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Bevezetés

A c tipusu citokromok esszencialis hemtartalmu fehérjéi majdnem minden él61énynek.
Szerkezeti ¢s funkciondlis sokszintiségiikben a kozds vondst a kovalensen kapcsolt
prosztetikus csoportjuk jelenti, amely szint és jellegzetes abszorpcios spektrumot kélcsénodz a
fehérjéknek. A hem kovalens kotésére a ¢ tipust citokromok donté tobbsége egy Cys-XXX-
XxX-Cys-His hemkoté motivumot tartalmaz. A poszttranszlacios 1épést, amely a hem
kovalens kapcsolasat jelenti a hemko6té motivumhoz, a ¢ tipusi citokromok érésének
nevezzik. A c tipusu citokromoknak tobbféle, eltéré bonyolultsagu érlelé rendszere ismert. A
kovalensen kotott hem, a citokrom c¢ fehérjék soksziniisége és a C tipusu citokromok
érleléséhez kialakult tobbféle rendszer megléte szamos, még megvalaszolatlan kérdést vetnek
fel szerkezeti, miikodésbeli és evolucids szempontbol.

A sokféle szerkezettel és funkcioval bird c¢ tipusu citokrémok kozil az
elektrontovabbitd szerepet betoltdé mitokondrialis szolubilis ¢ tipusd citokromok kiléndsen
alkalmasak kulonféle Kkisérletek elvégzésére. Ezek a fehérjék a mitokondriumok
intermembran tereben helyezkednek el, a 1égzési lanc komponensei, és két membrankotott
partneriik kozott H* transzport nélkiil szallitanak elektronokat.

A Kkisérleteinkben felhasznalt 16 mitokondrialis citokrém c alkalmas lehet arra, hogy
heterolog in vivo és in vitro citokrom c érési kisérletekkel a helyes érés biokémiai feltételeit
tisztazni lehessen. A mitokondrialis ¢ tipusu citokromok érési vizsgalatokon tal alkalmasak
elektrontranszfer Kkisérletek elvégzésére is. A ¢ tipusu citokromok nem fotoaktiv
redoxmolekuldk abban az értelemben, hogy az elektronfelvételt és -leadast a hemcsoport
elektronikus gerjesztése nélkil végzik. Gyors, jo6 id6felbontast —elektrontranszfer
vizsgalatokhoz kovalensen és aminosavakra nézve szelektiven kell jel6lni 6ket fénnyel
gerjeszthetd, fotoaktiv (azaz gerjesztett allapotban redox aktiv) molekulakkal, festékekkel. A
szelektiv  jeldléshez felileti, funkcié szempontjabol semleges aminosavakat kell
mutagenezissel jelolhetdekre cserélni. A kiils6leg kovalensen hozzédadott festék eldnye az,
hogy a fehérje barmilyen kivant pozicioban jelolhetd, mialtal a donor €s az akceptor (azaz a
festék €s a hem) tavolsaga, az elektrontranszfer iranya szinte tetszlegesen valtoztathat6. Az
ily mddon jel6lt fehérjéken végzett elektrontranszfer kisérletek valaszt adhatnak a fehérje-
komplexeken, ill. fehérjéken bellli elektrontranszfer mechanizmusanak és termeszetének a
kérdesere.

A mitokondrialis citokrom ¢ és mutansainak eléallitasahoz gondoskodni kell nemcsak
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fejezni a gazdasejtben. A citokrom ¢ mutansok eléallitasanak igénye természetesen vezetett el
dolgozatom f6 témajahoz, a citokrom c érésének és az érlelé fehérje, a citokrom ¢ hem liaz

(CCHL) miikodésének vizsgalatahoz.

Célkitiizések

Kutatasaink a citokrom ¢ mutansok eldallitasaval és jelolésével annak a kérdésnek a
tisztazasara iranyulnak, hogy hogyan szabalyozza a fehérje a redox reakciok sebességet. Ezt
olyan feheérjén, illetve fehérje-komplexen végzett elektrontranszfer kisérletekkel vizsgaljuk,
amelyekben kiilonb6z6 kisérleti paramétereket valtoztatunk meg. Foként az elektrondonor €s -
akceptor relativ poziciojat, mialtal mddszeresen vizsgalhatd egyrészt az elektrontranszfer
utvonal hosszénak, masrészt a donor és akceptor kozotti fehérjematrix molekularis
szerkezetének a hatasa az elektrontranszferre. A citokrdm ¢ mutansok elGallitasa egy
megbizhatéan miikodé és nagy hozamot biztositd expresszids rendszert igényel. A jo
expresszids rendszer, valamint egy hatékony fehérje-tisztitasi procedira kidolgozésa
elengedhetetlen ahhoz, hogy nagy mennyiségben alljon rendelkezésre a kivant fehérje. A
munka ezen részének célja a 16 holocitokrom c¢ mutansok megbizhaté és hatékony
eléallitdsanak a kidolgozésa volt.

Az eukariota citokrom c¢ mutansoknak sikeres heterolog koexpresszidja az érleld
enzimmel felvetette az igényét annak, hogy az érést magat Onallo kutatasi terlletként
vizsgaljuk. Heteroldg gazdaban a sikeres in vivo érési kisérletek nem adhatnak valaszt arra
vonatkozéan, hogy melyek azok a minimalis Kisérleti koriilmények, amelyek sikeres éréshez
vezethetnek. Ennek a kérdésnek a megvalaszoldséra kontrollalt in vitro vizsgalatok kellenek.
A sikeres in vitro rekonstittcios kisérlet eldfeltétele, hogy az érlelé enzim tisztitott, aktiv
forméaja rendelkezésre alljon, ehhez pedig egy tisztitasi proceduranak a kidolgozésa volt a cel.
Célul tiiztiik ki tehat a CCHL enzim heterolog expressziojat és tisztitasat, kulonos tekintettel
arra, hogy a szakirodalom tanusaga szerint ezt a fehérjét még nem tisztitottak ki, ezért az
els6dleges szekvencidjan tal semmilyen szerkezeti ismeretlink nincs rdla.

Célul tiztik ki a CCHL fehérje szerkezetének ¢&s mukodésének, illetve a
szubsztratjaival (hem és apocitokrom c) vald kolcsdnhatasanak a tanulmanyozasat. Mivel a
fehérje aktiv formaban valo eldallitasa meglehetdsen kis hatasfokil, egyeldre kristalyositashoz
vagy NMR szerkezet-meghatarozashoz elegendé mennyiségre nem gondolhatunk. Ezért

foként spektroszkopiai mérések elvégzését tlztiikk ki célul a tisztitott feherjén dnmagaban,



illetve szubsztratjaival egyutt. A CCHL szekvencidjanak felhasznalasaval pedig homoldgia-
keresés és in silico szerkezet-predikcios szdmolasok segitségével kivantunk ismereteket
szerezni a fehérje varhato szerkezetérdl és tulajdonsagair6l.

Az expresszios kisérletek soran kiderilt, hogy E. coli-ban ,,overnight” inkubéci¢ alatt
akkor is képzddik holocitoktrom ¢ — igaz, meglehetésen kis hatasfokkal — ha a sejt csak az
apocitokrom c génjét tartalmazza, a CCHL génjét nem. Ezt a nem-enzimatikus - az
egyszeriiség kedvéért — spontdn érésnek nevezett jelenséget is alaposabb vizsgélat ald
kivantuk vonni, hiszen a nem-enzimatikus érés lehetésége és az igy képzodott citokrom ¢
0sszehasonlitasa az enzimatikusan érlelt citokrommal az enzimatikus érés mechanizmuséarol

és koriilményeirdl is elarulhat fontos részleteket.

Kisérleti médszerek

Citokrom ¢ taltermelésére alkalmas plazmid-konstrukcidkat —allitottunk el6,
amelyekkel a feladatra alkalmas E. coli baktérium-torzseket transzformaltuk. A CCHL génjét
tartalmazdé plazmidot ajandékba kaptuk Dr. Carsten Sanders-t61 (Kutztown University of
Pennsylvania). A DNS-manipulacios eljarasokat, a kompetens sejt készitést eés a torzsek
transzformalésat az altalanos gyakorlatnak megfelelden végeztiik, amint az a laboratoriumi

tankonyvekben és cikkekben le van irva.

A citokrom ¢ mutagenezist ketlepéses PCR amplifikacioval hajtottuk vegre, restrikcios
endonukledz hasitassal a gént a megfeleld orientacidban a tltermel6 plazmidba ligaltuk, majd
a mutaciot szekvenalast kovetden igazoltuk. A citokrom ¢ expresszidjara ket kilonbozo
expressziods rendszer is szolgalt. Az egyik rendszerben a két gén tandem maodon egy kdzos
promoterrdl irddott at, mig a masikban genetikailag kompatibilis plazmidok hordoztdk a

citokrom c és a CCHL géneket, amelyek méas - mas er6sségii promoterekrol irodtak at.

A taltermelést kovetden a fehérjetisztitds elsé 1épésében kémiai €s mechanikai
(szonikalas) modszerekkel feltart sejtekbdl ultracentrifugalassal szolubilis extraktumot
nyertlink. A citokrom c-t tartalmazé extraktumot elé6bb 50% ammonium szulfattal kezelve egy
tisztitasi lépésnek vetettlk ald, majd dializist és toményitést kovetden ioncseréld
kromatogréafias lépéssel a holocitokrém c-t megtisztitottuk. A fehérjeoldatok tisztasaganak
megallapitasara denaturald poliakrilamid gélelektroforézis vizsgalatot alkalmaztunk, a
szétvalasztott fehérjéket Coomassie BB G-250 festékkel tettiik lathatova. A Strep 11 peptiddel

ellatott citokrom c-t az ioncserélé 1épést kovetdéen egy affinitas-tisztitasi lépésnek is



alavetettiik. A Hisg peptid-fuzionalt CCHL-t az extraktumbdl affinitas-kromatografiaval
tisztitottuk ki. A fehérjetisztitas kromatografias lépéseit FPLC (Pharmacia) késziiléken

vegeztink.

A Strep 11 és Hisg peptidekkel fuzionalt fehérjéket elvalasztasukat kovetéen Western-
blot analizisnek vetettik ald, majd immunodetekcidval azonositottuk. Az igy keletkezett
kemilumineszcenciés jelet egy VersaDoc Imaging System késziilékkel vagy rontgen filmen
autoradiografias modszerrel detektaltuk.

A fehérjék tisztasdganak megallapitasara, a fehérjeoldatok koncentraciojanak
meghatarozasara és a citokrom c spektralis vizsgalatara alkalmas modszer az abszorpcios
spektrum felvétele. Ezért UV-lathatd hulldmhossz-tartomanyd spektrumokat mértiink Unicam
UV4 spektrofotométeren.

Masodlagos szerkezeti elemzések celjabdl az ultraibolya tartomanyban cirkularis

dikroizmus (CD) méréseket végeztiink Jasco J-815 spektropolariméteren.

A hem kovalens kotésének kimutatasara a denaturald gélben megfutatott citokrém c
hemjének peroxidaz-aktivitasdbol szarmazé kemilumineszcenciés jelet detektaltunk VVersaDoc

Imaging System keszulékkel.

A hem keétszeres tioéter kdtésenek bizonyitékaul megmértik a nem-enzimatikusan éré
citokrom c redukalt, piridin-koordinalt hemokrom abszorpcios spektrumat. Ezen merési
korilmények kozott a spektrum cgicsanak pozicidja a hem egyszeres vagy kétszeres

kotesenek fuggvenyében valtozik.

A kiilonb6zé modokon éré citokromok redukcids potencidljdnak meghatdrozasara
kémiai modszert, ferri-/ferrocianidos redox titralast alkalmaztunk. A citokrom ¢ kozeépponti
redoxpotencialjat a Nernst egyenlet legkisebb negyzetes illesztésével hataroztuk meg.

A citokromok elektrontranszfer aktivitasanak vizsgalatara citokrom c oxidazzal (COX)
aktivitasi kisérleteket végeztiink. Ezzel a modszerrel az oxigén fogyasat kovettik, amely a
COX enzim aktivitasanak a kovetkezménye. Az aktivitasméréseket Model 10 (Rank Brothers
Ltd) oxigrafon végeztik. A mérésekbdl meghataroztuk az enzimaktivitisra jellemzd, a

Michaelis-Menten egyenletben szerepl paramétereket, a Kn-et s a V max-0t.



Eredmények és megvitatasuk

1. Kidolgoztunk eqgy kontrollalhatd, nagy hozamot biztosité citokrom c expresszids

rendszert

Irodalmi elézmények és partnereinktdl kapott kiinduldé plazmidok alapjan sikerult
kisérleteink szdméra kidolgozni egy megbizhat6 és nagy hozamot biztositod sajat expresszios
rendszert. Erdekessége a rendszernek, hogy eukari6ta enzim érlel tokéletesen eukariota
fehérjét prokariota citoplazmaban. Semmilyen mas kiils6leg hozzaadott faktor nem sziikséges
a citokrom c éréséhez. A sajat expresszios rendszerben a citokrom ¢ és hem lidz génjeit
tartalmazd kazettat, illetve a citokrom ¢ génjét a pBAD24 plazmid szigoru szabalyozast
biztositd arabin6z promoterének és szabalyozo régiojanak ellenérzése ald helyeztik. A
szigorl szabalyozés érdekében a plazmid hordozza a Pgap promoter negativ és pozitiv
kontrolljat biztosité AraC fehérje génjét, amely konstrukcid igy magas indukalt és rendkivil

alacsony nem indukalt expressziét biztosit.

2. Kimutattuk, hogy egy eukariota citokrdm c érése nem-enzimatikus kortlmények

kozott is lehetséges bakteridlis citoplazmatikus kdrnyezetben

Nem tisztazott meég a mitokondrialis citokrom ¢ CCHL Altali enzimatikus érésének a
mechanizmusa, de az &ltalunk végzett heterolog in vivo és in vitro Kisérletek ismereteket
szolgéltatnak a pontos molekularis folyamatoknak a megértéséhez. Kisérleteinkkel
bizonyitottuk, hogy a CCHL kozremikodése nélkiil is, igaz lényegesen alacsonyabb
hozammal, de képes a 16 citokrom c az E. coli citoplazméjaban érni, oly mddon, hogy helyes
kovalens koteés alakuljon ki a hem vinilcsoportjai és a polipeptidlanc ciszteinjei kozott. Ez az
elsé olyan munka, amely prokaridta kdzegben eukaridta citokrém C enzimes asszisztencia
nélkili érésérél szolgaltat bizonyitékot és ismereteket. A nem-enzimatikus érest az E. coli
EC06 Ccm (citokrom c maturacioban) deficiens torzsében is megfigyeltik. CCHL
jelenlétében, illetve hianyaban a citokrom c expresszios hozama egyforma, mivel ugyanazok a
kisérleti korllmények, beleértve az expresszios konstrukcidt és az E. coli torzset is. A
citokrom ¢ nem-enzimatikus érése joval lassabb folyamat, mint az enzimatikus érés.
,overnight” inkubacié wutan, a fehérjék tisztitasat kovetdéen adhatd hozzavetdleges
hozambecslés alapjan a nem-enzimatikusan ér6 citokrém ¢ hozama ~2 %-a az enzimatikusan
éronek. A nem-enzimatikusan éré citokrom € kovalens hem kotését mindenekel6tt az SDS
gél-elektroforézis soran denaturalodott fehérje pozitiv hem peroxidaz-aktivitasi eredményével

igazoltuk. Ez a kisérlet ugyanakkor nem tesz kilénbséget a hem egyszeres vagy kétszeres



kotese kozott. A hem helytelen orientécidja, pl. elfordulasa az o, y mezo tengelye korul a hem
nem megfeleld illeszkedését jelentené a polipeptidlanchoz, és ez egyszeres hem kotést
eredményezne. A nem-enzimatikusan ér6 citokréom ¢ piridin hemokrém spektruma azonban
vilagosan megmutatta, hogy a fehérje a hemkoté motivumanak mindkét ciszteinjén keresztiil

koti a hemet, ami az utobbi nativ orientacidjara utal.

3. Megvizsgaltuk a CCHL szerepét a hem nativ kdrnyezetének a kialakitasadban

A CCHL hianya nemcsak a hozamban, hanem kisebb spektrélis eltolodasokban és
fizikokémiai eltérésekben is megnyilvanul.

A nem-enzimatikusan ér6 citokrém ¢ a nativhoz hasonléan erés axialis ligandumokkal
hatszorosan koordinalt, alacsony spinii citokrom c-re jellemzé Q savval rendelkezik, de a
nativhoz képest 1 nm spektralis eltolodast mutat. A nativ, enzimatikusan és enzim nélkil érd
citokrom c-k spektrumainak Q savjai ugyanarra az 6t Gauss gorbére voltak felbonthatéak. A
Q savjanak Gauss felbontdsa a nem-enzimatikusan éré citokrom homogenitasat és a nativval
valé hasonlosagat tdmasztja ald. A nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ 1 nm-es
voroseltolodasa a legalacsonyabb energia-atmenet esetében minimalis energiaszint csékkenést
jelent az alapallapot és az elsé gerjesztett allapot kozott. Az 551 nm-es cstcs vallat képezd
egyik Gauss gorbe kiszélesedése olyan konformacids heterogenitasrél arulkodhat, amely a
nativ, illetve az enzimatikusan ér6é fehérjék esetében nincsen jelen, vagy csak nagyon Kkis
mértékben. Ez jelentheti azonban az alapallapoti hem vibracids szintjeinek a kiilonb6zo
populaciojat, amely szintén arulkodhat a nem-enzimatikusan éré citokrom ¢ hemjének enyhén

A nem-enzimatikusan ér6 citokrom ¢ redoxpotencialja valamivel alacsonyabb az
autentikus és a rekombinans fehérjék redukci6s potencialjanal. Az oxidalt vasnak (Fe*") ez a
relativ stabilitdsa lehet a vas és a 80-as metionin axialis ligandum kozotti kolcsdnhatas
csekély valtozasanak a kovetkezménye. Ugyanerre utal a 695 nm-es jellegzetes toltéstranszfer
sav eltlinése is a nem-enzimatikusan éré oxidalt citokrom c abszorpcids spektrumabol. A
koordinacié teljes megsziinése joval nagyobb negativ redoxpotencial-valtozast eredmenyezett
volna, mint amekkorat mertink. A hem zseb nagymértékii szerkezetvaltozasa jelentds
autoxidacios sebesseég-ndvekedéssel is jarna, de ezt sem tapasztaltuk. Kisebb valtozasok a
hem geometridjaban, koordinacidjaban, illetve a hem zseb polaritdsaban magyarazhatjak azt
az eredményt is, hogy a nem-enzimatikusan ér6 citokrom ¢ és a COX kolcsdnhatasabdl

szdmolt Michaelis-Menten konstans (Ky), mely a citokrom c-nek COX-szal vald



komplexképz6é képességérol arulkodik, kismértékben eltért a nativ citokrommal kapott
értektol.

A nem-enzimatikusan éré citokrom c spektralis és fizikai-kémiai paraméterei alapjan a
fehérje tehat nem szenvedett lényeges szerkezeti valtozast. Az eredményeink alapjan
mondhatjuk, hogy egy eukaridta citokrom c is képes enzimatikus segitség nélkul funkcionalis
fehérjévé érni, de a CCHL Katalizise a magas hozam és a nativ folding szempontjabdl
nélkilozhetetlen.

4, Expresszaltuk, kitisztitottuk és részlegesen jellemeztiilk a CCHL érlel6enzimet

A CCHL in vivo aktivitasat mar bizonyitottuk heterolog gazdaban: az E. coli
citoplazméjaban koexpresszalva képes nagy hozammal (~4 - 5 mg/lg nedves sejt)
holocitokrom c-t érlelni. Az érés molekularis mechanizmusanak vizsgalatat lehetové tevo in
vitro kisérlethez és a CCHL jellemzéséhez az enzimet rekombinans modon tultermeltettik és
kidolgoztunk egy tisztitasi procedurat, amelynek hozama: ~0,25 mg/1g nedves sejt. A Hisg
peptiddel fuziondlt CCHL-t affinitas-kromatografidval megtisztitottuk és tisztasagat
denaturalé poliakrilamid gélelektroforézissel bizonyitottuk.

Megvizsgaltuk a CCHL szekvencidjat masodlagos szerkezeti elemeket prediktalo
programok (IUPred, DisProt) segitségével. Ezen vizsgalatok szerint a feheérje N-
terminalisanak jelent6s hosszusagh 6sszefliggo része (a 16 - 80 szakasz nagy bizonyossaggal)
rendezetlen szerkezetli, amely tartalmazza az irodalombol ismert két hemszabalyoz6 CPV
motivumot.

Megmertiik a fehérje UV CD spektrumat. A CD-spektrum illesztésébdl kiszamolhato a
szabalyos és szabalytalana -hélixek ésp -lemezek, valamint a rendezetlen részek aranya. Az
UV CD-spektrum illesztéséb6l az valdsziniisithet6, hogy a CCHL fehérje — annak mésodlagos
szerkezettel rendelkez6 része — 8 a-hélixet és 12 -lemezt tartalmaz. Ezek kozott a szerkezeti
elemek kozott persze lehetnek annyira révidek is, hogy nem is tartalmaznak szabalyos
helyzetli aminosavakat.

A CCHL rendezetlen és masodlagos szerkezettel rendelkezé szakaszainak aminosav-
Osszetetelét is 0Osszehasonlitottuk, eés azt taldltuk, hogy bizonyos aminosavak jol
megkilonboztethetd megoszlast mutatnak a kétféle szerkezetii szakasz kozott, 6sszhangban a
rendezetlen fehérjék statisztikai adataival. Megallapitadsainkat az N-terminalis szakasz
szerkezetére vonatkozoan alatamasztja egy az irodalombdl ismert tripszines emésztési kisérlet

eredménye is.



5. Tanulmanyoztuk a CCHL kolcsdnhatdsat szubsztratjaival és in vitro kornyezetben

rekonstitudltuk a citokrom c érését.

Megvizsgaltuk a tisztitott CCHL és a hem koélcsonhatasat. A CCHL és a hem
kolcsonhatasanak vizsgalatakor mért abszorpcios valtozasok magyarazatot adnak szamunkra
az IUPred programmal végzett szerkezet-predikcids és az irodalombdl ismert proteolitikus
emesztési eredmeényekre. Az abszorpcio-valtozasnak két 1épése van, az elsé 1épésben az
enzim kolcsonhatasba [ép a szubsztrattal, a masodik lépésben kialakul egy hatszorosan
koordinalt hem spektrum. Ezt a ketlepéses folyamatot azzal magyaraztuk, hogy a feherje
rendezetlen szerkezetli szakasza 1ép kolcsonhatasba a hemmel, ebben a 1€pésben a szabad hem
fogyasat kovethettik nyomon spektralisan, majd a masodik fazisban valoszinii, hogy a
hemszabalyoz6 CPV motivumoknak a segitségével kialakul a hem és az enzim kozott egy
stabilabb kélcsonhatas, amelyben a motivum cisztein oldallancai koordinaljak a vasat.

In vitro holocitokrom c érési kisérleteket végeztink a tiszta CCHL-lel és az
apocitokrom c-vel. Ezzel az in vitro kisérlettel sikerilt rekonstitualni az enzimatikus citokrom
c érést, amelyet denaturaldé gélben detektalt hem kemilumineszcencias jellel és spektralisan is
igazoltunk.

A rekombinans citokrom ¢ mutansok eléallitisanak, a folyamat optimalizalasanak
eredeti célja fehérje-elektrontranszfer mérésekhez jelolheté citokromok készitése volt.
Ugyanakkor a rekombinans muténs citokrom c el6allitisanak optimalizalasa, a CCHL
heterolog expresszidjanak és tisztitasanak kidolgozasa lehetéséget teremt arra is, hogy a
jovOben a citokrom ¢ és a CCHL iranyitott mutagenezisével vizsgalni tudjuk a citokrém c
érésenek molekularis mechanizmusét, elegendd mennyiségi tiszta CCHL el6allitasa utan
pedig megkiséreljik a CCHL szerkezetének tovabbi felderitését rontgendiffrakcios vagy

NMR médszerrel.



1.

Az értekezés témajahoz szorosan kapcsolodd kdzlemények és konferencia-kiadvanyok

Tenger K, Khoroshyy P, Leitgeb B, Rékhely G, Borovok N, Kotlyar A, Dolgikh DA,
Zimanyi L. 2005. Complex kinetics of the electron transfer between the photoactive redox
label TUPS and the heme of cytochrome c. J. Chem. Inf. Mod. 45(6):1520-1526. IF: 2,923

Tenger K, Khoroshyy P, Kovacs KL, Ziményi L, Rakhely G. 2007. Improved system
for heterologous expression of cytochrome ¢ mutants in Escherichia coli. Acta. Biol.
Hung. 58:23-35. IF: 0,688

Tenger K, Khoroshyy P, Rakhely G, Zimanyi L. 2008. Heterologous overexpression
of eukaryotic cytochrome ¢ and cytochrome ¢ heme lyase to study the mechanism of
cytochrome ¢ maturation. Biochim. Biophys. Acta 1777:S90.

Tenger K, Khoroshyy P, R&khely G, Zimanyi L. 2010. Maturation of a eukaryotic
cytochrome c in the cytoplasm of Escherichia coli without the assistance by a dedicated
biogenesis apparatus. J. Bioenerg. Biomembr. 42:125-133. IF: 4,015

Tovabbi kdzlemények

Kotlyar AB, Borovok N, Khoroshyy P, Tenger K, Zimanyi L. 2004. Redox
photochemistry of thiouredopyrenetrisulfonate. Photochem. Photobiol. 79(6): 489-493. IF:
2,054

Tovabbi kiadvanyok

Khoroshyy P, Tenger K, Borovok N, Kotlyar A, Siletsky S, Ziményi L. 2003.
Electron transfer steps in the complex of cytochrome ¢ and cytochrome oxidase. 10
European Conference on the Spectroscopy of Biological Molecules, Szeged, Hungary,
ISBN 963 482 614 8, p. 153.

Zimanyi L, Kulcsar A, Tenger K, Borovok N, Kotlyar A. 2003. Effect of the protein
medium and dynamics on electron transfer in cytochrome c. 10" European Conference on
the Spectroscopy of Biological Molecules, Szeged, Hungary, ISBN 963 482 614 8, p. 154.

Zimanyi L, Tenger K, Khoroshyy P, Dolgikh D, Siletsky N, Borovok N, Kotlyar A.
2004. Photoinduced electron transfer in cytochrome ¢ and cytochrome ¢ oxidase. EBEC
2004 Short Reports. Biochim. Biophys. Acta 13:158.

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

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

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



	Magyar_Tezisfuzet
	Bevezetés
	Célkitűzések
	Kísérleti módszerek
	Citokróm c túltermelésére alkalmas plazmid-konstrukciókat állítottunk elő, amelyekkel a feladatra alkalmas E. coli baktérium-törzseket transzformáltuk. A CCHL génjét tartalmazó plazmidot ajándékba kaptuk Dr. Carsten Sanders-től (Kutztown University of...

	Eredmények és megvitatásuk
	Az értekezés témájához szorosan kapcsolódó közlemények és konferencia-kiadványok
	További közlemények
	További kiadványok



