldallancai koordindljak a vasat. Ez
lehet a kisérleti bizonyitéka a Steiner és mtsi. (1996) altal felvetett elméleti modellnek,
miszerint az N-terminalis részt egy flexibilis karnak vélik, amely a fehérje aktiv centruméba
»Szallitja” a hemet.

In vitro holocitokrom c¢ érési kiserleteket végeztiink a tiszta CCHL-lel és az
apocitokrom c-vel. Ezzel az in vitro kisérlettel, er6s redukald koriilmények kozott, sikeriilt
rekonstitudlni az enzimatikus citokrom c érést, amelyet spektralisan és denaturdld gélben
detektalt hem kemilumineszcenciés jellel is igazoltunk.

A rekombinéns citokrom ¢ mutansok eléallitasanak, a folyamat optimalizalasanak
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eredeti célja fehérje elektrontranszfer mérésekhez jelolhetd citokromok készitése volt. Az
ezeken végzett elektrontranszfer-kinetikai kisérletek megmutattak, hogy a TUPS jelol6vel
mérhet6 elektrontranszfer folyamatok a vartnal bonyolultabb, multi-exponencialis kinetikat
szolgéltatnak. Ezt a jelenséget a TUPS fehérjehez viszonyitott helyzetének a
heterogenitisaval tudtuk magyarézni. Ez a heterogenitas egyfel6l megneheziti a jel616 és a
hem kozotti fehérjemétrix szerkezete és az elektrontranszfer hatékonysadga kozotti
Osszefliggések kisérleti vizsgalatat. Masfeldl viszont bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy
térbeli ugrésoknak valoban szerepe lehet az optimélis elektrontranszfer Gtvonalak
kialakitasaban, tehat a folytonos kovalens dsszekottetés donor és akceptor kdzott egy fehérje
belsejében nem jelenti feltétlentil az idedlis, és ezért a valdsdgban megvaldsuld
elektrontranszfer Gtvonalat. Ugyanakkor a rekombinans mutans citokrom c eléallitasanak
optimalizalasa lehet6séget teremt arra is, hogy a jovében a citokrom ¢ (és a CCHL)
iranyitott mutagenezisével vizsgalni tudjuk a citokrom c¢ érésének molekuléaris

mechanizmusat.
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A c tipusu citokromok olyan hemtartalmd fehérjék, amelyek hem prosztetikus-
csoportjukat vagy -csoportjaikat tioéter kotésen keresztiil, kovalensen kétik. Ez a kapcsolat
altalaban a hem két vinilcsoportja és a polipeptidlancban eléforduldo hemkoté motivum
(Cys-Xxx-Xxx-Cys-His) kozott alakul ki. A motivumban eléforduld hisztidin egyben a hem
vasdnak 6todik koordindtora. Az Xxx a motivumban jel6lhet barmilyen aminosavat, kivéve
ciszteint. A c tipusu citokromokban a hem vasanak van egy hatodik koordinatora is, amely a
polipeptidlancban egy disztalisan elhelyezkedé metionin vagy hisztidin aminosav-
oldallanca. Léteznek a fenti szabalytol eltérd esetek is, mind a motivum milyenségét, mind a
tioéter kotések szamat illetden, de lehet valtozas az 6tddik koordinator tekintetében is. Van
olyan eset, ahol egyetlen cisztein oldallanccal kotott a hem az egyik vinilcsoportjan
keresztiil egy modosult hemkoté motivumhoz. A motivumokat illetéen vannak olyan
valtozatok, ahol a két ciszteint elvalasztd6 aminosavak szama tobb mint ketto.

A c tipust citokromok poszttranszlaciés modifikaciojat érésnek nevezziik, amely
természetes koriilmények kozott egy érleld rendszer altal asszisztalt folyamat. A biologiai
rendszerekben kiilonboz6 komplexitasi modifikacios rendszerek ismertek, amelyeket
altalanosan harom nagy csoportba sorolhatunk. Természetesen vannak kivételek is, olyanok,
amelyek féleg a fent emlitett hemko6té motivum-valtozatok felismerésére specializalodtak.

A c tipust citokromok altalaban elektrontranszfer szerepet toltenek be kiilonb6zd
redoxfolyamatokban, de szerepelhetnek enzimek Katalitikus kozpontjaiként is. A
mitokondridlis szolubilis citokrém c-nek pl. fontos kaszk&dindukalé szerepe is van a
programozott sejthalalban.

Kisérleteinkhez a mitokondriélis szolubilis citokrom c-t hasznaltuk fel. Ez a fehérje
az intermembran térben, a 1égzési redoxlanc részeként, a bels6 membran feliiletéhez tapadva
szallit elektronokat a protongradiens kialakitdsaban is résztvevé membrankotott partnerei
kozott. A hem kotését mitokondridlis c¢ tipust citokromokhoz az érési rendszerek
legegyszeriibbike végzi. Ezt egyetlen, az intermembran térben elhelyezkedd szolubilis (de a
bels6é membran feliletével szoros kolcsonhatasban levd) fehérje, a citokrom ¢ hem liaz
(CCHL) vagy holocitokrom c szintetdz alkotja. A CCHL-nek bizonyos szervezetekben
kétféle valtozata is jelen lehet, attol fliggden, hogy a citokrom c-nek €s a ci-nek kiilon érleld
enzime van-e (példak erre a gombéak), magasabbrendii szervezetek mitokondriuméaban (az
ember esetében is) egy enzim végzi a kétféle c tipusa citokrom érlelését.

Munkam soran a mitokondrialis citokrém ¢ vad és mutans véaltozatait is hasznaltuk
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elektrontranszfer Kkisérletekben, ill. vad vAltozatat citokrom c poszttranszlacios érési
kiserletekben. Ez a kis molekulasulyd mitokondridlis redoxfehérje elektrontranszfer
merésekre jol alkalmazhat6 az alabbi tulajdonsagai miatt: szolubilis és stabil szerkezetii
fehérje; vad és cisztein muténs valtozatai heterol6g gazdaban nagy hozammal elallithatoak;
els6dleges szerkezete a két hemkotésben résztvevé ciszteinjén kiviil egyéb ciszteint nem
tartalmaz.

Az elektrontranszfer kisérletekhez a gondosan megtervezett és irdnyitott
mutagenezissel létrehozott, majd tultermeltetett cisztein mutéansokat egy arra alkalmas
fotoaktiv festékkel jeloltik meg. A fehérje kiillonbozé pontjaira bevitt ciszteinekkel az
varialasa valt lehetévé. Az egyes jelolopozicidk esetén a donor és az akceptor (a hem)
kozotti fehérjematrix molekularis szerkezete is eltérd. A fotoaktiv festéknek egy masik
véltozata lizin oldallancok jelolésére alkalmas. A vad tipusu fehérjét az eredeti lizineken is
megjeldlve két muténsunk (K8C és K39C) esetében is mod nyilt az elektrontranszfer
hatékonysaganak kozvetlen osszehasonlitdsara. A kilonbség a két esetben az, hogy a
cisztein mutans esetében a festék egy kovalens kotéssel hosszabb lancon kapcsolodik a
fehérjéhez. Ez a kiillonbség a lizinjel6lt valtozat esetében megndvekedett elektrontranszfer-
sebességet kellett volna, hogy eredményezzen, ha az elektron kdveti a kovalens Gtvonalat. A
mérések eredménye szerint a kiillonb6z6 valtozatokon mért elektrontranszfer csak tobb
idoébeli exponencialis dsszegével illeszthetd, €s nincs korrelacio a donor és akceptor kdzotti
kovalens tavolsag és a mért elektrontranszfer sebessége kozott. A kisérleti eredményeinket
egy modellszdmolas tdmasztja ala, amely szerint a flexibilis kovalens lanccal kapcsolt festék
tobb, az elektrontranszfer idéskalajan stabilnak tekinthet helyzetet is elfoglalhat a fehérje
felszinén. Igy a festék gytiriis része bizonyos esetekben olyan poziciot foglalhat el, ahonnan
az optimalis elektrontranszfer a hem iranyaba nem a kovalens lancon keresztil torténik,
hanem egy térbeli ugrassal kezdddik, és ekkor az elektron a fehérje ezen feliileti atomjatol
halad tovabb a hem irdnyaba.

A mutansok el6allitdsa érdekében kidolgoztunk egy nagy hozamot biztositd
expresszids rendszert. A rendszer elvi alapjainak lerakdsa nem a mi érdemink, mi
létrehoztunk egy magas hozamot biztositd és megbizhatéan mikddo thltermeld rendszert,
amelyben megoldottuk a mutans gén konnyl cserélhetéségét is. Ennek 1ényege, hogy egy
fehérje-tultermelésre idedlis E. coli tdrzsben (BL21-Al) egy szigoruan szabalyozhatd
promoterr6l (a pPBAD24 plazmid arabindz-induké&lhatdé Pgap promoterérdl) a citokrom ¢

expresszioja mellett a maturacioért felelds enzimet is koexpresszaljuk. Az érés a baktérium
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citoplazmajéban torténik, a vad tipus esetében akdr ~5mg/1g nedves sejt hozammal, amelyet
az elso tisztitasi 1épés, a centrifugalas utani feliiluszo spektrumanak felvételébdl hataroztunk
meg. A sejt szolubilis frakcigjabol vald szdmolast a magas hozam teszi lehet6ve, ugyanis a
citokrom c spektruma uralja az abszorpcids spektrumot. Hasonléan magas hozamd
heteroldg expressziot és citokrom c érést eredményezett az a rendszer is, amelyben a
citokrom ¢ és a CCHL génjét két kiilonbozé plazmid promoterérél fejeztik ki, nem
sztochiometrikus aranyban. A pBAD24-es plazmiddal, amely a citokrém ¢ génjét hordozta,
kotranszformaltunk egy genetikailag kompatibilis plazmidot, amelyrél IPTG-vel indukaltuk
a CCHL kifejezodését.

Az apocitokrom c heteroldg expresszidja az E. coli citoplazmajaban az érlelé enzim
jelenléte nélkil is eredményezett holocitokrom termelést, noha joval kisebb hozammal
(~2%-a az enzimes hozamnak). Az igy ér6 citokrom c¢ funkciondlis fehérje, de az autentikus
¢s az enzimmel éré citokromokhoz képest némileg eltéré spektrummal (Soret csiicsanak
kettd, o csOcsanak egy nanométeres voOrds irdnyd eltolddasa van) és fizikai-kémiai
paraméterekkel rendelkezik. A nem-enzimatikus érést a baktérium citoplazméajaban fennallo
redukalé korilményeknek és az apocitokrom c relativ stabilitisanak tulajdonitjuk.
Enzimatikus kézremiikodés nélkiil ezek kozott a koriilmények kdzott a polipeptidlanc és a
hem — igaz joval kisebb ardnyban, mint ahogy az az érleld enzim jelenlétében megtorténik —
, de olyan koélcsonhatast létesithet, amelyben a kovalens kotést kialakitd csoportok
proximitasanak kovetkeztében a tioéter kapcsolat spontan kialakulhat.

A nem-enzimatikusan ér6 citokrom ¢ kovalens hemkdtését denaturdld poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden igazoltuk. Az ilyen koriilmények kozott szeparalt citokrom c
fehérjén detektaltunk kemilumineszcenciés jelet, amely a kovalensen kotott hem peroxidaz-
aktivitdsdbol szdrmazott. A nem-enzimatikusan éré tisztitott citokrom c-nek meghataroztuk
néhany spektrélis és fizikai-kémiai paraméterét. A fehérjébe beépiilé hem kovalens
modosulasarol, s ezaltal a helyes kotésr6l is a redukalt fehérje piridin hemokrom
spektrumébdl szereztiink ismereteket. A piridin-koordinalt redukalt hem spektruma
denaturdld kortlmények kodzott kizardlag a hemmodosulasrél ad informéciokat. A nem-
kotott, a kétszeresen vagy csak egyszeresen kotott hemeknek jellegzetes o
csucsmaximumaik vannak. A nem-enzimatikusan éré fehérje esetében ez a spektrum a
kétszeres hemkotest igazolta. A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ funkcionalisan aktiv és
az autentikus, illetve az enzimatikusan érlelt fehérjék aktivitadsi paramétereihez nagyon
hasonlé értékeket mutat. Kézépponti redoxpotencialja 243+4 mV, ez valamivel alacsonyabb

a nativ fehérje redoxpotencial értékénél (2605 mV). Aktivitads-méréseket végeztiink COX-
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szal, a citokrom c fizioldgias elektronakceptor partnerével. Az aktivitast leir6 paraméterek
esetében a Michaelis-Menten konstans (Kp), ami a COX-szal valé komplexképzeési
képességét fejezi ki a citokrom c-nek, magasabb értéket mutat (ez a komplexképzdés
hatékonysaganak a csokkenését jelenti). A masik paraméter, a Vma, amely végtelen
szubsztratkoncentracid esetén a termékképzOdés kezdeti sebessége, gyakorlatilag
hibahataron belill megegyezik az autentikus és az enzimatikusan ér6 fehérje ezen értékével.
Indirekt modon tovabbi ismeretet szerezhettiink a nem-enzimatikusan éré citokrém ¢
szerkezeti és funkcionalis integritasardl autoxidacios kisérletbdl is. Osszehasonlitottuk
parhuzamos kisérletben a redukalt nem-enzimatikus fehérje hemjének automatikus
oxidalodasat az autentikus és az enzimatikusan éré valtozatok autoxidacidjaval. A nem-
enzimatikusan éré citokrom ¢ autoxidacidjdnak sebesseége ugyanolyan, mint az autentikus
vagy az enzimatikusan ér6 citokromé. A nem-enzmatikusan éré citokrém ¢ spektrumabol a
695 nm-es cslcs, amelynek megléte a nativ fehérje oxidalt vasanak 80-as metionin altali
koordinaciojéat jelenti, teljesen hianyzik.

A fenti ismeretekbdl az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a nem-enzimatikusan éré
citokrom c¢ hemje két tioéter kotésen keresztul kotott ugyan, de a nativ fehérjéhez
viszonyitott spektralis valtozéasai és egyes fizikai-kémiai paramétereinek az eltérése a hem
kornyezetének és/vagy geometridjanak a minimdlis kilonbségeit tukrozik az autentikus
fehérjéhez képest. Megallapithatjuk tehat, hogy a CCHL szerepe a citokrdm c érlelésében
egyrészt a hem és a ciszteinek kdzotti kovalens kotések létrejottének katalizaldsa (tehat a
folyamat hatékonysaganak, sebességének novelése), mésrészt a kialakult holocitokrém
végso szerkezetének kialakitasa, ami hatassal van a hem kozvetlen kdrnyezetére is.

A heterolog koriilmények kozott miikodoképes, €lesztébodl szarmazod mitokondridlis
érlel6 enzimet is kitisztitottuk szerkezetvizsgalati és in vitro érési kisérletek céljabol.
Tisztasdgat denaturdlé gélen megfuttatott mintan demonstraltuk, és a hozamat
meghataroztuk (~0,25 mg/g nedves sejt). Megfigyeltik, hogy denaturdld korulmények
kozott a fehérje kovetkezetesen magasabbra szaladt, mint amire a molekulastlya alapjan
szamitani lehetett. Ebbol a ténybdl (is) kiindulva egy TUPred nevii programmal predikciot
végeztiink a fehérje szerkezetére vonatkozoan. Ez a program nagy biztonséggal azonosit
rendezetlen szakaszokat fehérjékben. A program predikcidja szerint a fehérjének az N-
termindlis végén egy kb. 67 aminosavnyi Osszefliggd szakasza rendezetlen szerkezetii,
amelynek Osszetételében néhany rendezetlenséget elsegitdé aminosav az atlaghoz képest
tobbségben van. A masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata céljabol megmértiik a fehérje

UV cirkuléris dikroizmus (CD) spektrumat, és az igy kapott spektrum illesztése alapjan a
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fehérje 35,7 %-a nem rendez6dik masodlagos szerkezeti elemekbe. A szerkezetpredikcio és
a CD mérés eredménye, amelyekbdl a fehérje masodlagos szerkezeti elemeinek aranyara
tudunk kovetkeztetni, 6sszhangban all egymaéssal.

A tisztitott CCHL-lel hemmel val6 kdlcsonhatési kisérleteket veégeztink in vitro. A
hem ¢és CCHL kolcsonhatasat kétfazisa spektralis valtozas jellemzi. Az els6 fazis spektralis
valtozéasat a szabad hem fogyéasanak tulajdonitjuk, mikdzben a hem és a CCHL interakcioba
lépnek egymassal. A mésodik fazis soran, amikor is kialakul egy hatszorosan koordinlt,
alacsony spinti hemre jellemz6 spektrum, a hem valdsziniileg a hemszabéalyoz6 motivumok
ciszteinjeivel 1ép kolcsonhatasba. Ezek alapjan modellt fogalmazhatunk meg a hem és a
CCHL kolcsonhatasara. Eszerint a CCHL hemszabalyoz6 motivumokat is tartalmazo
rendezetlen szakasza a hemmel vald kdlcsonhatésa soran mintegy ,,becsomagolja” a hemet,
kihasznalva a rendezetlenségbdl eredd flexibilitast.

A tisztitott CCHL-lel in vitro citokrom c érési Kkisérleteket is vegeztink.
Megallapitottuk, hogy erésen redukald koriilmények kozott az altalunk termelt és tisztitott
CCHL képes in vitro citokromot érlelni. Ezt a tényt a denaturald korilmények kozott, gélen
szétvalasztott holocitokrom ¢ hem peroxidaz-aktivitasaval és a reakcidelegy abszorpcios
spektrum-valtozasaival bizonyitottuk. Eredményeink megnyitjAk az utat a CCHL
szerkezetének es funkcidjanak, a hemmel és az apocitokrommal valé kdlcsonhatasanak
megismerése felé. Munk&nk sordn elértilk azt a pontot, amikor a CCHL helyspecifikus
mutacioival a jovében a mitokondrialis citokrom c-nek, ennek a rendkivil fontos fehérjének

az érési mechanizmusa feltarhato lesz.
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C-type cytochromes are heme-containing proteins which bind their heme prosthetic
group(s) covalently through thioether linkages. This link is usually established between the
two vinyl groups of the heme and the heme binding motif (Cys-Xxx-Xxx-Cys-His) of the
polypeptide chain. The histidine of the motif is the 5™ axial ligand of the heme. Xxx in the
motif can designate any amino acid except cysteine. There is also a 6™ axial ligand of the
heme iron in the c-type cytochromes, which is a distal methionine or histidine amino acid
side chain of the polypeptide. There exist also cases which do not obey the above rules
either in terms of the composition of the heme binding motif or the number of thioether
links, and there are also variations in the 5™ axial ligand. There are cases where the heme is
bound through a single vinyl group to a cysteine of a modified binding motif. And, finally,
variations with more than two amino acids separating the two cysteines have also been
reported.

The posttranslational modification of c-type cytochromes is referred to as
maturation, which is assisted under natural conditions by a maturation system. Maturation
systems of different complexity are known in various organisms, which can generally be
sorted in three major groups. There are also exceptions, which are mainly specialized to
recognize the above mentioned variants of the heme binding motif.

C-type cytochromes usually function as electron transporters in various redox
processes, but they can also act as catalytic centers of enzymes. As a good example for
multiple functions, the mitochondrial soluble cytochrome c has an essential cascade-
inducing role in apoptosis, in addition to its fundamental role in the respiratory electron
transfer. We have used this mitochondrial cytochrome c in our experiments. This protein
carries electrons between its membrane-bound, proton-pumping enzyme partners in the
intermembrane space, attached to the outer surface of the inner mitochondrial membrane.
Covalent binding of the heme to the mitochondrial cytochrome c is assisted by the simplest
of the maturation systems. This comprises a single enzyme, the cytochrome ¢ heme lyase
(CCHL), also known as holocytochrome c synthetase, which is a soluble protein in strong
interaction with the inner membrane. In some organisms (e.g. fungi) there exist two variants
of CCHL, one for the maturation of cytochrome c and another one for cytochrome c, but in
higher organisms, including humans, a single enzyme is responsible for the maturation of
both cytochromes.

We have used both wild type and site-directed mutant mitochondrial cytochromes c
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in our electron transfer experiments, and the wild type in the postranslational maturation
experiments. This small molecular weight mitochondrial redox protein is especially suitable
for electron transfer experiments because (i) it is soluble and structurally stable (ii) its wild
type and cysteine mutant variants can be expressed heterologously with high yield and (iii)
its sequence contains no other cysteine but the two involved in the covalent heme binding.

For the electron transfer experiments we carefully designed and produced by PCR
mutagenesis site directed cysteine mutants of cytochrome c and labelled the overexpressed
and purified proteins by an appropriate photoactive redox dye. We could vary the position of
the electron donor dye by mutating various surface amino acids, which enabled the variation
of the distance between the electron donor and acceptor (the heme). In additon, the
composition of the protein matrix between donor and acceptor is also different depending on
the label position. Another variant of the redox label can bind to lysine residues. By
labelling the wild type protein as well, we could directly compare the electron transfer
efficiency in case of two mutants (K8C and K39C). The covalent distance between the dye
and the protein is one bond longer in case of the cysteine label. This difference should have
resulted in a faster electron transfer in case of the lysine-labeled protein, if the electron
followed the covalent pathway. According to our experimental results, the electron transfer
kinetics measured with various label positions could only be fitted as sums of multiple
exponentials, and there is no strong correlation relating the covalent distance between the
donor and acceptor to the measured electron transfer rate. Our experimental results are
supported by model calculations, where the dye, which is attached to the protein by a
flexible covalent linker, can occupy multiple positions on the protein surface which are
stable on the time scale of the electron transfer. In this way the ring moiety of the dye can
assume positions so that the optimal electron transfer towards the heme does not necessarily
take place along the covalent pathway, but starts instead by a through-space jump to a
surface atom of the protein.

In order to produce mutants we have developed our own expression system. The
principles of the system had been laid down by others, but we have constructed a reliable
overexpression system which guarantees high yields, and have also solved the problem of
easy replacement of the mutant genes. It is characterized by the co-expression of the
maturation enzyme with the cytochrome c in an E. coli strain (BL21-Al) ideal for protein
overexpression, from a strictly regulated promoter (the arabinose-inducible Pgap promoter
of the pBAD24 plasmid). Maturation takes place in the cytoplasm of the bacterium, with a

yield as high as ~5mg/1g wet cell mass in case of the wild type, which was determined from
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the spectrum of the supernatant after the first centrifugation purification step. The high yield
enables its determination from the soluble fraction of the cell since the spectrum of the latter
is dominated by the expressed cytochrome c. Similarly high vyield of heterologous
expression and maturation of cytochrome ¢ was achieved with another system, where the
genes of cytochrome ¢ and CCHL were expressed from the promoters of two separate
plasmids in non-stoichiometric ratios. We have co-transformed with the pBAD24 plasmid,
carrying the gene of cytochrome c, another, genetically compatible plasmid from where the
CCHL expression was induced by IPTG.

The heterologous expression of apocytochrome c in the cytoplasm of E. coli has
resulted in holocytochrome production even in the absence of the maturation enzyme,
although at a much lower (~2% of the enzymatic) yield. The non-enzymatically matured
cytochrome c is a functional protein, although with a slightly different absorption spectrum
(its Soret peak shows a 2 nm, and its o peak a 1 nm red-shift) and physicochemical
parameters relative to the authentic and the enzymatically matured variants. We can ascribe
the non-enzymatic maturation to the reducing conditions present in the bacterial cytoplasm
and to the relative stability of the apocytochrome c. Without the enzymatic assistance, under
these conditions the polypeptide chain and the heme may interact in such a way that, due to
the proximity of the groups involved in the covalent binding, the thioether link can establish
spontaneously (although much less efficiently than in the presence of the enzyme).

We have demonstrated the covalent heme-binding of the non-enzymatically matured
cytochrome ¢ with denaturing polyacrylamide gel electrophoresis. We have detected
chemiluminescence on the protein band separated under these conditions, originating from
the peroxidase activity of the covalently bound heme. We have determined several
physicochemical and spectral parameters of the non-enzymatically matured and purified
cytochrome c. The pyridine hemochrome spectrum of the reduced protein has provided
information about the covalent modification of the heme moiety, and hence about its proper
binding to the polypeptide. Characteristically different maxima of the o band are observed
in case of the unbound, the single thioether-bound and the double thioether-bound hemes.
The pyridine hemochrome spectrum in case of the non-enzymatically matured cytochrome
has demonstrated a double heme binding. The non-enzymatically matured cytochrome c is
functionally active and its activity parameters are close to those of the authentic and the
enzymatically matured protein. Its midpoint redox potential relative to the standard
hydrogene electrode is 243+4 mV, which is slightly lower than that of the native cytochrome

(260£5 mV). We have performed activity measurements with COX, the physiological
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electron acceptor partner of cytochrome c. Of the parameters describing the activity, the
Michaelis-Menten constant (Knmn) which is characteristic of the complex forming affinity of
the two proteins showed a somewhat higher value, which indicates a decrease of this
complex forming affinity. The other parameter, Vimax, Which is the initial rate of product
formation at infinite substrate concentration agrees practically, within error, with the value
obtained with the authentic and the enzymatically matured cytochrome. We could obtain
further indirect evidence about the structural and functional integrity of the non-
enzymatically matured cytochrome c¢ from autoxidation experiments. In parallel
experiments we have compared the rate of autoxidation of the heme of the non-
enzymatically matured, reduced cytochrome c with that of the enzymatically matured and
the authentic proteins and observed no difference. However, the 695 nm absorption band,
which is characteristic of the coordination of the oxidized iron in the native protein by
methionine 80, was missing from the spectrum of the oxidized non-enzymatically matured
cytochrome c.

From the above pieces of information we could conclude that although the heme of
the non-enzymatically matured cytochrome c is bound naturally through two thioether
bonds to the protein, minor spectral and physicochemical differences relative to the native
cytochrome c reflect small alterations in the environment and/or geometry of the heme.
Thus the role of CCHL in the maturation of cytochrome c involves on the one hand the
catalysis (i.e. increase of the efficiency/rate) of the covalent attachment of the heme to the
two cysteines and, on the other hand, the assistance in the formation of the final structure of
the holocytochrome c, which affects directly the immediate environment of the heme.

We have also purified the mitochondrial maturation enzyme from yeast, which is
catalytically active in the heterologous environment, for structural investigations and in vitro
maturation studies. We have tested its purity by denaturing gel electrophoresis, and we have
determined its yield (~0.25 mg/g wet cell mass). We have noticed that under denaturing
conditions the protein band runs consistently at a higher molecular mass than expected from
the sequence of CCHL. Based on this (and other) facts we have predicted the structure of
the protein by the program IUPred. This program can identify with high fidelity disordered
regions in a protein. According to the prediction a contiguous segment on the N-terminal
end, representing ~25% of the total sequence is disordered, and contains an excess of some
of the amino acids which typically promote disorder. In order to further characterize the
secondary structure we have measured the UV circular dishroism (CD) spectrum of CCHL
and fitted it with the program CDTOOL. This analysis yielded a total of 35.7% contribution
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by segments not assuming ordered secondary structure. The results of the prediction and the
CD experiment are in good agreements in terms of the existence of a sizeable disordered
region in the protein.

We have carried out in vitro experiments with the purified CCHL and its heme
substrate to study their interaction. Their incubation yielded biphasic spectral changes over
time. We attribute the first phase to the disappearance of free heme, while the heme and the
protein establish interaction. During the second phase, when an absorption spectrum typical
of 6-coordinated low spin heme develops, the heme is likely to become coordinated by the
cysteines of the heme regulating motifs of CCHL. Based on these results we can propose a
model for the interaction of CCHL with heme. According to our model the disordered
segment of CCHL, which includes also the heme regulating motifs, is able to wrap the heme
due to its disorder-related flexibility.

We have also performed in vitro maturation experiments with the purified CCHL and
its heme and apocytochrome substrates. We have demonstrated that under strongly reducing
conditions our heterologously produced and purified heme lyase is able to mature
cytochrome c¢ in vitro. This was proven by the heme peroxidase activity of the
holocytochrome band in denaturing gel as well as by the absorption spectrum of the reaction
mixture. Our results open the way towards the better understanding of the structure and
function of CCHL and its interaction with its two substrates, heme and apocytochrome. We
have reached the point where by producing site specific mutants of CCHL in the future we
will be able to explore the mechanism of the maturation of the exceptionally important

protein, mitochondrial cytochrome c.
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