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Roviditések

8-HDF - 8-hidroxi-7,8-didemetil-5-deazariboflavin
A - alanin

ADP - adenozin 5’-difoszfat

ATP — adenozin 5’-trifoszfat

AC — adenilat ciklaz

AppA - Activation of Photopigment and Puc expression A
ATP — adenozin trifoszfat

BLUF — Blue Light sensing using FAD

BBO - B-barium borat (kristaly)

CAMP - ciklikus adenozin monofoszfat

CRY — kriptokrom

DAS — Decay associated spectra

E - glutaminsav

EAS — Evolution associated spectra

EADS - Evolution associated decay spectra

ET - elektrontranszfer

FAD — Flavin adenin dinukleotid

FADox — Oxidalt flavin

FAD*™ - a flavin anionos gyodk

FADH" - a flavin semleges gyok

FADH, — a flavin semleges hidrokinon

FADH™ - a flavin anionos hidrokinon

FMN — Flavin mononukleotid

FRET — Forster-tipusu fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
GIn - glutamin

GOX — gliik6z oxidaz

k? — orientéacios faktor

NOPA — Nemkollinearis optikai parametrikus erdsitd

0OaPAC — Fotoaktivalt adenilat ciklaz az Oscillatoria acuminata baktériumbol
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PAC — fotoaktivalt adenilat ciklaz

Pi — szervetlen foszfat

Q - glutamin

SHG - second harmonic generation
SVD - singular value decomposition
TA — Tranziens abszorpcid

TRIR — Tranziens infravords abszorpcid
TrpOH** — triptofan kation gyok
Trp® — triptofan semleges gyok
TyrO*—tirozin semleges gyok
TyrOH** — tirozin kation gyok

T — fluoreszcencia €lettartam

W — triptofan

W?* — triptofan semleges gyok

We** — triptofan kation gyok

Y —tirozin

Y** — tirozin kation gyok

Y* —tirozin semleges gyok
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Eloszo

Szentgyorgyi Albert mintegy hat évtizeddel ezeldtt azt mondta, hogy ,,az élet az amikor egy
elektron nyugalmat keres maganak™. Ez természetesen nagyon jelentds leegyszeriisités, de az igaz,
hogy a redox folyamatoknak, az elektron és a proton transzfernek nagyon nagy jelentésége van az
¢lettani folyamatok soran. Az elektron transzfer folyamatoknak egy specialis teriilete a fény
hatasara bekdvetkez6 elektron transzfer folyamatok, amelynek legismertebb esete (természetesen)
a fotoszintézis. Emellett azonban szdmos olyan biologiai folyamat van a fény irdnyaba vald
novekedést6l, a magneses térben vald tajékozodasig, amelyek esetében a funkciohoz vezetd elsd
1épés egy elektron transzfer folyamat.

Jelen dolgozatban bemutatott kutatasok mindegyikében egy elektron ,,keres nyugalmat”. A

targyalt flavoproteinek mindegyikében a kék foton abszorpcidjat kdvetden a flavin elvesz egy
elektront a kornyezetében levé valamelyik aminosavtol, aminek a késdbbiekben messzemend
kovetkezményei lesznek. A fotolidzok esetében a plusz elektron a fehérjéhez ktddé DNS szalban
a ciklobutan pirimidin dimer felbomlasahoz vezet. A kriptokromok esetében egy a triptofan lancon
végigfutod elektron transzfer kaszkad redukélja a flavint és ez vezet példaul a cirkadidn ritmus
szabalyozéasahoz.
A fotoaktivalt adenilat cikldzok esetében a flavin nem csak egy elektront, hanem egy protont is kap
egy kozeli tirozintdl, amelynek kovetkeztében a flavinhoz kozeli glutamin elfordul. Ez az apré
strukturalis valtozas vezet ahhoz a konformacios valtozashoz, aminek kovetkeztében az ATP-
cAMP konverzidé megvaldsul.

Mivel az elektron 1tja a keresett nyugalomig nagyon gyors idskalan valosul meg ennek
megfigyeléséhez ultragyors l1ézerekre és spektroszkopiai berendezésekre van sziikség.

Jelen dolgozatban az elektronnak a nyugalomig vezetd utjarol, annak kovetkezményeirdl, illetve

a megfigyelés modszereirdl lesz szo.
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Bevezetés

Jelen dolgozat az elmult bo tiz évnek az Gsszefoglaldja és elsésorban a posztdok iddszak utani
munkaimat tartalmazza, de azok koziil is csak a flavoproteinekkel kapcsolatos eredményeket. A
terjedelembe nem fértek mar be a fluoreszcens fehérjéken, elsésorban a fotokapcsolhaté Dronpa-n
¢s GFP-n valamint a LOV domén fehérjéken végzett kisérletek és eredmények, amelyeket szintén
nagy presztizsii Gjsagokban (Angewandte Chem., Nature Chem., J. Amer. Chem. Soc., J. Phys.
Chem. Lett.) publikaltunk.

A dolgozat felépitése nem idérendi sorrendben, hanem tematikusan mutatja be az elért
eredményeket, kivéve az utolso alfejezeteket, amelyek a legujabb — az id6fliggd rontgenszoras s
rontgenkrisztallografids — eredményeket mutatjak be.

A bevezetést kovetd fejezet azokat a kisérleti berendezéseket, amelyekkel a bemutatott
eredményeket sikertilt elérni, elsdsorban azért, mert ezek koziil tobbnek a fejlesztésében vagy részt
vettem vagy teljes egészében én épitettem, ugyhogy reményeim szerint hasznara valhatnak azok
szamara, aki szintén ezen a teriileten dolgoznak vagy esetleg csak most 1épnek az ultragyors
spektroszkopia teriiletére.

A posztdok idOszak alatt mar €s azt kovetden is sokat foglalkoztam a flavoproteinekben
lejatszodo fotoindukalt elektron transzfer folyamatokkal. Ennek megfeleléen a 3. fejezetben
részletesen ismertetem az ezzel kapcsolatos kisérleteimet, amelynek soran sikeriilt olyan spektralis
jellemzdket meghatarozni, amelyek alapjan meghatarozhato, hogy a flavin milyen redox allapotban
van.

A 4. fejezet a fotolidzzal kapcsolatos eredményeket mutatja be. Az elmult években elsdsorban
arra kerestem a valaszt, hogy mi okozza a fotoliaz és a kriptokrom kozotti kiilonbséget a nagy foku
szerkezeti homologia ellenére.

Az5. fejezet els6sorban BLUF (Blue Light sensing Using FAD) domén fehérjék — ezek koziil az
AppA ¢és a nemrégiben felfedezett OaPAC — funkcionalis dinamikajat targyalja. A BLUF domén
fehérjék a fotoaktiv flavoproteineknek olyan csaladjat alkotjak, amelyekben a kék fény
abszorpcigjat kovetéen a flavin koriili hidrogén kotés rendszer atrendezddik és ez a kezdeti
strukturalis valtozas vezet ahhoz a konforméci6 véltozadshoz, amely a fehérje funkcigjat
meghatarozza. A fejezet végén olyan Uj eredményeket mutatok be, amelyek ezeket a szerkezeti

valtozasokat folyamataban ragadtak meg.
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1. Fotoaktiv flavoproteinek

Az €16 szervezetek széles korében jatszik fontos szerepet a fény érzékelése, vagy azért,
hogy energiaforrasként hasznalja, vagy azért, hogy elkeriilje karos hatasait. Az elmult évtizedekben
szamos fotoreceptort fedeztek fel, amelyek koziil talan a leghiresebbek a retinaban talalhaté
fotoreceptorok, a rodopszinok.?® A kézelmultban szdmos 1j fotoreceptort fedeztek fel. Néhany
esetében, mint példaul a fotoaktiv sarga fehérje, a fény érzékelése a rodopszin
fotoizomerizacidjdhoz hasonld médon a gerjesztett allapotban végbemend szerkezetvaltozéstol
fiigg.*> Sok mds receptorban azonban a flavin adenin-dinukleotid (FAD) vagy a flavin-
mononukleotid (FMN) kék fényt elnyeld izoalloaxazin gyfiriije miikddik kromoforként.81
Ezekben az esetekben nem teljesen tisztazott az a mechanizmus, amellyel ez a planaris aromas
kromofor altal elnyelt foton energiaja szerkezetvaltozast hoz 1étre a kornyez6 fehérjematrixban. A
fotoreceptorok iranti érdeklddés jelentdsen novekedett az elmult évekeben, ezek a fotoaktiv
fehérjék ugyanis kivaloan alkalmazhatok az optogenetika vagy altalanosabban az optobioldgia
Gijonnan kialakuldban 1évé teriiletén.!3 Sikerrel alkalmaztak fény altal aktivalt ioncsatorna-
rodopszinokat idegsejtekben valo jelatvitelhez.!* A  kriptokromok vagy LOV fehérjék
optogenetikai alkalmazdsaban az elmult években komoly sikereket értek el. A kék-fény elnyelése
ugyanis olyan strukturdlis valtozasokat indit el fehérjében, amelyek kivaldéan alkalmazhatéak
optogenetikai célokra. LOV fehérje alkalmazasaval példaul fénnyel lehetett aktivalni a Rac fehérje
mikodését: ehhez egy olyan Rac-LOV fuzids fehérjét hoztak, amelynek a mitkodését a LOV-ban
fény abszorpci6 altal indukalt konformécios valtozas valdsit meg. 1°

Az 1.1 abrén a legismertebb fotoreceptor csaladok néhany tagja lathatd, rodopszinok,
fitokromok, xantofinok és flavoproteinek. Mig az els6 harom esetben a fény érzékelése a
kromoforban bekdvetkezd cisz-transz izomerizaciot kovetden valdsul meg, a flavoproteinek

esetében ez legalabb harom kiilonb6zd torténik.
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1.1 abra A legismertebb fotoreceptorok és a funkci6 alapjat képez6é mechanizmus. Mig az elsé harom csalad

esetben a funkciod elsddleges 1épése a cisz-transz izomerizacio, a flavoproteinek esetében ez tobb fajta is lehet.

Az egyik legismertebb ilyen jelenség, amely segitségével a kék fény érzékelése torténik a
fotoliaz/kriptokrom csaladban megfigyelt elektron transzfer folyamat, amelynek soran a foton
abszorpciot kovetden a fehérjéhez hidrogén kotésekkel kotott flavin adenin dinukleotid (FAD) egy
triptofan harmastol (egyes esetekben négyes) kap egy elektront és ez valdsitja meg a fehérje
funkci6jat'®, amely lehet DNS javitas, a cirkadian ritmus szabalyozasa vagy a fold magneses
terének érzékelése.

Gyokeresen mas mechanizmus figyelheté meg a ndvények fototropizmusaban — vagyis a
fény iranyaba valo fordulés, és novekedés — részt vevo flavoproteinek az tgynevezett LOV (light-
oxigen-voltage) esetében. Ezek a fehérjékben a fényabszorpciot kovetden a flavin (ez esetben
FMN) el6szor triplett allapotba keriil, majd ezt kovetéen a C4-es atomja és egy kozeli cisztein
kozott kovalens kotés jon 1étre, amely a fehérjében egy konformacios valtozast indit el. A LOV
fehérjének ezt a tulajdonsigat haszndljadk ki az optogenetikai alkalmazasok soran®l’. A
fényabszorpciot kovetden 1étrejott cisztein addukt idével megsziinik és a fehérje visszakeriil az
ugynevezett sotét allapotaba, a visszatérésnek a gyorsasdga organizmusonként nagyon valtozo,

lehet néhany perc, de akér kozel egy nap is.®
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Egy megint teljesen kiilonb6z6 folyamat figyelheté meg az ugynevezett BLUF domén
fehérjék esetében, ahol a fehérje funkcidja a flavin koriili hidrogénkotés-rendszer gerjesztést
kovetd atrendezddésének koszonhetd. Az elmult években mindharom fehérjecsalad tulajdonsagait
intenziven vizsgaltuk, de ebben a munkaban terjedelmi okokbdl elsésorban a BLUF domén

fehérjéken és a fotolidzokon végzett kisérleteket és a kapott eredményeket kivanom bemutatni.

10
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1.1 BLUF domén fehérjék

A fotoaktiv flavoptoteinek kiterjedt csaladjat alkotjdk a BLUF domén fehérjék, ahol az
elnevezés (BLUF = blue light using FAD) arra utal, hogy a kék fény érzékelése az FAD-ot
tartalmazo domén segitségével valosul meg. A BLUF domén fehérjék funkcidja organizmusonként
kiilonb6z6: az Euglena gracilis nevii ostoros egysejtii fény hatasara megvaltoztatja az iranyat, a
PixD nevli fehérje pedig szintén egy BLUF domén segitségével valdsitja meg a fototaxist
cianobaktériumokban.

A legismertebb és legtobbet vizsgalt BLUF domén fehérje az AppA, amely a Rhodobacter
sphaeroides nevii fotoszintetikus baktériumban talalhato, feladata a transzkripcios regulacio.
Sotétben az AppA hozzadkotddik a PpsR nevil transzkripeids faktorhoz, intenziv kék szinli fény
hataséara az AppA-PpsR komplex disszocidlodik lehetévé téve a PpsR DNS-hez kotddését, ledllitva
a fotoszintetikus gének bioszintézisét. Ez a mechanizmus kiilonlegesen érdekes, mivel az N-
terminalisndl elhelyezkedd BLUF doménben végbemend fotokémiai folyamatok, a C-terminalisnal
olyan strukturdlis véltozasokhoz vezetnek, amelynek eredményeképpen a PpsR levalik az AppA-
rol. Sajat kisérleteink arra utalnak, hogy a fényabszorpciot kovetden az FAD koriili aminosavak
hidrogén kotés halozata atrendezddik €s ez inditja el azt a strukturalis atrendezddést, amelynek
kovetkeztében az AppA-PpsR komplex disszocialodik®®?, A fotoaktivalodast és a strukturélis
atrendezddést kiillondsen érdekessé teszi, hogy a fényabszorpciot kovetd hidrogén kotés rendszer
atrendezddése a pikoszekundumos skalan valosul meg, mig a vilagos allapotba val6 teljes atmenet
mikroszekundumok, sét bizonyos esetekben milliszekundumok valdsul meg. Az Oxford kozeli
Rutherford Appleton Laboratory-ban dolgoz6 kollégaimmal a kozelmultban els6ként végeztiink
olyan kisérleteket, amelyek soran ugyanazon mérés soran a femtoszekundumos-
mikroszekundumos skalan tudtuk nyomon kovetni a fehérjedinamikat tranziens infravoros
spektroszkopia segitségével?.

A BLUF domén fehérjét tartalmazo fehérjék fontos csoportjat alkotjak az Acinetobacter csaladba
tartozo baktériumok. Ez a csalad azért kiilonosen érdekes, mert tobb tagja az évek soran rezisztens
,.,szuperbaktériumma” valt. Az A. baumanii példaul egy olyan korhazakban tenyész6 baktérium,
amely mara mar rezisztenssé valt a legtobb ismert antibiotikummal szemben. Az A. baumanii-ban

talalhatd BlsA fehérjérdl néhany éve dertilt ki, hogy az AppA-hoz hasonl6 BLUF domént

11
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tartalmaz, amely felelés a baktérium fényérzékeléséért. Kék fény hatasara az A. baumanii
motolitasa és a biofilm képzddés ledll, virulencidja viszont novekszik. A kdzelmultban els6ként
végeztiik el az Acinetobacter baumanii nevii baktérium BlsA nevii fehérjének a spektroszkopiai
karakterizalasat®?.

A BLUF domén fehérjék esetében a funkcidt megvaldsito fotokémiai folyamat sok esetben
nem teljesen tisztazott. Konszenzus van abban, hogy az kék foton abszorpcidjat kovetden a flavint
korlilvevé aminosavak flavinnal alkotott hidrogénkdotés-rendszere atalakul (ennek koszonhetd a
FAD abszorpciés maximumanak vords eltolédasa) és ez inditja el a nagyobb strukturalis
atrendezodést. Mivel ezzel parhuzamosan tobb esetben is fotoindukalt elektron transzfer
folyamatot is megfigyeltek, felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy maga az elektron transzfer is
sziikséges a BLUF domén fehérjék funkcidjanak megvalositasahoz. Az elektron transzfernek a
BLUF fehérjék funkcionalis dinamikajaban betdltott szerepét behatdan vizsgaltuk az AppA, a PixD

¢és az OaPAC nevli fehérjék esetében; erre a dolgozat késdbbi részében majd részletesen is kitérek.

1.2 Fotoliazok és kriptokromok

A fotoaktiv flavoproteinek harmadik nagy csoportjat alkotja a fotolidz/kriptokrém csalad,
amelyben a fehérje funkcio a flavin és a kornyezetében talalhato triptofdn vagy tirozin kozott
lezajlodo elektron transzfer kovetkeztében valosul meg. A fehérjecsalad ismertebb tagja a fotolidz,
amelyet Claude Rupert még 1958-ban fedezett fel €s megallapitotta, hogy az enzim az UV indukalt
DNS hibakat javitja fény-indukalt modon?3,

A fotolidz mikodésének megértésében Aziz Sancar nyolcvanas években végzett kisérletei
jatszottak dontd szerepet, aki kimutatta, hogy a javitads fényindukalt elektron transzfer hatasara
valosul meg. (Sancar ezekért a kutatasaiért 2015-ben Nobel dijat kapott). Az altala végzett
kisérletek arra engedtek kovetkeztetni, hogy a fotoliaz a fényabszorpciot kovetden felhasitja az UV
fény altal létrehozott pirimidin dimereket. E mogott egy elegans molekularis folyamat all: a
fényabszorpciot kovetden a flavin kofaktorrol egy elektron ,,ugrik” a pirimidin dimerre, aminek
kovetkeztében a kotés felhasad — vagyis a DNS szal javitasa megtorténik — majd az elektron

visszakeriil a flavinra (lasd az alabbi dbran).
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1.2 abra A fotoliaz javitasi mechanizmusa: a fényabszorpciot kdvetden a flavinrdl egy elektron ugrik a ciklobutan
pirimidin dimerre, aminek kovetkeztében a kotés felhasad. Ezt kovetéen az elektron visszakeriil az izoalloxazin
gytrtre. (forras: Pavel Miiller, személyes kozlés)

A javitasi folyamat fontos feltétele, hogy a flavin kofaktor (FAD) teljesen redukalt (FADH")
allapotban legyen. A fotoliazban, az expresszalast és tisztitast kovetden azonban az FAD félig
redukalt (FADH®) allapotban van. Klaus Brettel és Marten Vos kollégaim az ezredfordulon
fedezték fel (Aubert el al, Nature, 2000), hogy lathat6 fény hatasara a flavin teljesen redukalodik,
méghozza egy elektrontranszfer segitségével, amelyben harom kozeli triptofan vesz részt?*. A
folyamatot fotoaktivacionak nevezték el, amelyet kozos munkank soran az elmult néhany tizendt
évben sikeriilt részletesen jellemezniink. Kisérleteink sordn azt sikeriilt igazolni, hogy a flavin
fényabszorpcidjat kovetden a legkdzelebbi triptofanrol (W382) egy elektron ugrik a flavinra, amely
(a javitashoz sziikséges) FADHe allapotba keriil. Ezt kovetéen egy elektron ugrik a masodik
(W359) triptofanrdl az elsére, majd a terminalis triptofanrol (W306) a masodikra, hogy potolja az
elektron hianyt. Kisérleteink soran azt allapitottuk meg, hogy a fényabszorpciot kovetd elektron
transzfer kaszkad mintegy 30 ps alatt megvaldsul, ami tekintettel a flavin €s a terminalis triptofan

kozotti 15 A tavolsagot, egy igen hatékony nagy hatotavolsagu elektron transzfer folyamat.
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1.2 abra A flavin kromofor szerkezete A flavin leggyakrabban oxidalt allapotban van jelen a flavoproteinekben, de

vannak kivételek. Reakcidk sordn azonban az abran lathaté redox allapotokat vehetik fel. (forras: Miura, 2001 25)

Fiziologias koriilmények kozott a fotolidzban nagy valdszinliséggel nem keriil sor
fotoaktivaciora, azt altalunk leirt jelenségnek a kriptokromokban van kiemelkedd szerepe. A
kriptokromok ugyanis olyan a fotolidzokkal homolog fehérjék, amelyek nem képesek a DNS szal
javitasara. Az Aaltalunk karakterizalt triptofan lanc (vagy nanodrot) viszont az Osszes
kriptokromban jol konzervalt és kulcsszerepet jatszik a fehérje miikodésében.

A kriptokromok felfedezésekor — a kilencvenes évek kezedete — eleinte az sem volt vilagos, hogy
mi a fehérje funkciodja, innen szdrmazik az elnevezés is. Késobb kideriilt, hogy a fehérje egy kék
fény fotoreceptor, amely a ndovényekben a novekedés szabalyozasaban vesz részt. 1996-ban
fedezték fel, hogy a kriptokromok emberekben és egerekben is megtalalhatéak, majd 1998-ban
sikeriilt bizonyitani, hogy ezek a fehérjék fénytdl fiiggden vagy akar attdl fiiggetleniil is a cirkadian
ritmus szabalyozasaban vesznek részt?®. Nemrégiben valt ismertté a kriptokromok talan
legegzotikusabb funkcidja, a fold magneses terének ,.érzékelése”, amellyel bizonyos kolt6zo
madarak tajékozodasa megvalosul. A vords begyek egyik alfaja minden 6sszel Skandinaviabol a
Foldkozi-tenger térségébe repiil, a tdjékozddasa pedig a kriptokromnak kdészonhetden valosul
meg?’. A fény abszorpciot kovetden a kriptokromokban ugyanis egy flavin és egy triptofén gyok

pair jon létre, ami kdlcsonhat a fold mégneses terével?, 144

crer
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népszert elméleti fizikus Jim Al-Khalili a TED el6adasaban és a konyvében (Life on the Edge, The

coming age of quantum biology) is bemutatja a jelenséget.

1.3 Molekularis mozi

Tekintettel arra, hogy a fényelnyelést kdvetd molekularis folyamatok elsé 1épései nagyon

rovid 1d6 alatt (femto- és pikoszekundum) valésulnak meg, vizsgalatainkhoz ultragyors,
ugynevezett femtoszekundumos lézereket — az impulzushossz tizezerszer rovidebb, mint a
masodperc milliardod része — kell hasznalnunk. Ez érthetd, ha arra gondolunk, hogy ha egy gyorsan
mozgo targyrdl akarunk fényképet késziteni, akkor a zarsebességnek nagyon rovidnek kell lennie,
hogy a kép ne legyen elmosodott.
Az ultragyors spektroszkopia soran a fényképezdgép szerepét egy ugynevezett proba impulzus
jatssza; minél rovidebb ez az impulzus annél révidebb molekularis folyamatokat vagyunk képesek
megfigyelni. Fotoaktiv fehérjékrdl 1évén sz6 a mérésekhez sziikségiink van egy ugynevezett pumpa
impulzusra is, ez inditja el a fényaktivalt folyamatokat. A mérdrendszer a pumpa — egyben
gerjesztd — impulzus elinditdsa utan bizonyos idokozonként készit felvételt — abszorpciot mér
példaul — a molekulardl a préba impulzus segitségével. Tekintettel arra, hogy nagyon révid
1doskalarol (femtoszekundum-pikoszekundum) van sz, a pumpa €s a proba impulzus kozotti
késleltetést nem lehet elektronikusan kontrollalni. Ennek a problémanak a kikiiszobolésére egy
pontosan allithatd mozgathat6 tiikdrrendszert alkalmazunk, a fénysebesség ismeretében ugyanis
konnyen kiszamolhatd, hogy a pumpa és a proba impulzus beérkezése kdzott mennyi 1d9 telt el, ha
ismerjiik az impulzusok altal megtett tdvolsagot. Egy 100 mikrométeres hosszkiilonbség példaul a
pumpa ¢és a proba impulzus kozott mintegy 300 femtoszekundumnak felel meg. A mérések soran
tehat ezt a tavolsagot folyamatosan ndvelve a probaimpulzus segitségével szamos
»pillanatfelvételt” készitiink, amelyekbdl 6sszeall végiil a molekuléris mozi.

Munkam soran ennek a molekularis mozinak a felvételeit készitettem el fotoliaz,
kriptokrom ¢és BLUF domén fehérjék esetében elsdsorban ultragyors spektroszkdpiai
modszerekkel, de a dolgozat végén mutatok példakat, amelyeken krisztallografias

pillanatfelvételeket készitettiink.
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2. Modszerek és eszkozok

2.1 Bevezetés

A dolgozatban targyalt mérések tilnyomd részében ultragyors lézerspektroszkopiai
modszereket hasznaltam. Az, hogy az ,,ultragyors” sz6 milyen idétartomanyt jelent, sokat valtozott
az elmult évtizedekben. A nyolcvanas évek irodalmaban még a nanoszekundumos tartomany
szamitott annak, a kilencvenes évekre azonban mar csak a femtoszekundumos Iézerimpulzusokra
alkalmaztak. A kilencvenes években oridsi forradalom ment végbe femtoszekundumos lézerek
fejlesztésének teriiletén, az ezen a teriileten elért uttor6 eredményeket koronazta meg az 1999-ben
Ahmed Zewailnak itélt kémiai Nobel-dij.

Amikor a 2000-es évek elején bekeriiltem az ,,ultragyors kozosségbe”, a Oridsi pezsgés volt
tapasztalhatd ezen a teriileten, rengeteg labor épitette a sajat rendszereit, €s a kiegészitd mérési
eszkozoket (autokorrelatorok, pulse-shaperek stb.) amelyekbdl sokszor piaci termékek lettek.

A kutatasi teriiletet titan-zafir 1ézerek elterjedése forradalmasitotta, ennek a kristdlynak az

"o

alkalmazasaval ugyanis mar viszonylag nagy energiaju impulzusokat lehetett eldallitani nagy
stabilitassal. Ez utdbbi szintén nagyon fontos volt, a modusszinkronizalas megvaldsitasa kordbban
sok esetben igen koriilményes volt, és ha sikertilt is 1étrehozni, nehéz volt 6rakon at fenntartani. A
homérséklet, a paratartalom véltozdsa vagy az ¢épiilet rezgése mind befolydsolta a

modusszinkronizalas eredményességét.
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2.1 abra Az Ecole Polytechnique-en hasznalt ,,hazi” titan zafir 1ézer. A modusszinkronizalas a baloldali, gumira
szerelt tiikor mozgatasaval lehetett beinditani. A tiikor kdzepén latszik a lézernyalab. A jobboldali abran latszik,

hogy a modusszinkronizalast kovetden az impulzushossz 43 fs
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A modusszinkoronizalds megvalositdsanak kulcsa a 1ézeroszcillator pontos beallitasa, ilyenkor
ugyanis kis perturbacié el tudja inditani a 1ézerimpulzust, ami az oszcillatorban fut koriil. Az
anekdota szerint Siebett egy szerencsés véletlennek koOszOonhetOen taldlta fel a
modusszinkronizalast; az asztalra es6 csavarhtizonak koszonhetden indult el eloszor.

Amikor 2005-ben az Ecole Polytechnique Laboratoire d’Optique et Biosciences
intézetében kezdtem el dolgozni, a legtobb berendezes sajat épitésii volt, de mar voltak viszonylag
jol hasznalhato kommercialis 1ézerek is. Az altalam hasznalt tranziens abszorpcios rendszerhez egy
Spectra Physics Spitfire regenerativ 1ézererdsitét hasznaltam, amely az Gigynevezett chirped pulse
amplification (CPA) technologiara épiil. A helyzet érdekessége, hogy a Polytechnique-re vezetd
1épcsékon, illetve az altala szervezett péntek délutani szeminariumokon gyakran talalkozhattam a
modszer feltalalojaval Gerard Mourou-val, aki a CPA felfedezéséért 2018-ban Nobel-dijat kapott.
Mourounak mellesleg kiilonleges érzéke van a marketinghez: a Polytechnique belsé lapjaban mar
2008-ban elmondta, hogy a CPA miatt megérdemli a Nobel-dijat. Nem sokkal késobb egy a
Youtube-on is elérheté marketing filmet készitett, amelyben sajat otletét az ELI-t (Extrem Light

Infrastructure) népszertsitette (https://youtu.be/k6i7A8PIgh8). Nem csoda, hogy végiil sikeriilt

meggy6znie az EU-t, hogy pénzt fektessen be az ELI-be, igy Mourou lobbitevékenységének lett a
szerencs€s nyertese Magyarorszag is, az ELI egyik intézete ugyanis Szegeden épiilt meg.
Ahogyan mar emlitettem a 2000-es években az ultragyors 1ézerekkel foglalkozo6 kutatasok
hatalmas lelkesedéssel folytak, a nagy laborok tulnyomé része sajat maga épitette meg a
rendszereit. Ennek megfeleléen a dolgozatban targyalt eredmények kisérletek olyan rendszereken
késziiltek, amelyeket vagy sajat magam épitettem (tranziens abszorpcids rendszer, Kerr-kapuzott
tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai rendszer), vagy amelyek fejlesztésében részt vettem

(tranziens infravords abszorpcids rendszer).
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2.2 Tranziens abszorpcios spektroszkopiai rendszer

Az elmult tiz évben két tranziens abszorpcids rendszert épitettem, az elsét a University of
East Anglia nevii egyetemen, a masodikat pedig a PTE AOK Biofizikai Intézetében. A két rendszer
nagyon hasonld, az el6bbi esetben azonban egy régebbi Clark MXR-1000 lézerrendszert®®
hasznaltam, amelynek impulzushossza mintegy 200-250 fs volt, szemben a Spitfire Ace 100 fs-0s
impulzushosszaval. A tovabbiakban tehat a modernebb, a Biofizikai Intézetben miikodo
femtoszekundumos tranziens abszorpcios rendszer miikodését mutatom be. (A rendszer mitkodését
¢s a kutatdsainkat bemutatd rovidfilm a kovetkez6 cimen tekinthetd meg:

https://youtu.be/Y9vf98ZZVYw A technologiardl szolo eléadasok, amelyeket a LAMELIS nevii

nyari iskolan ismertettem 2017-2019 Kkozott, szintén megtalalhatdbak a YoutTube-on:
https://youtu.be/b6abYyQcTa0?list=PLIx5RtDzjwBz7F80yCZP0gUpunceS wBaq)

A tranziens abszorpcids pumpa-proba rendszer alapelve konnyen megérthetd a kovetkezd
abrabol: a gerjeszté pumpa impulzust kovetden, a mintat meghatarozott idopontokban, igynevezett
probaimpulzusokkal vilagitjuk meg, és detektaljuk a minta transzmissziojat. A pumpa és a proba
impulzus ko6zott eltelt idot egy Iéptetéegységre szerelt tiikkorrendszerrel allitjuk be. Az altalunk
hasznalt Newport (M-UTM150CC.1) transzlator 1 pm-es pontosagu 1épésekre képes, amely 3.3 fs-
os késleltetést tesz lehetdvé. A vazolt tranziens abszorpcids berendezés iddbeli felbontdsat
azonban nem a léptetdegység pontossaga, hanem a lézer impulzushossza szabja meg, az altalunk
hasznalt Spitfire Ace regenerativ erdsitd altal 1étrehozott impulzusok hossza 100 fs, ez tehat a
rendszer végs6 felbontasa. Az abszorpciovaltozas kiszamitasahoz két mérési adatra van
szlikségiink: a probaimpulzust utani transzmissziora abban az esetben, ha volt pumpa impulzus €s

abban az esetben, ha nem volt.

A regenerativ erdésité

Ahogyan feljebb emlitettem az altalam haszndlt titdn-zafir 1ézer erdsitok mindegyike
(Spitfire Pro, Clark MXR-1000, Spitfire Ace, Thales) regenerativ erdsit6 és Gerard Mourou CPA
otletére épiilt?>, Az alapotlet mellesleg nagyon egyszerii: a rovid impulzust elészor idében szét
kell huzni, ezt kdvetden keriil sor az erdsitésre egy masik 1ézerkristalyban, majd a felerdsitett

impulzust idében yjra ,,0sszenyomjuk™.
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2.2 abra A CPA elve. (Bal oldalon) Az erésit6be érkezé rovid impulzust egy diszperziv elem segitségével nyujtjuk
meg, majd az erdsitést kovetden egy kompresszorban nyomjuk dssze. (Jobb oldalon) A Clark MXR erésitdben levo

optikai racs, amely segitségével mintegy 200 ps hosszisagura nyujtjuk az eredetileg 200 fs-o0s impulzust.

Donna Strickland — Mourou posztdokja volt és osztozott a Nobel-dijban — érdemeit kiemeli, hogy
mig jelenleg az impulzusok megnyujtasa €s 6sszenyomadsa egy optikai racs segitségével torténik
(lasd 2.2 abra), a nyolcvanas évek elején Donna Stricland ehhez egy km hossziisagu optikai kabelt
hasznalt?°3°,

Az altalam jelenleg hasznalt Spitfire Ace lézererdsité a Mai Tai oszcillator 1-2 nJ energiaja (100
fs-0s) impulzusait erésiti 1 mJ energiaji impulzusokka, az impulzushossz pedig ismét 100 fs lesz.

Késleltetd egység

Pumpa nyaldb
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2.3 abra A tranziens abszorpcids rendszer sematikus elrendezése: a késleltetd egység mozgatasaval noveljiik a
pumpa és proba impulzus kozott eltelt id6t.
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Frekvencia kétszerezes

A pumpa-proba mérési elvbdl adéddan a rendszer harom blokkra oszthatd: a pumpa és a

proba impulzust el6allitod egységekre, illetve a detektalod részre.
A pumpa impulzus a méréseink talnyomo részében egy 400 nm-es 0.5-1 pJ energiaju 100 fs-0s
impulzus volt. Ezt az impulzust a regenerativ erdsit6b6l kijové 800 nm-es impulzusnak egy B-
barium borat (BBO) kristalyban vald frekvenciakétszerezésével értiik el (lasd 2.3 abra). Az
er6sitobol egy kozel 1 cm atmérdjii nyalab Iép ki, ezt egy teleszkop segitségével kdzel 2 mm-re
csOkkentettiik le, majd a nyalabot egy nyalaboszto tiikor segitségével két részre osztottuk, 90:10 %
aranyban. Az intenzivebb nyalabot egy 2 mm vastag és 5-5 mm széles BBO kristalyba vezettiik azt
kovetden, hogy a nyaldb intenzitdsat egy ND filterrel jelentdsen csokkentettiik. Erre azért van
sziikség, hogy a tul intenziv lézerimpulzus ne tegye tonkre a kristalyt. A BBO Kristaly a gyartaskor
ugy van levagva (az ordinarius tengely 29°-ot zar be az optikai tengellyel), hogyha a nyalabba
merdlegesen helyezziik el, akkor teljesiil a fazisillesztés, vagyis az energia és impulzusmegmaradas
elve. Ebben az esetben a kristalybol kétszeres frekvencidju fotonok Iépnek ki — esetiinkben 400 nm
— a polarizaci6 viszont 90° — kal elfordul, amir6l nem szabad elfeledkezni a késébbiek soran. A
frekvenciakétszerezés hatasfoka 10 % korili, ilyen mdédon a BBO-bdl kilépd nyalab impulzus-
energiaja 10 pJ koriili; ezt a minta elétt még egy ND sziirdvel 1 pJ ala csokentettiik.

Azokban az esetekben, amikor a 400 nm-t6l jelentOsen eltéré gerjeszté impulzusra volt
szlikség, akkor nem kollineéris optikai parametrikus erdsitét (NOPA) hasznaltam, amelyet magam
épitettem a tranziens abszorpcids rendszerbe. A Biofizikai Intézetben miikodd tranziens
abszorpcids rendszerhez 2020-ban sikeriilt megvasarolnunk a litvan Light Conversion cég altal
gyartott optikai parametrikus erdsitot (OPA), amely 295 nm ¢és 1600 nm kozott szoftveresen

hangolhato.

Fehér fény kontinuum keltés

A fehér fény kontinuum létrehozéasa soran a feljebb ismertetett optikai Kerr-effektus
kovetkezményét, az Onfazis-modulacid jelenségét hasznaljuk ki. Nagy intenzitdsok esetében

ugyanis —az n(l)=n,+n,(l)+... dsszefliggés miatt — az (5) Osszefiiggés altal leirt fazisnak lesz
egy nemlinedris tagja is:
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_oln,l(t)
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Mivel az x irdnyba terjed6 impulzus elektromos tere a kovetkezoképpen adhaté meg:

E(t) cos(ewt —kx), ahol k hullimszam @n/cC -vel egyenld. Nagy intenzitisu nyalab esetében az
elektromos tér tartalmazni fog egy, a nemlinearis torésmutatd tagtol (n2) fliggd frekvencia
komponenst is, aminek kovetkeztében a térerdsség a kovetkezoképpen mobdosul:
E(t) cos(awt + &t —kx) ,

ahol ¢ fiigg a nemlinearis torésmutatotol, az impulzus szélességétdl és intenzitasatdl, valamint a
kozegben megtett uttdl. A jelenség kovetkeztében az impulzus spektralisan kiszélesedik, igy egy

széles spektrum, fehér fény kontinuumnak nevezett impulzussal fogunk rendelkezni (2.4 B abra).

2.4 abra A) Frekvenciakészerezés (SHG) 2mm-es vastagsagii BBO kristalyban B) Fehér fény kontinuum eléallitasa

CaF; kristalyban

A proba impulzust az esetek tilnyomd részében 2 mm vastag CaF; kristaly segitségével
allitottuk el6. A fehér fény kontinuum ugyanis szinte barmilyen anyagban megvaldsithato — még
vizben is — de leggyakrabban zafir kristalyt alkalmaznak annak kedvezd termalis tulajdonsagai
miatt. A zafir esetében azonban a keltett kontinuum spektruma az 500-800 nm kozotti tartomanyra
korlatozodik. A flavoproteinek esetében a 400 és 500 nm kozotti tartomany kiilondsen fontos
(mivel 450 nm koriil van az egyik abszorpcids maximum) ezért inkabb CaF2 kristalyt hasznaltunk
a proba impulzus létrehozasahoz. A CaF» kristaly kedvez6 tulajdonsaga ugyanis, hogy a keltett
fehér fény kontinuum 400-800 nm tartomanyra terjesztheto ki, komoly hatranya azonban — példaul
a zafirral szemben — hogy hdévezetési tulajdonsaga kedvezdtlen, ezért folyamatosan mozgatni kell.

Annak érdekében, hogy a fehér fény kontinuum eldallitasahoz hasznalt nagy energiaji impulzusok
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ne tegyenek kart a kristalyban, a CaF, lemezt egy Thorlabs DRV014 Iéptetdmotorral mintegy 0.25-
0.5 Hz frekvencidval folyamatosan mozgattunk. A kristalyban talalhaté inhomogenitasok miatt a
nyalab kristalyba valoé fokuszalasa soran koriiltekintden kellett eljarni, ellenkezd esetben a keret
mozgasaval szinkronban a fehér fény kontinuum ,,vibralni” kezd, ez pedig tonkreteszi a mérést.

A mérések elvégzésének eldfeltétele a pumpa €s a proba nyaldbok térbeli és iddbeli atfedésének
megvaldsitasa. Ez utdbbira azért van sziikség, hogy bedllitsuk a to idépontot, amikor a pumpa és a
probaimpulzus egy idében érkezik a mintankba. Az atfedés ellendrzését altalaban benzolban oldott
oktaetil-porfirinnel szoktuk elvégezni. Az oktaetil-porfirin ugyanis jelent6s abszorpcioval
rendelkezik 400 nm-en (ezt az irodalomban a Soret-csucsnak neveznek). Az id6beli atfedés
megtalalasakor lenullazzuk a késleltetd egységet és ez lesz 0j zérd idépont. Az okta-etil-porfirin
gerjesztett allapota néhany mikroszekundum, ugyhogy nemcsak az idébeli és térbeli atfedés
megtalalasahoz haszndljuk, hanem a segitségével ellendrizhetd a késleltetd egység
parhuzamossaga: mivel az altalunk vizsgalt mintegy 2 ns alatt az okta-etil-porfirin
abszorpciovaltozasa allando, ha csokkenést figyeliink meg a AA értékében, akkor az arra utal, hogy

a nyaldbok nem parhuzamosak, a pumpa nyalab elmozdul a préba nyalabhoz képest.

2.5 abra A Biofizikai Intézetben mikodd tranziens abszorpcids rendszer. Az erdsitébdl kilépd nyaldbot egy
nyalabosztoval (90:10) két részre osztjuk. Az intenzivebb nyalabot a BBO kristalyba vezetjiik, a kevésbé intenziv
nyalab segitségével valosul meg a fehér fény kontinuum keltés a CaF kristalyban

A tranziens abszorpcios mérések esetében a mintat tobbnyire 1 vagy 2 mme-es kiivettaba helyezziik,

ezzel keriilve el az impulzushossz jelentds megnyuldsat. 100 fs-os impulzus esetén az
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impulzushossz még a 2 mm-es kiivetta esetében sem nytlik meg jelentésen (nem éri el a 110 fs-ot)
igy méréseink soran legtobbszor 2 mm-es kiivettat hasznéaltunk a nagyobb abszorpcid elérése
érdekében. Tekintettel arra, hogy a mintdink a legtobb esetben érzékenyek a gerjesztd impulzusra
ezért a kiivettat mozgatni kell. Erre tobb megoldast dolgoztunk ki: van egy elliptikus palyat leiro,
hiitheté mozgatd egység, valamint egy két tengelybdl allo Lissajoux mozgato (az ezekrol készilt
video a  kovetkezd6  Youtube cimeken  érheté el:  https://youtu.be/Ft371iPhaml,
https://youtu.be/ INrE7Xar8Q )

Az abszorpciovaltozas detektalasa egy Andor Newton tipust 200x1600 pixelt tartalmazé CCD
segitségével valosul meg. A CCD-t a kék nyalab ttjaba helyezett fényszaggato (chopper) triggereli.
A gyorsasag kedvéért a CCD-t full vertical binning (FVB) mddban olvassuk ki, ilyen modon a
rendszer 250 Hz kiolvasasi frekvencidra képes. A chopper trigger jelének segitségével az altalunk
Labview-ban irt szoftver szétvalogatja, a pumpa nélkiili (lpump-off) €¢s a pumpa altal indukalt (Ipump-

on) spektrumokat és ebbdl szamolja ki az abszorpciovaltozast.

[ sig[Bg[net| X:543.59  Y¥:153 Data:3018 #1 21g[926,153)
Autoscale: Min. Max (3.31>(510, 510) Single Scan Counts . SNF: None

2.6 abra A CaF; kristalyban keltett fehér fény kontinuum az Andor Newton CCD-n
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2.7 Abra FAD abszorpciévaltozasa 0-100 ps tartoményban. A két dimenzios adat alatt a 2.75 ps-nal mért
spektrum, jobboldalon pedig a kivalasztott 448 nm hulldmhossznal mért kinetika lathato.

A 2.7 abran lathat6 spektrum a FAD abszorpcid valtozas a gerjesztést kovetden. A spektrum jol
lathatéan harom részre tagolodik:

- A 450 nm koriil megfigyelhet6 negativ abszorpciovaltozas az ugynevezett kifehéredés vagy
,oleaching”. Ez a jelenség azoknal a hulldmhosszaknal figyelhetd meg, ahol a mintanak
abszorpcids csucsa van. Mivel a gerjesztés kovetkeztében egy jelentds elektron populacio
gerjesztett allapotban van, ezért ezen hulldimhosszak esetében tobb fény jut a detektorra, mint
gerjesztés eldtt. Mivel ilyen modon a transzmittalt fényintenzitas nd, ezért az abszorpciovaltozas
negativ. Ha ennek a csticsnak a kinetikéjat figyeljiik, akkor valaszt kapunk arra, hogy milyen hamar
tér vissza alapallapotba a gerjesztett rendszer.

- 500 nm koriil figyelhetd meg a fotoindukalt abszorpcio vagy gerjesztett allapoti abszorpcio
(,,excited state absorption”, ESA). Ez esetben, a gerjesztett allapotban a minta abszorbedl, ennek
megfeleléen a mintan kevesebb fény megy at, a mért abszorpcidvaltozas ezuttal tehat pozitiv.

- 560 nm koriil figyelhetd meg az tigynevezett stimulalt emisszid. A gerjesztett allapotban
1év6é mintabdl a proba impulzus hatasara fotonok 1épnek ki, ennek megfeleléen a transzmisszio
nagyobb, mint a gerjesztést megeldzden, vagyis a mért abszorpciovaltozas ezuttal is negativ. A

stimulalt emisszid spektralisan abban a tartomanyban figyelhetd meg, ahol a fluoreszcencia is.
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Ennek megfeleléen stimuldlt emisszid esetében mért kinetika azonos lesz a fluoreszcencia

lecsengés kinetikajaval.

2.3 Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszképia

A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopia az optikai Kerr-effektusra épiil, amelyet
roviden ugy lehetne Osszefoglalni, hogy nagy intenzitasu lézerimpulzus hatdsara az adott anyag
elforgatja a polarizalt fény polarizacios sikjat. Ez a hatds az adott anyagtol fiigg; nagyon erds Kerr-
effektus figyelheté meg példaul CSz-ben, vagy benzolban, de ennél joval gyengébb az elforgatas
mértéke példaul tivegben.

A berendezés mitkddésének elve lathato a 2.8 abran®®: a 1ézererdsitdbél kijove lézernyalabot 50/50
% aranyban osztjuk meg. Az egyik része atmegy egy BBO kristalyon, amelyben megvaldsul a
frekvenciakétszerezés. Ez szolgal majd az S kiivettaban talalhato minta gerjesztéséhez. A keletkezd
fluoreszcencia két Cassegrain-objektiven keresztiil athaladva jut a K-val jelolt Kerr-ablakhoz, ami
lehet benzol, CS2 vagy Suprasil iiveg. A Cassegrain objektiv azért volt hasznos ebben az
elrendezésben, mert hatékonyan gytijti be a fluoreszcens fényt, amelyet parhuzamosit, a kovetkezd
a Cassegrain objektivvel pedig hatékonyan tudtuk lefokuszélni a fluoreszcens nyalabot a Kerr-
kapura. Mivel a P1 és P2 polarizatorok keresztallasban vannak, a fluoreszcencia csak akkor halad
at a P2-es polarizatoron, ha 1étrejon a Kerr-effektus, azaz ha a Kerr-kapu az intenziv 1ézernyalab
hatasara kinyilik. A 1ézerimpulzus okozta Kerr-hatas kovetkeztében az athalado fény elliptikusan
polarizaltta valik, igy egy része athalad a P2-es polarizatoron, ezt a fényt gytijtjiik be az Oz-as
Cassegrain objektivvel. A mérés soran a késleltetd egység mozgatasaval szabalyozzuk, azt, hogy a

Kerr-kapu mikor ,,nyisson” ki a gerjeszté impulzushoz képest.

st i giif-e

A2 plate .
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2.8 abra: A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopiai berendezés elvi rajza (feliil) valamint a megépitett

berendezés fényképe (alul)

A megvalositas soran tobb technikai akadalyt kellett megoldanunk: az egyik legfontosabb a Kerr-
effektust megvalosito 800 nm-es lézernyaldb és a fluoreszcens nyalab térbeli atfedésének
megoldasa volt. Ezt végiil tigy oldottam meg, hogy a 1ézernyalabot egy kis tiikorrel — amelyet a
Cassegrain-objektivre ragasztottam — iranyitottam a Kerr kapura (lasd 2.9-es abra). A pontos
beallitashoz egy 100 mikronos aperturat hasznaltam: amikor 1ézer és a fluoreszcens nyaldb is
atment az aperturan, akkor az apertara helyére visszaraktam a Kerr-anyagot. A kisérlet beallitasat
mindig széndiszulfiddal (CS>) kezdtem, a 1ézernyalab ugyanis jelentds Kerr-hatast hoz 1étre ebben
az oldatban. A 2.10-es abran ugyanakkor laszik, hogy Kerr-effektus tobb mint 1 ps-ig fennmarad,
a mérésiink id6felbontasa ilyen esetben tehat valamivel tobb, mint 1 ps. Rovidebb az id6felbontas

benzol vagy Suprasil lemez esetében, de a fluoreszcens fotonok szama is kevesebb.
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2.9 abra Cassegrain-objektiv, a 45°-ban felragasztott pick-up tiikorrel. A jobboldali abran az alkalmazott Kerr-anyagok
id6felbontasanak osszehasonlitasa. (Forras: Laptenok, Niirnberger, Lukacs and Vos, in: Fluorescence Spectroscopy
and Microscopy Methods in Molecular Biology Volume 1076, 2014)

26



a.sz.lukacs 122 23

Egy elfogadhatdo kompromisszumként a legtobb mérésiink soran benzolt alkalmaztunk Kerr-
anyagként, ebben az esetben az idéfelbontas ~ 500 fs volt, amely a dolgozatban bemutatott
folyamatok soran elegendének bizonyult.

A miszert egy a fotolidzon végzett FRET méréssel teszteltiik: a fotoliazban a metil-
tetrahidrofolat (MTHF) antenna segiti a javitas hatékonysaganak novelését, az antenna extinkcids
egylitthatoja mintegy Otszor nagyobb, mint a FAD abszorpcidéja ugyanebben a régidban. A
folyamat soran az MTHF elnyeli a fényt és FRET segitségével adja at energiajat a FAD-nak. A
FRET hatasfok szamitisa érdekében megmértik az MTHF élettartamat oldatban, illetve a

fehérjében.
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2.10 abra A) Vad tipust fotolidz spektruma mérése kiilonb6z6 késleltetéseknél. A gerjesztési hullamhossz (390 nm)
az MTHF antennat és a FAD-ot is gerjeszti, 460 nm koriil talalhatd az MTHF emissziés maximuma, a FAD
emisszios maximuma ~ 510 nm-nél figyelhetd meg. B) A 450 nm-nél megfigyelt kinetika csak az MTHF

ey

A fluoreszcencia ¢lettartamok ismeretében a FRET hatasfok kiszamitasa nagyon egyszerii a
kovetkezd képlet segitségével:

E=1- TTD—A, ahol a tpaa donor élettartama az akceptor jelenlétében, a tp pedig a donor élettartama
D

akceptor hidnyaban. Oldatban az antenna élettartama tmtHr = 354 ps, a fehérjében viszont 23 ps
volt. Ennek megfeleléen a szdmolt FRET hatasfok 93.5 % -nak adddott. Ismerve azt, hogy az
antenna és a FAD kozel merdleges egymasra, ki tudtuk szamolni a kozattiik levo tavolsagot, amely
17.53 A-nek adddott, ami megfelel a rontgenkrisztallografidval megfigyelt értéknek, a teszt tehat

egészen jol sikertilt.
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2.4 Infravoros tranziens abszorpcios spektroszkopia

Az aldbbiakban ismertetett méréseket a Ruherford Appleton Laboratory, Central Laser
Facility Lasers for Sciences nevii kutatéintézet ULTRA nevii berendezésén végeztiik el®2. Az
ULTRA kozponti eleme egy 10 kHz-es ismétlési frekvenciaval miikddo 1ézer a francia Thales nevii
pumpa ¢és préba impulzusokat a litvan Light Conversion nevii cég frekvencia konvertalo
berendezése (OPA= Optical Parametric Amplifier) hozza létre. A detektalas két egyenként 256
pixellel rendelkezé higany-kadmium-tellurium (MCdTe) detektor segitségével valosul meg; ez a
rendszer legkdltségesebb része. Egy pixel felbontasa kériilbeliil 3 cm™- nak felel meg.

A tranziens infravords abszorpcids rendszer elve mitkddési elve nagy mértékben hasonlit a lathatéd
tartomanyban miikodo tranziens abszorpcids rendszerhez. Alapesetben a Thales 1ézert hasznaltuk
a pumpa &s a probaimpulzusok eldallitdsdhoz egyarant, a méréseink tulnyomo részében 450 nm-es
pumpaimpulzust és egy ~ 6500 nm-re centralt probaimpulzust hasznaltunk. A késleltetést ebben az
esetben is egy gyors Newport delay stage és egy retroreflektor segitségével valositottuk meg. A

vizsgalt id6tartomanyt ennek megfelelden a delay stage hossza hatdrozta meg, és 3 ns-nak adodott.

t]
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2.11 abra A tranziens infravords abszorpcios spektroszkopiai rendszer egy igynevezett pumpa-proba modszer, vagyis
elészor gerjesztjiik (ez a pumpa) a mintat, majd egyre novekvo késleltetéssel vilagitjuk at a proba nyalabbal. Ez alapjan
id6 fiiggvényében szamolhato az abszorpciovaltozas. (forras: Greg Greetham, személyes kozlés)

A spektrum alakjat illetden az 2.12 abra ad eligazodést: azok a csticsok, ahol a mintdnak volt

abszorpcidja a gerjesztést megeldzden is, negativ eldjellel jelennek meg a spektrumban (ezeket a
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szaknyelv ,,bleach”-ként nevezi), azok a csucsok viszont, amelyek a gerjesztést kovetden jottek

1étre pozitivak lesznek (ez utdbbiakat tranzienseknek vagy indukalt abszorpcionak hivjuk).
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2.12 abra Az infravords abszorpcidvaltozas modellje

Mintatarto, minta mozgatas

Az infravorGs tranziens abszorpciés mérések egyik kritikus eleme az alkalmazott
mintatartd, valamint a minta mozgatas. Méréseink sordn az ugynevezett Harrick mintatartokat
alkalmaztuk, amelyek esetében a mintat két kor alaka — egyenként 2 mm-es CaF. lemez kozé
helyeztiik; a két lemezt egy 50 um vastagsagu tavtartd valasztotta el egymadstol. A hasznalt minta
mennyisége mindossze 50-70 pl volt, azokban az esetekben, amikor a mintat nem aramoltattuk. A
legtobb esetben, annak érdekében, hogy minden 1ézerimpulzus friss mintat gerjessze, ezért a mintat
egy perisztaltikus pumpa segitségével aramoltattuk. Ezekben az esetekben mintegy 500-600 pl

mintara volt sziikség.
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2.13 abra A bal oldalon az infravords tranziens abszorpcids rendszerben hasznalt mintatartd lathato, a jobb oldalon

egy termosztalhato Harrick mintatart6 1athato.
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3. Fotoindukalt elektron transzfer flavoproteinekben®

A fotoindukalt elektron transzfer jol ismert folyamat a fotokémidban, amelynek soran, ha

egy molekulat fénnyel gerjesztiink, az a kornyezetébdl egy elektront von el. Ez a folyamat gyakori

oka a fluoreszcencia megsziinésének vagy mas néven kioltdsanak, sok esetben ugyanis a gerjesztett

allapotban levé molekula egy elektront von el kdrnyezetébdl, aminek kdvetkeztében megsziinik a

gerjesztett allapot, vagyis a fluoreszcencia gyorsabban eltiinik.

REDUKTIV ELEKTRON TRANSZFER
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3.1 abra Az elektron transzfer folyamata elektron donor (balra) és elektron akceptor esetében (jobboldali

abra). (Forras: Bernard Valeur, Molecular Fluorescence)

A 3.1 abran lathato a fényindukalt elektron transzfer két esete: az els6 esetben a gerjesztett

allapotban levé molekula egy elektront kap egy elektronban gazdag kozeli molekulatdl. Ezen a

moddon az akceptor molekula anionos gyokké a donor molekula pedig kationos gyokké valik. Az

ellentétes esetben a gerjesztett molekula egyben az elektron donor is, igy a gerjesztést kdvetden

atad egy elektront a kozelben levo akceptornak. A gerjesztett molekula (dtmenetileg) ilyen moédon

kation gyokké, az elektron akceptor pedig anionos gyokké alakul. Az irodalomban szamos elektron

1 Az ebben a fejezetben ismertetett eredmények a Lukacs et al., J. Phys. Chem B. (2012), Lukacs et. al JACS (2014),
Nag, Lukacs, Vos, Chemphyschem (2019), Pirisi K et al, Photochem Photobiol Sci (2021) kézleményekben jelentek

meg.
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donor ismert, mint példaul a naftalin, az antracén, pirén vagy perilén, elektron akceptorként ismert
példaul a 9,10 dicianoantracén.

Nagyon gyakran elektron akceptorként viselkednek a flavinok is, ezekre ugyanis altalaban
igaz, hogyha gerjesztett allapotba keriilnek, akkor a kornyezetiikbdl elektront vesznek fel*34. A
folyamat nem csak fehérjékben, hanem még oldatban is megfigyelhetd: a flavin-adenin-dinukleotid
(FAD) esetében a gerjesztést kovetden a ribitil lanc végén talalhaté adenin gytriirdl egy elektron
,wugrik” az izoalloxazin gytriire. Ez az oka annak, hogy az FAD esetében két fluoreszcencia
¢lettartam figyelhetd meg, egy hosszt 3 ns kortili, illetve egy nagyon révid 9 ps koriili. A hosszabb
az adenin kozel helyezkedik el az izoalloxazin gyirtihdz)>.

A flavoproteinekben lejatszodd elektron transzferr6l az 1999-es év kémiai Nobel-dij
nyertese Ahmed Zewail szamolt be elészor, aki gliikoz oxidazban figyelte meg a jelenséget®.
Zewail a Nobel-dijat a kémiai reakciok femtoszekundumos spektroszkopiaval valé megfigyeléséért
kapta, igy nem csoda, hogy neki sikertilt els6k kozott megfigyelnie a flavoproteinekben lejatszodo
elektron transzfer folyamatot; fehérjékben ez a jelenség ugyanis nagyon gyorsan, mondhatni
,ultragyorsan” megy végbe. Ez az oka annak, hogy a gliikdz oxidazt sokszor emlitik ugy, mint egy
olyan flavoprotein, amelyik nem képes fluoreszcenciara. Zewail és Zhong mérései szerint azonban
a fluoreszcencia a gliikkoz oxidazban is megfigyelhetd, de csak tranziens modon, nagyon rovid
ideig.

Ny 4
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3.2 abra A gliikoz oxidaz szerkezete. Az FAD koriil (narancs) a potencialis elektron donorok (kézeli

triptofanok és tirozinok) vannak kiemelve. (pdb: 1CF3)
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Zewail kovetkeztetése szerint a gliikoz oxidazban (3.2 abra) valamelyik kozeli triptofan az
elektron donor: a révid tavolsag az oka a hatékony elektron transzfernek és egyben a fluoreszcencia
gyors kioltasanak is.%® Sajat kisérleteink ezzel szemben azt igazoltak (lasd a fejezet késobbi
részében), hogy az elsddleges elektron donor valamelyik kézeli tirozin — az elhelyezkedésbol
adodoan valosziniileg Y68. Lathato és infravords ultragyors tranziens abszorpcios kisérleteinkkel
ugyanis sikeriilt kimutatni a tirozin kation gyok kialakulasat®’*8, A gerjesztést kdvetd kozel 1 ps
alatt az egyik tirozinrdl egy elektron a gerjesztett flavinra ugrik, igy jon 1étre az anionos FAD és
tirozin kation gyok par (FAD® — TyrOH*"). Egy kovetkezd 1épésben a flavin a tirozin kation gyok
protonalja a flavint, aminek kovetkeztében kozel 4 ps alatt 1étrejott a semleges flavin és tirozin

gyok par (FADH® - TyrO®)

& (mM'em™)

300 400 500 600 700
A {nm)

3.3 abra A FAD abszorpcios spektrumai oxidalt, anionos gyok és semleges gyok allapotaban, valamint a

triptofan és a tirozin gyokok spektrumai

A gliikdz oxiddzban végbemend elektron transzfernél sokkal gyorsabb folyamatot sikertilt
megfigyelni flavodoxin esetében, amelyben az FMN-hez kozel elhelyezkedd tirozin az elektron
donor. A flavodoxinban rdadésul, a fotoindukalt elektron transzfer folyamata kevesebb mint 200
fs alatt valosul meg, ezt els6ként Mataga és munkatarsainak sikeriilt megfigyelni fluoreszcencia
139

upkonverzios mérések segitségével™. Az altaluk alkalmazott tranziens abszorpcios rendszer
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idoéfelbontasa 100 fs kozeli volt, igy méréseink esetében nem sikeriilt ilyen pontos méréseket
végezniink, elértiik ugyanis a rendszer idéfelbontasanak hatarat*C,

Fontos megfigyelés, hogy a flavoproteinek esetében a forditott logika is miikodik: ha sikertiil
,megszabaditani” a flavin kérnyezetét a potencialis elektron donoroktdl (elsdsorban triptofantol és
tirozintdl) akkor novelni lehet a flavin fluoreszcencia kvantum hatasfokat. Egy amerikai
kutatocsoport a bakterialis MurB enzim moédositasaval egy flavin alapu (vagyis nem GFP analdg)
fluoreszcens fehérjét hozott 1étre, amelyet LucY-nak (Lucigen Yellow) neveztek el*l. A Lucy
kvantumhatasfoka 40 szézalék koriil van, amelyet gy sikertilt elérni, hogy a FAD koriili lehetséges

elektron donorokat (triptofanokat és tirozinokat) eltavolitottak.

3.1 Fotoindukalt elektron transzfer szerepe a fehérje funkciéjaban

A fotoindukalt elektron transzfer jelenségét kiilon izgalmassa teszi az, hogy szamos olyan

flavoprotein van, amelyek esetében az elektron transzfer az adott fehérje funkcidjaban jatszik
kulcsszerepet (a gliikoz oxidaz vagy a flavodoxin esetében ez ugyanis nem funkcionalis). llyen
fehérjék a korabban mar emlitett Kriptokromok, vagy ugyanebbe a fehérjecsaladba tartozo
fotolidzok. Mindkét fehérjecsalad esetében a fény abszorpciot kdvetden egy tobb 1épéses elektron
transzfer kaszkadra kertil sor, amelyben harom koézeli triptofan vesz részt.
A fotolidzok esetében érdekes részlet, hogy a tisztitast kovetden a flavin félig redukalt allapotban
(FADH") van, a DNS szal javitasara viszont csak abban az esetben keriil sor, ha teljesen
redukalodik. Ez szintén fotoindukalt elektron transzfer segitségével valosul meg: a gerjesztést
kovetden a flavin egy elektront von el a legkozelebbi triptofanrol, aminek kovetkeztében
redukalodik. A toltéshiany 30 ps alatt ,,végigfut” a triptofanokon és a terminalis triptofan mintegy
200 ns-ig kationos gyok allapotban marad, ezt kdvetéen keriil sor a deprotonalodasara?+4243,

A kriptokromok esetében nagy altalanossdgban elmondhato, hogy a flavin kezdetben
oxidalt allapotban van. A gerjesztést kovetden néhany 100 fs alatt a legkozelebb esd triptofanrol
egy elektron ,,ugrik” az izoalloxazin gytriire, amelynek kovetkeztében a flavin anionos redukalt
allapotba (FAD™) keriil a triptofan pedig oxidalddik (TrpH™). A folyamat megfigyelésében nagy
segitséget jelent, hogy a flavin redox allapotai de ehhez hasonldan a triptofan gyokok is, jol
megkiilonboztetheté abszorpcios  spektrummal rendelkeznek (lasd 3.3 abra), amelyek

segitségilinkre vannak a spektralis modellezés soran.
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A kriptokrom/fotolidz esetében megismert miikodés nyoman logikusnak tiint az az
eléfeltevés, hogy a fotoindukalt elektron transzfernek nemcsak ebben az esetben, hanem mas
fotoaktiv flavoproteinek esetében (BLUF domén fehérjék, LOV fehérjék) is funkcionalis feladata
van. Ahhoz, hogy ennck megvaldsulasat vagy ennek a hianyat bizonyitani tudjuk, sziikség volt a
flavin kiilonb6z6 gyokallapotainak abszorpcids spektrumainak (a lathato tartomanyban) illetve

vibracioés markereinek meghatarozasara.

3.2 Semleges és anionos flavin gyok spektralis tulajdonsagainak karakterizalasa

Annak érdekében, hogy a gerjesztést kovetd elektron transzfer 1€péseket, és a megjelend
gyokoket azonositani tudjuk, sziikséges azok spektralis tulajdonsagainak és vibracios markereinek
meghatarozasa. Id6rendi sorrendben eldszor a teljesen redukalt FAD majd a semleges flavin gyok
vibracios markereit sikeriilt meghataroznom.

A tranziens infravords abszorpceids mérések soran az egyik nehézséget az okozza, hogy a
mintat két CaFz lemez kozé helyezzﬁk amelyhez (tipikusan) egy 50 um-es tavtartot hasznalunk.
0.5 mM). Ennek megfelelden, hogy a semleges flavin gyok vibracios modusait meghatarozzuk
nagy koncentracioban lett volna sziikségiink fotoliazra vagy gliik6z oxidazra. Ezt késébb sikertilt
megvalositanunk, de els6 megkdzelitésben, a magas koncentraci6 elérése érdekében, meg azért,
hogy a kisérleti eredményeinket direkt mdédon tudjuk Osszehasonlitani DFT szamitasainkkal,
elészor Azaria Eisenberg modszerét** kovetve egy metil csoportot kapcsoltunk a flavin N5
atomjahoz, igy sikeriilt oldatban (is) stabilizalnuk a semleges gydk allapotot (3.4 abra). Ez
onmagaban nagy siker volt, a semleges ¢és anionos flavin gyok karakterizdlasdhoz mindenki

4 145,46

fehérjében stabilizalt flavin gyokoket haszna A teljesen redukalt allapotot ennél

lényegesebben (FADH-, FADH,) konnyebben el tudtuk allitani natrium hidroszulfat titralassal®’.
)@N II X XX, po1
I
H

3.4. abra A) Semleges gyok (FADH") B) Metilalt semleges flavin gyok (FAD(CHz)®) C) Anionos flavin gyok FAD®~
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Ezt kovetéen TRIR méréseket végeztiink a metilalt flavin gyokokon és flavodoxinon; ez utébbiban

fotokémiai redukalassal sikertilt stabilizdlnunk a semleges gyoko

t46, amely az alabbi abszorpcios

spektrumokbol jol latszik. A tranziens infravords mérések soran négy dominans modust figyeltiink

meg 1514, 1528, 1595 és 1628 cm™-nél, amely mindkét flavin esetében megjelent. A flavodoxin

esetében az 1514 cm™ modus eltiint. A DFT szamit4saink alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy ez a

frekvencia az NsH csovaldo modusnak felel meg, tovabbi szamitasaink — amikor viz molekulakat

helyeztiink el a C4=0 és a C2=0 karbonilokhoz kozel

— azt mutattak , hogy érzékeny a hidrogén

kotésekre, azok erésodésével az intenzitasa jelentésen csdokken®.
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3.5 4bra A fels6 sorban a semleges flavin gyokok UV-Vis abszorpcids spektruma lathatd, valamint a metilalt

flavinok infravords tranziens abszorpcios spektruma 3 ps-nal.

Ezek kozos jellegzetessége a 450-600 nm kozott

megfigyelt platd; ennek a megjelenése minden esetben semleges gyok 1étrejottét jelzi.

36



a.sz.lukacs 122 23

A legintenzivebb vibraciés modus az 1528 cm™-nél megfigyelt ,bleach”, amely az dsszes mérés
esetében dominans maradt. A DFT szamitasaink alapjan ez a frekvencia az izoalloxazin gytrt I-es
gytiriijének C-C rezgésébodl valamint C4aNs és a C10aN1 atomok nyujtorezgéseibél adodik.
Gliikoz oxidaz esetében ezt a vibracios modust 1530 cm™-nél  sikeriilt megfigyelniink*?; ebben az
esetben fotokémiai modszerrel*® sikeriilt a FAD félig redukalt allapotat stabilizalni.

Natrium szulfattal valo titralas segitségével sikeriilt a FAD anionos gyokét (FAD™) is 1étrehoznunk
gliikéz oxidazban. Ebben az esetben az 1517 cm™-t sikeriilt vibracios markerként meghataroznunk.
Ezt a vibracios modust masoknak is sikeriilt kriptokromokban megfigyelni FTIR segitségével 450,
A FAD anionos és semleges gyokeihez tartozd vibracios markerek azonositasa a fotolidzban és a
BLUF domén fehérjékben lezajlodod elektron transzfer folyamatok leirdsa soran jatszott fontos

szerepet.

3.3 Tirozin gyokok vibraciés markereinek azonositasa

A tirozin gyokok vibracids markereinek ismerete kiilonos fontossaggal bir a BLUF domén
fehérjék esetében; a fotoaktiv flavoproteineknek ennél a csoportjandl ugyanis egy kozeli tirozin a
lehetséges elektron donor®'™°. Az elektron transzfer folyamat megfigyelése érdekében tehat nagy
segitséget jelent, ha kozvetlen modon sikeriilne megfigyelni a tirozin gyokok kialakulasat. A tirozin
kation gyok kialakulasanak kozvetlen megfigyelése egészen a kdzelmultig nem volt lehetséges.
M¢ég a II-es fotorendszerben sem sikeriilt megfigyelni tirozin kation gyokat, pedig jol ismert, hogy
a Tyrz ebben az esetben masodlagos elektron donorként viselkedik, €s ebben az esetben eldszor
elektron transzferre majd egy proton transzferre keriil sor. A tirozin kation gyok megfigyelésének
nehézsége mogott az all, hogy a tirozin kation gyok (TyrOH™) pK értéke — 2 koriil van, vagyis
nagyon rovid ideig létezik csak és nagyon gyorsan deprotonalddik. Erre a problémara a
kozelmultban talalt megoldast Marten Vos — egykori mentorom egyben jelenlegi kollaboracios
partnerem — aki a Trmfo nevll flavoenzimben figyelte meg a tirozin kation gydk kialakulasat
ultragyors tranziens abszorpcié segitségével®®. A Thermus thermopilusban taldlhato Trmfo tobb
szempontbdl is kiilonlegesnek mondhato: a flavinhoz kdzeli cisztein kovalens kotést képez a FAD-
dal, és szemben a Bacillus subtilisb6l szarmazo Trmfo-val amelyben az addukt a tisztitast kovetd
orakban disszocialodik, a T. thermophilusbol szarmazé Trmfo-ban az addukt stabil marad, a fehérje

pedig gyengén fluoreszcens, a fluoreszcencia élettartam 1.2 ps koriil van. Egy masik 1ényeges
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kiilonbség a B. subtilis Trmfo-val szemben, hogy ennek a fehérjének ismert a szerkezete és ez Oriasi
elény volt a kisérletek megtervezésénél és értelmezésénél. A kisérletek a C51A Trmfo mutanson
lettek kivitelezve, igy a folyamat fotokémidja a tirozintdl induld elektron transzfer iranyéaba lett
eltolva. Ahogy a szerkezeten is latszik a FAD izoalloxazin gytiriije parhuzamos a tirozin sikjaval,
a tirozin és a FAD kozotti tavolsadg minddssze 3.9 A ami nagyon hatékony elektron transzfert
feltételez. Marten Vos és munkatarsai ultragyors tranziens abszorpcios méréseket végzett a lathato
tartomanyban és megallapitottak, hogy a tirozin kation gyok a gerjesztést kdvetden 1.1 ps alatt jon
1étre, ezt kdvetden pedig mintegy 3 ps alatt deprotonalodik. A tranziens abszorpcios spektrumok
spektralis dekompozicdjaval sikeriilt meghatarozni a tirozin kation gyok spektrumat a lathato
tartomanyban®®.,

A sikeres tranziens abszorpcios kisérleteket kovetden vetddott fel, hogy ezeket kisérleteket

az infravoros tartomanyban is megismételjiik és igy azonositsuk a tirozin gyok vibracidos modusait.

20000 -
—— FAD
15000 - FAD™
—— FAD'-FAD,,
FADH"
10000 - 3 ps fazis
TyrOH™*
§ 5000
s
[\) .
0 ===
-5000
-10000
T L T b T ) T | |
400 450 500 550 600 650

Hullamhossz (nm)

3.6 abra Az éabra baloldalan T. thermophilusb6l valé Trmfo flavin kozeli szerkezete. A jobb oldalon a spektralis
dekompoziciéval meghatarozott tirozin kation gy6k spektrum (zold). (Nag et al., JACS, 2017)

A TRIR kisérletek soran két Trmfo mutanst vizsgaltunk, a C51A és a C51AY343F mutansokat. Ez
utdbbi esetében a tirozin egy fenilalaninre lett cserélve, igy ez nem volt képes elektron transzferre,
ennek koszonhetéen sem a FAD gyokok, sem tirozin gyokok nem figyelhetéek meg, ahogyan ez a
3.7 abran lathato.
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3.7 abra Infravoros tranziens vords spektroszkopiai mérések a C51AY343F (A) és a C51A (B) mutanson. A tirozin
mentes mutans esetében (A) a flavin megszokott TRIR spektruma lathato a tirozint tartalmazé mutans esetében (B) a
spektrumban addicionalis csticsok jelennek meg az 1450-1530 cm'! tartoméanyon

A C51A mutans esetében az elsddleges elektron donor a 343-as pozicidban talalhato tirozin; a két
mutans spektrumai kozott a kiillonbség latvanyos. A tirozint nem tartalmaz6é mutans esetében a
tranziens abszorpcidos spektrumok leginkabb az oxidalt FMN spektrumahoz hasonloak: a
spektrumban az ismert dominins médusok, 1640 cm™ és 1705 cm™ valamint a gerjesztett allapot
modusai figyelhetéek meg 1380 cm™ és 1420 cm™-nél. A tirozint tartalmaz6 mutans esetében a
spektrum  joval komplexebb és latvanyos  kiilonbségek  figyelhetdek  mindkét
frekvenciatartomanyban. Az 1547 cm™-nél megfigyelt kinetikabol jol latszik (3.8 D 4&bra), hogy
amikor a tirozin jelen van, az alapallapotba vald visszatérés sokkal gyorsabb, mint abban az
esetben, ha a tirozin nincs jelen; ez tdmasztja ala azt a feltevésiinket, hogy a tirozin valdban az
elsddleges elektron donor a Trmfo esetében.

A 800 fs-nal felvett differencia spektrumok esetében a legmarkansabb kiilonbség az 1480-1500
cm?, valamint az 1510-1530 cm™ tartomanyban megjelend tranziensek esetében figyelhetd meg.
Annak érdekében, hogy ezeknek a tranzienseknek az eredetét azonositsuk tobb fajta elemzést
végeztiink el: a C51A mutanson eldszor globalis illesztést végeztiink szekvencialis folyamatot (A
— B — C) feltételezve. Illyen modon harom EAS (Evolutionary Associated Spectra) spektrumot
sikeriilt megkiilonboztetni, 1 ps, 3 ps és 50 ps-os idéallandokkal. Az 50 ps-0s spektrum

39



a.sz.lukacs 122 23

gyakorlatilag a végs6 vagy aszimptotikus spektrum, ezen a tartomanyon kiviil ugyanis mar nem
figyelheté meg a spektrumokban semmilyen valtozas. Az 1 ps-hoz és a 3 ps-hoz tartoz6 EAS
spektrumok azonban igen informativak, a globalis illesztés segitségével sikeriilt szétvalasztani az
1480-1500 cm™ és az 1510-1530 cm™ tartoméanyban talalhat6 kiszélesedett tranziens csticsokat és
felett megjelend két csucs, az 1515 cm™ és az 1528 cm™ a FAD anionos és semleges gyokének
felelnek meg az el6z6 fejezetben targyaltak alapjan. A megfigyelt szekvencia megfelel a
varakozasainknak: a gerjesztést kovet6en eldszor az anionos FAD gyok (FAD™) jon 1étre majd ezt

koveti a semleges gyok (FADH") kialakulasa.
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3.8. abra A) A C51A és a C51AY343F Trmfo mutans TRIR spektruma 800 fs-os késleltetésnél B) A C51A mutans
esetben a globalis illesztés altal szamitott EAS spektrumok. Az 1 ps és 3 ps-hoz tartozd spektrumok esetében
markansan szétvalnak az 1515 cm™ és az 1528 cm™ flavin csticsok, ami az anionos és a semleges flavin gyok
szekvencialis megvalosulasat mutatja C) A C51A muténs esetében megfigyelt egyedi kinetikak 1515 és 1528 cm™-
nél. Az 1515 cm*- nél megfigyelt cstcs a gerjesztéssel egy id6ben indul, az 1528 cm™ csics viszont ehhez képest par
pikoszekundummal késébb alakul ki. D) A C51A és C51AY343F mutans esetében megfigyelt egyedi kinetikak 1547
cml-nél. A tirozint tartalmaz6 mutdns esetében a FAD gyorsabban tar vissza alapallapotba, mint a tirozin mentes
mutans esetében, vagyis a tirozin az elsddleges elektron donor.
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A két frekvencianal megfigyelt egyedi kinetikakat elemezve latszik, hogy az anionos gyok
gyakorlatilag a gerjesztéssel egyiitt jon létre. Ez eltér a lathato tranziens abszorpcidval végzett
kisérletekhez képest, ahol az anionos gyok és ennek megfelelden a tirozin kation gyok kozel 1 ps
alatt jott 1étre. Ez leginkabb azzal magyarazhatd, hogy a gerjesztéshez kozeli idok esetében az
infravoros tranziens mérések idéfelbontasa rosszabb, mint a hasznalt lathato tranziens abszorpcios
rendszeré. Az 1528 cm™-nél detektalt kinetika esetében megfigyelhetd, hogy ennek a tranziensnek
a kialakulasahoz kozel 1 ps-ra van sziikség, ami egybeesik a globalis illesztés altal meghatarozott
idéallandoval. Az 1480-1500 cm™ koriili tranziens csticsot megfigyelve a globalis illesztés ebben
az esetben is két csucsra valasztotta szét a 800 fs-ndl megfigyelt széles tranzienst. A lathatd
tranziens abszorpcios méréseknél megfigyelt szekvenciat figyelembe véve az 1483 cm™ tranziens
felel meg a tirozin kation gyoknek. A gerjesztést kovetden ugyanis a FAD* — FAD' — TyrOH™"
gyokpar jon 1étre.
A FADH’ cstcs megjelenése viszont azt jelenti, hogy kovetkezd 1épésként a tirozin kation gyok
deprotonalodott, a proton pedig a flavin semleges gyok stabilizdldsaban vett részt, 1étrehozva a
FADH’ - TyrO® gyokpart.

Bar ez a 1épés valoszintisithetd volt — mivel tobb flavoproteinben megvaldsul — a lathatd
tranziens abszorpcios mérések soran nem sikeriilt megfigyelni®®, ez ugyanakkor jol ravilagit az

infravoros tranziens abszorpcios egyben a vibracids spektroszkopia elényeire.

3.9 abra Semleges tirozin gyok v7a vibracios modusa 1502 cm™-nél

A globalis illesztés segitségével egyuttal sikeriilt megallapitani a semleges tirozin gyok vibracios
modusat is, amely ebben az esetben 1502 cm™. Ez a modus mellesleg megfelel az irodalomban
talalhato értékeknek: DFT szamitdsok alapjan a fenoxil gyok valamint a semleges tirozin gyok

esetében a fenil gylirii v7a (CO) nytjté modusanak (1asd 3.9 4bra) frekvenciaja 1505 cm? illetve
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1510 cm™ 578 Bacillus cereusbol valé ribonukleotid reduktaz esetében a semleges tirozin gyok
Raman spektroszkopidval mért frekvencidja szintén 1502 cm™, Synechocystis sp. PCC6803
fotorendszer II esetében a Tyrp' illetve Tyrz" FTIR-rel mért frekvencidja 1503 cm™ és 1512 cm™

volt °°,

3.4 Tirozin és triptofan gyokok azonositasa gliikoz oxidazban

A tirozin kation gyok Trmfo-ban valé azonositasat kovetéen Marten Vosszal ujra
nekilattunk a gliik6z oxiddz fotokémiajanak a leirdsdhoz és megvizsgaltuk kordbbi méréseinket az
uj eredmények tiikrében. Kordbbi munkdmban a spektralis illesztés soran a mért DAS
komponenseket a FAD anionos gyok valamint a triptofan kation gyok spektrumainak lineéris
kombinacidjaval kozelitettem®. Az igy kapott spektrum nem illeszkedett tokéletesen a mért
spektrumokra, de mivel akkor még nem volt ismert a tirozin kation gyok spektruma, ezt nem
sikeriilt figyelembe venni a kiértékelés soran. A gliikkdz oxidaz szerkezetét vizsgalva azonban
latszik, hogy a tirozinok elektron donor szerepe egyaltalan nem zérhato ki. Ennek megfeleléen ugy
dontottiink, hogy Ujra elvégezziik méréseinket eldszor lathatd tartomdnyban majd infravords

tartomanyban is és megvizsgaljuk, hogy megfigyelheté-e elektron transzfer valamelyik tirozintol.

3.10. abra Gliiko6z oxidaz szerekezete, amelyen a FAD-ot és a kromofor koriili potencialis elektron donorokat tiintettiik
fel. A tavolsagokat megfigyelve az elsédleges elektron donor jelolt az Y68 tirozin volt.

Elészor Kerr-kapuzott tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket végeztiink,

amelyekbdl jol latszott, hogy a FAD gerjesztett allapota a hatékony elektron transzfernek
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koszonhetéen nagyon gyorsan relaxalodik. A globalis illesztés harom komponenst eredményezett,
amelyeknek spektralis alakja azonban megegyezett. A populacié mintegy 70%-a 1 ps alatt
relaxalodik, egy jelentds populdcid 4ps alatt relaxaldédik és van egy hosszabb aszimptotikus

komponens.

25 - . 30 -

20

-

+ 530 nm

Normalizalt fluoreszcencia
=
1
SAS

5 0 5 15 20 25 450 500 550 600 650
1d5 (ps) Hullamhossz {nm)

3.11. abra Tranziens fluoreszcencia mérések gliikoz oxidazon. Bal oldalon az 530 nm-nél megfigyelt fluoreszcencia
relaxacidja latszik, jobb oldalon pedig a globalis illesztés altal meghatarozott spektrumokat és idéallandokat. (Nag,
Lukacs, Vos; ChemPhysChem, 2019)

A
0.005 +
D i o P
o W
0.005 »
5 [a)
<
A %]
0.010 H
B —— 445 nm
—— 490 nm
0.015 + —— 510 nm
573 nm
-0.020 e e e S a w2 T T T T T T T T T T
32 02 3 56 8 8 25 50 100 200 400 400 450 500 550 600 650
I1dé (ps) Hullamhossz (nm)

3.12. abra A bal oldalon az egyes hullamhosszak esetében megfigyelt egyedi kinetikak latszanak. A jobb oldals6 abran
a globalis illesztéssel kapott SADS (Species Associated Difference Spectra). Az illesztésbdl jol latszik, hogy az 1 ps
esetében megfigyelt spektrum a FAD gerjesztett allapotanak felel meg. A tobbi spektrum analiziséhez spektralis
modellezést hasznaltunk.
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A tranziens abszorpcids adatokon végzett globalis illesztés hasonld eredményre vezetett, a rovid
Ips és 4 ps-os iddallandok mellett azonban megjelent egy 37 ps-os komponens, amely nem
,latszott” a fluoreszcencia mérésekben (3.12 abra). Az 1 ps-hoz tartozo6 spektrum egyértelmiien a
gerjesztett allapot as az oxidalt allapot differencia spektrumanak (FAD*-FADox) felel meg.
Spektralis illesztéssel meghatarozhatd, hogy a 4ps-os és a 37 ps-os iddallandokhoz tartozéd
spektrumok milyen termékekbdl allnak Ossze. A 4ps-os spektrum illesztésénél azt hasznaltuk ki,
hogy a fluoreszcens tranziens mérésb6l megtudtuk, hogy a madasodik idéallandéhoz tartozéd
fluoreszcens spektrum az 1 ps-hoz tartozé spektrum 0.4-szerese. A keletkez6 gyokok spektruma
tehat konnyedén megtaldlhat6, ha levonjuk a 4 ps-hoz tartozo spektrumbol. A megmaradt spektrum
viszont mar az anionos flavin gyok és a tirozin (vagy triptofan) gyok spektrumanak linearis
kombinacidja. A szamitds utdn kapott spektrum alakja egyértelmien a tirozin kation gyodk
spektrumanak felel meg. Ilyen mddon sikeriilt azt igazolni, hogy az elektron transzfer sordn a
tirozin a dominans elektron donor, a gerjesztést kdvetden ugyanis ez keletkezik domindnsan. A 37
ps-os iddallandohoz tartozé spektrum spektralis dekonvoluciojabol kideril, hogy a flavin
protonalodik és 1étrejon a FADH® semleges gyok allapot, ez pedig ugy lehetséges, ha a tirozin

deprotonalodik és 1étrejon a semleges tirozin gyok (3.13 abra).
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3.13 abra A bal oldalon a 4 ps-os fazishoz tartozdé SADS spektrum modellezése lathatd. A FAD* allapothoz tartozé
spektrum Kivonasa utan az anionos gyok €és a tirozin gyok spektrumaval modellezhet6 a spektrum. A jobb oldalon a
37 ps-os fazishoz tartoz6 SADS spektrum lathat6, amelyben a FADH" a dominéns
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Azt kovetden, hogy lathato tranziens abszorpcios mérésekkel sikeriilt leirnunk az elektron
transzfer jelenséget gliilkdz oxidazban, Gjra infravords tranziens abszorpcids méréseket végeztiink,
az adatkiértékelés soran pedig felhasznaltuk a tirozin gyokoknek a Trmfo fehérjén végzett mérések
soran felismert vibraciés markereit. A 3.14 A abran a nyers mérési adatok lathatéak 1 és 100 ps
kozott, a B. abran a globalis illesztésbdl a kiilonbozé idéallandokhoz tartozé EAS spektrumok

lathatoak.
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3.14. abra A) Gliik6z oxidaz TRIR spektrumai kiilonb6z6 késleltetések esetén. A spektrumokban latszanak a flavin,
valamint a tirozin €s flavin gyokok vibracios modusai B) A globalis illesztésbdl szamolt id6allandok és az ahhoz
tartozd EAS spektrumok

A Trmfo-n végzett TRIR mérésekhez hasonldan, a gliikkoz oxidaz esetében is az 1ps-0S
idéallandohoz tartozéd EAS spektrumban mar megjelenik a két jellegzetes tranziens 1483 cm™ és
1515 cm? frekvencidkndl. A Trmfo esetében megfigyeltekkel és a tranziens abszorpcios
mérésekkel 6sszhangban ez a két frekvencia a tirozin kation és az anionos FAD gyokoknek felelnek
meg. A 3 ps-hoz tartozé spektrumban két 1j tranziens cstcs jelenik meg, 1490 cm™ és 1528 cm™.
Ez utobbi egyértelmiien a FADH" vibraciés markere. A vibracios spektroszkopia szenzitivitasat
mutatja, hogy a tranziens abszorpcids mérések soran csak késdbbi idéallandd esetén sikeriilt
kimutatni a semleges gyok jelenlétét.

A 1490 cm™ cstics meghatarozasa viszonylag egyszerti: a gliikoz oxidaz szerkezetét nézve az a

varakozas, hogy leginkdbb triptofan gyoktdl szarmazik. A PixD nevli BLUF domén fehérje

mutansain végzett kisérleteink soran egyértelmiivé valt (3.15 abra), hogy ez a cstcs valoban a
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triptofan kation gyok egyik vibracids modusa, ugyhogy ennek a gyok allapotnak a vibracios

markereként tudjuk alkalmazni vizsgélataink soran.
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3.15 abra Az abran a PixD nevii BLUF domén fehérjén végzett TRIR spektrumok lathatoéak 3 ps-nal. Az YBFWI1F
mutéans esetében a FAD kozeli triptofan és tirozin egyarant el lett tavolitva, a kapott spektrum a szokasos FMN
spektrumhoz hasonlit. Az Y8F muténs esetében az Y8 pozicidban levd tirozin lett eltavolitva, az Y8W esetében pedig
a tirozin helyett egy triptofan tallhatd, igy az elektron transzfer fel lett erésitve. Az 1519 cm™ hulldmszénal
megfigyelhetd tranziens abszorpcids cslics az anionos flavin gyoknek felel meg, az 1488 cm™-nél megfigyelt csics
viszont a triptofan kation gyok egyik rezgésével feleltetheté meg.

Ez a megfigyelés megegyezik korabbi DFT szamitdsokkal, amelyekbdl az allapithato meg,
hogy ez a frekvencia a fenol gytirii ®19a modusanak és a C2-C3 nyujté modusnak felel meg®®t, A
kozelmultban végzett rezonans Raman spektroszkopiai mérések azt allapitottak meg, hogy a
triptofan W5 modusa vizben 1497 cm™-nél jelenik meg, nehézvizben pedig 1488 cm™-nél. Ez
egybevag a mi megfigyelésiinkkel, mivel a glikéz oxidaz mintdk (is) nehéz vizben lettek
megmérve. A triptofan kation gyokot tranziens infravords abszorpcids meérések soran eldszor
Blanco-Rodrigez és munkatarsai®? hataroztdk meg azurinban. A mérés érdekessége, hogy
ugyanazon a TRIR rendszeren (ULTRA, Rutherford Appleton Laboratory, Central Laser Facility)
végezték, mint mi. Az altaluk meghatarozott két vibracios marker 1278 cm™ és 1497 cm™; az eltérés

abbol adodik, hogy mérés soran az azurin mintak DCM-ben lettek beoldva.
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A triptofan kation gy0k vibracios markerének ismeretében tehat megallapithato, hogy a gliikk6z
oxidazban az elsddleges elektron donor valdban tirozin, de a gerjesztést kdvetd néhany
pikoszekundumnal megfigyelhet6 a triptofan kation gyok megjelenése is.

A Trmfo-n és Gliikkoz oxidazon végzett méréseink soran sikeriilt meghataroznunk a tirozin kation

¢s semleges gyok, valamint a triptofan kation gyok vibraciés markereit.

Vizsgalt gyok Hulldamszam Rezgési modus

FADH’ 1528-30 C-C (I), C4aN5 és C10aN1
nyujtdo modusok

FAD™ 1515-1518

TrpH™" 1488-1490 D194, C2-C3

TyrOH™" 1483

TyrO’ 1502-1512 v7a (CO) nytjté6 moédus

3.1 Tablazat Flavin, triptofan és tirozin gyokok esetében meghatarozott vibraciés moédusok
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4. Fotoliazok funkcionalis dinamikajanak vizsgalata tranziens abszorpcios

spektroszkopiaval?

4.1 DNS karosodas UV-fény hatasara, és a fotoliaz javitasi mechanizmusa

A fotoaktiv flavoproteinek kozott kiilonleges helyet foglalnak el kriptokrom/fotoliaz
fehérjecsaladba tartozo fehérjék, amelyek szamos egzotikus funkciot képesek ellatni. A
kriptokrom/fotoliaz fehérjecsalad egyetlen ismert tagja sokdig a fotolidz volt, amelyrdl tobb mint
otven évvel ezeldtt fedeztek fel, hogy kék fény hatasara képes a DNS-ben 1étrejott hibak javitasara.
Claude S. Rupert és munkatarsai H. influanzae torzsbol kivont DNS-t vilagitottak meg UV fénnyel,
amelynek kdvetkeztében a transzformacios hatasfok jelentésen csokkent®®. Ezt kdvetden, az UV
altal karositott DNS-hez sejtmentes E. coli kivonatot adtak, majd kék fénnyel megvilagitottak.
Ruperték azt vették észre, hogy megvilagitas nélkiil az E. coli nem gyakorolt semmilyen hatast,
kék fény hatdsdra azonban a transzformacids hatasfok tizszeresére ndtt, amibdl arra kovetkeztettek,
hogy az E. coli tartalmaz egy fénnyel aktivalt enzimet, amelyet fényreaktivald enzimnek, késébb
pedig fotolidznak neveztek el.

A DNS javitas mechanizmusat végiil Aziz Sancar tisztazta, aki uttoré munkéjaért 2015-ben Kémiai
Nobel dijat kapott. Sancar és munkatérsai igazoltak, hogy UV fény hatdsara a DNS szalban karosito
reakciok mennek végbe. Ezek koziil a két legismertebb a ciklobutan pirimidin dimer (Pyr<>Pyr)
illetve a pirimidin-pirimidon(6-4) (Pyr[6-4]Pyr) kialakulasa, amelynek soran két egymast kovetd
timin primidin gytir{i kapcsolédnak egybe.

CHy mf

H
N

i CHy CH30
H\N)‘Jj i 3 uv "~y 5 A
O)\T\C@JN)\O - O)\T\(@\N/KO '

T-T T<>T T[6-4]T

4.1. abra. Az abran a pirimidin ciklobutan illetve a pirimidin-pirimidon (6-4) fototermékek
kialakuldsa lathat6. Hasonlo fototermékek alakulhatnak ki barmilyen két egymaést kovetd
pirimidin gytr( kozott: T-T, T-C, C-T és C-C esetében. (Forras: A. Sancar, Chem Rev, 2003)

2 Az ebben a fejezetben ismertetett eredmények a Lukacs et al., JACS (2008), Byrdin, Lukacs et al. J. Phys. Chem. A
(2010), Miiller et al. Chemphyschem (2016) cikkekben szerepelnek.
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A javitasi ciklus soran a hibas DNS-hez specifikusan kapcsolodott fotolidz kétszeresen
redukalt allapotban levé flavin kofaktora (FADH") egy elektront injektal a pirimidin dimerre,
aminek kovetkeztében a kotés felhasad. A fotolidzokat a javitott terméktdl fliggden ciklobutan
pirimidin dimer fotolidzok, a II-es tipust fotoliazok pedig a (6-4) fototermékek javitasat végzik el.
A fotoliazban azonban, az expresszalast és tisztitast kovetden a flavin a félig redukalt allapotban
van, aminek elsédleges jele a fehérje kékes szine. Klaus Brettel és Marten Vos kollégaim az
ezredfordulon fedezték fel, hogy lathatd fény hatdsara a flavin teljesen redukalodik, méghozza a
javitasi folyamatban megismerttél eltér6 modon. Az FAD egy elektrontranszfer kaszkad
segitségével redukalédik, amelyben az FAD-hez kézeli harom kozeli triptofan vesz részt?*. A
folyamatot fotoaktivacionak nevezték el, amelyet k6zos munkank soran az elmult néhany évben

sikeriilt részletesen jellemezniink*243:64.65,

A fotoliaz szerkezete

A fotoliazok olyan 450-550 aminosavbol allo globularis, monomer fehérjék, amelyek két
nemkovalensen kotott kofaktort tartalmaznak. Ezek koziil az egyik az eddig ismert tipusok
mindegyikében a flavin adenin dinukleotid (FAD), a masodik pedig vagy egy pterin (MTHF), vagy
egy deazaflavin (8-HDF) kromofor.

4.2. abra. Az E. coli fotolidz szerkezete. MTHF fotoantenna (kék), FAD kofaktor (piros), a
fotoaktivacioban fontos szerepet betdltd harom triptofan (lila).
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A katalizis az enzim-szubsztrat kotésre hatast nem gyakorl6 MTHF illetve 8-HDF

kofaktorok nélkiil is végbemegy®®®’

, jelenlétiik azonban jelentdsen (10-100-szoros mértékben)
megndveli a javitas sebességét?®. Ez annak kdszonhetd, hogy az MTHF vagy 8-HDF kofaktorok
extinkciés maximuma (400 nm koriil) jelentdsen nagyobb, mint az FADH™ kofaktoré (4.3. abra),
az igy abszorbealt energia pedig szintén eljut — fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel — a

flavin kofaktorhoz®6:68-70,
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4.3. abra. E. coli fotoliz abszorpcios spektruma. A 380 nm koriili abszorpcios csiucs az MTHF, az 500, 580
€s 625 nm-nél mért abszorpciods csticsok a flavin kofaktor abszorpcidjanak feleltethetoek meg. Az abszorpcids

spektrumon lathato, hogy a FAD félig redukalt allapotban van.
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Fotoreaktivacio illetve fotoaktivacio az E. coli fotoliazban

A fotolidzban két fotoindukalt elektrontranszfer folyamat megy végbe: a DNS javitast
végz0 fotoreaktivacio (vagy fotojavitas) illetve a flavin kofaktort redukalé fotoaktivacio.

A fotoreaktivacido soran egy kozeli UV/lathato foton altal indukalt folyamat zajlik le,
amelynek soran a ciklobutan-pirimidin kotés felhasad. A reakcid6 mechanizmusa a kdvetkezo: a
pirimidin dimerhez ko6t6dott fotoliaz antennaja (MTHF) elnyel egy UV/kék fotont, majd
fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel gerjeszti a kétszeresen redukalt allapotban talalhato
FADH -t (a flavin gerjesztése kozvetleniil is megtorténhet). A gerjesztett allapotban levd FADH -
1ol ~170 ps alatt egy elektron ugrik a Pyr <> Pyr gyfiriire’!. Mivel a ciklobutan 5-5 és 6-6 kotései
ezt kovetden mar sértik a Hiickel-szabdlyt, ennek megfeleléen a Pyr <> Pyr felbomlik két
pirimidinre. Ezt kdvetden az elektron ~560 ps alatt visszaugrik a félig redukalt allapotban levd
flavinra, amely ennek kovetkeztében Gjra a teljesen redukalodott (FADH™) allapotba kertil (1asd a

4.4. abra).
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4.4. abra. A fotojavitds mechanizmusa. A gerjesztést kovetden a teljesen redukalt flavinr6l egy elektron ugrik a
ciklobutan primidin dimerre, aminek a kovetkeztében a kotés felhasad. Ezt kdvetden az elektron visszakeriil a flavinra.

Egy kivétellel az 6sszes eddig izolalt fotolidzban igaz az, hogy a flavin kofaktor alapesetben
az FADH?® allapotban talalhatéo meg. Ahhoz azonban, hogy a fotoreaktivacié végbemenjen, a flavin

kofaktornak a kétszeresen redukalt FADH™ allapotban kell lennie. Még nem vilagos, hogy a FAD
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kofaktor természetes moédon teljesen redukaloédik-e in vivo, a FADH® azonban koénnyen

fotoredukalhaté a FADH™ 4llapotba egy "fotoaktivalasnak" nevezett folyamat soran.?47273

Trp drét

4.5. abra. Az izolalt fotoliazokban a flavin kofaktor félig redukalt allapotban talalhatd. A fotoaktivacid
soran a flavin kofaktor lathato fénnyel vald gerjesztést kovetden kétszeresen redukalt allapotba kertil. A
redukalas harom kozeli triptofanon keresztiil valosul meg (forras: Pavel Miiller, személyes kozlés)

Fény hatasara a FADH® , amely nemcsak az UV, hanem az egész lathato tartomanyban (majdnem
700 nm-ig) rendelkezik abszorpcidval, elvon egy elektront a kozeli (lasd a 4.5 abrat) W382
triptofanrol ~ 30 ps alatt.**%* Az elektronlyuk ezutan <30 ps alatt a fehérje felszine felé vandorol a
Trp-triadon keresztiil (W382-t61 W359-ig és tovabb W306-ig, itt Wa, Wg és Wc néven), kialakitva
a FADH™ WcH** part®. Egy masik tanulmany szerint e gyokpar kialakuldsa ~100 ps alatt
kovetkezik be™. A gydkpar ezt kovetden a WcH®* oldoszer felé torténd deprotonaldodisaval
stabilizalodik ~ 200 ns alatt (az oldészer viszkozitasatol és egyéb paraméterektél fiiggden)®. A
keletkezd6 FADH®*-WcH® gyok par milliszekundumos iddskalan rekombinalddhat, de ha a
semleges Wc- gyok kiilsé redukaloszerrel talalkozik a FADH® stabilizalodik és ujra elérhetd a
CPD-k fotojavitasahoz.

Az elmult két évtized kisérleti eredményei arra utalnak, hogy a FADox fotoredukcioja
FAD®*/FADH®-ra a kriptokromok aktivalasanak kezdeti 1épése is”>"". A FAD®" protonalasa (az
izoalloxazin gylirli N5 atomjanal) a fény altal indukalt elektronatadast kovetden a fehérjétdl és az
elényben részesitett fotoredukcios ttvonaltdl fliggden rendkiviil eltérd idéskalan valdsulhat meg:

<1 ns’®"9 és tobb masodperc®® kozott a ndvényi kriptokromokban, tébb szaz milliszekundum (~200
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ms) alatt a 6-4 fotoliazban®, vagy egyaltalan nem, példaul a rovar kriptokromokban’® . T5bb
publikécié alapjan ugy tinik, hogy a FAD®* protonalodas sebessége és a FAD izoalloxazin
gyurtijének N5 atomjaval szemben elhelyezkedd aminosav jellege kozott kdzvetlen kapcsolat van.
A novényi kriptokromokban (4.8 abra) ezen a helyen 1év0 aszparaginsav a jelek szerint néhany us
alatt kozvetleniil protonalja a FAD-ot, vagy bizonyos koriilmények kozott akar szub-ns id6skalan
beliil. Ha az N5-re néz6 aminosav egy aszparagin (ami a fotoliaz/kriptokrom fehérjék tobbségében
igy van), a FAD®* még mindig protonalédhat, de a protonnak a fehérje egy tavolabbi
komponensébdl vagy akar a kiils6 kozegbdl kell érkeznie, ami akédr 5 nagysagrenddel lassitja az

t81

anionos flavin gyok protonalodasat®. Nem vildgos, hogy az aszparagin milyen mértékben segiti

vagy akadalyozza a protonalddast. A rovar kriptokromokban az adott pozicidban egy cisztein van,

ami a jelek szerint teljesen blokkolja a protonalodast*®7®.

4.2 Fotoaktivacio triptofan nanodroéton keresztiil

Korabbi spektroszkopiai vizsgalatok kimutattak, hogy E. coli fotoliazban a Wsg triptofan
az elsédleges elektron donor®2, amely azonban nem marad oxidalt allapotban, mivel <4 ps alatt
redukalodik a Wasg altal®. Felmeriil tehat az érdekes kérdés, hogy a toltés valoban 30 ps alatt
atkertilhet-e a W306-0S triptofanra, ez ugyanis egy nagyon hatékony elektron transzfer folyamat és
ebben az esetben a tirptofan lanc egyfajta "drotnak" tekinthet6. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk, hogy a t6ltés melyik triptofanon helyezkedik el polarizalt tranziens abszorpcios
spektroszkopiat alkalmaztunk.

A W306F mutans fotoliazban a gerjesztést kovetd néhany pikoszekundum utani tranziens spektrum
(4.5 abra) nagyon hasonlo6 a vad tipus, a W382F illetve a W359F mutansok esetében megfigyelt
spektrumokhoz®%®, és megfelel a gerjesztett FADH®® 4llapotnak. Ez az allapot mono-
exponencialis médon 27 ps alatt relaxdlodik, hasonléan a vad tipusban és a W359F mutans
esetében megfigyeltekhez®2848°. A vad tipusu fehérje és a W359F mutans esetében is az elsddleges
donor a W382 triptofan, ilyen modon a relaxacio sebességét a FADH®**W382 — FADH W382°**
toltésszétvalasztasi reakcid hatarozza meg. Az izotrop korilmények kozott végzett tranziens
abszorpcidos mérések esetén a W306F mutansban a 27-ps fazist kovetéen megvalosuld
aszimptotikus spektrum nagyon hasonl6 alaku (4.5 abra), mint a vad tipusban kapott spektrum és

jol modellezhet a (FADH — FADH®) és a W*" spektrum osszegeként (a semleges triptofan nem
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abszorbedl a lathato tartomanyban). Mindezek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a kezdeti
FADH W*" képzOdés sebessége és hozama fliggetlen a W306 terminalis elektrondonor
jelenlététdl. Mivel a FADH W382°" allapot instabil és néhany ps alatt rekombinalodik, a W306F
muténs fehérjében a hossz életii allapotnak a FADH™ W359°"-nak kell lennie, igy a W382°*" W359
altali redukalodas stabilizalja a toltésszétvalast.

A 100 ps-os iddskalan a vad tipusu fehérje esetében a gyok a W359 vagy a W306 triptofanon is
elhelyezkedhet. A megkiilonboztetéshez polarizacios fotoszelekcios kisérleteket végeztiink, a
fotoliaz szerkezetébdl ugyanis ismert, hogy a W306-os triptofan dipolusa mas szoget zar be a FAD
elektromos dipdlusaval, mint a W382 vagy a W359-es triptofan. A polarizacios méréseket ugy
végeztem, hogy a minta utan egy forgathatd polarizatort helyeztem el. A proba impulzus
polarizacidja parhuzamos volt (mivel megegyezett a gerjesztd 1ézer polarizacidjaval). Vertikalis
iranyban beallitott polarizator esetében mért tranziens abszorpcios értéket a AA1-nak , a vizszintes
polarizator esetében mért abszorpcidvaltozast nevezzik AA|-nak. (Mivel a FADH® széles
spektrumon nyeli el a fényt, gerjesztd fényként egy ~ 620 nm-es nyalabot hasznaltam, amihez a
tranziens abszorpcids rendszerbe egy NOPA-t épitettem).

Mig az izotrop aszimptotikus spektrumok nagyon hasonléak a WT és a W306F PL esetében (4.6
abra), a megfeleld polarizalt AA| és AA . spektrumok viszont nem (4.6 B 4bra), ami arra utal, hogy

kiilonbozo triptofan gydkokrdl van szo.
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4.6. abra. A) A W306 mutans esetében a gerjesztést kovetd Sps illetve 100 ps késleltetésnél mért tranziens
spektrum. A narancs és a kék a modell spektrumok, a z6ld a spektralis illesztésbdl kapott spektrum, amely jo atfedést
mutat a mért spektrummal. B) Az 500 nm esetében megfigyelt kinetika, idéallandd 27 ps C) A W306F mutans esetében
parhuzamos és vertikalis polarizacidé mellett mért tranziens spektrum D) A vad tipus esetében parhuzamos és vertikalis
polarizacié mellett tranziens spektrum

A AA| és a AA. ¢rtekek ismeretében kiszamolhato az anizotropia (r) értéke:
r(A)=UAj— AA)I(AA1+2 AAL)
Az anizotrdpia ismeretében azonban kiszdmolhat6 a tranzicios dipolusok altal bezart szog az

__ 3cos?B-1

16,83.
' 5

alabbi képletnek megfelelen T
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4.6 abra A folytonos vonalak az elméletileg szamolt anizotropia értékek az egyes hullamhosszaknal. A korok a
mérés soran kapott anizotropia értékek. A mért értékek alapjan a bezart sz6g 50-70° a vad tipusu minta esetében, 20-
30°a W306F mutans esetében

A sz0g meghatarozasahoz forditott eljarast alkalmaztunk és eldszor a kiilonb6zo szogekhez tartozo

8, majd ezt vetettiik ssze a kapott anizotropia értékekkel.

elméleti értékek lettek meghatirozva
Ennek megfelel6en a vad tipusu fehérje esetében kapott szog 5= 50-70° volt, mig a W306F mutans
esetében ez £ = 25-30° -nak adodott. A kapott értékek a szerkezetbdl szamolt értekekkel: a W306-
os triptofan 79°-0s a W359-es triptofan pedig 35°-0s szoget zar be a FAD tranzicids dipolusaval.
Osszességében adataink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a vad tipust fotolidzban a ~30 ps-0s fazis
utan a pozitiv toltést a W306-os triptofanon helyezkedik el. igy a FADH™ W*" t5ltéspar
stabilizalodasa a W306-r6l a W359-en keresztiil a W382-re torténd elektron transzfer révén
kevesebb mint 30 ps alatt torténik, és az egész folyamatot a kezdeti FADH®*"W382 — FADH"
W382°" toltésszétvalasztasi folyamat sebesség korlatozza. A W359°"—W382°" transzfer < 4 ps
alatt valosul meg®, a W306°*— W359°" transzfer pedig < 30 ps alatt torténik, ami a teljes reakcid

id6skalaja (1asd 4.7 abra).
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4.7 abra A triptofan ,,nanodréton” keresztiil megvalosulod elektron transzfer folyamat

4.3 Miért Kiilonbozik a fotoliazok és kriptokrémok funkcioja?

A tovabbiakban bemutatott kisérletek sordn arra a kérdésre kerestiik a véalaszt, hogy a nagy
fokt homologia ellenére mi az oka a fotoliazok és kriptokromok funkcidjdban tapasztalt jelentds
eltérésnek. A kriptokroémoknak ugyanis van egy fotoliaz homolodg régioja (PHR), amely a nevének
megfelelden jelentOsen atfed a fotoliazok szerkezetével és ebben a szakaszban megtalalhato az
el6z0 fejezetben bemutatott triptofan harmas. A homologia ellenére van egy szembe6tld kiillonbség:
az expressziot kovetden a fotoliazok majdnem mindegyikében a FAD félig redukalt allapotban van,
ennek megfelelden a fehérje kékes szinii, a ndvényi és rovar kriptokromok esetében FAD oxidalt
allapotban van, az expresszidt kdvetden a fehérje citromsarga. Funkcigjat tekintve a fotoliazok a
DNS szal javitasdban vesznek részt, a kiilonbozd kriptokrémok funkcidi ezzel szemben sokkal
heterogénebbek, a ndévények novekedésében, rovarok cirkadian ritmusiban, valamint a Fold
magneses terében vald tajékozodasban jatszanak fontos szerepet®’. A 2000-es évek végétol kezdett
el foglalkoztatni, hogy a homoldgia ellenére miért teljesen mas a két fehérjecsalad funkcidja. A
redox allapotban megjelend nyilvanvald kiilonbség miatt eldszor arra gondoltam, hogy ez a
meghataroz6 a funkcidban, de a kisérleteink végiil teljesen mas irdnyba mutattak.

2009-ben Martin Byrdin és Klaus Brettel kollégaim novényi kriptokromban €s A. nidulans
fotolidzban mérték a FAD redox potencialjat, amely joval negativabb volt kriptokromban, mint
fotolidzban. Ennek alapjan azt javasoltak, hogy a funkcioban megjelend kiilonbség létrejottében az
N5-hoz kozeli aszpartat/ aszpargin a felelés. Ennek alapjan felmeriilt, hogy a fotoliazban cseréljiik

ki az aszpargint egy aszpratatra — amitdl azt vartuk, hogy a fehérje kriptokrom-szerii lesz — és
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vizsgaljuk meg, hogy ez milyen hatassal van a fotociklusra. Erdekes modon az ellentétes mutécid
kovetkeztében — A. thaliana kriptokromban az aszpartatot aszparaginre cserélték — a kriptokrom

képes lett a DNS szal javitasara®,

a) E. coliCPDPL || b) A. thaliana CRY1
e W384 /
4 y 2
lug) D
‘ /] 7
g // Q"_\\\ E & .
FAD\(\::’ //\l 4 FADX’]‘ /j/ VA
/”V’\/‘
M - \h S 5 /\ \
4 ﬁi’ W382 & W400
N378 4 L =N D396 | W Q
3-2‘.\"&.7%‘ 2.8A : N
E363 M381

4.8 abra FAD ¢és kornyezete E. coli fotoliaz (a) valamint A. thaliana kriptokrom (b) esetében. Latvanyos kiilonbség a

FAD NS5 atomjahoz kozel elhelyezkedd aszpargin illetve aszpartat.

Elséként tehat 1étrehoztuk az N378D fotoliaz mutanst, amelynek esetében az aszparagint
egy aszpartatra cseréltilk. Ennek eredményeként a FAD oxidalt allapotba keriilt, szemben a vad
tipusnal megfigyelt félig redukalt allapottal.

A 4.9 abran a vad tipust, valamint az N378D fotolidz mutans abszorpcids spektruma lathato: a
vad tipusu fotoliaz esetében megfigyelhetd a jellegzetes platd, amely 500-700 nm kozott van jelen.
A vad tipust fehérje és az N378D mutans spektrumait dsszehasonlitva rogton szembetiind, hogy a
mutans esetében hianyzik ez a rész. A két fehérje kozotti kiilonbség ranézésre is latvanyos: vad
tipusu esetben a fehérje a félig redukalt FAD-nak koszonhetden kékes szinli, az N378D mutans
esetében a FAD oxidalt allapotba kertil, aminek kovetkeztében a fehérje citromsarga szinii lesz. A
vad tipusu fehérje és a mutdns esetében is 380 nm kornyékén megfigyelhetd abszorpciods cstcs az
MTHF antennatol szarmazik. Mivel azokban az esetekben, amikor a 1ézer hullamhossza 390 nm
koriil volt a gerjeszt impulzus egyarant gerjesztette volna a FAD-ot és az MTHF antennat is, ennek
elkeriilése érdekében elkészitettiik az E109A mutansokat, amelynek kovetkeztében az expresszid

soran az antenna ,,leesik” és a fehérje nem kéti tobbé.
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4.9 abra A bal oldalon a vad tipust fotoliaz spektruma lathatd, valamint az N378D spektruma. A spektrumbdl jol
lathato, hogy a vad tipus esetében a flavin a semleges gyok allapotban van, mig a mutacio kovetkeztében oxidalt
allapotba keriilt. A jobb oldalon lathatd, hogy a semleges flavin gyok kékes szinii, mig az oxidalt FAD citromsagra.

Mikro és milliszekundumos tranziens abszorpcios mérések vad tipusu fotolidzon

A fotociklusban bekovetkezd kiillonbségek feltardsa érdekében tranziens abszorpcids
méréseket végeztink a nanoszekundumos-mikroszekundumos tartomanyban Klaus Brettel
rendszerén (CEA Saclay); az ehhez hasznalt berendezés elvi rajza a 4.10 abran lathatd. Ez a
berendezés részben eltér a metodikai részben ismertetett — altalam épitett és fejlesztett — tranziens
abszorpcids rendszerekt6l. Az alapvetd kiilonbség az, hogy egy proba nyalab csak egy
hullamhosszon vilagitja 4t a mintat, vagyis nem egy széles spektrumban, mint a fehér fény
esetében; a detektor ebben az esetben egy fotodidda és nem CCD. A mérés soran a gerjesztd
impulzus egy Nd-YAG lézer harmadik felharmoénikusa vagyis 355 nm a probanyalab pedig a tiz
CW lézer valamelyike, amellyel a késleltetd egység (Delay Generator) altal meghatarozott
id6pillanatban vilagitjuk at a mintat. A méréseket tobb hulldmhosszon is elvégeztiik, az egyes

hullamhosszokon mért intenzitas pontokat interpolalva kaptuk meg a spektrumokat.
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4.10 abra Klaus Brettel tranziens abszorpcids rendszere (forras: Pavel Miiller, személyes kozlés)

Annak érdekében, hogy kideritsiik a fotociklust (és egyben a funkcidt) a FAD redox
allapota hatarozza-e meg, a méréseket olyan vad tipusu fotoliazon is elvégeztiik, amelyek esetében
a FAD szintén oxidalt redox allapotban volt. Ehhez a fehérjét négy 6ran keresztiil 0.5 mM imidazolt
tartalmazo pufferben inkubaltuk, majd socseréld oszloppal eltavolitottuk az imidazolt.

Ezt kovetden tranziens abszorpcios méréseket végeztiink vad tipust oxidalt fotoliazon a ns-tol a
tobb tiz masodpercig terjedd idéskalan. Az utolso triptofan kation gyok (WcH®") deprotonalddasa
~300 ns alatt valosult meg, a toltés rekombinacioja az igy kialakult FAD®*~ W¢*® parban ~2 ms alatt,
a FAD®*" protonalodasa pedig (a Wc* kiils6 redukaloszer altali redukalasat kovetéen) ~4 s alatt
tortént meg.

A 4.11 abra hat jellemzd hulldmhosszon ns- és ps-idés skalan mutatja be a vad tipusu fehérje
esetében megfigyelt tranziens abszorpcios kinetikat. Az egyes hullamhosszokon megfigyelt
kinetikak amplitaddjabol rekonstrualtuk a spektrumot. A t=0 id6pillanatra szamolt spektrum a
FAD®*-TrpH®*+ gyokpar differenciaspektrumanak felel meg Osszhangban a kriptokromokban
megfigyeltekhez. A ndvényi kriptokromokban a gliik6z oxidazban bemutatottakhoz hasonléan
el0szor az anionos gyok alakul, ezt kovetden keriil sor a flavin gydk protonalddasara €s jon 1étre a
félig redukalt FAD.

Az N378D mutansban a FAD*"WcH®" par kialakuldsanak kvantumhatasfoka ~65%. A kezdeti —

ugrasszerli — abszorpcids valtozasokat tobb hullamhosszon egy ~300 ns élettartamu kinetikus fazis
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kovette (a globalis illesztése szerint 315 ns). A vad tipust fehérjén végzett mérések esetén az 562
nm-en megfigyelt relaxacié és a 488 nm-en mért névekedés volt a leglatvanyosabb. Ez megfelel
annak a korabbi mérésekbdl fakado elvarasnak, hogy a triptofan kation gyok ~ 200-300 ns alatt
deprotonalodik?®. Az 562 nm-en megfigyelt relaxacié a triptofan kation gyok deprotonalddéasara, a

488 nm-es cstics novekedése pedig a semleges triptofan gyok megjelenésére utal (lasd 3.3-as abra).
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4.11 abra A bal oldalon az oxidalt vad tipust fotoliaz esetében kiilonb6z6 hullimhosszakon mért abszorpcidvaltozasok

lathatoak. A jobb oldalon a kinetikak illesztésével kapott amplitadokbol kapott spektralis illesztés.

A 300 ns-os fazis spektruma a FAD®*~ W* gyokpar spektrumanak felel meg (a 4.11 B abran piros
vonalként abrazolt varhato kiillonbségi spektrum). A 300 ns-os fazist kovetden egy lassu relaxacid
volt megfigyelhetd az 6sszes hullamhosszon. Ezt a relaxaciot 10 ps-os idéfelbontassal mértiik
kozel 15 s-ig. Az 515 nm-en megfigyelt id6allanddé t= 1,9 ms volt, ezt a FAD*- Wc*® gydk par
rekombindacidjaval azonositottuk. Gyakorlatilag ugyanilyen relaxacié volt megfigyelheté pH 6,5-
nél (fekete nyomvonal; illesztési eredmény t = 2,0 ms), ami pedig ¢éles ellentétben all a fotoliaz

esetében megfigyelt FADH® Wc® par, amely a pH csokkenésével jelentdsen felgyorsul®,
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4.12 abra A bal oldalon a vad tipusu fotoliazban megfigyelt t6ltés rekombinacio, a jobb oldalon ugyanezen a

hulldmhosszon megfigyelt rekombinacio csak az N378D mutéans esetében.

Mikro és milliszekundumos tranziens abszorpcios mérések az N378D mutdanson

Az aszpargin-aszpartat csere hatasanak megfigyelése érdekében hasonld tranziens abszorpcios
kisérleteket az N378DE109A mutanson. Az E109A mutacié kovetkeztében a fehérje elvesztette az
MTHEF antennajat, ezaltal is hasonlobba valt a kriptokromokhoz, mivel kevés kivétel esetében nem
rendelkeznek antennaval. (A Vibrio cholerae-bol szarmazé kriptokrom kivételt jelent, ez ugyanis
kriptokromnak szamit, de antennaval és DNS javitasi funkcioval is rendelkezik®%). Az
egyszeriiség kedvéért az E109A mutacidt a tovabbiakban nem emlitem a szovegben, €s mi kettds
mutans fehérjére csak N378D-ként hivatkozom.

Megjegyzendd, hogy az N378D mutans kék (SO — S1) abszorpcids savjai ~3 nm-rel voros felé

tolodnak a WT-hez képest (4.12 abra). Ez az eltolodas jelentds hatassal van a 488 nm-en rogzitett

tranziens abszorpcios adatokra (lasd alabb).
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4.13 abra A vad tipusu (oxidalt) és az N378DE109A fotoliaz abszorpcids spektruma. A pirossal jelzett spektrumon
jol lathatd, hogy a mutacié kdvetkeztében a fehérje elvesztette a ~ 380 nm abszorpcios csucesal rendelkez6 MTHF

antennat.

Az N378D mutans esetében megfigyelt kezdeti spektrum megegyezett azzal, amit a vad tipus
esetében kaptunk: a t=0 id6pillanatra jellemz6 fekete gorbe szintén a FAD®™ WcH®" gydkpar
1étrejottére utal. A triptofan deprotonalodésara a mutacio nem gyakorolt kiilondsebb hatés, az 562
nm-en megfigyelt lecsengés élettartama t = 297 ns. A 488 nm-en megjelend jel sokkal kisebb
kezdeti amplitidoval rendelkezik a mutansban, mint a vad tipusu fehérjében. Ezt a kiilonbséget
feltételezhetden a FADox SO — S1 abszorpcids savjanak a mutdns fehérjében megfigyelt voros
eltolodasaval magyarazzuk (lasd a 4.13 abrat).

Az N378D mutans esetében megfigyelt tovabbi kinetikak azonban jelentdsen eltértek a vad
tipusban mérttdl. A kiilonbség legjobban 376 nm-nél tiint ki a legjobban: mig a vad tipusu fehérje
esetében 1 us felett ezen a hullamhosszon a 30 ps-os idéablakon beliil csak minimaélis valtozas volt
megfigyelhetd, a mutans esetében ezen az id6tartomanyon az abszorpciovaltozas — 3.3 ps-0S
idéallandoval — nullara csokkent. Eldfeltevésiink szerint — amelyet a ndvényi kriptokromokban
megfigyelt fotociklusra alapoztunk — az aszpartat egy protont ad az anionos FAD gyoknek. A

novényi kriptokromokban erre 1.5 pus-mal a gerjesztést kovetden keriil sor. Az N378D mutans
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esetében az anionos FAD gyok 3.3 us idéallandoval relaxalodott, mindek6zben azonban nem volt
abszorpcidvaltozas megfigyelhetd az 500-700 nm-es tartomanyon, ami a semleges FAD gyok
megjelenését jelezte volna (lasd 3.3 4bra). Az egyes hullamhosszakon megfigyelt lecsengések
amplitidojabol megszerkesztett spektrumot megfigyelve a 30 us-hoz tartozé spektrum az anionos
azt a spektrumot, amit akkor kellett volna megfigyelniink, ha az anionos gyok protonalodasa

megvalosul (piros szaggatott vonal a 4.13 dbran), de ez jelentdsen eltért a megfigyelt spektrumtol.

/] T T T
I I ] I I N378D = Amplitad6 t—0
o Amplitédd t = 30 ps 4100
o 150
] 4 El Yoo 0 _3
O
——FAD” +TrpH** -FAD,, [ 5g
N3 —— FAD®"+ TrpH° - FAD,
' 1-100
i e w=m FADH®" + TrpH° - FAD__
§ A A 300 ns-os fazis amplituddja
o * A33yps-os fazi litado; 1100
i ] ; v .5 MS-0s Tazis amplitudoja
——376nm ——457nm | i R T T
——— 488 nm 515 nm 55 o L T FADT-FADH o &
562 nm 639 nm /A\\ %
B \~~‘;_. o
b A i
b) 1-60
I I . L 1 J D | : .7 150
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4.13 abra Az N378D esetében megfigyelt kinetikai gorbék. A jobb oldalon (feliil) a spektralis illesztés a gerjesztést

koveto t70 illetve 30 us esetében. A gerjesztést kovetden az anionos FAD gydk és a triptofan kation gyok spektruma
lathato. A 300 ns-os fazis a triptofan kation gyok és a semleges triptofan gyok kiillonbségével illeszthet. A 30 ps-0S
fazis esetében azonban nem figyelhetd meg a FAD protonalédésa és a FADH® megjelenése

Egy masik szembetiing kiilonbség a mutans €s a vad tipust fehérje kdzott a milliszekundumos
idéskalan volt megfigyelhet6: Mig a WT fehérjében a terminalis FAD®* Wc® gyokpar (515 nm-
en megfigyelve) 2 ms alatt gyakorlatilag — pH-fliggetlen médon — teljesen rekombinalodott (4.12
a. abra), addig az N378D mutans fehérjében ugyanez sokkal lassabban és pH-fiiggd modon
valosult meg (pH 7,5-nél 22 ms-0s, pH 6,5-nél 10 ms-os idéallanddval).
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Osszehasonlitva a vad tipusa fehérjén és az N378D mutdnson végzett méréseket a kdvetkezd
kovetkeztetéseket tettiik:

1. Az N378D mutansban a terminalis FAD®*" WcH®*" gyokpar képz6désének
kvantumhatasfoka valamivel alacsonyabbnak bizonyult, mint a vad tipusu fehérjében (50% vs.
65%), de még mindig sokkal magasabb, mint az Arabidopsis thaliana-bol szarmazé ndvényi
kriptokromban — AtCRY1 — (20% a legjobb ismert kisérleti koriilmények kozott™®). Ezek a
kiilonbségek valdszinlileg a FAD® WcH®" par kialakuldsat megel6z6 (ultragyors) reakciok
kiilonbségeibdl adddnak, amelyeket ezzel a kisérleti elrendezéssel nem tudtunk felbontani.

2. A WCcH*" deprotonalodasanak kinetikdjat nem befolyasolta az N378D muticio —
ugyanolyan volt, mint a vad tipusu fehérje esetében (~300 ns) — hasonl6 volt az AtCRY 1 esetében
megfigyelt deprotonalodasi sebességhez is (~200 ns)®.

3. A FAD* gyok viselkedése nagyon eltéré a harom 6sszehasonlitott fehérje esetében. A vad
tipust fehérjében a protondlodasa nagyon lassu (~ 4 s) és csak olyan kiilsé redukaloszer (cisztein)
jelenlétében volt megfigyelhetd, amely részben megakadalyozta a FAD®*  és Wc* kozotti
rekombinacidt azaltal, hogy az utobbit redukalta. A ndvényi kriptohromban a FAD®*™ ~1,5 us alatt
protonalodik?®, valésziniileg egy aszparaginsav (D396 a AtCRY1-ben), amely a FAD izoalloxazin
gylrlit N5 atomjdval szemben all. Hasonl6 viselkedést feltételeztiink az N378D mutdns esetében is
¢és megfigyeltiink egy hasonlo6 idéallanddval (3,3 ps) rendelkez6 kinetikai fazist, de annak spektralis
jellemz6i nagyban eltértek a FAD®™ protonalodasatdl vartaktol, mivel nem volt megfigyelheto a
FADH® gyok létrejotte. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy az N378D mutans EcPL 3,3 ps-0s
fazisa a tobbé-kevésbé tipikus spektrumi FAD®™ gydkenek egy spektralisan nem tipikus flavin
gyokallapotta (vagy tobb allapot keverékéveé) valo atalakulasat tiikkrozi, amelyet az egyszeriibb
jelolés kedveert FADx-nek neveztiink el.

4. Az N378D mutans EcPL-ben a nem tipikus FADx flavingy6k 22 ms alatt rekombinalodott
7,5 pH-n, 6,5 pH-n pedig l1ényegesen gyorsabban (10 ms) (4.10 b abra). Mindkét sebesség sokkal
lassabb, mint a pH-fiiggetlen rekombinaci6 a vad tipusban megfigyelt FAD®* -Wc® rekombinacio (2
ms).

Eredményeinket a 4.14 abran 6sszegeztiik.
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4.14 abra A vad tipusu oxidalt fotoliaz esetében az anionos flavin gy6ok nagyon lasst (~ 4s) protonalodasa figyelheto
meg. Az N378D mutansban a feltételezettdl eltéréen nem az anionos flavin gydk nem protonalddik, hanem egy nem

jellegzetes FADy redox allapot valosul meg mintegy 3.3 us alatt, majd 22 ms (pH 7.5) alatt rekombinalodik.

A 4.14-es dbran lathatoaknak megfelelden az aszpargin aszpartatra valo cseréje nem alakitotta a
fotoliazt kriptokromma, a csere ellenére ugyanis nem figyelhetd meg az anionos flavin gyok
protonalodasa, ami egy lényeges momentum a ndvényi kriptokrémok fotociklusdban. Ezzel a

mutacioval tehat nem lehet kriptokrémma kapcsolni a fotoliazt.
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5. BLUF domén fehérjék vizsgalata ultragyors spektroszkopiaval

5.1 AppA funkcionalis dinamikajanak vizsgalata tranziens abszorpcios, valamint

fluoreszcencia spektroszkopiai médszerekkel®

Egészen a kozelmultig a fotoaktiv flavoproteineknek harom nagy osztalya volt ismert: LOV
(Light Oxigen Voltage) domén fehérjék, BLUF (Blue light sensing using FAD) domén fehérjék,
valamint a kriptokrom/fotoliaz fehérje csalad. Egy negyedik tipusti fotoaktiv flavoproteint, a
zsirsav fotodekarboxilazt nemrégiben azonositottak francia kollégaim, Klaus Brettel, Pavel Miiller
és Marten Vos®,

Az 0sszes esetben a fehérje egy flavint kot, vagy flavin adenin dinukleotid (FAD) vagy flavin
mononukleotid (FMN) formaban, amelyek oxidalt allapotban 360 nm ¢és 450 nm koriil van
abszorpcids csticsuk; az elobbi az So— Sz, az utdbbi pedig az So— S1 atmenetnek felel meg.

A fotoaktiv flavoproteinek fotokémidja mindegyik csaldd esetében mas mechanizmus
szerint torténik, bar vannak hasonlosagok. Az LOV domén esetében a gerjesztést kovetden, az
FMN triplett allapotba keriil és egy metastabil adduktot alkot egy kozeli ciszteinnel!®%4%, ez
indukalja a fehérje szerkezetében megvalosuld strukturalis valtozasokat®™. Ahogyan az el6zd
fejezetben targyaltam, kriptokromok és a fotolidzok esetében a FAD esetében a gerjesztett flavin
egy konzervalt triptofan harmason keresztiil redukalodik. A kriptokromok esetében a folyamat
végén a flavin anionos vagy félig redukalt gydk allapota stabilizalodik*®%, a fotolidz esetében —
mivel a kiindul6 allapot eleve a félig redukalt gyok allapot — ezért az elektron transzfer
kovetkeztében rovid ideig a teljesen redukalt allapot valosul meg.

A BLUF domén fehérjék esetében a mechanizmus teljesen eltérd: a sotét allapotbol a vilagos
allapotba vald atmenet soran egy mindossze 10-15 nm-es eltolodas figyelhetd meg a flavin 450 nm
koriili abszorpcidos maximumaban. Ez arra utal, hogy az abszorpciot kovetdéen a flavin
hidrogénkotés-rendszerében torténik valtozds. A BLUF-domén fehérjék esetében tehat az

els6dleges valtozas a flavin koriili hidrogénkdtésekben valosul meg, ezt kovetik a fehérje C-

3 Az alfejezet a kovetkezd cikkekben megjelent kutatasokat foglalja 6ssze: Haigney, Lukacs et al. Biochemistry
(2011), Lukacs et al., JACS (2011), Haigney et al., J. Phys. Chem. B. (2012), Brust et al., JACS (2013), Lukacs et al.
JACS (2014), Karadi et al, Scientific Reports (2019), A. Lukacs, P.J. Tonge, S. R. Meech Acc. Chem. Res. (2022)

67



a.sz.lukacs 122 23

terminalisanal megvaldsuld nagyobb strukturalis valtozasok. A BLUF domén fehérjéken végzett
kutatasaink f6 kérdése az volt (és jelen pillanatban is az), hogy a flavin koriili hidrogénkotés-
rendszer gyors atrendezddése hogyan terjed a fehérjében és hogyan jarul hozza a fehérje
funkcidjanak megvalosulasédhoz.

A BLUF domén fehérjék szamos organizmusban léteznek, a szekvenalt baktériumok 10
szazaléka rendelkezik BLUF doménnel, de csak kevés esetben ismert a funkciojuk®.

A BLUF domének felfedezésére 2002-ben keriilt sor, amikor rogton két organizmusban, az
Euglena gracilis nevii egysejtii ostorosban illetve Rhodobacter sphaeroides nevii fotoszintetikus
baktériumban azonositottak ezeket a flavint tartalmazé fotoaktiv fehérjéket’. Az Euglena esetében
a fényelkertiléséért felelds organellumban talaltak egy BLUF domén tipust fehérjét (PAC-a/pB)
hetero-tetramer formaban. A kutatok legnagyobb meglepetésére a fehérje C-terminalisa bakterialis
adenilat ciklazokkal mutatott hasonlosagot. Kisérleteik kimutattak, hogy az Euglena-ban talalhato
adenilat ciklaz aktivitasa kék fény hatdsara jelentdsen megndvekszik, és ez szerepet jatszik az
ostoros fényelkeriilésében®’.

Ugyanebben az évben fedezték fel azt, hogy a Rhodobacter spaeroides-ben talalhatd AppA nevii
hatasara erételjesen csokken a Rhodobacter spaeroides-ben a fotorendszer szintézise, ez pedig egy
kék fényt érzékeld fehérje 1étezésére utalt. Mint késobb kidertilt ez a fehérje az AppA (Activation
of Photopigment and puc expression A), amelyik az N-terminalisnal egy flavint (FAD) kot. Uttord
kisérleteik soran két kutatocsoport bebizonyitotta, hogy a kék fény hatasara az AppA
konformacidja megvaltozik és az AppA-PpsR komplex disszocialodik, ahol ez utobbi egy
transzkripcionalis represszor®.

A PAC-0/ és az AppA felfedezését kovette Synechocystis nevii cianobaktériumban
talalhaté PixD nevii fehérje felfedezése, amely a fototaxisban vesz részt®, az Acitenobacter
baumanii nevii korhazi szuperrezisztens baktériumban talalt BLUF domén fehérje (BlsA) pedig a
biofilm képzédésért'® felel. Az eddig megismert BLUF domén fehérjék kozos tulajdonsaga, hogy
a flavin abszorpcios csticsa a kék fénnyel valé megvilagitas hatdsara mintegy 10 nm-rel a voros
felé tolodik el, a 470 nm koriil megfigyelt vall pedig ,.kisimul”. Ennek az oka valoszintileg a flavin
koriili hidrogénkotés-rendszer atrendezédése. Az irodalomban a vad tipust fehérje mellett
mindazokat a mutansokat is fotoaktivnak tekintjiikk, amelyek esetében ez a vords eltolodas

megfigyelhetd.
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5.1 abra A bal oldali abran az AppA miikddése 1athato: kék fény hatasara az AppA-PpsR komplex disszocialodik A
jobb oldali abran a vad tipusi AppA abszorpcids spektruma lathato sotét (kék) és vilagos (voros) allapotban. Jol
megfigyelhetd, hogy vilagos allapotban a flavin 450 nm koriili csticsa mintegy 10 nm-rel a hosszabb hullamhosszak
fele tolodik. (Forras: Peter J. Tonge, személyes kozlés).

Az els6dleges és a mai napig megvalaszolatlan kérdés, hogy mi torténik a FAD
kornyezetében a kék foton abszorpcidjat kovetden, illetve mi az a mechanizmus, amely a
konforméciovaltozast elinditja. Tizenot év kiterjedt kutatast kovetden is gyakorlatilag ugyanaz a
harom modell vetélkedik egymassal. Az els6é modell szerint — amelyik az Anderson-féle
rontgenkrisztallografias szerkezetet!®! fogadta el szerint — a kdzeli glutamin (az AppA esetében
Q63) 180 fokkal elfordul. A masik modell szerint a megvilagitast kdvetéen kozvetlen proton
transzferre keriil sor: a kozeli tirozin (AppA esetében Y21) egy protont kdlcsondz a glutaminnak.
A harmadik modell szerint a FAD kozeli hidrogénkdtés-rendszer a glutaminban lejatszodé keto-
enol tautomerizacié hatdsara valosul meg.

A hidrogénkotés-rendszer atrendez6désének tanulmanyozésa érdekében tobb mutinson
végeztiink méréseket és egy olyan modellt javasoltunk, amely a keto-enol tautomerizaciés modellt

tamogatta?®,
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5.2 abra A) az izoalloxazin gylirt az irodalomban hasznalt szamozassal B) A PixD BLUF doménjének szerkezete

(pdb: 2HFO) C) a PixD ¢és az AppA flavin koriili konzervalt aminosavak, zardjelben a PixD szamozas

5.1.1 A FAD koriili hidrogénkétés-rendszer vizsgalata

A BLUF domén fehérjék miikodésében leginkabb két, a FAD kozvetlen kornyezetében
talalhatd aminosav jatszik kulcsszerepet a 21-es pozicioban talalhato tirozin, valamint a 63-as
pozicidban talalhaté glutamin. Barmelyik cseréje a fehérje a fotoaktivitasanak megsziinésével
jars4102,
Az 5.3-as 4bran lathaté modellen lathato, hogy mindkét aminosav valamilyen modon része a FAD

kortili hidrogénkotés-rendszernek.
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5.3 abra A lathat6 modell szerint az abszorpciot kovetden a glutamin elfordulasa kovetkeztében a kdzvetett médon

kapcsolodik a flavin C4=0 karboniljahoz.

A hidrogénkotések atrendezddését tranziens infravords abszorpeid segitségével kivantuk
tanulmanyozni, ehhez azonban sziikségiink volt a megfigyelt vibraciés mdodusok azonositasara.
Ennek érdekében DFT szamitdsokat végeztiink az izoalloxazin gytirlin, és a szamitasokbol kapott
vibracios modusokat dsszehasonlitottuk a kisérleti adatokkal. A kisérleti és a szamitott vibracios
modusok pontos beazonositasa érdekében izotop-jeldlést hajtottunk végre, a flavin gylirijének tobb
szén atomjat is a 13-as szén izotdpra cseréltiik. A nehezebb szénatom ilyen moédon lassabb
vibracios frekvenciat eredményezett, ilyen modon sikeriilt beazonositani a mért frekvencidkhoz
tartoz6 vibracidkat!93104,

Az 5.4-es abran latszik, hogy a 1*C izotopra cserélve a riboflavin 4-es pozicidban levd szén atomjat
az 1700 cm™-nél talalhat6 modus kozel 40 cm™-es eltolodasat figyelhetjiik meg az alacsonyabb
frekvenciak felé. Ennek megfeleléen az 1700 cm™-nél megfigyelt rezgési modus a C4=0 karbonil
rezgésével hozhatd kapcsolatba. Abban az esetben, amikor a FAD C2-es a szénatomjat
helyettesitettiik 3C izotoppal, az 1650 cm™-es csucs alacsonyabb frekvencidk felé tolodasat
figyeltiik meg, amibél az kdvetkezik, hogy az 1650 cm™-es cstics a C2=0 karbonil rezgésének felel
meg. A DFT szdmitdsaink alapjdn a domindns 1547 cm™-es cstics valamint az 1580 cm™-es cstics

az 1zoalloxazin gytlirli rezgéseinek felelnek meg.
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[2-12C,]-FAD [2-13C,]-FAD [4,10a-12C;]-Rf [4,10a-1°C,]-Rf
1547 cm? | 1523 cm?! 1547 cm™? | 1521 ¢cm?
C10.N; C10:N;
1581 cm? | 1545 cm?t 1581 cm™? | 1543 ¢cm?
C4.Ns C4.Ns
o | 1663 cm? | 1619 cm? 1625 cm™ | 1583 ¢cm?
T C2=0+Nj3 C2=0+Nj3 wag
wag
1706 cm?* | 1627 cm! 1703 cm? | 1627 cm
C4=0+Nj3 C4=0+N3wag
wag
1547 cm? | 1523 cm! 1545 cm™? | 1521 cm? 1547 cm™ | 1523 cm? NA 1515 cm?
C10aN; C10aNy C10aN; C10aN;
1581 cm™? | 1545 cm? 1581 cm™ | 1543 ¢cm? 1575 cm™ | 1545 cm? 1565 cm? | 1536 cm!
C4.Ns C4.Ns C4aNs C4aNs
1648 cm™? | 1594 cm! 1600 cm™ | 1563 cm? 1648 cm™ | 1594 cm? 1620 cm™? | 1570 cm
g\. C»=0, C4=0 C»=0,C4=0 C»=0, C4=0 C4=0, C>=0
asym +N3z asym+Nsz wag asym +Ns asym +Ns
wag wag wag
1699 cm? | 1624 cm? 1697 cm™ | 1618 cm? 1700 cm™ | 1624 cm™? 1669 cm? | 1608 cm™
C4=0, C,=0 C4=0, C,=0 C4=0, C,=0 C2=0, C4=0
sym +Nszwag sym +Nszwag sym +Nszwag sym+Nsz wag

5.1 Tablazat A tablazat normal is 3C jelolt FAD illetve riboflavin esetében végzett méréseket illetve szamitasokat

tartalmazza vizben illetve nehézvizben. A baloldalso oszlop a mért érték, a jobboldalsé a DFT szamitas soran kapott

modus.

Mindezek alapjan az infravords tranziens abszorpcids mérésekbdl kovetkeztetéseket tudunk

levonni a flavin korili hidrogénkdtés-rendszerben a gerjesztést kovetd bekovetkezett valtozasrol.

Az 5.4 C 4bran lathato, hogy a gerjesztést kdvetden (vildgos allapotban) az 1700 cm™-es cstics

mintegy 12 cm™-t mozdul el az alacsonyabb frekvencidk felé, ami arra utal, hogy a fotoaktivacio

soran a C4=0 karbonil rezgésének frekvencidja alacsonyabb lesz, vagyis 0j hidrogénkoteés alakul

ki valamelyik kozeli aminosavval.
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5.4 dabra A) A és a 4-es és 10-es szén poziciokban 3C jeldlt riboflavin TRIR spektruma. A frekvencia eltoléddsabol

kovetkezik, hogy az 1700 cm™ felel meg a C4=0 karbonil rezgésének, a nehezebb szén kovetkeztében a karbonil

frekvencidja csokken. B) FAD és a 2-es szén pozicidban 3C jeldlt FAD-ot tartalmazo AppA spektruma. Az 1650 cm

! frekvcencia eltolodasabol kovetkeztethetiink arra, hogy ez a frekvencia a C2=0 karbonil modusa. (Haigney, Lukacs

et al., Biochemistry, 2011)

A pozitiv (sokak altal roviden csak tranzienseknek nevezett) rezgési modusok azonositdsa mar

nehezebb feladat volt. A gerjesztett flavinnak (FAD¥*) pozitiv médusai vannak és gyakorlatilag a

gerjesztéssel egylitt azonnal (100 femtoszekundumon beliil) megjelennek. DFT szamitasok és

kisérletek segitségével sikeriilt azonositanunk az 1380 cm™ és 1420 cm™-nél talalhaté csticsokat

amelyek az izoalloxazin gytiri C=C és C=N rezgéseivel hozhatoak kapcsolatba
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Az 1547 cm™t-nél mért kinetikédkat osszehasonlitva latszik, hogy vilagos allapotban a flavin
gerjesztett allapota gyorsabban relaxalodik, mint sotét allapotban. Ez arra utal, hogy vilagos
allapotban egy elektron donorként (is) funkciondlé aminosav kozelebb keriil az izoalloxazin
gylrithoz, aminek kovetkeztében egy hatékony elektron transzfer folyamat valosul meg. Ennek az

aminosavnak a kilétével foglalkozom a kovetkezd fejezetben.

A Q63E AppA mutdns

Az 5.1 abran lathat6 6sszes modell kiilonleges szerepet tulajdonit a Q63-as glutaminnak a
fotoaktivacié folyamataban, ezért kutatdsainknak ebben a részében megprobaltunk valaszt talalni
arra, hogy mi torténik ezzel az aminosavval és a foton abszorpciot kdvetden és mi a szerepe a
fotoaktivacioban. Kordbbi munkankbdl kideriilt ugyanis, hogy a glutamin leucinra (Q63L) val6
cseréje megakadalyozta a vilagos allapot 1étrejottét'®2, A Q63E mutins esetében mésok azt a
javaslatot tették, hogy a fehérje gy viselkedik mintha folyamatosan bekapcsolt allapotban
lenne'®, mivel a mutans esetében a flavin 450 nm-nél taldlhaté abszorpcids csticsa néhany
nanométeres voros eltolodast mutat. A kromatografids vizsgalatok azt mutattdk, hogy a teljes
hosszisagi AppA Q63E mutans nem tud komplexet alkotni a PpsR-rel, vagyis olyan minthta
folyamatosan vilagos allapotban lenne. A glutamin szerepének vizsgalata érdekében tranziens
abszorpciés (a lathatd és infravords tartomanyban egyarant), tranziens fluoreszcencia, valamint

Raman spektroszkopiai vizsgalatokat végeztiink.
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5.5 abra AppA sotét (dAppA) és vilagos (1AppA) allapotban, valamint a Q63E mutans abszorpcios spektruma

Az 5.5 abran latszik, hogy a Q63E mutans esetében az abszorpcids spektrumban egy 2-3 nm-es
elmozdulads megfigyelheté a megvilagitas hatasara, de nem annyira karakteres, mint a vildgos
allapotban. Ez a trend figyelheté meg a Raman spektroszkopiai mérések soran is (lasd 5.6 abra),
ahol a megvilagitast kovetden a C4=0 karbonil csucs eltolddasa figyelhetd meg az alacsonyabb
frekvencidk felé. A Q63E mutans esetében ez a cstcs az 1690 cm™ frekvencianél figyelhetd meg,

szemben a vilagos allapot esetében mért 1695 cm™-rel.
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5.6 abra A) AppA Raman spektruma so6tét, vilagos illetve a Q63E mutans esetében B) AppA TRIR spektruma 3 ps-
nal, sotét, vilagos AppA illetve a Q63E AppA mutans esetében. A Raman spektroszkdpia kevésbé volt érzékeny a

C4=0 karbonil rezgési modusara. A TRIR spektroszkdpiaval ez a cstics jol elkiiloniilt

Az infravords tranziens abszorpcids spektrumok tovabbi informaciokkal szolgalnak: a
leglatvanyosabb kiilonbség a Q63E esetében megjelend csiucs a magasabb frekvencidk esetében,
1724-1730 cm™ koriil meglehetésen varatlan volt és sokaig nem is tudtuk azonositani. A FAD
esetében el6fordul, hogy ez a C4=0 karbonil médus a magasabb frekvenciak felé tolodik, de csak
olyan olddszerekben, amely lecsokkentette a FAD korili hidrogén kotéseket. A kérdés
megvalaszolasahoz ismét izotop jeldlést alkalmaztunk: a fehérjét ugy expresszaltuk, hogy °C
izotép épiilt be minden egyes 12C atom helyett. A FAD-ot a tisztitis egy késébbi folyamatdban
adtuk hozza, igy a FAD szén atomjai valtozatlanok maradtak, mig az apoprotein szén atomjai

helyett °C ¢épiilt be. Ennek megfelelden a fehérje vibraciés modusait sikeriilt elvalasztani a FAD

76



a.sz.lukacs 122 23

modusaitol. Ahogyan az 5.7 abran is latszik az izotopjelolés a sotét és vilagos AppA esetében is
véltozatlanul hagyta a FAD C4=0 médusat — csak egy 2-3 cm™-es eltolodas figyelhetd meg —
vagyis az 1724-30 cm™ koriil megfigyelt 1j vibracios médus nem a FAD-hoz, hanem a fehérjéhez
tartozik. Ez egyértelmiien latszik a Q63E mutans esetében, ahol a magas frekvenciaju modus az
izotopjeldlés kovetkeztében mintegy 35 cm™-rel a kisebb frekvencidk felé tolodott, mig a FAD 6

modusai (1547 cm™, 1581 cm™ és 1650 cm™) valtozatlanok maradtak.

0.05 T . T - T . 0.05 T - : : :
A
0.00 0.00
[} [}
(e} (e}
£ E
< -0.05 < 005
—— dAppA *C — IAppA
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1500 1600 1700 1800 1500 1600 1700 1800
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0.0 &= 0.00 .
[} [}
(e} (e}
E 02 1S
3 5005} .
04 | 2 ps 4
— 30 ps
— 100 ps QB63E =C
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5.7 abra A) normal és °C jeldlt AppA sotét allapotban 3 ps késleltetés esetében B) normal és 13C jeldlt AppA
vilagos allapotban 3 ps késleltetés esetében C) Q63E mutans TRIR spektrumai kiilonb6z6 késleltetési idéknél. D)
normal és 13C jel5lt Q63 AppA mutans 3 ps késleltetés esetében

Mivel a magas frekvenciaji méodus a karboxil csoportokra jellemz6 és mar gerjesztéskor, vagyis
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100 fs-on beliil megfigyelhet6 arra kovetkeztethetiink, hogy a glutaminsav (E63) hidrogén kotést
alkot a FAD-dal. Erre utal az is, hogy a Q63E TRIR spektrumaban (lasd 5.7 abra) 1684 cm™-nél
megjelenik a vilagos allapotra jellemzé FAD C4=0 karbonil mdédus. Mindezek alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a gerjesztést kovetden a glutaminsavnak a flavin C4=0 karboniljaval
l1étrehozott hidrogén kotése megerdsodik a gerjesztést kovetden, hasonldan az Y21 tirozinnal

alkotott hidrogén kotéshez (lasd 5.8 abra).

AppA Q63E APpA QB3E*

OHumn N ho O-H c o H
Q Lo, H <100 fs e
= “ 63 H,
N N
Wio4 Wioa

5.8 abra A 63-as pozicioban elhelyezked6 glutamat és flavin szerkezete a gerjesztés el6tt és utan

A nyers adatokat vizsgalva (5.7 C abra) feltiind, hogy 100 ps-nal megjelenik egy intenziv pozitiv
cstics 1528 em™-nél. A 3. fejezetben targyaltaknak megfeleléen ez a cstics a semleges flavin gyok
(FADH?®) rezgési modusanak felel meg. Ez meglepd ugyanis a vad tipust fehérje esetében nem
sikeriilt elektron transzfert megfigyelniink (lasd a késobbi fejezetben). Mivel a Q63E mutéans
esetében a semleges flavin gyok rezgési modusa figyelhetd meg, arra kovetkeztethetiink, hogy
ebben az esetben PCET-re keriil sor, hasonléan a PixD-nél illetve az OaPAC-nél megfigyeltekhez
(ez utobbit 1asd az 5.2 fejezetben).
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5.9 abra A) Sotét és vildgos AppA valamint a Q63E muténs esetében az 1547 cm™-nél megfigyelt kinetika; B) Sotét

és vildgos AppA valamint a Q63E mutans esetében 450 nm--nél megfigyelt kinetika

A vad tipustt AppA ¢és a Q63E mutans esetében mért kinetikdkat megfigyelve (lasd 5.9 abra és 5.2

tablazat) az lathatd, hogy a gerjesztett allapot relaxécioja vilagos allapotban a leggyorsabb, a Q63E

mutans a relaxacid sebessége szempontjabol a vildgos és a sotét allapot kozott helyezkedik el.

Ennek legvaldszinlibb oka, hogy vilagos allapotban és a Q63E mutans esetében a W104 triptofan

a flavinhoz kozel helyezkedik el (lasd a kovetkez6 alfejezetet).

450 nm 1547 cm'?
dAppA
30 ps, 560 ps | 34ps, 473 ps
IAppA
7 ps, 67 ps 8 ps, 67 ps
Q63E
8 ps, 162ps 25 ps, 198ps

5.2 Tablazat Lathat6 és infravords tranziens abszorpcios mérések esetében megfigyelt relaxacios idok a 450 nm és

1547 cm bleach esetében
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A Q63E mutanson végzett méréseink alapjan az lathat6, hogy a Q63E mutdnshoz hasonldan a Q63-
as glutamin vildgos allapotban hidrogén kotést alkot a flavin C4=0O karbonil csoportjaval, ehhez
azonban a glutamin amid csoportjanak enol allapotban kell lennie. Az altalunk alkotott modell
szerint sotét allapotban a keto és az enol allapot is el6fordulhat, de a gerjesztés kovetkeztében az
elektron stirtiség megnovekszik a C4=0 esetében (ahogyan ez az 5.8 abran is latszik) aminek

kovetkeztében az enol tautomer lesz erdsebb, ezt kdvetden keriil sor a Q63 elfordulasaral®.

dAppA 'h o [~ dAppA h|l < o ] IAppA |
PSP E: DO &1 ST
NN N g NN
H\ /H H g <100 fs f‘! " g ns H ICI:
OmH—N SN Ny — OmH—N H SNT TNy | — O—Hwm O H SN Ny

o L o
Qss 'y Qezs H Qss H
AY AY H
N N {
) ) Q@
\

Wio4 L Wioq -
Wiga

5.10 abra A fotoaktivacio modellje az AppA-ban a Q63E mutanson végzett mérések alapjan. A Q63-as glutamin

amid csoportja sotét allapotban keto allapotban van, a gerjesztés kovetkeztében az enol allapot valik dominanssa. Ezt

kovetden keriil sor a Q63 elfordulasara.
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5.1.2 Az AppA funkciéja nem fiigg az elektron transzfertél*

Az PixD nevii BLUF fehérjén végzett kisérleteket soran a Kennis csoport elektron transzfer
folyamatot figyelt meg ami alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az elektron transzfer
jelensége meghatarozo szerepet jatszik a fotoaktivacié folyamataban %819, Sajat — az AppA
esetében elvégzett — tranziens infravoros méréseinkben (5.11 abra) nem lattuk az elektron transzfer

megvalosulasat. Az AppA TRIR spektrumai tulnyomorészt megegyeztek az FMN spektrumaival,

ahol nem 1ép fel elektron transzfer. A FAD esetében ez mar nem mondhatd el, a ribitil lanc végén

[m]
@]
£0.
>3
B — 1ps
0.5 r —_— 1daps ]
—_— 25(;:15
-0.75} 1l§)ps . 04 —— 100 ps
f 25 ps —— 285ps
10 i —1%0ps | gs] 1000ps |
=1 [~ —_— S - B
A 1 '1548 1 I 100 RS B 1 1 1 1
1300 1400 1500 1600 1700 1800 1300 1400 1500 1600 1700 1800
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5.11 abra A) AppA és B) FMN tranziens infravoros spektrumai kiilonbozo késleltetési idéknél

Az 5.11-es abran jol lathato, hogy az FMN és az AppA TRIR spektruma a legtobb helyen atfed: a
két legnagyobb frekvenciaju cstics — ahogyan ezt az el6z0 fejezetben targyaltuk - flavin C2 (1652
cm™?) atomjanal illetve C4 (1701 cm™ ) atomjanal talalhaté karbonilcsoportok —rezgéseitdl
szarmazik. Az 1548 cm™-nél illetve 1584 cm™ —nél talalhatd moédusok pedig a flavin izoalloxazin

1

gyliriijének rezgései. Az 1380 cm™? és 1415 cm™— nél talalhatd médusok a flavin gerjesztett

4 Ez a fejezet a Lukacs et al., JACS (2014); Laptenok, Lukacs et al., Faraday Discussions (2015); A. Lukacs, P.J.
Tonge, S. R. Meech Acc. Chem. Res. (2022) cikkekben bemutatott anyagra épiil.
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allapotanak rezgései — mivel mindkét spektrumban megtalalhaté — amelyet a gerjesztett allapot
markereként hasznaltunk.

Az 512 A abran lathatd a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, illetve az alapallapot
abszorpciojanak a relaxacidja vad tipusu (egyben sotét allapotban levd) AppA esetében, amely
egészen a hosszu késleltetési idokig jol egyiitt fut. Ha a gerjesztést kovetd idokésleltetéseknél
jelentds kiilonbség mutatkozna, azt jelentené, hogy a gerjesztést kovetden 1étrejott egy intermedier
allapot, aminek kovetkeztében a FAD gerjesztett allapota megsziinik. A B. abran lathato a vad
tipusu sotét allapoti AppA méréseken végzett globalis illesztés eredménye, amely egy heterogén

mintegy 30 és 500 ps-os relaxacios fazis 1étezését tamasztja ala.

—— 1380 cm™!
—— 1548 cm™!

AA (mOD)
AA (mOD)

0 500 1000 1500 2000 1300 1400 1500 1600 1700 1800
idé (ps) hullamszam, cm”

5.12 abra. Az A) abran a gerjesztett allapot és az alapallapot abszorpcidjanak relaxacioja lathatd. A B) abran a

kiilonb6z6 id6allandokhoz tartozo spektrumok (DAS=Decay Associated Spectra) lathatoak.

Annak érdekében, hogy az elektron transzfer természetét karakterizaljuk az AppA-ban két
utat kovettiink: létrehoztunk olyan mutdnsokat, amelyek kizarjak az elektron transzfer lehetdségét.
Ehhez a FAD koérnyezetébdl eltavolitottuk az dsszes olyan aminosavat, amely elektron donor lehet,
ilyen a Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsLur mutans, amelyrol a kovetkezo fejezetben lesz sz6. A
masik Gt olyan mutansok 1étrehozasa, amelyben biztosan megvaldsul az elektron transzfer. Ebben
az esetben a kézenfekvd valasztds az Y21W AppA mutans volt, amelyben annak érdekében, hogy
az elektron transzfer folyamat hatékonysagat felerdsitsiik a kozeli tirozint (Y21) egy triptofanra
cser¢ltiik, a triptofan esetében ugyanis a toltésszétvalasztas folyamatanak szabad entalpia valtozasa

kisebb (negativabb), mint a tirozin esetében °. A fotoindukalt elektron transzfer folyamat
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karakterizalasa érdekében tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai, valamint lathat6 €s infravoros
tranziens abszorpcids méréseket végeztiink.

A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopiai méréseink az Y21W mutans esetében a
mérésekkel, amelynek esetében a fluoreszcencia lecsengés szintén heterogén volt, de a dominans
id6allandok joval hosszabbak voltak (150 ps és 670 ps). Abban az esetben, ha a FAD kornyezetébdl
eltavolitottuk a lehetséges elektron donorokat (Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsLur mutans), a

fluoreszcencia élettartam teljes mértékben megegyezik az FMN fluoreszcencia élettartamaval (3.8

ns).
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5.13 abra Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkdpiai mérések az Y21 W mutanson. A) 520 nm esetében megfigyelt
kinetika két élettartammal volt illeszthetd: t1= 4.4 £ 0.2 ps, 1= 54.5 + 2.4 ps B) A globalis illesztéssel kapott EAS
spektrumok idéallanddi nagyon hasonldak voltak az egyedi kinetikanal kapott idéallandokkal

Az Y21W muténson végzett lathato tranziens abszorpcids kisérletek egy hasonléan heterogén
lecsengést eredményeztek, a spektrumok alakjabol azonban kovetkeztetni lehetett a gerjesztést
koveto fotofizikai folyamatokra. A gerjesztést kovetden (EADS1) a gerjesztett allapot és az oxidalt
allapot kiilonbségspektruma (FAD* - FAD) lathatd, amely 5 ps-ot kdvetden alakul 4t az EADS2
spektrumma. Ez a spektrum jol modellezhetd a flavin anionos gyok és a triptofan kation gyok
spektrumaval (3.3 abra), ami megfelel annak a varakozasnak, hogy a gerjesztés kovetkeztében a
gerjesztett flavin elvon egy elektront a kozeli triptofanrol, vagyis a kdvetkezd folyamat jatszodik

le: Y21-FAD — Y21"'FAD™ .

83



a.sz.lukacs 122 23

T T T T T 06 T T T T
04 A . B
L 04
0.2 F .
L 0.2
0.0 F e
L 0.0
0 02|
o) 0.2 02
€ 4] b
< 04T 1 0.4
< -0.6 - 0.6 —— EAS2 (97 ps)
H ' — lllesztés
-0.8 —— EADS1 (5 ps) e -0.8 —— EAS1 (5 ps) i
3 —— EADS2 (97 ps) —— FAD°" - FAD
-1.0 —— EADS3 végsd . -1.0 — Trp®* .
_-12 1 1 1 1 1 _12 1 1 1 1
400 450 500 550 600 650 450 500 550 600 650
Hulldmhossz (nm) Hulldmhossz (hm)

5.14 abra A) Az Y21W mutans tranziens abszorpcids adatain végzett globalis illesztés soran kapott adatok B) A
masodik EADS spektrumot a flavin gerjesztett allapotdnak a spektrumaval, az anionos gydkhodz kapcsolodo
spektrummal valamint a triptofan kation gydk spektrum kombinacidjaval lehetett illeszteni

Az elektron transzfer folyamat részletesebb megismerése érdekében infravords tranziens

abszorpcids méréseket végeztiink az Y21 W mutanson (5.15 abra).

T T T T T T T T T

— 1521 cm’!
— 1637 cm™’

AA, mOD
o
o
normalt AA (mQOD)

-0.75F A E B

1548 A . . .

1300 1400 1500 1600 1700 1800 0 25 50 75 100 125 150 175 200
Hullamszém, cm™ idé, ps

5.15 abra A) Y21W TRIR spektrumok kiilonb6zé késleltetéseknél B) Az 1521 cm™ és 1637 cm™ modusok

kinetikéja.
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Az 5.15 A abran j6l lathat6, hogy a sotét allapotu AppA-hoz képest a mutansban harom intenziv
csties (1521 cm™, 1626 cm™, 1637 cm™) jelent meg, amely 100 ps-on beliil valtozik. Az 1621 cm
1 ¢s 1637 cm™-nél megfigyelt csticsok kinetikdja gyakorlatilag megegyezik. A 3-as fejezetben
targyaltak alapjan az 1521 cm™— es csics a FAD™ gyok az 1485 cm™-es csucs pedig triptofan
kation gyok rezgési modusanak feleltethetd meg.

Annak érdekében, hogy a flavin rezgéseit elkiilonitsiik a fehérje modusoktol, 1*C jeldlést hajtottunk
végre. Ennek sordn a fehérje Osszes szén atomjat — kivétel a flavin kromofor — 3C izotopra
cseréltiik, igy egyértelmiivé valt, hogy mely modusok tartoznak a fehérjéhez (leginkabb a flavin
koriili aminosavakhoz) illetve melyek az FAD-hez. Amint az varhaté volt az FAD izoalloxazin
gytiriijének két f6 modusa (1548 cm™) valtozatlan maradt, az 1700 cm™*-es médus minddssze négy
cml-es eltolodast mutatott, aminek az oka a C4=0 karbonilcsoport és egy kozeli aminosav kozotti
hidrogénkotés megerdsddése lehet. Az 1521 cm™-nél megfigyelt médus nem tolodott el, ami
egyértelmiien azt mutatja, hogy ez a cstics az FAD gydk allapotanak egyik rezgési modusa. Az
1626 cm-es cstics teljes, az 1637 cm™-es cstics részleges eltolodasa az alacsonyabb frekvenciak
felé arra utal, hogy ezek a modusok a fehérjéhez tartoznak és varhatdan a triptofan gyok allapotanak

les cstics csak részlegesen mozdul el a *C jelolés

megjelenését mutatjdk. Az 1637 cm’
kovetkeztében, ami arra utal, hogy ez a csucs az FAD-hez is kothetd. Az Y21'W mutéans esetében
tehat egyértelmlien megfigyelhetéek az anionos flavin gyok allapot €s a triptofan kation gyok
megjelenése, szemben a vad tipusi AppA-val, ahol ezek a gyok allapotok nem voltak

megfigyelhetdek.
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5.16 abra A) Y21W TRIR EAS spektrumai B) A 3C jelslt Y21 W mutdnson végzett TRIR mérések EAS spektrumai.
A spektrumokbdl jol lathatd, hogy a flavin modusok nem tolddnak el, mig a fehérje modusok jelentds eltolodast
mutatnak az alacsonyabb frekvencidk iranyaba

A tovéabbiakban infravords tranziens abszorpcids méréseket végeztiink a vad tipust PixD
fehérjén, amelynek esetében korabban lathatd tranziens abszorpcios spektroszkdpiai mérésekkel
sikeriilt a flavin gydkok megjelenését kimutatni®®, A PixD szintén BLUF domén fehérje és a
fotofob valaszban van szerepe. A PixD esetében is l1étrehoztuk az Y8W muténst, az Y21W mutans
analogidjara. A vad tipusu PixD esetében a TRIR spektrumokban megjelennek a tipikus tranziens
vibracios modusok, amelyeket a 3. fejezetben targyaltam. Az 1512 cm™ valamint az 1528 cm™
modusok megjelenése arra utal, hogy a PixD esetében proton kapcsolt elektron transzfer valosul
meg, a 3. fejezetben ismertetett eredmények alapjan ugyanis az 1512 cm™ modus a semleges tirozin
gyoknek, az 1528 cm? moédus pedig a semleges flavin gydknek felel meg. (A PixD

o 111

fotoaktivaciojanak folyamatat egy késObbi cikkiinkben “** részletesen targyaltuk, de ezt helyhiany

miatt itt nem ismertetem).
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5.17 abra Vad tipust PixD és Y8W PixD esetében mért TRIR adatok EADS spektrumai. A vad tipusu PixD esetében
a két meghatéarozo tranziens csucs (1512 cm™ valamint 1528 cm™) a semleges tirozin és FAD gy6kok megjelenésének
koszonhetd. Az YSW mutans esetében az 1488 cm™ csiics a triptofén kation gydk, az 1517 cm® pedig a flavin anionos
gyok megjelenésére utal

Az elektron transzfer kérdéskorét a PixD és az AppA mellett részletesen vizsgaltuk tobb
mas BLUF domén fehérjében, példaul a koérhazi szuperbaktérium (Acetinobacter baumanii)
virulenciajaért és a biofilm képzddésért felelés BlsA-ban, valamint az OaPAC-ban is. A BIsA-n
végzett kisérleteink sordn nem tudtuk megfigyelni a flavin és tirozin/triptofan gyokok
megjelenését'®, mig az OaPAC-ben pedig ez egyértelmii volt (lasd a kovetkezd fejezetet).
Feltételezésiink szerint az Osszes vizsgalt BLUF domén fehérjében megvalosul az elektron
transzfer, az AppA ¢és a BIsA esetében azonban a toltésrekombinacid sebessége nagyobb, mint a

toltésszétvalasztasé, ezért nem sikeriilt megfigyelnilt?.
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5.1.3 Fehérjék akcioban

Az el6z6 fejezetben targyaltak alapjan lathatttuk, hogy a gerjesztést kovetden a
fehérjematrix egy ultragyors strukturalis valtozason megy keresztiil, amelynek kivalto oka a Q63
glutamin tautomerizacidja. Hasonldan izgalmas kérdés, hogy ez az ultragyors strukturalis hogyan
strukturalis valtozasnak a vizsgalata érdekében TRMPS (Time Resolved Multiprobe Spectroscopy)
méréseket végeztiink, szintén az infravords tartomanybanl’®. A modszer lényege, hogy a
gerjesztéshez a 10 kHz-es Thales 1ézerrendszert hasznaltuk, elektronikus késleltetéssel tortént az
infravoros probaimpulzus idézitése. Ez utobbit egy Spitfire Pro altal miikddtetett Light Conversion
OPA Allitotta eld. Ezzel a modszerrel sikeriilt a nanoszekundumos, mikroszekundumos tartomanyt

is lefedni egészen 1 milliszekundumig.
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5.18 abra AppA TRIR spektrumai A) 10 ns méréshatarig B) 10 ns és 20 us kozott C) AppA és 3C izotd jelolt AppA
spektrumanak Osszehasonlitasa 10 ns és 20 us-nal D) A 20 ps-nal mért TRMPS spektrum 6sszevetése az FTIR
differencia (vilagos-sotét allapot) spektrummal Forras: Brust, Lukacs et. al, JACS, 2013
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Az 5.18 A abran lathato, hogy a TRIR spektrumokat 10 ns idétartomanyig a flavin vibracids
modusai dominaljak; az 1380 cm™, 1420 cm™ esetében megfigyelt vibraciés modusok eltiinése arra
utal, hogy a gerjesztett allapot 10 ns-on beliil megsziinik. Az 5.18 B abran viszont lathato, hogy az
alapallapot nem all helyre, mivel az 1547 cm?, 1650 cm™ és 1703 cm® moédusok a
mikroszekundumos tartoméanyon is megfigyelhetéek. Megjelenik ugyanakkor két intenziv csucs
1622 és 1631 cm™ esetében. Feltételezésiink szerint ezek a modusok nem a flavinhoz tartoznak,
ennek igazoldsira °C izotop jelolést végeztiink, amelynek érdekében az expresszid soran az
apoproteinhez tartozo szén atomok *C izotopra lettek cserélve, a flavin szén atomjai viszont nem,
ezt ugyanis a fehérjetisztitds késobbi szakaszaban adtuk hozza a fehérjéhez. Az izotdp jeldlés az
1622/1631 cm™ csticsok ~ 36 cm™-es eltolodasahoz vezetett, ami megfelel az elméleti vart
értéknek. Ennek alapjan vilagosan latszik, hogy ez a két frekvencia a fehérje rezgési modusainak
feleltethetd meg. Ennek a két csucsnak a fehérjéhez rendelése 0sszhangban van Masuda ¢€s
munkatarsai javaslataval, akik, akik a megfigyelt steady state FTIR kiilonbségspektrum frekvenciai
alapjan azt javasoltak, hogy ezek a valtozasok a f-lemez szerkezet a C=0O (amid) modusabol
erednek, amely a W104, Q63 és Y21 kulcs aminosavak révén kapcsolodik az a-hélix régioba kotott
FAD-hoz'*,

Annak érdekében, hogy ezt a feltételezést megvizsgaljuk, tovabbi TRMPS méréseket végeztiink a
W104A mutanson. Ennek a mutdnsnak ¢és az analég W104 mutansoknak egyik érdekessége, hogy
az abszorpcios spektruméaban megfigyelhetd a mintegy 10 nm-es eltolodas sotét €s vilagos allapot
kozott, ugyanakkor a ~ 80-szor gyorsabban tér vissza vilagos allapotbdl s6tét allapotba, mint a vad
tipusu AppA. Ez utobbi lényeges szerkezeti valtozasra utal, aminek kdvetkeztében a fehérje

gyorsabban tér vissza az alapallapotba.

AA (mOD)

1,400 1,500 1,600 1,700 1,400 1,500 1,600 1,700
: : : ; -1
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5.19 abra A W104A mutans 10 ns-ig (A), valamint 50 us-ig (B) terjedd skalan. Forras: Brust, et. al, JACS, 2013
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A W104A mutanson végzett TRMPS mérések jelentds kiilonbségeket mutatnak az infravords
tartomanyban: az 1622/1631 cm™ csucsok kevésbé intenzivek a mutansban, mint a vad tipusu
fehérjében. Mar a 10 ns-os skalan megjelenik egy intenziv cstcs 1688 cm™-nél, mig a vad tipusu
fehérjében ez csak a mikroszekundumos skalan jelenik meg. Ez a vibracios mddus a hidrogén
kotések megerdsodésének az eredménye, és arra utal, hogy a W104A mutansban ez a dominans
folyamat a gerjesztést kovetéen. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a W104A
mutansban a fotociklus rovidre van zarva, ami azért kiilonlegesen érdekes, mert ez a mutacié a

funkci6 elvesztésével jar.

90



a.sz.lukacs 122 23

crer

Az AppA fotoaktivacidjanak vizsgalata soran szamos cikk foglalkozott a FAD-hoz
kozelebb esé 104-es szamu triptofannak a szerepével. A rontgenkrisztallografias adatok alapjan
ugy tlinik ugyanis, hogy az abszorpciot kovetden a triptofan elmozdul, de egymasnak ellentmondo
modellek késziiltek, hogy ez miként valosul meg. Anderson elsé rontgenkrisztallografias
szerkezete (5.20 abra) esetében sotét allapotban a 104-es pozicidban levé triptofan a FAD-hoz
kozelebb esett (ez a Trpin konfiguracid) mig az M106-os aminosav tavolabb esett a flavintol*®t, A
Schlichting-csoport altal meghatarozott szerkezet esetében a triptofan a fehérje sotét és vilagos
allapotban egyarant a FAD-tol tavoli pozicidban helyezkedett el**. Erdekes médon az AppA
mellett mas BLUF fehérjék esetében is a meghatarozott szerkezetekben a W104 analodg triptofanok
tobbnyire Trpout helyzetben helyezkednek el. A rontgenkrisztallografias kisérletek mellett tobb
elméleti szamitas és kisérlet foglalkozott azzal a kérdéssel, hogy vajon a W104 szerepe
elengedhetetlen-e a fotoaktivacio soran, vagy csak egy nem produktiv, alternativ elektron transzfer
utvonalban vesz részt. Funkcionalis vizsgalatok azonban arra utaltak, hogy a W104 kritikus a
fehérje miikodése soran is, a W104 muticidja esetében ugyanis nem jott létre az AppA-PpsR
komplex. A W104 szerepének feltarasa érdekében tobb mutanst is készitettiink (W104A, W104F).
Ezek spektralis szempontbol a vad tipusithoz hasonloak voltak, és egyben fotoaktivnak tiintek —
megvilagitas hatdsara megfigyelhetd volt a 450 nm koriili abszorpcids cstcs vordseltolodasa —
vildgos allapotbol sotét allapotba valod visszatérésiik azonban masodpercek alatt megvaldsult
szemben a vad tipusnal megfigyelt fél oraval. Ez arra utal, hogy a mutdcio hatasara egy olyan

szerkezeti valtozas kovetkezik be, amely drasztikus hatassal van a fotociklusra.
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5.20 abra Az AppA-BLUF-domén rontgenkrisztallografias szerkezetének szalag diagramjai. A dbra: WT
AppA (pdb:1yrx). B abra: C20S AppA (pdb:2iyg). A szaggatott vonallal jelolt hidrogén kotések kapcsan fontos
alkotéelemek: Y21,H44,N45,Q63. A két abra célja a W104 két lehetséges pozicidjanak bemutatisa. Az A abra esetén
a triptofan a FAD fele mutat, mig a B abra esetén az ellentétes iranyba all.

A kérdés megoldasanak érdekében a W104 pozicidjat FRET segitségével kivantam
karakterizalni, amelynek soran a triptofant kivantam donorként a FAD-ot pedig akceptorként
hasznalni. A tavolsagot FRET hatasfokanak segitségével szandékoztam meghatarozni a kovetkezd

képlet segitségével®:

ahol R a donor-akceptor tavolsag, E a megfigyelt FRET hatasfok, Ro pedig az 50%-0s
transzferhatasfok esetében kapott donor acceptor tavolsag.

Mivel a FAD abszorpcidja nélkiil nem valosulhat meg a fotoaktivacio (a sotét allapotbol a
vilagos allapotba valo atmenet) ezért a FRET-et az akceptor oldalrél kivantam mérni, ehhez
sziikséges volt egy olyan mutdnst haszndlni, amelyben nincs triptofan. Ennek megfelel6en
elkészitettik a W64FW104A mutanst, amely a varakozasoktol eltéréen triptofan nélkil is
fluoreszcens volt abban a tartomanyban, ahol a triptofan fluoreszcencija varhato (lasd 5.22 abra).
Az irodalom attekintését kovetden kidertilt, hogy a deprotonalt tirozin (vagyis a tirozinat) spektralis
tulajdonsagai teljesen megegyeznek a triptofanéval (Iasd 5.21 abra), err6l mar a hetvenes években
beszamolt Artur G. Szabo, aki CTA-nak és CTB-nevezett két triptofant nem tartalmazé peptidben

t117

figyelte meg a tirozinat 345 nm koriili fluoreszcencia emisszids csticsat™'. Hasonld fluoreszcencia
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emissziot figyeltink meg a kozelmultban a Leptospira interrogansbol vald triptofant nem
tartalmazo MreB fehérje esetében is.
Az esetek jelentOs tobbségében a tirozinat megjelenésére nem kertil sor, mert a tirozin pK értéke

olyan magas, hogy nem képzddik tirozinat.

0 0
O pK=10.5 o )
. . +H

HO NH, «— 0 k

5.21 abra Tirozin és tirozinat szerkezete

Oldatban ugyanis a tirozin pK értéke 10 koriili, és ez a legtobb vizsgalt fehérje esetében szintén
hasonloan magas, az Appa esetében viszont — ahogyan ezt meghataroztuk — ez az érték 8 kortili.
Ilyen moédon mar nem meglepd, hogy a triptofdn mentes W64FW104A mutansnak jelentds
fluoreszcencidja volt 295 nm-es gerjesztés esetén.

Annak érdekében, hogy a tirozinat és triptofan fluoreszcenciajat elvalasszuk egymastol olyan

triptofan analdgot kerestiink, amelynek spektralis tulajdonséagai jol elvalaszthatéak a természetes

triptofanétol.
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5.22 abra A) W64F/W104A AppABLUF (Agerj.=295nm) emisszios spektruma. A keskeny kitliremked6 cstics ~330
nm-nél a viz Raman szérasanak jaruléka. B) A W64F/W104A AppABLUF mutans 295 nm-en mért tirozinat
abszorpcidjadnak pH-fiiggd valtozasa, valamint az oldatban levdé L-tirozin azonos hulldmhosszon mért abszorpcidja
(inzert). A szigmoid gorbét Boltzman egyenlettel illesztve pK = 8.0-t kapunk az AppAsLur-ban jelen levé tirozinra,
valamint pK = 10.5-t az oldatban levé L-tirozinra.
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A valasztasunk a 7-aza-triptofan analdgra esett, amely esetében az abszorpcids €s emisszios
maximum is a magasabb hullamhosszaknal volt megfigyelheté (lasd 5.23 abra). A W104-es

pozicioban talalhato triptofant tehat egy triptofan auxotrof sejtvonal e

segitségével a 7-azaTrp
analogra cseréltiik. Ahogyan az 5.23-as abran lathato a 7-aza-Trp abszorpcidja mintegy 10 nm-rel
a voros felé tolodik, abszorpcids maximuma ~ 300 nm-nél taldlhat6. Emisszids spektruma még
jelentésebb vorods eltolodast mutat, oldatban ~ 420 nm koriil figyelhetdé meg az emisszids
maximuma. Annak érdekében, hogy a tirozinokat biztosan ne gerjessziik, a donor gerjesztési

hullamhosszanak 310 nm-t valasztottunk.
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5.23 abra A abra: L-tirozin (vOrds) abszorpcids spektruma, L-Trp (fekete) és 7-aza-trp (kék) 50 mM Tris, 10 mM
NaCl, pH 8.00 pufferben, valamint L-tirozin (z61d) glicin/NaOH pH 11.0 pufferben. B abra: Emisszi6s spektrumok:
L-tirozin (voros) (pH=8.0, Agej. =280 nm), L-tirozin (z6ld) (pH=11.0, Agej =295 nm), L-triptofan (fekete) (pH=8.00,
hgerj=295 nm) és 7-aza-triptofan (kék) (pH=8.00, Agerj; =310 NmM).

A T7-aza-Trp segitségével sikeriilt megvalositani a FRET méréseket annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a W104 -FAD tavolsagot. A FRET hatasfokot az akceptor fluoreszcencidjanak
novekedésébdl hataroztuk meg. A donor oldali FRET hatasfok szamitashoz ugyanis sziikség lett
volna egy csak a donort (7-aza-Trp) tartalmazo mintara, FAD nélkiil. A FAD eltavolitasa egyrészt
nem nagyon egyszerl, masrészt a FAD-nak kulcsszerepe van a fotoaktivacioban, hidnydban a

vilagos allapot nem valdsul meg.
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A FRET hatasfok szamitasat a kovetkezo képlet alakpém Végeztiik el:

SA(/I IAD( ]
Cep(Ap) | (44

ahol £,(15") az acceptor extinkcids egyiitthatoja a donor gerjesztési hullimhosszan (310 nm),
ep(A5°) a donor extinkcids egyiitthatoja ugyanezen a hullimhosszon, I, (A5™) és L, (A3™) az
akceptor fluoreszcencia intenzitasa a donor jelenlétében illetve annak hidnyaban. Az igy
meghatarozott FRET hatasfok Egsw¢i=42% and Eyilaeos=59% volt, amelybdl a sotét és a vilagos
allapotban szamolt tdvolsag Rsse=17.7 A és Ryilagos=8.3 A volt.

A triptofan analdégokat tartalmazd mintdkon fluoreszcencia anizotropia lecsengés
méréseket is végeztiink. Ezek sordn sotét allapotban egy gyorsabb Tty =1.5 £ 0.06 ns and vilagos
allapotban pedig egy jelentdsen lassabb, tTyigos=11.1 £ 0.5 ns anizotropia lecsengést sikertiilt
megfigyelniink. A fluoreszcencia anizotropia lecsengés eredmények arra utalnak, hogy sotét
allapotban a triptofan a FAD-t6l tavoli orientacidoban helyezkedik el, mozgasa mobilisabb, ennek
koszonhetd a gyorsabb anizotropia lecsengés (5.24 abra). (A triptofan anizotropia lecsengése vizes
oldatban ~ 0.6 ns). Vilagos allapotban viszont pont az ellenkezdje valdésul meg: a triptofan a
flavinhoz kozel helyezkedik el és hidrogén kotésbe keriil — valdsziniileg a glutaminnal. Ennek
koszonhetd a lassabb anizotrdpia lecsengés, de ezt tdmasztja ald a FRET hatasfokbol szamolt
kisebb triptofan-FAD tavolsag is. Az a tény, hogy a legtobb kristalyszerkezet esetében a triptofan
a tavoli pozicidban helyezkedik el, arra utal, hogy nem sikertilt vilagos allapotban tartani a kristalyt

a teljes mérés soran.
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5.24 abra Fluoreszcencia anizotropia lecsengés sotét (A) és vilagos (B) allapotban.
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A W104-FAD tavolsag meghatarozdsa érdekében iddkorreldlt egy-foton szdmlalasos
(TCSPC) és Kerr-kapuzott fluoreszcencia élettartam méréseket végeztiink tobb mutanson a
pikoszekundumos idétartomanyon. Alapfeltételezésiink az volt, hogy ha a fotoaktivaci6 soran a
W104 triptofan kozelebb keriil a FAD-hoz, akkor rovidebb fluoreszcencia ¢lettartamot kell
kapnunk, a triptofan ugyanis elektron donorként részt vehet a fotoindukalt elektron transzfer
folyamatban. A mérések soran el6szor a Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsLur mutanson valamint
szabad FMN mintant végeztiink TCSPC méréscket. Ahogyan az 5.25 abran lathato abban az
esetben, amikor a FAD koriil a potencidlis elektron donor aminosavakat egy fenilalaninnel
helyettesitettik (Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsLur) a fluoreszcencia élettartam teljesen
megegyezett a szabad FMN ¢élettartamaval (3.8 ns).

Kerr-kapuzott fluoreszcencia élettartam méréseket végeztink a W64F AppAsLur
mutanson sotét és vilagos allapotban, valamint a Y21F/Y56F/W64F AppAsLur mutanson. Ez
utébbi esetben eltavolitottuk a tovabbi potencialis elektron donorokat; a W64F AppAsLur mutans
esetében pedig — az egyszeriiség kedvéért — eltavolitottuk a mintegy 10-12 A-re elhelyezkedd
triptofant, amely szintén potencialis elektron donor. A sotét allapot esetében dominéns élettartam
500 ps volt, a vilagos allapot esetében 11 ps, az Y21F/Y56F/W64F AppAsLur mutans esetében
pedig 36 ps volt.
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5.25 abra A) Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsLur (kék) és szabad FMN (piros) fluoreszcencia lecsengése 455 nm-
es gerjesztést kovetden (Aem=510 nm). A valasz fiiggvényt (~1 ns) feketével abrazoltuk. B) Az AppA W64F kinetikaja
520 nm-en sotét (kék) és vilagos allapotban (piros) valamint a Y21F/Y56F/W64F AppAsLur (z61d) kinetikaja szintén
520 nm-en
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A tavolsag kiszamitasdhoz a Dutton-szabalyt alkalmaztuk'?:

(AG + 2)?
log kgr = 15— 0.6R — 3.1T
Akadalymentes elektron transzfert feltételezve AG = —A, a tdvolsadgok sotét allapotban Rgyper =

9.5 4, vilagos allapotban pedig Ry;i50s = 6.7 AA vilagos allapot esetén kapott tdvolsag megfelel
annak a tavolsagnak €s az anizotropiai lecsengésbdl adodd képnek, hogy a 104-es pozicidban
talalhat6 triptofan vildgos allapotban a FAD-hoz kozelebb helyezkedik el. A so6tét allapotban
kapott kiillonbség (a FRET méréshez képest) valdszinilileg annak kdszénhetd, hogy mas elektron
donor (Y21, Y56) is részt vesz a folyamatban.

A FRET mérések, az anizotrdopia lecsengés mérések valamint a fluoreszcencia élettartam
mérések arra utalnak, hogy sotét allapotban a triptofan a FAD-t6l tavoli pozicidban van, ahol
szabadon mozog (ez az oka a gyorsabb anizotropia lecsengésnek) vildgos allapotban pedig a
flavinhoz kozelebb helyezkedik el és valdszinlileg hidrogén kotésben van a flavinnal, ezért
lathattunk egy lassabb fluoreszcencia anizotropia lecsengést.

Az altalunk megismert €s leirt jelenséget a kozelmultban egy méasik BLUF domén fehérjében, a
kovetkezd fejezetben targyalt OaPAC esetében sikeriilt rontgenkrisztallografias modszerekkel
igazolni. Chretien és munkatarsai az Eurdpai Szinkrotron Koézpont (ESRF) D23-2 nyalabjat
hasznalva egyértelmiien lattak, hogy sotét allapotban a W90 a FAD-t6l tavoli pozicioban
helyezkedik el, a megvilagitdsara azonban a FAD-hoz kozeli poziciot vesz fel (Chretien et al,

bioXriv, 2023).
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5.1.5 Az AppA szerepe az oxigén szint érzékelésében

Mar a felfedezésekor feltételezték, hogy az AppA nem csak a fény esetén tolt be regulacios
szerepet, hanem az oxigén szint esetén is és az alap hipotézis (5.1 abra) az volt, hogy az AppA-
PpsR komplex a magas oxigén szint esetében is disszocidlodik. A fotoindukalt kisérletek mellett
az is érdekelt benniinket, hogy ezt a funkciot az AppA milyen modon latja el. Az irodalomban
publikalt korabbi kisérletek soran feltételezhetd volt, hogy az oxigén érzékelése hem csoport
segitségével valosul meg. Sajat tapasztalataink is erre utaltak, eldfordult ugyanis, hogy a teljes
hosszsagu AppA expresszidjakor a fehérjéhez hem is kot6dott.  Mas tanulmanyok kimutattak,
hogy a hem dont6 szerepet jatszik a Rhodobacter sphaeroides fakultativ fotoheterotrof baktérium
jelatviteli mechanizmusaban, kolcsonhatasba 1ép az AppA/PpsR transzkripcids szabalyozo
komplexszel és kulcs szerepet jatszik a fotoszintetikus rendszer miikodésében. Az AppA/PpsR-rél
azt feltételezték, hogy oxigénfiiggd transzkripcids reosztatként miikodik, amely a fotoszintetikus

gének atirasat a valtozo oxigénkoncentraciora adott valaszként szabalyozza 12!

. Magas oxigén szint
esetén, valamint alacsony ¢€s koztes oxigénszinttel kombindlt intenziv fényviszonyok esetén az
AppA/PpsR megvédi a sejtet a fotooxidativ kdrosodastol azaltal, hogy megakadalyozza a
fotoszintetikus gének expresszi6jat?122-1%5,

Az AppA és a PpsR interakciojat az AppA SCHIC (oxygen sensing containing heme instead of
cobalamin) régioja szabalyozza azaltal, hogy egy inaktiv AppA-PpsR2 komplex jon létre, amely
megvilagitas hatdsara disszocialodik. A szabalyozasban fontos szerepet jatszik a hem SCHIC
doménhez valo kotddése. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a hem er6sebben kotddik az AppA-
hoz a fehérje sotét allapotaban, mint vilagos allapotban. A hem ugyanakkor a PpsR PAS2 és HTH
doménjeihez is kotddik, amely konformécios valtozasokat indit el a fehérjében. Annak ellenére,
hogy az AppA, a PpsR és az SCHIC domén rontgenkrisztallografias szerkezete ismert, nincsen
szerkezeti informacid hem kotott komplexekrdl. A hem kotés karakterizalasa érdekében EPR és
FRET méréseket végeztiink, ultragyors tranziens abszorpci6 segitségével vizsgaltuk az AppA és a

PpsR gaz szenzor (CO, NO) képességeit'2®.
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5. 26 abra (A) Az AppAAC (pdb:4hhl1) szerkezete, amelyen a BLUF domén (sarga), a linker régio (cian és vilagos
cian), a 4HB domén (vilagosbarna) és a SCHIC domén (z61d). FAD, His284 és Cys231 lathatd. A BS szal piros szinnel
lathato. (B) A dimer PpsR egyik monomerjének szerkezete a HTH domén nélkiil (pdb:4hh2). (C) Az AppA-PpsR2
magkomplex (pdb:4hh3) szerkezete, amely a PpsR N- és PASI-doménjét (1-es monomer: vilagoskék és 2-es
monomer: vilaigosbarna), valamint az AppA SCHIC-doménjét (z61d) és a 4HB-t (piszkos ibolya) mutatja. (D) Az AppA
teljes hosszusaghi doménszerkezete, amely mutatja a BLUF (sarga), a linker régiot (cian és vilagos cian), a 4HB
(vildgosbarna), a SCHIC (z6ld) és a Cys-gazdag (sziirke) doméneket. (E) A PpsR doménszerkezete, amely az N-
(sziirke), PAS1- (kék), PAS2- (narancssarga) és HTH (okkersarga) doméneket mutatja.

EPR meéreések

EPR-méréseink soran a hemnek az AppAac-hez (teljes hosszisagi AppA-bdl a cisztein
gazdag régio lett eltavolitva), valamint a PpsR-hez valo kotédését vizsgaltuk.
Az AppAac-hem komplex 15 K-en mért spektruma két alacsony spinti jelcsoportbol all g = (2,9,
2,2,1,5)¢ésg=(2,4, 2,2, 1,9) értékeknél (5.27 abra, bal oldali panel). A g = 6,0 koriili magas
spinti jelek mennyisége elhanyagolhatd, amint az a magas spinii jeleket erdsité koriilmények
kozott (T = 6,5 K, 1 mW) végzett kisérletekbdl lathato (5.27 abra, jobb oldali panel). Ezzel
szemben a 4HB-SCHIC domén esetében a spektrumot egy erds jel jellemzi g = 6,0-nal, amely a
lazén kotott, magas spinti ferri allapota hem-nek tulajdonithato, és egy joval kisebb intenzitasu

alacsony spinti jel g = (2,4, 2,2, 1,9) mellett.
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(i)ApPAAC 6.0 | | (IW
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5.27 abra Az (i) AppAAC-hem komplex, (ii) 4HB-SCHIC-hemin komplex, (iii) PpsR-hemin komplex és (iv)
PAS2-HTH-hemin komplex EPR spektrumai 15 K (bal oldali panel) és 6,5 K (jobb oldali panel) hémérsékleten. A
g=4,3-nal 1év6 jel a rombuszos vasszennyezddésnek koszonhetd, kisebb Mn(1l)-szennyezddés (6 vonalas jel g=2,00-
nal) is lathat6. [hem]=100 uM.

Korabbi cikkek az AppA SCHIC-doménben a His284 aminosavat javasoltak a hem kotéshez
sziikséges axialis ligandumként'?’. A Cys231 (5.26 abra) az egyetlen cisztein aminosav, amely a
4HB-SCHIC domén hélixén jelen van, ami arra utal, hogy mindkét fehérjében a His284/Cys231
ligaci6 valosul meg a ferri allapot esetében. Az EPR mérések soran a 4HB-SCHIC doménhez és
az AppAac-hez valo hem-kotési konfiguracioban megfigyelt kiilonbségek azonban arra utalnak,
koordinacidjat, 6sszhangban a két domén kozotti javasolt gyenge kolcsonhatassal. A bis-His-
komplexet alkoté His-aminosavak azonossagat nehéz meghatarozni. Tekintettel azonban az
AppAac-komplexben a hem transzfer egyetlen kos-értékére, feltételezziik, hogy ez csak akkor
lehetséges, ha a két populacié (His/Cys-hez kotott hem és His/Hishez kotott hem) kozotti csere
sokkal gyorsabban torténik, mint a hem-diszociacio. Feltételezziik, hogy ez a csere akkor torténhet
gyorsan, ha a His284 a kozos ligandum a két populéacio kozott, és a masodik His ligandum kozel
van a His284-hez, ami a His308 esetében igy van (5.24 B 4bra). Raadasul mind a His284, mind a
His308 rugalmas hurokban van jelen (5.26 D-E abra).
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A PpsR és a PAS2-HTH/hemin komplexeket a Cys/His vagy Cys/OH- ligacionak kdszonhetd
alacsony spin-jelek jellemzik g = (2,4, 2,2, 1,9) (3. abra) és egy hemin-kotott magas spind
populécio jelenléte (g = 6,0) (5.17 B abra). Ezek az eredmények a HTH-doménben 1év6 Cys424
aminosavat a hem axialis ligandumaként azonositjak oxidalé koriillmények kozott, ahogyan azt
korabban optikai spektroszkopia és mutaciok'?® alapjan javasoltak. Redukalo koriilmények kozott
mind a His275 (a PAS2 doménben jelenlévd) (5.18 C abra), mind a Cys424-et axialis

ligandumként javasoltak*?®,

FRET mérések

crer

azt, hogy a hem-kotésért felelds hisztidinhez kozel, az AppA hem-koté doménjaban talalhatd egy
triptofan (W302), a W302-H284 tavolsig a szerkezet alapjan ~ 25 A. A PpsR pedig szintén
tartalmaz egy triptofant a PAS2 doménben, amely a hem-kotésért felelds; ebben az esetben a
W361-H275 tavolsag ~ 23 A. Mivel a triptofan emissziés spektruma és a hem abszorpcids
spektruma atfed, jelentés FRET figyelhetd meg. Az igy kapott tavolsagok ~ 30 A

az AppA, ~ 19 A pedig a PpsR PAS2 domén esetében, jol egyeznek a szerkezetbdl kapott
értekekkel; az eltérés abbol fakad, hogy a szerkezetbdl szdmolt értékek esetében a triptofan-

hisztidin tavolsag hatarozhaté meg és nem kozvetleniil a triptofdn-hem tavolsag.

A CO-kotes dinamikaja AppA és PpsR esetében

Mind az AppA, mind a PpsR hem -komplexek esetén beszamoltak arrél, hogy gaz
molekulakat, példaul szén-monoxidot vagy nitrogén-monoxidot kotnek'?1?’, Kisérleteink soran az
AppA és a PpsR-nek ezt a tulajdonsagat is vizsgaltuk. A hem-CO kotés a megvilagitas hatasara
felhasad, és a CO kiszabadulhat a hem zsebbdl (végiil a fehérjébol), de vissza is kotddhet. A CO
visszakotdédésének ezt a dinamikus  viselkedését ultragyors tranziens abszorpcios
spektroszkopiaval vizsgaltuk.

Az 5.28 abra (i., ii. és iii. kis abrak) az AppAac tranziens abszorpcids spektrumat mutatja

a Soret-sav tartomanyban, a fehérje sotét és vilagos allapotaban, redukalt vagy oxidalt flavin
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jelenlétében. Az AppAac fehérje esetében mindharom esetben a hem-CO visszakotodés kinetikaja
két fazissal irhato le, melyek id6allandoi ~40 ps (30%), ~700 ps (40%) és az aszimptotikus fazis
(30%). Egyértelmiien gy tlinik, hogy a flavin oxidacids allapota vagy a kiilonboz6 fényviszonyok
nem befolyasoljdk a fehérje SCHIC-doménjében a hemhez valé CO-visszakétddés dinamikajat
(5.28 B. abra).

Hasonlo, de nem azonos kinetikat figyeltiink meg az izolalt 4HB-SCHIC fehérje esetében, amelyet
két kotodési fazis jellemez ~50 ps (30%), ~900 ps (40%) és az aszimptotikus fazis (30%). Az a
megfigyelés, hogy a 4HB-SCHIC doménben a CO ujrakotési dinamikaja hasonld a teljes
hosszisagl fehérje dinamik4jahoz, 6sszhangban van azzal a megallapitidssal, hogy a teljes
hosszusagu fehérjében a BLUF domén redox- vagy fényviszonyai nem befolyédsoljak a
ligandumkdtési dinamikat a hem-kté doménben.

A ligandumkotés dinamikdjat a hem-kotd doménben szintén nem befolyasolja jelentdsen a BLUF-
domén hidnya vagy jelenléte. Mind a BLUF, mind a SCHIC doménrdl kimutattak, hogy a linker
régiot és a 4HB-t "kotoplatformként" hasznaljak, anélkiil, hogy erds kolesonhatasok lennének a
hatarfeliiletiikon'?®.

Az 5.28 C. abra kis abrai a PpsR és a PAS2-HTH tranziens abszorpcids spektrumat mutatjak a
Soret-sav tartomanyban a CO-disszocidciot kovetd kiilonbozd késleltetési 1d6k esetén
pikoszekundumos és nanoszekundumos id6tartomanyaban. Az tranziens spektrumok, amelyek
minimuma 420 nm koriil van, maximuma pedig 440 nm koriil, az 5 koordinatdju hemnek a CO-
talalhato CO vagy ujra kotddhet a hemhez (geminat Gjrakotddés), vagy kivandorolhat a fehérjébol.
A CO részben a pikoszekundumos-nanoszekundumos idéskalan rekombinalodik, amit a tranziens
spektrumok amplituddjanak csokkenése jelez. A spektrumok alakja azonban ezen az idéskalan
valtozatlan marad, ami arra utal, hogy csak a CO hemhez val6 visszakotodése valosul meg, egy hat
koordinataji komplex kialakulasa viszont nem.

Az 0sszes PpsR-komplex kinetikajat egy néhany pikoszekundumos fazis jellemzi, amely foként
fotofizikai folyamatokat tiikr6z, amelyet egy tobbfazist CO visszakotddés kovet. A PpsR esetében
az utobbi folyamat 100 ps (41%) és 1,4 ns (48%) id6allandoval és egy aszimptotikus fazissal (11%)
illeszthetd (5.28 C. abra, i. alabra). A PAS2-HTH-ban szintén megfigyelhetd volt egy tobbfazist
visszakotédés 46ps (37%) és 660ps (48%) idballandoval és egy aszimptotikus fazissal (15%) (5.28
C. ébra, 1i. betét).
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5.28 abra (A) A flavin-oxidalt AppAAC heme-CO-komplexeinek 419 nm-en megfigyelt tranzienseinek
Osszehasonlitdsa a sotét (fekete) és a vilagos (zo6ld) allapotban, valamint a flavin-redukalt AppAAC heme-CO-
komplexének 6sszehasonlitasa (piros). i) az oxidalt AppAAC heme-CO komplexének atmeneti abszorpcids spektrumai

rrrrrr

kiilonboz6 késleltetési idékben (3, 30, 200, 1300 és 3100 ps). (B) Az oxidalt AppAAC heme-CO-komplexein a fényhez
(fekete) adaptalt allapotokban és a 4HB-SCHIC fehérje heme-CO-komplexén (piros) 419 nm-en megfigyelt
tranziensek Osszehasonlitisa. Kis kép: A 4HB-SCHIC fehérje heme-CO komplexének atmeneti abszorpcios

.....

rrrrrr
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A r6vid hosszasagu PAS2-HTH fehérje esetében tehat 1ényegesen gyorsabb kinetikat figyeltiink
meg, ami arra utal, hogy az N-terminalis és a PAS1 domén hatdssal van a hem-kdrnyezetre,
amennyiben olyan terhelést gyakorolnak a hem-kotd zsebre, hogy az nyitottabba valik. Erdekes
modon, mindségileg hasonld hatasokat figyeltek meg, amikor a teljes hosszusagu CO-szenzor
RcoM— —2-t és annak izolalt hem-doménjét hasonlitottak Gssze (lassabb wjrakotddés a teljes
hosszlsag fehérjében) . A PpsR és a PAS2-HTH ligand-rekombinacios kinetikajanak

Osszehasonlitasa az 5.28 C. dbran lathato.

A hem az AppAic 4HB-SCHIC doménjéhez valo kétédése konformdacios valtozasokat indukal a
BLUF doménben

Mivel a kék fény besugarzdsa a flavin koriili hidrogénkotés-halozat atrendezddését
eredményezi, fontos tudni, hogy forditva, a C-terminalis doménben torténé hem kotésnek van-e
hatdsa a flavin kornyezetére is. Ennek érdekében fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket
végeztiink. Az AppAac-hez valdé hem koétddés a sotét allapotban a flavin fluoreszcencia emisszios
maximumanak 505 nm-rdl 517 nm-re torténd ndvekedését és vords eltolodasat eredményezi (5. 27
A. abra), ami arra utal, hogy a hemhez kotés a flavin kornyezetében olyan valtozast hoz létre,
amelynek kovetkeztében a FAD az olddszernek jobban kitett allapotban talalhato. Erre utalnak a
TCSPC mérések is: a hem AppAac-hez valo kotédése a flavin atlagos fluoreszcencia-életidejének
jelentds novekedését eredményezte, ~2 ns-rol (hemmentes AppAac) 4,4 ns-ra (hem-kotott AppAac.
Ez utobbi érték ugyanabban a tartomanyban van, mint a flavin oldatban mért fluoreszcencia-
¢lettartama (~3-5ns) és arra utal, hogy a flavin fluoreszcencidjat a hem-kotott AppAac-ben a
szomszédos aminosavak nem oltjak ki, hanem a flavin ki van téve az olddszernek.
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5.29 abra (A) Az AppAaxc fluoreszcencia-emissziés maximumanak eltolodasa névekvé hemkoncentracio esetén,
sotét allapotban. (B) Az AppAac fluoreszcencia élettartama hem hianyaban (piros) és jelenlétében (kék) 455 nm-es
gerjesztés utan (Aem = 520 nm). A miiszer valaszfiiggvénye (~ 1 ns) feketével lathatd. (C) Az AppAac fluoreszcencia-

crer
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A fluoreszcencia-élettartam mérésekkel Osszhangban a flavin rotacios korrelacids ideje a sotét
allapotd AppAac-ben hem jelenlétében dramaian csokken, 1= 0,8 + 0,1ns, szemben a hem
hianyaban mért T =4,1 + 1,4 ns értékkel (5. 29 C abra). A gyors rotacios korrelacios idok (~1 ns)
a fluorofor gyors mozgasara utalnak, ezzel szemben a hosszabb korrelacids idok (akar tobb tiz ns)
a fluorofér vagy a teljes fehérjekomplex lassabb forgasat tiikrozhetik'!®. Osszességében tehat a
fenti fluoreszcencia-mérések arra utalnak, hogy a sotét allapotban a flavin flexibilis kornyezetben
van jelen.

A kristalyszerkezet alapjan a BLUF és SCHIC domének kozotti gyenge kolcsonhatast feltételezték.
Sajat méréseink arra utalnak, hogy sotéthez allapotban a hem kotddés hatassal van a flavin
kornyezetre, amit a fehérje fluoreszcens tulajdonsagainak megvaltozasa jelez. Tovabbi érdekesség,
hogy a hem csoportot koté AppA fotociklusa jelentésen csokken (felezési id6 ~4 perc) a hem
nélkiili AppA-hoz képest (felezési id6 ~15 perc). Ezek az eredmények vildgosan illusztraljak az
AppA két doménje kozotti gyenge Osszekapcesolddast. Ezzel szemben vildgos allapotban a flavin
kornyezete olyan, hogy a 4HB-SCHIC domén hem kd&tése nem okoz tovabbi strukturalis

valtozasokat.

Az AppA/PpsR komplex oxigén érzékelése

Az AppA/PpsR komplex oxigén érzékelésében a fOszerepld a PpsR, amely a PAS
doménbdl és a HTH effektor doménbdl 4ll, amely a DNS-t koti. Méréseink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy magas oxigén szint esetén a hem altal kotott vas ferri allapotban van és
gyengén koordinaloédik a PpsR-hez, részben a Cys?™ -en keresztiil (amely a HTH doménben

2"_en keresztiil. A DNS kotés affinitasa akkora, hogy az nem

talalhato), részben pedig a His
disszocialodik, igy nem valdsul meg a fotoszintetikus gének szintézise, vagyis megodvja a
fotoszintetikus rendszert az oxidativ stressztl. Alacsony oxigén szint eseteén a vas a Fe(Il)

oxidacios allapotban kevéssé vagy egyaltalan nem kotddik a Cys**

-hez, ami jelentds konformacios
valtozast indukal a fehérjében. Ez a konformacids valtozas vezet végiil ahhoz, hogy a DNS PpsR-
hez vald kotése megvaltozik és disszocialodik a fehérjérdl, lehetévé téve fotoszintetikus gének
expressziojat.

Meglep6 mdédon — ahogyan ezt kisérleteink igazoltak — a hem nemcsak a PpsR-rel, hanem az

AppA-val is képes kolcsonhatasba 1épni. Ez a kdlcsonhatds valoszintileg egy jabb szabalyozasi
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szintet biztosit a fotoszintetikus rendszer szamara. A hem AppA-ban bet6ltott szerepe azonban
tovabbra sem egyértelmii. Korabbi tanulmanyok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az AppA-
PpsR szabalyozo rendszer oxigénfliggd transzkripcids reosztatként mitkddik. Kimutattdk, hogy az
oxigén koncentraciofiiggd modon képes disszocialni a hemet az AppA-bol*?! . Késébbi vizsgalatok
azonban kimutattak, hogy az AppA mind anaerob, mind aerob koériilmények kozott képes a hemet
megkdtni. Tekintettel arra, hogy csak a sotét allapotban 1évé AppA képes kotddni a PpsR-hez a
hem megkotése kedvez az AppA-PpsR komplex kialakulasanak, és igy eldsegiti a fotoszintetikus
gének bioszintézisét. gy biztositott, hogy elegendé mennyiségii hem alljon rendelkezésre az
elektronatvitel alapvetd funkcidjanak ellatasahoz'?’. Ezen eredmények alapjan feltételezhetjiik,
hogy kék fény megvilagitas esetén — az oxigénszinttdl fliggetleniil — a hem-kotott AppA elésegiti
az AppA-PpsR komplex kialakuldsat és ezaltal a fotoszintetikus apparatus bioszintézisét. Ezzel
szemben magas oxigénszint €s nagy intenzitasu kék fény egyidejii jelenlétében a PpsR a DNS-hez
kotddve marad, és gétolja a fotoszintetikus apparatus kialakuldsat és a kapcsolodd fotooxidativ

karosodast.
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5.30 abra A hem AppA és PpsR kolesonhatasanak sematikus abraja Rhodobacter sphaeroidesben. S6tétben és aerob
koriilmények kozott a heme kolcsonhatasba 1€p az AppA-val és konformacids valtozasokat idéz eld a BLUF
doménben. Ezzel szemben vilagos koriilmények kozott a hem megkotése miatt a SCHIC-doménben bekdvetkezd
valtozasok nem befolyasoljak a BLUF-domént. A PpsR-hez k&t6d6 hem csokkenti a PpsR DNS-kotési affinitasat, de
magas oxigénkoncentracié mellett gatolja a fotoszintetikus gének génexpresszidjat. Alacsonyabb oxigénkoncentraciod
esetén a ferro hem kotédése varhatdan olyan konformacids valtozasokat eredményez, amelynek kovetkeztében a a
DNS disszocialodik elésegitve a fotoszintetikus gének bioszintézisét.
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5.2 Az 0aPAC funkcionalis dinamikajanak vizsgalata®

5.2.1 Proton-kapcsolt elektron transzfer

Az adenilat-ciklazok (AC-K) az enzimek fontos osztalyat alkotjak, amelyek az adenozin-
trifoszfat (ATP) ciklikus adenozin-monofoszfattd (cAMP) és szervetlen pirofoszfatta (PPi) vald
atalakitasaban jatszanak meghatarozo szerepet (5.31 abra). A fotoaktivalt adenilat-ciklazok (PAC)
az adenilat ciklaz enzimek egy olyan alcsoportjat képviselik, ahol az ATP atalakitasa G-protein
segitsége nélkiil alakul &t cAMP-vé.

A kék fény altal aktivalt adenilat ciklazok miikodése altalaban egy BLUF vagy ritkabban egy LOV
domén segitségével valosul meg. Az elsé ismert PAC az Euglena gracilis nevi csillos ostoros
egysejtibol lett izolalva, és ennek megfeleléen EuPAC-nak lett elnevezve. Az EUPAC egy 400
kDa méretli heterotetramer, amely két-két a és f egységet tartalmaz, amelyek egyenként két BLUF
¢és két AC domént tartalmaznak. Az EuPAC felfedezését kovetden kisebb méretii bakterialis PAC-
okat is talaltak, amelyek esetében az AC aktivitast szintén BLUF domén szabalyozza. Az egyik
legismertebb ilyen enzim a bPAC, amely a szulfidoxidal6 baktériumban (Beggiatoa sp) talalhatd
meg. A bPAC-nek a kis mérete mellett kedvezé tulajdonsaga, hogy alacsony aktivitast mutat
sOtétben, és mintegy 300-szoros ndvekedést mutat kék fény abszorpcidt kovetden.

Tekintettel arra, hogy a cAMP szamos jelatviteli folyamatban jatszik szerepet, a cCAMP termelés
fényvezérelt szabalyozasa a PAC enzimeket nagyon vonzo optogenetikai eszkdzzé teszi. Az
EuPAC az Aplysia nevii tengeri haslabu neuronjaiban expresszalodva lehet6vé valt a

131

neuronstimulacié optikai kontrollja™*. A bPAC-ot a kdzelmultban transzgenikus egerekben

alkalmaztak motilitasukat vesztett spermiumok flagellaris mozgasanak helyreallitasara®?.

A kozelmultban egy ujabb igéretes fotoaktivalt adenilat ciklazt fedeztek fel: az Oscillatoria
acuminata cianobaktériumban, amelynek kiilonlegessége, hogy nagyon alacsony aktivitast mutat
sotétben — a legalacsonyabb az eddig ismert PAC fehérjék koziil — lehetové téve a fotoindukalt
cAMP termelés finomabb szabalyozasat'®®. Ennek megfelelden kivalé optogenetikai eszkoz lehet,
a sOtétben ugyanis szinte nem mutat aktivitast, megvilagitas hatdsara azonban azonnal megindul a
cAMP termelés. Az OaPAC (lasd 5. 31 A. dbra), egy 366 aminosavbol 4ll6 homodimer, amely egy

N-terminalis BLUF doménbdl és egy C-terminalis AC doménbé] all 133134,

5 A fejezet a Collado et al., ACS Chem Biology,2022, a Raics et al., J. Biol. Chem.,2023 és a Collado, Bodis et al., J.
Mol. Biol, 2023 cikkekben megjelent eredményeinket foglalja Gssze.
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5.31 abra A. OaPAC egy homodimer, amely egy BLUF doménbdl (cian) illetve egy adenilat ciklaz (homok szinii)
doménbdl 4all. Ez utdbbi felelés az ATP -> cAMP konverzidért. (PDB: 5x4t%%). B. A FAD kériili hidrogén kotés

haldzat, amely a Y6, Q48 and N30 konzervalt aminosavakat tartalmazza C. A fotoaktivacid javasolt modellje.

Az OaPAC rontgenkrisztallografias szerkezetét vizsgalva (PDB: 5x4t) megallapithato, hogy a
flavinkotd zseb ugyanazokat a konzervalt aminosavakat tartalmazza, mint a tobbi ismert BLUF
fehérje. Az izoalloxazin gylirii koriil megtaldlhatd a konzervalt tirozin (Y6), glutamin (Q48) és
aszparagin (N30), mig egy konzervalt metionin (M92) hidrogénkotést hoz létre a Q48-as
glutaminnal (5.22 B. abra). A félig konzervalt triptofan (W90) a Trpkinn konformacioban van,
hasonléan két masik BLUF fotoreceptor szerkezetében megfigyelt modon (PixD, PDB: 2HFN;
BIsA PDB: 6W6Z). A FAD C2=0 karbonilja hidrogénkdotéssel kapcsolodik a 69-es argininhez
(R69), mig a 29-es lizin oldallanca (K29) tébb mint 5 A tavolsagra van, ami azt jelzi, hogy a C2=0
egyetlen hidrogénkdtést hoz létre ezzel szemben a PixD-ben két reziduum (N31 és R65) képez
hidrogénkotést a C2=0 csoporttal. A vad tipust OaPAC nagy felbontasu kristalyszerkezeteinek
Osszehasonlitasa vilagos és sotét allapotdban azt mutatja, hogy fényelnyelés hatdsara a glutamin
(Q48) Cy—Cod kotése kortilbeliil 40°-kal elfordul, mig a Q48 Ne2 atomja eltavolodik az N5-t6l és
kozelebb kertil a flavin C4=0 csoport O4-éhez. Vilagos allapotban a Q48 hidrogénkdotést fogad el

a szomszédos konzervalt tirozintol (Y6).
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Ohki és munkatarsai® egy olyan mechanizmust javasoltak, amely magaban foglalja a Q48
oldallanc tautomerizédciojat, valamint a Q48 keto forma és az Y6 kozotti hidrogénkdtési
kolcsonhatast (5.31 C. abra). Ez a mechanizmus megkdveteli az FADH® és Y6° gyokpar 1étrejottét,
amely becslésiik szerint egy nanoszekundumon beliil a vilagos allapot 1étrejottéhez vezet.
Munkank soran elsé lépésként a fotoaktivacidé mechanizmusat vizsgaltuk tranziens
infravords  spektroszkopia (TRIR) valamint l4thatd tranziens abszorpcios spektroszkopia
alkalmazasaval (TA). Vizsgalataink arra vezettek, hogy a vad tipusi OaPAC-ban a tirozin
protonkapcsolt elektrontranszfer (PCET) soran elektront €s kozvetett modon protont ad a flavinnak,
amely a semleges flavin gyok (FADH?®) kialakulasahoz vezet. A fotoaktivacio vizsgalatanak soran
fluorotirozin analdogok beépitésével vizsgaltuk az Y6 tirozinnak a proton-kapcsolt elektron
transzferben vald szerepét. Ennek sordn az Y6 tirozint olyan tirozin analdgokkal helyettesitettiik,
amelyekben a fenol gylirin kiilonb6zd pozicidkban fluor helyezkedett el. A fluor jelenléte
megvaltoztatta a tirozin pK-jat, jelentdsen befolydsolva a fotoaktivacio hatékonysagat. A TRIR
kisérletek alapjan csak a 3-FY6 analdgot tartalmazé fehérjében valosult meg a vilagos allapot, de
sokkal lassabban, mint a vad tipusu fehérjében. A 3,5-F2Y6, 2,3,5-F3Y6 és 2,3-F2Y6 OaPAC

variansok esetében a vilagos allapot nem jott létre.

A fotoaktivacio vizsgalata UV/VIS és FTIR spektroszkopia segitségével

Az 5. 32 A. abran a vad tipusut OaPAC abszorpcids spektruma lathatd a 450 nm-es kék
fényli LED-del valo (~500 uW 455 (£10) nm-es fény, 20 s-os megvilagitas) megvilagitas elott és
utan. A megvilagitas hatdsara a flavin abszorpcids spektruméban mintegy 14 nm-es voroseltolodas
figyelhet6é meg. Ahogyan ezt korabban targyaltam, ugyanez a jelenséget figyelhettiik meg az AppA
esetében (valamint az 9sszes fotoaktiv BLUF fehérjénél), és a flavin koriili hidrogénkotés-rendszer
atalakulasanak koszonhetd. Az abszorpcios kiilonbségi spektrum (5. 32A. abra, kék spektrum) 493
nm-en mutat abszorbancia maximumot, amely a vildgos allapot kialakulasdhoz kd&thetd. A
megvilagitas megsziinése utan az abszorpcios spektrum visszanyeri a megvilagitas eldtti alakjat,
mintegy 5 s iddallandéval (5.32 B. dbra). Az OaPAC sotét allapotba valo visszatérése jelentdsen
gyorsabb, mint a tobbi BLUF fehérje esetében, beleértve a PixD-t (45 s), az AppABLUF-ot (23
perc) és a BlsA-t (8 perc).13>136
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5. 32 abra OaPAC UV/VIS valamint FTIR spektruma A. Az OaPAC steady-state abszorpcids spektruma sotét és
vilagos allapotaban, valamint a kiilonbségi (vilagos-sotét) spektrum B. A 444 nm-es csucs sotét allapotba valo
visszatérése A megfigyelt idéalland6 ~5 s. C. A teljes hosszusagu és a BLUF domén FTIR kiilonbségi spektruma. (A

cre

spektrumbol levontuk a sotét allapotban mért spektrumot.

A vilagos allapot kialakuldsat kisérd szerkezeti valtozasokat eldszor steady-state FTIR
spektroszkopiaval tanulméanyoztuk. Az OaPAC kiilonbségi spektrumat tigy allitottuk eld, hogy a
sotét allapottt FTIR spektrumot kivontuk abbol, amit kaptunk, mikdzben a mintat a mintarekeszbe
helyezett 460 (+5) nm-es LED-del folyamatosan megvilagitottuk, €s objektiv segitségével a cellara
fokuszaltuk. Az 5.33 C. dbran vilagos — sotét infravoros kiillonbségi spektrum lathat6 az 1800-1100
cm™ kdzotti tartoméanyban, ahol a pozitiv csticsok a fény altal indukalt, a negativ csucsok pedig az

alapallapott rezgési modusokhoz tartoznak. Magasabb hullamszamoknal a vad tipusa OaPAC
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kiilonbségi spektruma hasonlo a tobbi BLUF fehérje esetében megfigyelthez, ahol két kiemelkedd
sav 1692(+)/1703(-) cm™-nél a C4=0 karbonil modus eltolodasat jelzi: vilagos allapotban a C4=0
karbonil tobb hidrogénkotést alkot, igy ez a modus az alacsonyabb frekvencidk felé tolodik?L192
Az 1550-1650 cm™ régidban az alacsonyabb hulldmszami modusok a peptid lanc gerincének,
kiilonosen a jelatvitel szempontjabol fontos B5S rezgéseinek valtozasait jellemzi.

A teljes hosszusagu fehérje mellett megmértilk az AC domént nem tartalmaz6 OaPAC BLUF
domén (1-141 aminosav; OaPACgLur) FTIR kiilonbségi spektrumat is. Amint az 5.32 C. abran
lathatd az OaPACsLur esetében az 1550 és 1650 cm™ kozotti tartomanyban — kiilondsen 1627 cm™
L-nél — a médusok kevésbé intenzivek, ami arra utal, hogy a BLUF domén kevésbé érzékeny a
fehérjelanc fényindukalt strukturalis valtozasaira. Hasonlé megfigyelésrol szamoltak be a ciklikus-
di-GMP foszfodiészteraz YcgF/Blrp teljes hosszisagti fehérjében és BLUF doménjében
bekovetkezett, fényindukalt szerkezeti valtozasok Osszehasonlitasakor!®’. Hasonld vizsgalatot
végeztek a teljes hossziusagi bPAC és bPACsLur esetében is. A teljes hosszusagl bPAC esetében
a kiilonbségi spektrumban intenziv pozitiv csucsot figyeltek meg az a-hélix amid I rezgésére
jellemz6 frekvenciatartoméanyban, 1650 cm™ kériil, ami arra utal, hogy a fotoaktivaciot kovetéen
a ciklaz doménben helikalis struktirdk alakulnak ki. A vad tipusi OaPAC FTIR kiilonbségi
spektrumaban nem figyeltiink meg hasonlé pozitiv csticsot az 1650 cm™ régidban, ami arra utal,
hogy a vad tipusi OaPAC fényindukalt szerkezeti valtozasai eltérhetnek a bPAC-ban
megfigyelttdl. Ez nem teljesen varatlan, mivel a bPAC C-terminalis régidja rovidebb, mint az
0aPAC; érdekes modon a rovidebb C-terminalis régié a bPAC-ban hatékonyabb cAMP-termelést

eredményez az OaPAC-hoz képest?38,

Tranziens infravorés abszorpcios mérések

Az 5.33 abra a vad tipusi OaPAC TRIR spektrumanak idébeli alakulasat mutatja a gerjesztést
kovetden. A TRIR kiilonbségi spektrumok negativ és pozitiv ,,csticsokat” (vagy savokat)
tartalmaznak, ahol a negativ csucsok legtobbszor (,,bleach” vagy kifehéredés) az izoalloxazin
gylri alapallapotanak kiliriilésével hozhatéak kapcsolatba. A pozitiv csucsok (tranziens
abszorpcidk) az izoalloxazin gytlirliben a gerjesztés kovetkeztében l1étrejovo rezgési modusok.

A vad tipusi OaPAC TRIR-spektrumai hasonloak az AppA és a PixD esetében megfigyelt BLUF

domén infravords spektrumokhoz!0103108111 A7 5 33 B, 4bran a globalis illesztés eredményeként
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kapott EADS (Evolution Associated Difference Spectrum) spektrumok lathatéak. Az EADS
spektrumok meghatarozasahoz a legegyszeriibb szekvencialis modellt (A—B—>C—D)
alkalmaztuk. A globalis illesztés sordn ilyen modon harom idéallandot kaptunk (3,9 ps, 24 ps és
184 ps), a negyedik komponens a végso vagy aszimptotikus allapothoz tartozik, amely az elméleti
végtelen id6allando. Az els6 EADS a FAD gerjesztett allapotanak (FAD*) feleltetheté meg vad
tipustt OaPAC-ban. A gerjesztett allapotot 1383 és 1420 cm™-nél tranziens cstcsok, valamint az
alapallapotot jellemzd bleachek (~1546, ~1664 és ~1704 cm™-nél) jellemzik, amelyek az
izoalloxazin gytr(i C10a-N1, C2=0 és C4=0 rezgési moddusainak felelnek meg (lasd 5.1
Tablazat).**1% Szintén az elsé EADS spektrumban 1520 cm™-nél egy tranziens csucs figyelheté
meg, ami azt jelzi, hogy a FAD* intermedier a gerjesztés utan nagyon korai idépontokban jon 1étre
(5. 31 A. 4bra, kis 4bra)*%®. A masodik EADS 3,9 ps idéallandoval jon létre, és ezt a spektrumot
egy Uj tranziens megjelenése jellemzi ~1528 cm™-nél, amely a félig redukalt flavin (FADH®)
rezgési markere, amely a flavodoxinban és a gliikoz-oxidazban is megfigyelhetiink®®%®, Az
FADH® tranziens 1528 cm™-nél 24 ps iddallanddoval fejlédik ki és 184 ps-os idéallandoval
relaxalodik. A FADH® képzédéssel és relaxacidval egyidejiileg 1635 cm™-nél egy maésik tranziens
képzddését figyeljiik meg, amely egybeesik az 1623 cm™-nél megfigyelhet6 bleach ndvekedésével.
Az 1623 (-)/1635 (+) cm™ rezgési moédusok egy flavin gydk rezgési modusanak és/vagy egy Tyr
gyoknek felelnek meg. A negyedik EADS spektrum 184 ps-os id6allandoval jon létre, és az
aszimptotikus végsd spektrumnak felel meg. Az aszimptotikus spektrumban megfigyelhetd
legfébb valtozas az ~1694 cm™-nél megfigyelhetd tranziens cstcs kialakuldsa, ami a vildgos
allapot megvalosulasat tiikrozi; ez a rezgési modus a flavin C4=0 rezgésének felel meg (5.1
Tablazat). Az 1704 cm™-r8l 1694 cm™-re torténd eltolodas a flavin koriili hidrogénkotések
gerjesztés utani atrendezddését tiikrozi, a frekvencia csokkenése Osszhangban van azzal a
megfigyeléssel, hogy vilagos allapotban a C4=0 karbonil egy masodik hidrogénkotésben is részt

VEeSZ.
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5.33 abra. Vad tipusu OaPAC sitét allapotbeli TRIR spektrumai. A. A vad tipusi OaPAC spektrumainak id6beli
fejlédése a 450 nm hullamhosszi gerjesztést kdvetden 100 s és 3 ns kozott rogzitve. A beagyazott abran a FADH®-
hoz (1528 cm™') és a FAD*"-hoz (1520 cm™?) tartozé tranziens csticsok lathatok. B. Vad tipusi OaPAC EADS
spektrumai az (abra A részén lathatd) TRIR adatok globalis illesztésébdl.

A vad tipusu OaPAC esetében a TRIR i1ddéskalaja (3ns) nem volt elegendd a vilagos
allapothoz vezetd fehérjemodusok teljes kifejlodésének megfigyeléséhez, ezért egy masik
modszert (Transient Multiple Probe Spectroscopy = TRMPS) is alkalmaztunk a fehérjedinamika

tovabbi nyomon kdvetésére.
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5.34 abra A 3 ns-hoz tartozé TRIR, a 100 us-hoz tartozé6 TRMPS és a (vilagos — sotét) FTIR spektrumok

Osszehasonlitasa.

A 3 ns-0s TRIR spektrumot, a 100 us-os TRMP spektrumot, valamint az FTIR differencia
spektrumot szuperponalva (5.34 abra) latszik, hogy bar a fotociklus soran a leglatvanyosabb
valtozasok az els 3 ns-ban kovetkeztek be, a késObbiekben tovabbi fejlodés kovetkezik be. Az
FTIR differencia spektrum és az id6fiiggd infravords spektrumok kozotti kiilonbség az 1550-1660
cm? tartomanyban arra utal, hogy a fehérjében 100 ps-ot kdvetéen is (a TRMPS médszer
idGablakan til) is strukturalis valtozasok kovetkeznek be; ezek valdsziniileg az AC doménben
végbemend strukturdlis valtozasoknak feleltethetok meg.

Annak érdekében, hogy tovabbi betekintést nyerjink az OaPAC fotocikluséaba,
dsszehasonlitottuk az egyes tranziens csticsok és bleachek kinetikjat (5.35 abra) Az 1383 cm™
hullamszamnal megfigyelhetd tranziens (ez a flavin gerjesztett allapotanak rezgési markere)
gyorsabban relaxalodik, mint ahogyan a bleach (1546 cm™), ami arra utal, hogy a gerjesztett allapot
és a félig redukalt (FADH?®) flavin gyok kinetikajat hasonlitottuk dssze: az abran az latszik, hogy
az anionos gyok és a félig redukalt gyok 1étrejotte szekvencidlisan valosul meg, de nagyon gyorsan
kovetik egymast. Osszehasonlitva az 1528 cm™ és az 1635 cm™ tranziens cstcsok kinetikajat jol

latszik, hogy ezek megegyeznek, ami arra utal, hogy az 1635 cm™ rezgésmod a flavin FADH®
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allapotanak rezgési markere. Ezenkiviil az 1694 cm™-nél megfigyelt tranziens (5.35 D. 4bra) a

vilagos allapot kialakulasanak kinetikéjat irja le.

A T T T T 1
e 1547 cm!
¢ 1384 cm”’ @ .

] ., _
8 <Ib g, e S
2 N

L% :

};;;:\ « 1528 cm
“~8:I::::&~_ e 1520 cm’
1 --:::.I==--- - 1 . L
0 200 400 600 800 1000 0 20 40 60 80 100
idé (ps) idS (ps)
0.08rD e ]
P T *
e 1528 cm 8 l,/r. b
e 1635 cm™ = S
-0.00 g b
(%] I
. Qo
S, < A
"..."“--..._
2 -0.08 e 1694 cm”

— |

\ . \ | 0.16 . . . .

200 300 400 500 0 400 800 1200 1600 2000
idd (ps) ido (ps)

5.35 abra A TRIR csucsok idéfiiggd valtozasa. A. A gerjesztett allapot lecsengésének (1384 cm™?) és az alapallapot
ujrafeltdltésének (1546 cm™1) kinetikai (az 6sszehasonlithatosag miatt invertalva). B. A vad tipusi OaPAC fehérjében
dtmeneti gyokok létrejottének és eltiinésének sszehasonlitasa. C. 1528 cm™1-nél 1év6 tranziens gyok kialakulasanak
és lecsengésének Osszehasonlitasa az 1635 cm™l-es tranziens véltozasaval. D. Az 1694 cm™! hullamszamnal
megfigyelhetd tranziens kinetikaja, ami a vilagos allapot kialakulasanak feleltetheté meg. A megfigyelt kinetika
id6allanddja 184 ps.

Az OaPAC fotociklusat 6sszehasonlitva a PixD fotociklusaval az figyelhetd meg, hogy a vilagos
allapot hasonlo 1épésekkel valosul meg, de mas idéallandokkal. A PixD-ben az 1515 cm™-nél 1évé
anionos gyokre jellemzd tranziens 2,5 ps alatt képzddik, majd 20 ps koriil relaxalodik, ezt kovetden
jon létre (110 ps alatt) a FADH® allapot (1535 cm™). A PixD-ben tehat a FAD* — FAD* —

79140~ A vad tipust

FADH® fotociklus figyelhetd meg hasonléan a ndvényi kriptokromokhoz
0aPAC esetében nem figyelheté meg egyértelmiien tranziens cstics 1515 cm™-nél, mint a PixD
esetében, és nem kanonikus aminosavak esetében (l1asd késébb), ahol az 1515 cm™-nél megfigyelt
cstics az anionos flavin gyok kialakuldsara utal. A vad tipusi OaPAC-ban az 1520 cm™t-nél
megfigyelt tranziens cslcs esetében valdsziniileg arrdl van szo, hogy ez a csucs az anionos €s a

félig redukalt FAD gyokbdl egyiittes megjelenése miatt alakul ki. A FADH?® populéci6 jelenlétét
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tamasztja ala az ~ 1510 cm™-es tranziens gerjesztést kovetd gyors megjelenése. Mivel az 1510 cm™
les tranziens a semleges tirozin gydk rezgési markere!®, ez arra utal, hogy a FADH®-Tyr®
gyokpar a gerjesztést kovetden nagyon gyorsan jon létre. Ez a feltevés dsszhangban van az Ohki

1141, Az 1520 cm* tranziens jelenléte arra utal,

¢s munkatarsai altal javasolt fotoaktivaciés modelle
hogy két lehetséges (parhuzamos) elektronatviteli ut 1étezik, ahol az anionos €s a semleges flavin

gyok egyidejlleg 1étrejon.

Lathato tranziens abszorpcios spektroszkopiai mérések

A fotoaktivacio fotofizikajanak tovabbi karakterizalasa érdekében a lathatod tartomanyban
is végeztlink tranziens abszorpciés méréseket (5.36 abra). A tranziens infravords mérésekhez
hasonloan a lathatd tranziens abszorpcios mérések kiértékelésekor a globalis illesztés soran az
aszimptotikus végsé komponens mellett két dominans EADS komponenst kaptunk. Az elsd 5 ps-
os EADS spektrum az oxidalt flavin gerjesztett allapotanak (FAD*-FADox) feleltetheté meg,
amelyen megtalalhatoak a jellegzetes savok: 450 nm koriil a bleach, 500 nm koriil a gerjesztett
allapot abszorpcidja, az 520-550 nm savban pedig a stimulalt emisszi6. A FAD pufferben mért
tranziens abszorpcios spektruma jol egyezik az 5 ps-os EADS spektrummal (1asd 5.36 C.abra). A
kovetkez6 dominans EADS spektrum a 83 ps id6allandohoz tartozé spektrum, amely jelentésen
eltér a gerjesztett allapotra jellemzd spektrumtol: a méasodik EADS komponens a stimulalt
emisszios sav csokkenését mutatja 550 nm-en valamint erdsen hasonlit a félig redukalt flavin gyok
spektrumara (a spektralis illesztés a FADHe jelentds hozzajarulasat mutatja). A végso,
aszimptotikus EADS (végsd vagy aszimptotikus spektrum, kék vonal), amelyet ugy kaptunk, hogy
az illesztés soran rogzitettikk az 1 ps idéallandot, vad tipustt OaPAC vildgos és sotét allapotat

jellemzd abszorpciods spektrumainak kiillonbségeként modellezhetd.
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5.36 abra. A vad tipusi OaPAC TA spektrumai. A. A kiilonbozé id6beli késleltetésekhez tartozo spektrumok. B. A
vad tipusit OaPAC globalis analizis soran meghatarozott EAS spektrumai. C. A globalis illesztés soran a legrovidebb
id6allandohoz tartozé6 EADS spektrum a FAD gerjesztett allapotara jellemz6 tranziens abszorpcios spektrumra hasonlit
leginkabb. D. A 83 ps allandohoz tartozé6 EADS spektrumot a gerjesztett allapot, a félig redukalt FAD, a sotét és
vilagos allapot spektrumainak linearis kombinaciojaval illesztettiik.

Az Y6F és W90F mutansok vizsgalata

A vilagos allapot kialakuldsdhoz vezetd elektrontranszfer folyamat jellemzése érdekében

készitettiink két olyan mutanst is, amelyekben kicseréltiink egy-egy kulcs aminosavat. Az Y6F

mutans esetében a tirozint egy fenilalaninre cseréltiik, aminek kovetkeztében a FAD errdl a helyrol

nem kap elektront. Ebben az esetben egy potencialis elektron donor marad a FAD kornyezetében,

a W0 triptofan.
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A tirozin kicserélése fenilalaninre részben hasonlé eredményre vezetett, mint mas BLUF
doméneken végzett hasonlo6 vizsgalataink: az OaPAC elvesztette fotoaktivitasat, kék fénnyel vald
megyvilagitas hatasara nem volt megfigyelheté a 450 nm koriili FAD abszorpcids csucs mintegy
10-15 nm-es eltolodasa. Az OaPAC Y6F mutans abban kiilonbdzik az altalunk vizsgalt homolog
BLUF mutansoktol (AppA Y21F, PixD Y8F) hogy azok a mutacidt kovetéen a megvilagitas
hatasara is oxidalt allapotban maradtak. Az OaPAC Y6F mutans esetében azonban, folyamatos
megvilagitas hatasara a FAD teljesen redukalt (FADH") allapotba keriil; a bPAC esetében az Y7F

mutansban a FAD félig redukalt allapotba keriilt'42,
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5.37 abra. Az Y6F mutanson végzett TRIR mérések A. Az Y6F mutans TRIR spektrumai kiilonbozo
késleltetésekkel B. A FAD®™ és a FADH" kinetikai az Y6F mutansban.
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Ahogyan az 5.37 abran lathato, annak ellenére, hogy az Y6F mutans esetében a megvilagitas
hatasara nem jon létre a vilagos allapot, a tranziens infravords mérések a FAD™ (1518 cm™), majd
a FADHe (1528 cm™) képzddését mutatjak. Az 1488 cm™ hullamszam esetében egy tranziens cstics
is megfigyelhetd, ami a triptofan kation gyok (TrpOH™) jelenlétére utal, ez pedig azt jelenti, hogy
az Y6 hianyaban a W9O triptofan elektrondonorként miikodhet 1*°. Az Y6F TRIR spektruma tehat
azt mutatja, hogy hogy a konzervalt tirozin fenilalanire vald cserélése nem sziinteti meg az
elektrontranszfert, ugyanakkor a flavin gyokok képzodése szekvencialis mddon valosul meg —

U1 _ de lényegesen lassabban. 1518 cm™-nél eldszor az

hasonloan ahhoz, ahogy a PixD-ben
anionos flavin gyok (FAD™) képzdédése figyelhetd meg 16 ps-os idéallanddval, ezt kdveti a
semleges (FADH?) flavin gydk kialakulasa — 1528 cm™ — ~ 100 ps alatt. Ahogy az vérhato volt,
1694 cm™-nél nem figyelhetd meg tranziens csiics, mivel ebben a mutdnsban nem alakul ki vildgos
allapot.

Az Y6F mutanssal szemben a WO0F mutans esetében a mutdcié nem tette inaktivva a
fehérjét, az 5.38. abran lathato, hogy megvilagitas hatasara a FAD So—S1 abszorpcids cstcsa
eltolodik. Ezt a mutaciot azért valdsitottuk meg, mert azt akartuk vizsgélni, hogy hogyan valtozik
meg a fotociklus abban az esetben, ha kiiktatjuk a W90 triptopfanrdl indulo elektrontranszfert.

A WO0F mutanson végzett tranziens infravorés mérések soran latszik, hogy a triptofan kation
gyokre jellemzd tranziens csics — ahogyan az varhatdo — hidnyzik. 50 ps-os késleltetés esetén
viszont jol lathat6 a semleges tirozin gydk (1512 cm™) valamint a félig redukalt FAD gydk (1530
cm™) megjelenése. Ennek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a W9OF mutans esetében a
tirozinrdl az elektron és a proton transzfer egyidejlileg valosul meg, vagyis a proton kapcsolt

elektrontranszfer megy végbe.
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5.38 abra. A W90F mutans TRIR spektrumai kiilonb6z6 késleltetéseknél.

A WI90F mutanson a lathato tartomédnyban is végeztiink tranziens abszorpcios méréseket (1asd 5.39
abra). A vad tipusu mérésekhez hasonléan a TA méréseken végzett globalis illesztés harom
idoallandot és az ezekhez tartoz6 EADS spektrumot eredményezett. A WI0F els6 EADS
spektruma a vad tipusi OaPAC-ban megfigyelt a gerjesztett FAD ¢és a FAD kiilonbségi
spektrumara hasonlit. A tobbi EADS spektrum esetében azonban feltiing kiilonbség figyelheté meg
a masodik EADS 520-570 nm-es tartomanyaban, ahol a vad tipushoz képest nagyobb pozitiv
jarulékot lathatunk. Az EADS2 spektralis illesztése azt mutatja, hogy ennél a mutansnal a vad
tipusnal nagyobb mértékben jarul hozza a spektrumhoz félig redukalt FAD (FADH?®) spektruma.
Ez arra utal, hogy a protonkapcsolt elektrontranszfer folyamat hatékonyabb a WO0F mutansban,
mint a vad tipusban, mivel a szomszédos triptofan eltavolitisa megsziinteti az alternativ
elektronatviteli utat. Ez a kiilonbség a vad tipusu és a WI0F mutans k6zott nem volt nyilvanvalo a
TRIR adatokban. A TA adatok azt mutatjak, hogy a gerjesztett allapot 510 nm-en torténd
lecsengése a WOOF esetében gyorsabb, mint a vad tipusé, ami azt jelzi, hogy a PCET folyamat
hatékonyabb a mutansban. A WI0F esetében kapott 48 ps-os idéallando szignifikansan gyorsabb,
mint a vad tipus esetében, ami arra utal, hogy a triptofan hidnyaban a flavin gyorsabban vissza-

oxidalodik.
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5.39 dabra A) Tranziens abszorpcioés mérések a WOOF mutanson. A vad tipushoz képest szembetiing kiilonbség az 550
nm koriil megfigyelt abszorpcié novekedés. Ez nagy valdsziniiséggel a FADH® allapot intenziv megjelenésének
koszonhetd. B) A globalis illesztés soran kapott idéallandok. C) Az EAS2 spektralis illesztése D) A gerjesztett allapot

relaxacidja 510 nm-en.
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5.2.2 Az OaPAC fotociklusanak vizsgalata fluorotirozin analogok segitségével

Az Y6 minden BLUF-domén fehérjében (Y21 AppA, Y8 PixD, Y7 bPAC, Y7 BIsA
esetében) egy szigoruan konzervalt aminosav, és kritikus a fotoaktivitas szempontjabol, mivel
barmely mas aminosavval - beleértve a fenilalanint is - vald helyettesitése fotoinaktiv fehérjét
eredményez. A tirozin elektron- és/vagy protondonor szerepe pH-fliggo, €s a fenol pKa értéke attol
fliggden valtozik, hogy a tirozin redukalt (pKred) vagy oxidalt (pKox). A tirozin pKred és a pKox
értéke oldatban 9,9, illetve —2; pH 9,9 felett a tirozin deprotonalodik, és tirozinatot (Y™) képez, igy
az elektronatvitel soran a semleges tirozin gyok (Y*) keletkezik. A pKred és a pKox kozotti pH-
értékeknél a tirozin protonalddik, és az Y*/Y redoxpar pH-fiiggd potencialja pH-egységenként 59
mV-tal né. Végiil, ha a pH savasabb, mint a pKox, az elektronatvitel a kationgyokot (Y**) hozza
létrel*? .

A tirozin pKa szerepének az OaPAC fotoaktivalasara gyakorolt hatdsanak feltarasa érdekében ezért
az Y6-ot fluorotyrozin-analdégokkal (F-Tyr) helyettesitettiik, hogy a fenol savassagat modulaljuk.
A tirozinnal (pKa 9,9) ellentétben a 2,3,5-F3Tyr pKa értéke 6,4, igy ~3000-szer savasabb, mint a
tirozin, redukcios potencialja pedig (Y*/Y~) ~200 mV-val magasabb.

A fotokativacio folyamatanak pontosabb megértése érdekében az elektron és egyben proton donor
Y6 tirozint fluorotirozin analégokkal helyettesitettiik, amelyek esetében a tirozin fenol gyliriijének
kiilonboz6 pozicidiban egy fluor atom talalhato (1asd 5.40 abra), aminek hatdséra a tirozin analog
pK értéke megvaltozik. A legmagasabb pK érték (8.4) a 3-FY analog esetében a legalacsonyabb
pedig a 2,3,5-FY analog esetében figyelheté meg, a vad tipusu fehérje esetében a tirozin pK értéke
9.9.

X X Tyrosine
Yg/ CH, o ,  Phenol- Lyase o
_—
| + }_{ + NH s=— 0 + HO

JJJJJ

5.40 abra A fluorotirozin analogok szintézise (forras: Seyedsayamdost et al. 144) Ezt az eljarast alkalmaztak 2-FY, 3-
FY, 2,3-F2Y, 3,5-F2Y, and 2,3,5-F3Y fluorotirozin anal6gok szintézise esetében.
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Elséként a fluorotirozin analdgokat tartalmazdé OaPAC mutansok abszorpcids spektrumat mértiik
meg sOtét allapotban ¢és a megvilagitast kovetden. Az 5.41 4bran jol lathaté hogy minden esetben
a Amax 444 nm-en van, ami megegyezik a flavin abszorpcios spektruméval a vad tipusa OaPAC
esetében. Ez arra utal, hogy a fluorotirozin anald6gok nem zavartdk meg dramai modon a flavin-
koto zseb kornyezetét. A kék fénnyel valé megvilagitas azonban csak a 3-FY 6 és 2,3-F2Y6 OaPAC
fehérjék flavin abszorpcidjaban okozott vords eltolodast. Az eltolédasok 10 nm, illetve ~5 nm
voltak, mig a kisérlet 10 ms-os idéfelbontasan beliil sem a 3,5-F2Y6, sem a 2,3,5-F3Y6 OaPAC
esetében nem volt megfigyelhetd vordseltolodas. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a pK

csOkkentése befolyasolja a vilagos allapot 1étrejottét, illetve annak stabilitasat.
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5.41 abra. Az n-FY6 OaPAC mutansok elektromos (abszorpcios) spektruma vizben. A sotét és vilagos allapot
abszorpcids spektrumainak Osszehasonlitisa n-FY6 és vad tipusi OaPAC esetében. Lathatd, hogy a flavin
abszorpcidjat nem zavarta meg szamottevoen a fluorotirozin analog jelenléte. Csak a 3 — FY6 és a 2,3 — F,Y6 OaPAC
muténsok esetében valdsult meg a voros eltolddas a 450 nm hulldmhosszi LED-es megvilagitas hatdsara.
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Az n-FY6 OaPAC mutansok FTIR kiilonbségi spektruma

Az egyes OaPAC n-FY6 variansokon FTIR méréseket is végeztiink: az FTIR kiilonbségi
spektrumokat a vad tipusu OaPAC esetében mért (s6tét-minusz vilagos) kiilonbségi spektrummal
hasonlitottuk G6ssze. Az 5.42 abran jol lathato, hogy leginkabb a 3-FY6 analdgot tartalmazo
OaPAC varians differencia spektruma hasonlit a vad tipusu OaPAC esetében megfigyelt
spektrumra. Ebben az esetben a ~ 1663 (+) és 1692 (+)/1703 (-) cm™ frekvenciak megtalalhatoak
az analdgot tartalmazoé fehérje esetében.

A 2,3-F2Y, 3,5-F2Y ¢s 2,3,5-F3Y variansok eset¢ben mért FTIR differencia spektrumok az 1500-
1650 cm! tartoméanyban térnek el leginkabb a vad tipusa OaPAC spektrumatol. Bar a flavin C4=0
karbonil csoportja koriil kismértékii valtozas figyelheté meg (1694 (+)/1703 (-) cm-1), az 1600 cm”
! régioban a fehérjegerinc marker moédusaiban csak minimalis valtozas figyelheté meg. A 3,5-F2Y
¢s 2,3,5-F3Y varidnsokhoz képest a 2,3-F2Y 6 varians kiilonbségi spektruma mutatja a legtobb fény
altal kivaltott valtozast a fehérjevaz modusokban (1584 és 1627 cm-1). Erdekes médon a 2,3,5-
F3Y6 mintanak két modusa van 1531 (-)/1547 (+) cm™ értéknél, amelyek nem figyelhetdk meg a
vad tipusu fehérjében, de megtalalhatok a tobbi n-FY6 analogban, jollehet alacsonyabb

intenzitassal.

—WT OaPAC —2,3-F,Y6 '
—3EYe  —235FY6
5oL 72 1663 -

1531
A

1500 1550 1600 1650 1700 1750
Hullamszam (cm™')

5.42 abra. A vad tipusi OaPAC és az n-FY6 mutansok FTIR kiilonbségi spektrumai. Egyediil a 3-FY6 muténs
,vilagos minusz sotét” differencia spektruma fed teljes mértékben a vad tipus esetében megfigyelt differencia
spektrumra.
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erer

spektroszkopia Ségztsegevel

A fluorotirozin analdogoknak a fotociklusra gyakorolt hatdsat tranziens infravords abszorpcids
spektroszkopia segitségével is vizsgaltuk. Az 5.43 abran a vad tipust, valamint a 3-FY, 2,3-FY
3,5 FY ¢és a 2,3,5 FY fluorotirozin analdgokat tartalmazé mutdnsok tranziens abszorpcids
spektrumait hasonlitottuk dssze. A kisérletek hasonl6 eredményre vezettek, mint korabban a PixD
esetében, ahol a pK csdkkenése megakadalyozta a félig redukalt FAD létrejottét?®1L, A tranziens
infravords abszorpcids spektrumokbdl jol latszik, hogy 8-as pK érték alatt mar csak az anionos

FAD (1515 cm™) gyok jon létre, de a félig redukalt (1528 cm™) mér nem.
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5.43 abra. A vad tipusu OaPAC és az n-FY6 mutinsok tranziens infravorés abszorpciés spektrumai. A
spektrumok 1, 5, 20, 40, 200, 1000 és 3000 ps késleltetéseknél lettek rogzitve. A. vad tipustt OaPAC esetében jelen
van az 1520 és 1528 cm™ cstics B. A 3-FY6 analog esetében az 1528 cm™ helyett 1525 cm™ csucs figyelheté meg C.
A 2,3-F2Y6 analog esetében mar jol megfigyelhetd a 1515 cm™ modus (FAD*) D. 3,5-F2Y6 ésE. 2,3,5 - F;Y6
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Ez valdjaban nem meglepd, alacsony pK értéknél ugyanis a tirozinok jelent0s része mar a
gerjesztést megeldzden deprotonalt allapotban van, vagyis nem képes a FAD protondlasara. A
fluorotirozin analogok segitségével végzett mérések bebizonyitottak azt, hogy a tirozin nemcsak
az elektron, hanem a proton donor is. Az UV/VIS abszorpcios, valamint az FTIR spektroszkopiai
mérések pedig arra vilagitottak ra, hogy a FAD protonalasahoz (vagyis a félig redukalt FAD gyok
1étrejottére) sziikség van a vildgos allapot 1étrejottéhez.

Annak érdekében, hogy a pK és/vagy a redox potencial véltozasanak az ATP— cAMP
konverzié hatékonysagara gyakorolt hatdsat vizsgaljuk, enzimatikus esszéket végeztiink, melynek
soran a pirofoszfat (PPi) képzddést vizsgaltuk. Ezekbdl a mérésekbdl jol latszik, hogy csak a 3-
FY6 és 2,3-F2Y6 fluorotirozin analdgokat tartalmazé mutansok esetében volt megfigyelhetd
szamottevo aktivitas, mig a 3,5-F2Y6 ¢és 2,3,5-F3Y6-nak nem volt kimutathat6 aktivitasa (5.44
abra). Az adatok Michaelis-Menten illesztése olyan kcat/Kwm értékeket eredményezett a 3-FY6 és
2,3-F2Y6 OaPAC esetében, amelyek 0sszehasonlithatok a vad tipussal. Erdekes médon a 2,3-F2Y6
analogot tartalmazd muténs aktivitast mutatott kék fény hianyaban is, ami azt jelzi, hogy ennek a
variansnak a populacidja pszeudo-vilagitott allapotban van, amely képes az ATP-t CAMP-vé

konvertalni fény hianyaban is.

0.20
£ [ o 3Fve
E o410 o 23-F,Y6
> $ - 35F,Y6

0.05 2,3,5-F;Y6

Y R e *
0.0 | l 1 ]
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5.44 abra. A vad tipusi OaPAC és az n-FY6 mutinsok Michaelis-Menten gorbéi. Az egyes ATP
koncentraciokhoz tartozoé sebességi allandok a 340 nm-en megfigyelt iddbeni abszorpciovaltozas kezdeti linearis
szakasznak illesztésébdl szarmaznak.
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Az OaPAC fotociklusa

Bar a BLUF fotoreceptorok fotokémiajat tobb fajta spektroszkopiai modszerrel széles
korben tanulmanyoztak, ezek a vizsgalatok nagyrészt a BLUF domén fehérjékre korlatozodtak, de
ha a teljes hosszisagu fehérjét is vizsgaltak nem volt jelen a fehérje funkcidjahoz esszencialis
partner fehérje 100111137145 ° A teljes hosszlisdgli OaPAC esetében az a szerencsés helyzet, hogy
mind a BLUF domén mind a funkcionalis partner — az adenilat ciklaz domén— jelen van.

Az elobbiekben ismertetett eredmények alapjan az PCET folyamat szerepet fontos szerepet jatszik
az OaPAC enzimatikus aktivitasaban. Azokban az esetekben ugyanis ahol az alacsony pK érték
miatt csak a tirozin és a FAD kozotti elektron transzfer és ennek kovetkeztében az anionos gyok
létrejotte figyelheté meg a cAMP termelés nem jelentds. Az OaPAC esetében tehat fontos szerepet
jatszik a proton transzfer, hasonldéan a PixD-hez vagy PapB fehérjékhez, ahol szintén a
megfigyelheté a FAD protonalasa és a félig redukalt flavin gyok létrejotte’*®147. Erdekes modon
tobb BLUF domén fehérjében (példaul az AppA-ban, BIrB-ben és BlsA-ban) nem figyelheté meg

az elektron transzfer folyamata sem, nem figyelhetéek meg a flavin gyokok a vilagos allapot
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5.45 abra. Az OaPAC fotoaktivaciojanak mechanizmusa. A kék fény gerjesztés inditja el az ATP konverziot, ha a
tirozin pK értéke lecsdkken, a proton-kapcsolt elektron transzfer folyamat és egyuttal az ATP konverzio is leall.

Forras: Collado et al., ACS Chem Bio (szeptemberi cimlap)
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5.2.3 Az elektron transzfer szerepe az OaPAC funkciojaban

Az elektron transzfernek az OaPAC funkciojaban betoltott szerepét kivantuk vizsgalni egy
specidlis mutacioval, amelyrél elméleti szamitasok azt feltételezték, hogy felgyorsitja a
fotoindukalt elektron transzfert. A szdmitdsok szerint — amelyet egy masik BLUF domén
fehérjében végeztek el — a FAD kornyezetében talalhatd aszpartat aszparaginre vagy esetleg egy
pozitiv toltésti aminosavra valé cseréje felgyorsitja az elektron transzfer folyamatot!*, Az eredeti
szdmolas ezt a PixD BLUF fehérje 69-es szdmu aszpartatjara vonatkoztatta. Tekintettel arra, hogy
az OaPAC és a PixD BLUF doménje jelentds homologiat mutat, az aszpartat-aszparagin cserét
elvégeztiik OaPAC-ban is, ahol a D67-es aszpartatot cseréltiik aszparaginra (lasd az 5.46 abrat),
majd tranziens abszorpcid és fluoreszcencia spektroszkopia segitségével vizsgaltuk az elektron

transzfer folyamatot.

D67

M92

W90

5.46 abra A flavin koriili aminosavak az OaPAC-ben. Elméleti szamitasok szerint az elektron transzfer folyamat
hatékonysagaban a D67 és R63 aminosavak jelent0s szerepet jatszanak.

A D67N OaPAC korai id6beli késleltetéseknél mért TA spektrumai (5.47 abra) hasonloak a vad
tipusu OaPAC esetében megfigyelt tranziens abszorpcids spektrumokhoz: 450 nm koriil egy
intenziv negativ cstics (bleach) figyelheté meg, amely a flavin So — S1 abszorpcidjanak eltiinését

tikrozi. Az 510 nm koriili pozitiv cstics a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, mig a korai
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idokéséseknél megfigyelt széles negativ csics ~ 550 nm-en a flavin stimulalt emisszidjanak
tulajdonithatd. A vad tipust fehérjén végzett mérésekhez hasonldéan a D67N mutanson kapott
adatokat is globalisan illesztettiik harom kiilonb6z6 idéallandoval (5.47 B abra): 5 ps, 65 ps és
spektrumahoz, ¢s az EAS2 (65 ps-os fazis a D67N esetében) ugyanugy a gerjesztett flavin €s a
semleges flavin gyok spektrumdnak kombinacidjaként modellezhetd. A kapott idéallandok alapjan
arra lehet kovetkeztetni — szekvencialis modellt feltétlezeve — hogy a FAD gerjesztett allapotat
kovetden mintegy 5 ps alatt alakul ki a semleges gyok, amelyet kdvetéen a FAD 65 ps alatt
oxidalodik. A FAD* relativ hozzé4jarulasa az EAS2-hez azonban kisebbnek tlinik a D67N esetében
(~ 75 % a WT-ben és ~ 60 % a D67N-ben), ami szintén diszperziv, de gyorsabb altalinos FAD*-
bomlasra utal (lasd alabb).

A flavin gerjesztett allapot abszorpcios csucsanak (ESA) kinetikajat (~ 505 nm) megfigyelve, a
mutans relaxacigja jelentdsen gyorsabbnak tiinik, mint a vad tipusu fehérje esetében (5.47 C 4bra).
A gyorsabb FAD*-csokkenés jo Osszhangban van azzal az elméleti varakozassal, hogy az
aszparaginsav semleges vagy akar pozitiv toltésli aminosavra torténd cseréje felgyorsitja az
elektrontranszfer folyamatot'4,

Annak érdekében, hogy tovabbi informaciokat szerezziink a 67-es pozicidban talalhatd
aszparaginnek az OaPAC-ban zajl6 elektrontranszfer-folyamatra gyakorolt hatasarol, ultragyors
tranziens fluoreszcencia méréseket végeztiink a sajat épitésii Kerr-kapuzott fluoreszcencia
spektroszkopiai berendezésiinkkel. A Kerr-kapus megkozelités alkalmazdsdnak elénye a
fluoreszcencia upkonverzioval szemben az, hogy a fluoreszcencia emisszios spektrumat minden
idokésleltetésnél megkaphatjuk, mig a fluoreszcencia felkonverzidos mdodszerben a fluoreszcencia
intenzitasanak lecsengését egy bizonyos hulldimhosszon mérjiik. Az 5.48 A) és B) abran a tranziens
fluoreszcencia-adatsor globalis illesztésével kapott EAS-spektrumok lathatok. A fluoreszcencia
emisszido maximuma ~ 513 nm-nél van, ami valamivel magasabb, mint az AppA BLUF esetében
megfigyelt érték (~ 500 nm) és 1ényegesen alacsonyabb, mint a szabad flaviné (~ 530 nm). A WT
¢s a mutans OaPAC emisszi6s maximumai kozott nincs jelentds kiilonbség, ami arra utal, hogy a
mutacié nem 0kozott jelentds valtozast a flavin kdrnyezetében.

A vad tipusi OaPAC fluoreszcenciaja, amelyrdl korabban nem szamoltak be, erésen diszperzivnek

bizonyult, ahogyan az AppA>! esetében is megfigyelhetd volt. A tranziens fluoreszcencia-adatsor
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5.47 abra A) A D67N mutanson mart tranziens abszorpcids spektrumok kiilonbozé késleltetéseknél. B) A D67N
mutanson végzett tranziens abszorpcids mérések globalis elemzésével kapott EAS spektrumok. C) Az 530 nm-en
megfigyelt fluoreszcencia-csokkenés egyedi kinetikaja.

A globalis illesztés a D67N mutéans esetében szintén harom komponenst oldott fel (5 ps, 60 ps,
végtelen, 5.48 B 4bra), rovidebb iddallandoval a vad tipust fehérjéhez képest. Az 513 nm-en
megfigyelt kKinetikakat 6sszehasonlitva lathato, hogy a gerjesztett allapot relaxaciojanak felezési
ideje a D67N-ben majdnem fele a WT fehérjénél megfigyelthez képest (5.48 C abra).

Erdemes megemliteni, hogy az aszpartat-aszparagin mutaciot javasoltak a PixD esetében, ahol a
szerzOk arra szamitottak, hogy a mutacio jelentésen fokozza az elektrontranszfer kinetikajat. Mi is
elvégeztiik ezt a homolog mutaciot (D69N), és ez szintén gyorsabb fluoreszcencia-csokkenést és

"o

rovidebb iddallandokat eredményezett.
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5.48 abra Vad tipusu OaPAC (A) és a D67N mutans (B) esetében végzett Kerr-kapuzott fluoreszcencia

spektroszkopiai mérések eredménye. Az alsd abran az 520 nm esetén megfigyelt kinetika lathato.

Annak érdekében, hogy a mutacionak a funkcidra gyakorolt hatasat vizsgaljuk egy enzimatikus
esszét. Az 2 uM vad tipusit OaPAC és a D67N OaPAC adenilat-ciklaz aktivitasat egy olyan
spektrofotometrids teszttel kovettiik nyomon, amely az OaPAC altal felszabaduld pirofoszfatot
detektalja, amikor az ATP-t CAMP-4 alakitja. Megvilagitas nélkiil a mutans enzimaktivitasa a vad
tipustthoz képest képest kissé magasabb, de még mindig nagyon alacsony (5.49 abra).
Megvilagitas hatdsara a WT és a D67N mutans esetében is er6sen megnott a konverzios sebesség,
a D67N mutans azonban hatékonyabban alakitja at az ATP-t, mint a vad tipusu fehérje.

Az enzimatikus vizsgalatokat novekvé mennyiségii szubsztrat felhasznaldsaval végeztiik, és az
eredményeket a klasszikus Michelis-Menten modon értékeltiik ki (5.49 B. abra): a D67N OaPAC-
ban megndvekedett cAMP-termelddést mutatnak, a konverzié6 maximalis sebessége ~ 1,5-szer

nagyobb volt a mutansban. A félmaximalis sebesség koncentracioja (Km) szintén kissé magasabb

131



a.sz.lukacs 122 23

a mutansban, de ami még fontosabb, a katalitikus alland6 (kcat) - amely megadja, hogy az egyes
enzimhelyek hany szubsztrat molekulat képesek termékké alakitani egységnyi id6 alatt - ~ 1,5-szer
magasabb a D67N-ben, mint a WT OaPAC-ban (lasd 5.3 tablazat).
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5.49 abra Az ATP- cAMP konverzid kozvetett mérése az abszorpcidé méréssel. A vad tipusu (piros) és D67N
0aPAC esetében megfigyelt Michelis-Menten gorbék

Kinetikai értékek Vad tipus D67N
Vmax (MM min™) 0.0644 + 0.0069 0.1001 +0.002
Keat (Min't) 32.2 50.05
Km (mM) 0.031+0.001 0.0412 + 0.005

5.3 Tablazat A tablazatban az enzimatikus essz¢ soran kapott paraméterek lathatoak. Ennek alapjan a vmax és a keat IS

jelentdsen megnd a D67N mutansban

A mutans abszorpcios spektruma az Se-S1 abszorpcids cstics tipikus voros eltolodasat mutatja (442
nm-rél 455 nm-re) kék fény besugarzasa utan, hasonldoan a vad OaPAC és mas BLUF domén
fehérjékhez (5.50 A. abra). Megmértiik a vad tipusu fehérje és a D67N OaPAC sotét allapotba
valoii visszatérésének a kinetikajat. A BLUF-domének vilagos allapotbdl sotét allapotba vald
visszatérése harminc perctél néhany masodpercig terjed. Az AppA-ban a fotociklus viszonylag
hossz1, a helyreallitasi élettartam ~ 25 perc, a PixD-ben 1ényegesen révidebb (~ 26 s) és az OaPAC-

ban csak néhany masodperc'*®491% A D67N mutans sotét allapotba valé visszatérése az AppA-
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hoz képest nagyon gyorsan, kevesebb mint egy perc alatt megvalosult, de mintegy 6tszor lassabban,
mint a vad tipus esetében (5.50 B. abra). Ez a jelentds valtozas a mutans és a nativ fehérje kozotti
lehetséges szerkezeti kiilonbségre utal. A D67N lassabb regeneralodasa arra utal, hogy a fehérje a
gerjesztést kovetden tobb i1dot tolt olyan szerkezetben, amely lehetdvé teszi a nagy sebességii
cAMP 4talakulast. Osszességében a mutdns olyan szerkezetet vesz fel, amely nemcsak
hatékonyabb az ATP-cAMP atalakitasaban, hanem lassitja az eredeti szerkezetbe valo

visszarendez6dést is.
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5.50 abra A) A vad tipust és D67N OapAC abszorpciés spektrumai sotét és vilagos allapotban B) A sotét allapotba
vald visszatérés sebessége a 490 nm-en megfigyelt abszorpcié nyomon kovetésével

Az enzimatikus aktivitdsban €s a sotét allapotba vald visszatérésben tapasztalt kiilonbség a vad
tipusu fehérje és a D67N mutans k6zott arra utal, hogy a mutdcio valdsziniileg megvaltoztatta a
fehérje szerkezetét. E hipotézis tesztelésére mindkét fehérjén differencial pasztazé kalorimetrids
(DSC) kisérleteket végeztiink (5.51 abra). Méréseink jelentds kiilonbséget mutatnak a mutans és
a vad tipusu fehérje kozott. A WT termikus denaturacidja meredek endotermikus denaturalddast
mutatott 68,0°C-os Tm és 0.078 J/g AH értékkel. A D67N mérése jelentésen alacsonyabb Tm-t
(62,1°C) eredményezett, alacsonyabb AH-val (0.069 J/g). Az olvadasi hémérséklet (Tm) az a
hémérséklet, ahol a fehérje 50%-a denaturaloédik, mig a gorbe alatti teriilet a fehérje

denaturdlasdhoz sziikséges energiat tiikkr6zi, amely az entalpiavaltozadshoz (AH) kapcsolodik. A

crer
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Ezt tiikkrozi a jelentésen (5.9 °C) alacsonyabb Tm-érték is (6. dbra). Ez a megfigyelés arra utal,
hogy a D67N OaPAC megnovekedett aktivitdsanak hatterében a rugalmasabb szerkezet all.

0.02 T T T T
—WT
——D67N

T,=62.14°C

T,=68.06 °C

40 50 60 70 80 90
Hémérséklet (°C)

5.51 abra DSC mérések a vad tipust fehérjén és a D67N mutanson

A D67N mutanson végzett kisérleteink igazoltak azt az eldfeltételezést, hogy az aszpartat
aszparaginra valo cserélése felgyorsitja a fotoindukalt elektron transzfer folyamatot, valamint a
flavin oxidacidjat is. A mutacio egyuttal a cAMP konverzié ndvekedéséhez is vezetett, amelynek
az elsddleges oka valdszinlileg nem az elektron transzfer folyamatban megfigyelt kiilonbségek,

hanem a mutans szerkezetének megvaltozasa.
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5.2.4 A Q48 glutamin szerepe az OaPAC funkciojaban

Ahogyan a korabbi fejezetekben lathattuk a BLUF domének fotokémidja az izoalloxazin
gytirti koriili konzervalt aminosavaktél fiigg >*102108-110151 " A tirozin (Y6) és a triptofin (W90)
mellett egy masik kulcsfontossagt aminosav, amely szintén jelen van minden BLUF-doménben, a
flavin N5 atomjahoz kozeli glutamin. Szerepét (Q48 az OaPAC-ban, Q63 az AppA-ban, Q50 a
PixD-ben) a BLUF domén fehérjék fotoaktivalasaban széles korben vizsgaltdk, mivel
megfigyelték, hogy sziikséges a BLUF doménbdl a fehérje C-termindlis része fel¢ torténd
szerkezeti valtozas atviteléhez!%? 1°21%%: AppA-ban a cseréje a BLUF-domén fehérjékben kék fény

besugarzasa esetén megfigyelt jellegzetes spektralis vordseltolodas elvesztését eredményezte!®17,

Az elsé modell, amelyet az AppA elsé szerkezetébdl vezettek le 101

, azt javasolta, hogy a glutamin
a fotoexcitaciot kovetden elfordul. Tranziens infravords kisérletek és kvantumkémiai szamitasok
alapjan — masokkal — egyiitt azt a javaslatot tettiik, hogy keto-enol tautomerizacios mechanizmus
vezet a hidrogénkotés ultragyors atrendezédéséhez 19102155157,

A Q48 glutaminnak az OaPAC funkci6jaban betoltott szerepének vizsgalata érdekében
létrehoztuk a Q48E mutanst. A mutans abszorpcids spektruma jelentds eltérést mutat a vad tipust
fehérje abszorpcios spektrumahoz képest, a maximum 5 nm-rel a nagyobb hullamhosszok felé
tolodott. Mivel ugyanezen atmenet 10-12 nm-es voros eltolodéasat a sotétbdl a vilagos allapotba
val6 atmenet esetén a flavin kortili hidrogénkotések atrendezddésének tulajdonitjak, feltételezheto,
hogy az abszorpciés maximum 5 nm-es eltoloddsa a flavin hidrogénkotéseinek szerkezeti
valtozasaibol ered. Erdemes megemliteni, hogy az AppABLUF analég muticidja 3 nm-es
voroseltolodast eredményezett’®. A Q63E AppABLUF-hoz hasonléan a Q48E OaPAC mutans
sem mutat voros eltolodast (5.52 abra) kék fény besugarzasakor, ami arra utal, hogy a mutans a

varakozasoknak megfelelden fotoaktiv.
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5.52 abra A vad tipust fehérje és a Q48E mutans abszorpcios spektruma. A mutansban jol 1athaté egy jelentOs
vords eltolodas, ez a hidrogén kotés halozat megvaltozasara utal.

Tranziens abszorpcios kisérletek a Q48E mutanson

A Q48E OaPAC mutans fotokémidjanak jellemzésére tranziens abszorpcids spektroszkopiat
alkalmaztunk. Az adatok globalis illesztése — szekvencidlis kinetikai modellt feltételezve —
311 ps (5.53 abra). A Q48E tranziens abszorpcids spektruma meglehetdsen "tiszta", nincs
nyilvanvalo jele a flavin gyokok képzddésének. Az a tény azonban, hogy a gerjesztett allapot tobb
szaz pikoszekundum alatt relaxalodik, hatékony elektrontranszfer folyamatra utal, kiilonben sokkal

hosszabb relaxacios 1dot (~ 4 ns) figyeltiink volna meg.
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5.53 abra A) Tranziens abszorpcios mérések a Q48E mutanson B) A globalis illesztéssel kapott EADS spektrumok

Infravérés tranziens abszorpcios mérések

A Q48E mutans kék fény gerjesztést kovetd valtozasainak vizsgalatara infravords tranziens
abszorpcids méréseket végeztiink, amely részletesebb képet adott, mint a lathato tartomanyban
végzett tranziens abszorpcios mérések. A TRIR-spektrumok jellegzetes modusai a flavin rezgési
modusainak feleltethetdek meg, és hasonldak a vad tipusia OaPAC-ban megfigyeltekhez. Az 1547
cm™-nél 1évé intenziv bleach és az 1581 cm™-nél 1év6 kevésbé intenziv modus a kordbbiakban az
izoalloaxazin gylri modusainak felelnek meg (5.54 abra). A vad tipusu OaPAC TRIR-
spektrumahoz képest megfigyelhetd legjelentdsebb kiilonbség az 1730 cm™2-nél megfigyelt negativ
cstics és az 1704 cm™-nél megfigyelt pozitiv csics. Ez a jelentds kiilonbség arra utal, hogy a
glutamin glutaminsavra torténd cseréje a flavin koriili hidrogénkotés-halozatban valtozast idéz eld.
Ez nem vératlan: korabbi munkéankban 10j4
izotopjeldléssel kimutattuk, hogy az ij 1730 cm™-es bleach nem egy flavin rezgési modus, hanem
a glutaminsav oldallancanak rezgésébdl szarmazik. Azt is meg kell emliteni, hogy az 1730 cm™-es
rezgési modus az irodalom alapjan a protonalt karboxil csoport varhaté abszorpcids tartomanyaban
(1700-1770 cm?) figyelheté meg?®8-1%2, Ez a megfigyelés jol atfedésben van a Chen és munkatérsai
altal az YOWQ48EWOI0F OaPAC mutanson végzett szamitassal %3, amely azt mutatja, hogy az E48
hidrogénkotést képez a flavin N5-0sével.

Szekvencialis modellt feltételezve a TRIR adatok globalis illesztése két f6 komponenst adott 33ps,

346 ps élettartammal és egy harmadik allandé komponenst végtelen élettartammal. Az els6 EADS
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spektrum az oxidalt flavin differenciaspektrumahoz rendelhetd; az 1420 cm™ csucs a flavin S1
gerjesztett allapotdnak vibraciés markere 1%, Az 1420 cm™ cstcs kinetikéjara illesztve a gerjesztett
allapot relaxacioja 39+5ps, ami Osszhangban van a globalis illesztéssel kapott 33ps-os EADS1
iddallandoval. Az EADS2-ben harom kiilénallé csucs kialakulasa figyelhetd meg 1512 cm™, 1533
cm™? és 1704 cm™ frekvenciaknal. Az 1533 cm™ -nél 1év6 cstics megjelenése a semleges (FADH®)
flavin gyok kialakulasara utal, mivel ez a csucs a semleges flavin gyok ismert vibraciés markere
3810 Az 1512 cm? cstcs, amelyt kordbban a semleges tirozin gyok vibracios markereként
azonositottunk azonos idéallandéval jelenik meg, mint az 1533 cm™ — as csucs, ami az Y6° gyok

¢s a FADH® gyok egyidejii megjelenésére utal.
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5.54 A) A tranziens abszorpcios mérések soran kapott globalis illesztéssel kapott EADS spektrumok. A gerjesztést
kdvetden 33 ps alatt alakulnak ki a gydk allapotok és 346 ps alatt B) Az 1533 cm™ és 1704 cm™® csticsoknél
megfigyelt kinetikai gorbék esetén jol megfigyelhetd, hogy egylitt futnak

Az 1730 cm*-nél megfigyelt cstcs kinetikaja arra utal, hogy a glutaminsav mar a gerjesztés elétt
vagy azzal egyidejiileg hidrogén-kaotést alkot a FAD N5-0s atomjaval. A gerjesztést kovetden a
flavin protonacioja valosziniileg Grotthus -mechanizmus alapjan torténik és a glutamat a hidrogén
kotés mentén ad egy protont a FAD-nak.

A PixD-n végzett elméleti szamitasok alapjan'*® kettds proton transzfert javasoltak az OaPAC-ban
lejatszodo fotoaktivacié soran 141190164 gerjesztés utan a tirozin egy protont ad a glutaminnak
(Q48), és a glutamin protonalja a flavint, majd a proton visszatér a tirozinra, aminek kovetkeztében

1étrejon a semleges tirozin gyok. A Q48E mutans esetében kapott eredményeink igazoltdk ezt a

feltételezést (5.55 abra). Az OaPAC-ban megfigyelt hasonl6 kinetika az 1512 cm™ és 1533 cm™
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csticsoknal arra utal, hogy a glutaminsavrol a FAD iranyaba torténd proton transzfernek ugyanaz
az id6allandoja, mint a tirozinra visszafele iranyuld proton transzfer. Ez a szinkron mechanizmus
eltér a Chen és munkatarsai altal az YOWWOI0FQ48E OaPAC mutans esetében megfigyelt
szekvencialis mechanizmustol 183, Sajat méréseik soran gyors proton transzfert figyeltem meg a
glutaminsavrol a flavinra, amelyet egy lassabb protonatvitel kovetett a triptofan kationgyokbol a
glutaminsavra. Ez nem meglepd, mivel a tirozin kationgyok pK értéke 1ényegesen alacsonyabb (~
~2) 1% mint a triptofin kationgydké (~ 4)!%, ami a tirozin gyorsabb deprotondlédasi 1épését

indokolja.

5.55 abra A Q48E OaPAC mutans fotofizikaja: a gerjesztést kovetden a tirozin egy elektront ad a FAD-nak, illetve
egy protont a glutaminsavnak, amely ezzel egy idében egy protont ad a FAD-nak. Ennek kovetkeztében
stabilizalodik a semleges tirozin és szintén semleges FAD gyok.

A cAMP atalakulasi sebesség kozvetett mérése

A fotokémiai folyamatok karakterizdlasa mellett nagyon fontos volt annak a megfigyelése, hogy a
glutamin glutamatra valé cseréje mennyiben valtoztatja meg a fehérje funkciojat, vagyis a cAMP
konverzié hatasfokat. A Q48E OaPAC mutansban az ATP-cAMP atalakulasi sebességét
spektrofotometrids kapcsolt esszével mértiikk. Az SA. abra a 2 pM vad tipusit OaPAC és a 2 uM
Q48E mutans so6tét és fényindukalt enzimaktivitasat mutatja 500 uM ATP jelenlétében. S6tétben a
Q48E mutans jelentds cAMP-termelddést mutat a vad tipust enzimhez képest, amelynek bazalis
aktivitdsa nagyon alacsony. Az enzimatikus vizsgalatokat ndvekvd ATP-koncentracio mellett
végeztiik annak érdekében, hogy a cAMP-képzddés konverzids hatasfokat megkapjuk. Az 5. 56.

abra a kék fénnyel besugarzott vad tipusu és Q48E OaPAC mutans enzimatikus aktivitdsanak
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Michaelis-Menten-diagramjat mutatja. Az atalakulasi sebesség maximalis sebessége ~1,5-szer
nagyobb a Q48E mutansban, mig a félmaximalis sebesség (Km) koncentracidja ~0,6-kal
alacsonyabb. A katalitikus allando (kcat), amely megadja az enzim altal egységenként cAMP-a
alakithato szubsztratmolekulak szamat, ~1,5-szer magasabb a Q48E OaPAC-ban, mint a vad tipusu
enzimben, mikdzben a Q48E mutans sotét és vilagos allapotban mért enzimaktivitasa azonos Volt.
Az enzimatikus vizsgalatok eredményeit az 5.4 tablazat foglalja 6ssze. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy bar a Q48E mutans nem fotoaktiv (ami 6sszhangban van az abszorpcios spektrumban
kék fény megvilagitasakor tapasztalhato jellegzetes vordseltolodas hianyaval), képes az ATP
folyamatos és hatékonyabb atalakitdsira cAMP-4, mint a vad tipusit OaPAC. Ez arra utal, hogy a
Q48E mutacio olyan konformaciés valtozast idéz elé az OaPAC-ban, amely kedvez az ATP-

konverzionak, de elnyomja a fény altal kivaltott valtozasokat a flavin hidrogénkdtés-héalozataban.
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5.56 abra Michelis-Menten gorbék A) Vad tipus (kék) és a Q48E mutans (piros) esetében B) A Q48E mutans

esetében sotét és vilagis allapotban. JoI lathato, hogy a megvilagitas hatasara az enzimatikus aktivitas nem valtozik.

Kinetikai Vad tipus Q48E mutans

értékek

Vmax (MM 0.0644 + 0.095 +0.003

mint) 0.0069

Keat (Min't) 32.2 475

Km (mM) 0.031 0.018 +0.002
+0.001

5.4 Tablazat A tablazat a vad tipusu OaPAC és a Q48E mutans enzimatikus a paramétereit tartalmazza. A mutans
esetében a sotét és vilagos allapotban kapott értékek megegyeztek.
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DSC méresek

Mivel az OaPAC enzimaktivitasa a Q48E mutacioval jelentdsen novekszik — ami a fehérje
szerkezetének megvaltozasara utal — differencial pasztazod kalorimetrias méréseket végeztiink a
mutans termostabilitdsanak vizsgalatara. Az 5.57 abra a vad tipusu és a Q48E OaPAC hdéaram
DSC-gorbéit mutatja, amelyeken az olvadéasi hdmérséklet (Tm) azt mutatja, hogy hol denaturalddik
a fehérje 50%-a, mig a gorbe alatti teriilet a fehérje kibontakozasadhoz sziikséges energiat tiikrozi,
amely az entalpiavaltozassal (AH) kapcsolatos. A mérések jelentds kiilonbségeket mutatnak a vad
tipusu és a mutans OaPAC kozott. Kiilondsen a vad tipusu OaPAC termikus denaturacidja meredek
endotermikus kibomlast mutat 68,2 °C-os Tm értékkel és 0,078+0,005 J/g AH értékkel. A Q48E
OaPAC Tm-je jelentdsen alacsonyabb (Tm 63,6 °C), de a kibomlas entalpiaja AH 0,072+0,005 J/g
nem valtozik jelentdsen. Az alacsonyabb olvadasi hdmérséklet a Q48E mutans kevésbé kompakt

c ey

termeléshez vezet.
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5.57 abra DSC mérések a vad tipusu fehérjén és a Q48E mutanson. A mérésbal latszik, hogy a mutansnak

flexibilisebb szerkezete van.
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Osszefoglalva tehat, méréseink alapjan az latszik, hogy a glutamin glutamatra valo
cserélése a flavin koriili hidrogén kotést rendszert olyan mértékben valtoztatja meg, hogy a
gerjesztés altal 1étrehozott strukturalis valtozds nem képes a C-terminalis rész felé¢ haladni. A
mutaci6 ugyanakkor egy olyan szerkezeti valtozast hoz 1étre, amely az adenilat ciklaz folyamatos

mukodéséhez vezet.
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6. Kitekintés

Mint az el6z6 fejezetekben bemutattam, ultragyors spektroszkopia segitségével jol
karakterizalhat6 a fotoaktiv flavoproteinek fotokémidja, €s részletes képet kaphatunk a gerjesztés
utan kozvetleniil bekdvetkezd folyamatokrdl. Az jonnan megjelend rontgenalapu szerkezeti
technikak segithetnek a fotokémiai események és a fehérjékben bekovetkez6 szerkezeti valtozasok
szerkezeti valtozasokrol, a kozelmultban széleskort egyiittmiikodésben - Sofia Kapetanaki (IBS),
Giorgio Schiro (IBS), David von Stetten, Arwen Pearson (DESY, Hamburg), EUXFEL - harom

kiilonb6z6 tipusu kisérletet végeztiink elsésorban OaPAC mintakon.

Tranziens SAXS/WAXS mérések

A fehérjeoldatbol szarmazd rontgensugar szorasa azimutalis iranyban Kkiatlagolodik, de
sugariranyban értékes informaciodt ad. A kis szogl és nagy szOgl rontgenszordsos kisérletek soran

a szort intenzitas szogfiiggését mérik. Ezt a fliggést az tigynevezett szorasvektorral jellemezzik,

47sin 6 rox . , . c e
q=—"> amely a szordsszog hullamhosszfliggését normalizalja.

A TR-SAXS/WAXS alapvetden egy hasonld, kordbban mar ismertetett pumpa-préba modszer, a
{6 kiilonbség, hogy itt egy rontgenimpulzus a probanyalab: egy rovid 1ézerimpulzus inditja be a

fotokémidt, a szorasi adatokat pedig egy nagy feliiletli detektorral mérjiik.

6.1 abra A TR-SAXS/WAXS elrendezés sémaja: a mintat egy kapillarisban aramoltatjuk, a piros impulzus a pumpa,
a szlirke impulzus a rontgenimpulzus (impulzus hossza 2-5 ps) (forras: Giorgio Schiro).
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A vad tipust OaPAC esetében mért tranziens SAXS/WAXS adatok jol lathatéan iddben jelentosen
valtoznak, kis q értékek esetében jelentés novekedés figyelheté meg (6.2 abra). Ez a tartomany a
teljes fehérjében 1étrejovo valtozasoknak feleltethetd meg, amibdl az kdvetkezik, hogy a fény

hatasara a fehérjében jelentds strukturalis valtozasok indulnak el. Ehhez képest a Q48E mutéans
esetében nem figyelhetéek meg hasonld cstcsok €s hasonld kinetika, ami arra utal, hogy a fény
hatasara bekovetkezd strukturdlis valtozasok csak a BLUF doménre lokalizaloédnak és nem

terjednek tovabb az AC doménre.
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6.2 abra TR-WAXS mérések A) vad tipusi OaPAC-0n és B) a Q48E mutans esetében. A vad tipusu fehérjén
mért adatsoron SVD analizist alkalmazva egy dominans komponens latszik, amelynek élettartama 1= 50.1
+ 3.7 ms. Ezzel szemben a Q48E esetében kapott komponens 0.8 ms koriil.
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Femtoszekundumos rontgenkrisztallografia (SFX)

Az elmult években oOridsi 10kést adott a szerkezeti vizsgalatoknak a szabad elektron
l1ézereknek az elterjedése és hasznalata. Az eurdpai szabad elektron 1ézer (EuXFEL) 2017-ben
késziilt el, az els6dleges elektron-forras a hamburgi DESY szinkrotron, az onnan jové nyalédbot
iranyitjak az ondulatorokon keresztiil a EuXFEL kisérleti csarnokaba. A mérés egyszertsitett elve
az alabbi abran lathat6: az ondulatorokon valo athaladdst kdvetéen nagyon rovid rontgen
impulzusok jonnek létre, ezeket iranyitjak a mintara. A detektor kozepén van egy lyuk itt halad at
a direkt nyalab annak érdekében, hogy a nagy energia ne tegye tonkre a detektort. A méréshez 20-
50 um nagysagu kristalyokat alkalmazunk, ezekrdl kapunk jo mindségii szoras jelet, a nagyobb
kristalyrol érkezd szorés olyan nagy energidval rendelkezik, hogy tonkre teszi a detektort. (Az
EuXFEL altalunk hasznélt detektoran van néhény pont, ami kiégett, illetve egy pixel a mi

méréseink alatt égett ki).

S~

Interaction Point

(10 um? focus) %
g Be lenses
CSPAD detector Undulator
(z=93 mm) (420 m upstream)

6.3 abra Az XFEL mérés elvi rajza (forras: Gruner, PNAS, 2014)

2022 oktoberében vad tipusu OaPAC kristalyokon végeztiink elokisérleteket. A kristalyokat egy
GVDN (gas dynamic nozzle) injektorral aramoltattuk 2-3 pl/perc sebességgel. Az injektor a 6.4
abra baloldalan lathato, mellette lathato a detektalt diffrakcios mintazat. Ezen mérések soran a

kristalyok és a diffrakcio mindségét vizsgaltuk, de az idébeni fliggést még nem.
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6.4 abra Az XFEL mérés szoftverének injektald panelje. Az abra baloldalan lathato a kristaly ,,sugar”, amit

a berendezés kibocsat.

A 6.5 abra bal oldalan az altalunk készitett vad tipustt OaPAC kristalyok lathatéak, amelyek
atlagos mérete 20 um koriil volt, az abra jobb oldalan lathat6 az altalunk meghatarozott sotét
allapotti szerkezet, amelynek felbontéasa 1.8 A, ez kicsivel jobb, mint a kordbban Ohki és

munkatarsai altal meghatarozott szerkezetek.

6.4 abra Bal oldalon ~ 20 um nagysagt vad tipusi OaPAC kristalyok lathatéak. A jobb oldalsé abran lathatd az
altalunk meghatéarozott s6tét allapota szerkezet, amelynek felbontasa 1.8 A.
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Idofelbontasos rontgenkrisztallografia szinkrotron impulzusokkal (SSX)

Azokban az esetekben, ahol nincs sziikség femtoszekundumos idéfelbontasra j6 megoldas
az idéfiiggd szinkrotron krisztallografia (Serial Synchrotron Crystallography = SSX)17168 A
harmadik és negyedik generacios szinkrotronok esetében az idéfelbontéas alapesetekben a 100 us
alatt van, és ez lecsokkenthetd egészen a néhany szdz pikoszekundumos hatérig, ez alatt inkdbb az
el6z6 paragrafusban emlitett XFEL-re van sziikség.
Az OaPAC szerkezetében bekdvetkezetett valtozasok vizsgalatdhoz a hamburgi DESY PETRA
I11 szinkrotron EMBL P14-es nyalabjat hasznaltuk és a mikrokristalyokat egy ugynevezett HARE
(Hit and return) chip-re helyeztiik fel. Ez az elrendezés, ahogy az alabbi abran is latszik lehetévé
tette, hogy ugyanazt a mintat meghatarozott késleltetést kovetden Gjra megvilagitsuk egy rontgen
impulzussal. Ez a modszer sokkal kevesebb mintat igényelt, mint az XFEL-ben alkalmazott

modszer, mivel a chip-en egy pozicioba minddssze 100-200 pl mintat kell feltenni681%°,

(i) lia_e, i‘L ml‘& $4’ m%
1oL L

atl az a3 ad

hi

return

6.4 abra A HARE chip elvi rajza (Schulz et al., Acta Cryst. 2022)

Az els6 elézetes SSX-kisérletek nem teljesen vart eredményeket mutattak: A gerjesztés utan 85
ms-t kovetden a Q48 és az M92 jelentds mozgasa figyelhetd meg. A WT OaPAC-on végzett
atmeneti infravords mérések azt mutattak, hogy a Q48 fényelnyelésre adott valasza
pikoszekundumos iddskalan, kevesebb mint 100 ps alatt torténik. A TRIR ¢és az SSX altal kapott
kép kozotti szakadékot XFEL-ek alkalmazasaval lehet kitolteni.
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6.5 abra Az els6é SSX mérés vad tipusi OaPAC-on: Q-sulyozott Folight-Fodark Fourier-kiilonbségtérkép +/- 3,56
konttrral (z61d, illetve piros), az Xtrapol87 segitségével 5 ms (balra) és 85 ms (jobbra) perioduson. (Sofia Kapetanaki
(IBS), David von Stetten (DESY), Arwen Pearson (DESY) kdzremiikddésével)
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7. Osszefoglalas

A tovabbiakban azokat a megallapitasokat 6sszegzem, amelyet a sajat munkam eredményének és

Uj megallapitasnak tartok.

Polarizacios tranziens abszorpcids kisérletek segitségével megallapitottam, hogy vad tipusu
fotolidzban a ~30 ps-os fazis utan a pozitiv toltés a W306-os triptofanon helyezkedik el. Igy a
FADH W*" toltéspar stabilizalodasa a W306-rol a W359-en keresztiil a W382-re torténd elektron
transzfer révén kevesebb mint 30 ps alatt torténik.

DFT szamolés, izotdpjelolés és infravords tranziens abszorpciés mérések segitségével
meghatdroztam a FAD vibraciés markereit a flavin 6t redox allapotdban (FADox, FADH",
FAHD;, FAD*", FADH®*); meghataroztam valamint a kation és semleges tirozin gyok (TyrOH*",
Tyr*) és a triptofan kation gyok (TrpH®") vibracids markereit.

A tirozin és a triptofan gyokok vibracios markereinek ismeretében sikertilt leirni igazolni, hogy a
gliikkdz oxidazban a gerjesztéssel egyidejlileg (néhany szaz femtoszekundumon beliil) valosul
meg az elektron transzfer a tirozinrol, ezt kdveti egy proton transzfer a tirozintdl az anionos flavin
gyokre (FAD*") létrehozva a semleges gyok allapotot (FADH®). Azt is sikertilt igazolni, hogy a
tirozin mellett a triptofan is részt vehet az elektron transzfer folyamatban.

Tranziens abszorpcios mérésekkel sikertilt feltarni, hogy a flavin N5 atomjahoz kozeli aszparagin
aminosav aszpartatra valo cseréje nem elegendd ahhoz, hogy a fotolidz ndvényi kriptokromként
viselkedjen.

Lathato és infravords tranziens abszorpcios mérések segitségével bizonyitottam, hogy az AppA
fotoaktivacioja a flavin N5 atomjahoz kozeli glutamin (Q63) tautomerizacidjaval valdsul meg.
Infravérds tranziens abszorpcios mérésekkel és °C izotop jeldléssel igazoltam, hogy az AppA
fotoaktivacioja soran nem jelennek meg flavin gyokok

Fluoreszcencia spektroszkopiai mérésekkel, infravords tranziens abszorpcids meérésekkel
igazoltam, hogy az AppA fotoaktivacidja soran a W104 triptofan a flavinhoz kdzeli pozicioba
mozdul és hidrogén kotést alkot a FAD-dal.

Lathatd ¢és infravOords tranziens abszorpcids mérésekkel igazoltam, hogy az OaPAC
fotoaktivacioja proton kapcsolt elektron transzfer segitségével valdsul meg, mesterséges tirozinok

alkalmazésaval igazoltam, hogy a proton transzfer kiiktatdsa az enzim funkcidvesztéséhez veszet.
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e Tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai valamint tranziens abszorpcids mérések segitségével
igazoltam, hogy az elektron transzfer felgyorsitasa OaPAC-ben az enzimatikus aktivitas
novekedéséhez vezet.

o Lathato és tranziens infravords tranziens abszorpciés mérések segitségével igazoltam, hogy
OaPAC-ben a flavin N5 atomjdhoz kozeli glutamin glutamatra vald cseréje az enzimet

folyamatosan bekapcsolt allapotban tartja.
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mérésekkel — és nagy ritkan focimeccs nézéssel — a Rutherford Appleton laborban.

Szintén koszonettel tartozom Greg Greethamnek, akivel a talalkozasunk napjan dsszebaratkoztunk
a Rutherford Appleton laborban és aki ram bizta az infravoros 1ézerrendszerét, valamint oriasi
tamogatast nyljtott minden projektiinknek az elmult 10-15 évben.

Koszonettel tartozom az 6sszes Stony Brook-0s egykori PhD hallgatoknak, Allison Haigneynek,
Richard Brustnak, Agnieszka Gilnek, James Iulianonak ¢€s Jinnette Tollentino Colladonak akikkel
¢jszakdkba és hajnalokba nytlé méréseket végeztiink a Rutherford Appleton laborban és akik
minden mutanst megcsinaltak amit csak el tudtam képzelni.

Halas vagyok a Biofizikai Intézetben dolgozé kollégdimnak Grama Laszlonak, Fekete
Zsuzsannanak, Telek Eleknek, Bodis Emokének, Kis-Bicskei Nikolettnek, Pasitka Jonatannak,
Pécsi Ildikonak, akik hatalmas mennyiségli munkat végeztek a BLUF, fotolidz, kriptokrom
projektekben. Kdszonettel tartozom Sofia Kapetanakinak, akivel az Ecole Polytechnique utan ujra
egyiitt dolgozhatunk és aki a strukturalis projekt motorja.

Rendkiviili modon hélas vagyok feleségemnek Ibolyanak, akinek a tdimogatasa nélkiil sem

a posztdok évek sem az azt kovetd id0szak nem lett volna eredményes.
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Collado et al., cikkiink az ACS CHEMICAL BIOLOGY cimlapjara keriilt
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