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Munkank f6 célkitlizése a fehérjék fazisdiagramjanak vizsgélata, a fazisdiagram
metastabil régidinak felderitése, valamint a metastabil tartomanyok kinetikai jellemzése
volt.

Az els6 évben a munkaterv szerint a kiszemelt fehérjék nyomas-hémérséklet
tazisdiagramjainak fobb pontjait kellett meghatarozni valamint ezen atalakuldsok
termodinamikai paramétereit kellett kiszamolni.

A munkatervnek megfeleléen meghataroztuk a tojasfehérje-lizozim, a mioglobin,
apomioglobin, tormaperoxiddz ¢és az alfa krisztallin denaturaciés nyomas- ¢€s
homérséklet-adatait. A mérések egyrészt fluoreszcens (lizozim ¢és apomioglobin)
abszorpcios  (mioglobin)  spektroszkopiai  mérésekkel  végeztik. Nemzetkdzi
egylttmikodés keretében végzett Fourier transzformacids infravords mérésekkel is
kiegészitettik a méréseinket (tormaperoxiddz, lizozim, mioglobin, alfa-krisztallin).
Ezeknek a méréseknek az volt a célja, hogy segitségiikkel kivalasszuk azt a fehérjét,
amelynek a fazisdiagramjat részletesebben is vizsgalni fogjuk.

Az eddigi vizsgalatok alapjan a részletes mérésekre a lizozimot szemeltiik ki. A lizozim
mellett sz6l, hogy ezt sikeriilt a legtobb rendelkezésre allo6 technikaval mérni, azaz a
molekulaszerkezet a triptofan fluoreszcencia €s az infravoros mérésekkel is detektalhato.
Az eldzetes méréseink azt is bebizonyitottdk, hogy a lizozim nyomdasdenaturacioja utan
az aggregaciora valo hajlam megnd, ami azt mutatja, hogy a fazisdiagram egyértelmiien
tartalmaz metastabil régiokat.

A mioglobin esetében a fazisdiagram egy Uj jellegzetességét is felfedeztiik, nevezetesen,
hogy az aggregalt fazis magas hdmérsékleten szétdisszocial.

A nagy nyomdasu fluoreszcens spektroszkopiai mérések elvégzéséhez fejlesztést
végeztiink, aminek kovetkeztében a vizsgalhatd nyomastartomanyt a triptofan
fluoreszcencia mérések esetén egészen 1,5 GPa-ig kiterjesztettik a gyémant cella
alkalmazasaval.

Az eredmények egy részét Montpellierben a Nemzetkozi Biofizikai Kongresszuson (egy
poster), valamint a hozzd kapcsoloddo Trends in High Pressure Protein Science
konferencian (egy el6adas) mutattuk be.

A kutatasi eredményekbdl az elsd évben egy referalt folyoiratban megjelent cikk késziilt
el (a mioglobinra vonatkoz6 eredményekbdl) [1].

A masodik évben a kutatds munkaterve szerint az volt a cél, hogy a kivalasztott fehérje
nyomas-hdmérséklet fazisdiagramjat pontosan megmérjiik, meghatarozzuk az éatalakulasi
paramétereket és megkeressiik azokat a metastabil tartoméanyokat, amelyek a tovabbi
kinetikus vizsgalatok szamara alkalmasak lesznek.



Ennek megfeleléen megmértiik a tojasfehérje lizozim nyomdsdenaturdcios pontjait
kiilonb6zé homérsékleteken. A kapott fazisatalakulasi pontokat a kétallapoti rendszer
modellel értelmezve szamoltuk a fazisatalakulds termodinamikai paramétereit. A
denaturécios fazisatalakulasi pontokra illesztettiik a fehérjék elliptikus diagramjat, ami a
metastabil fazisok keresésének kiinduld pontja. Megallapitottuk, hogy a fehérje
nyomasdenaturdcids-renaturacios ciklusa utani szerkezetek mar 20°C fokon is
metastabilak, szemben a mioglobinnal, ahol ehhez magasabb, de még mindig
szubdenaturacios homérséklet volt sziikséges.
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humén szérumalbumin fehérje széttekeredését is. A foszfoglicerat kinaz esetén a ki- €s
visszatekeredés kinetikajat is mértiik, amely szokatlanul lassunak adodott, valosziniileg a
két domén kolcsonhatasa miatt A szérumalbumin esetén ujdonsagnak szamit, hogy a
fehérjék tobbségével ellentétben a nyomasdenaturacié utan ujratekeredett szerkezet nem
hajlamos aggregaciora, hanem ellenkez6leg, még a nativnal is stabilabbnak tiinik.

Meéréseinket lumineszcencia €s infravords spektroszkopiai modszerekkel végeztiik.

Mivel Bode Csaba, akinek a dijazasara eredetileg az 1,2 sor alatti 0sszeget szantuk,
tanarsegédi allast kapott az intézetlinkben, lehetdség nyilt arra, hogy a felszabadulo keret
terhére Szigeti Krisztiant (fizikus doktorandusz) alkalmazzuk, ahogy az OTKA iroda
vezetdje is javasolta KO-24634/2005 sz. levelében.

Ezt a tobblet erdforrds bevonas sajnos kompenzalta, hogy a labor varatlan koltozése
mintegy harom honapig gatolta a kisérleti munkat. Osszességében azonban a méasodik év
végére az elért eredmények kitlizott célokkal 6sszhangban voltak.

Eredményeinkrél a pragai XLIV EHPRG (European High Pressure Research Group)
konferencian szdmoltunk be, ahol a kozeli helyszin miatt lehetdség nyilt arra, hogy a
munkdaban résztvevé Osszes kutatd részt vegyen és prezentdlja eredményeit (1 oralis
el6adas+3 poster).

A kutatas masodik évében harom, a kutatassal 0sszefliggo referalt cikket publikaltunk [2-
4]. Ezek koziil az egyik [4] csak részben kotddik a jelen palyazathoz, amennyiben mult
évben a jelen palydzat keretében a hemoglobinon végzett stabilitds ¢s
nyomasdenaturaciés mérések itt keriiltek publikdlasra, egyéb nem a palyazat keretében
végzett mérésekkel egyiitt.

A harmadik évben metastabil fehérjeszerkezetek kialakulasanak és refoldingjanak ill.
metastabil tartomanydban végeztiink kinetikai méréseket. Ezeket a méréseket
megkonnyitette, hogy 2006 decemberében egy modern Fourier transzformacios
infravords spektrométer érkezett a laboratériumba (nem OTKA forrasbol), amely a
témavezetd gondozasaba keriilt, és igy az FTIR mérések mar helyben végrehajthatok
voltak.

A lizozim nyomasdenaturacidja utani visszatekeredés sordn mértiik a masodlagos
szerkezet tjraalakulasdnak ¢és a kozben formalédd aggregatumok megjelenésének



kinetik4jat, kiilonb6z6 homérsékleteken és nyomasokon. Megallapitottuk, hogy ezek a
folyamatok nem irhatdk le egyszerti kétallapotu rendszert feltételezve. A kinetikdk csak
kettés (lecsengd) exponencialis fliggvényekkel voltak illeszthetok. A jelenség
magyarazatara egy tobb kompartmentes modellt dolgoztunk ki, amelyik leirja az
aggregacio tobblépcsos jellegét. Feltételezéseink szerint a kezdetben viszonylag gyorsan
(kb 1 o¢ra karakterisztikus idével) kialakuld amorf aggregatumok egy lassu
atrendezddésen mennek at, melynek karakterisztikus ideje egy nagysagrenddel nagyobb,
mint az amorf dallapot kialakuldsaé. A kinetikai 4llandok nyomasfiiggésébdl
megallapitottuk az amorf allapot kialakuldsahoz sziikséges aktivacids térfogatot, a
homérsékletfliiggésébdl pedig az aktivacids energiat.

Ugyancsak mértik a szubdenaturdciés nyomdasokon mar kialakuld dezaggregécio
kinetikai paramétereit.

Az aggregaciokinetikai vizsgalatokat olyan, az enzimfunkcio kinetikdjara vonatkozé
kisérletekkel egészitettiik ki, ahol a nyomas alkalmazédsaval szintén értékes aktivacios
paramétereket nyerhettiink. Erre a POR enzim bizonyult alkalmasnak, ahol az
enzimfunkcié kinetikajanak nyomas és homérsékletfiiggésének mérésébol a folyamat
aktivacios térfogatat hataroztuk meg [5].

Az eredményeket a XLV EHPRG — XXI AIRAPT konferencian Catanidban, valamint a
balatonfiiredi Regionalis Biofizikai konferencidn egy-egy eldadas, illetve a XII ECSBM
konferencian (Périzs) egy poszter forméjaban publikaltuk. Ezen kiviil még egy cikk jelent
meg referalt folyoiratban az eredményeinkbdl a 2007-es év soran, valamint egy masik
kozlésre elfogadott cikk fog hamarosan megjelenni.

Osszegezve: a lizozim, a mioglobin, az alfa-krisztallin, a foszfoglicerat-kinaz és a human
szérumalbumin fehérjék fazisdiagramjan talaltunk metastabil fazisokat. Ezek koziil a
lizozim metastabil tartomanyat részletesen is jellemeztiik kinetikai mérésekkel.
Eredményeinket eddig 6 cikkben publikdltuk Ezeken kivill még két cikk van
elokésziiletben a felsorolt kinetikai eredményekbdl. Ezeket késébb szeretném az OTKA
elektronikus rendszerén keresztiil csatolni a palyazat zardjelentéséhez (remélhetleg még
2008-ban).

A kutatdmunka Osszességében a terveknek megfelelden elérte a kitlizott célt, egy
kivalasztott fehérje metastabil fazisainak jellemzését. Természetesen, mint minden
kutatas ez is vetett fel ujabb kérdéseket, amelyek megvalaszolasira még tovabbi
kisérletek sziikségesek, remélhetdleg ezek is elvégezhetdk lesznek egy késObbi palyazat
keretében.
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