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Fotoaktiv flavoproteinek funkciondlis fehérjedinamikajanak vizsgdlata ultragyors spektroszkdpiai
modszerekkel

c.doktoridisszertaciorol.

A bioldgiai rendszerek altal elnyelt fény vagy szabadenergia formdjaban energetikai folyamatokat indit
be, és tart fenn (pl. fotoszintézis) vagy a kilvilag érzékelését, a sejtek viselkedését, és egyéb fontos
életfolyamatait irdnyitja (pl. 1atas, cirkadian ritmus, fototaxis stb.). Ezek a hatdsok pigmentek vagy
fényérzékeny fehérjék (pl. flavoproteinek) kozvetitésével valdsulnak. A flavinok és flavoproteinek
tanulmanyozasa hosszU multra, egészen 1933-ig nyulik vissza, amikor Warburg és Christian felfedezte
az Old Yellow enzimet, és a kofaktorat 1935-ben Theorell flavin mononukleotide gyanant (FMN-ként)
azonositotta. A flavinfligg6 fotoreceptorok 1993-as felfedezése Ujra felkeltette az érdekl6dést a
flavinok fotofizikaja és fotokémiaja irdnt. A flavinfliiggé fényérzékeny fehérjék és enzimek nagyon
sokfélék lehetnek: DNS-fotolidazok, a kriptokrémok, a fény-oxigén-fesziiltség (LOV) fehérjék vagy
kékfény-érzékel6 FAD (BLUF) domén fehérjék. Széles teriileten fordulnak el6, és szamos kritikus
bioldgiai folyamatban vesznek részt, beleértve a DNS-javitast, a cirkadidn ritmusok fotoszabalyozasat
és a génexpressziot is.

A jelolt kutatdsai (els6sorban ultragyors spektroszképia alkalmazdsdval) ezekre a fotoreceptorokra
Osszpontositanak, amelyek kritikusak az optogenetikai alkalmazdsok megértésében is. Ezek a
vizsgdlatok olyan perspektivaval kecsegtetnek, amelyek lehet6vé teszik a sejtek viselkedésének fény
altali szabdlyozasat. Az elért eredmények mélyebb betekintést nyujtanak abba, hogy a fény
molekularis szinten hogyan befolyasolja a bioldgiai rendszereket, amely ismeretek hasznosak
lehetnek az orvosi és biotechnoldgiai alkalmazdsokra is. Vitan felGl all, hogy a jel6lt modern, a
tudomany frontvonaldba tartozé témat valasztott.

Eurépa elismert laboratdriumaiban (Ecole Polytechnique Laboratoire d’Optique et Biosciences,
University of East Anglia) kivalé szakemberek mellett dolgozott hosszabb ideig, és nagyon dicséretes,
hogy hazajovetele utan az ott szerzett tapasztalatait itthon is hasznositotta. Ez nem csupan a szakmai
kapcsolatokra, hanem a mérGberendezések épitésére és a fiatal kutatok képzésére is kiterjedt.

A jelolt eredményei kivald kisérletes munkat tikroznek, amelyek igen tiszteletre méltdak, hiszen
sokrét(i, alapos, kitarté és inspirativ munkat igényeltek. Kissé szomoruan kellett megallapitanom
azonban, hogy a jeldltnek nem sikeriilt a kisérleti (els6sorban az elektron- és protontranszferre,
valamint azok csatoldsara vonatkozd) eredmények elméleti (termodinamikai) értelmezésével ehhez
megkozelité magassagokba emelkednie. Természetesen lehet, hogy ez csak az én tulzott elvarasom
volt a disszertacié kézbe vétele (helyesebben a pdf file feltoltése) el6tt.
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A jelolt tudomanyos és oktatdi munkassagarél az MTA VIII. Bioldgiai Tudomanyok Osztdlya 2023.
szeptember 5-én kiadott 6sszefoglalasa szerint az 6sszesen 56 tudomanyos és oktatasi kdzleményére
(ebbdl 44 folydiratcikk, 10 konferenciakdzlemény és 1-1 magyar ill. angol nyelv( kdnyvfejezet) 622
fliggetlen hivatkozas tortént, és a jelolt Hirsch indexe 19 volt. Az eltelt 1 év alatt ezek a
tudomdnymetriai jellemz6k bizonyara emelkedtek. Mivel a habitus-vizsgalat ezeket az adatokat mar
elfogadta, igy nekem ezen a terileten nincs teendém.

A disszertdcidban tett megallapitdasok tobbsége mar megjelent el6kel6en rangsorolt nemzetkozi
kiadvanyokban, de alternativdk, mas értelmezések, esetleg fellletességek és egyéb észrevételek
tapintatos kérdések formdajaban megjegyzés targyat képezhetik. Ezeket jol elkilonitetten lényegi és
nem lényegi kategdridkba sorolom. A lényegi kérdések feltétételénél igyekeztem a vonatkozd
tézispontokra koncentralni.

Lényegi kérdések
1) A flavinok redox dllapotai

A flavinok képesek tobbszords redox és protonacids

A egyensulyi allapotban létezni. Ellentétben a szintén
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A semleges és az anionos gyok stabilizalddasa nagyon ritkan valdsul meg a fehérjékben, ennek elérése
érdekében gliikdéz oxidazban, vagy D-amino oxidazban natrium hidroszulfat redukalészer hozzaadasaval
lehet akar a semleges, akar az anionos gyok allapotot stabilizalni.

Az egyetlen altalam ismert eset, amikor a semleges gydk a nativ fehérjében stabilizdlédik, a fotoliaz
(akar A. nidulans, vagy E. coli). Ebben az esetben a flavin N5 atomjahoz kozeli aszparagin (N378)
jelenléte stabilizalja a semleges gyok allapotot (Wijaya et al., JACS, 2016, 138). Ennek kdszonhet6 az,
hogy amikor ezt az aszparagint egy aszpartatra cseréltik, a FAD oxidalt allapotba kerdlt (Mller, Brettel,
Grama, Nyitrai, Lukacs, ChemPhysChem, 2016, 17).

- Az alapvetG protonacids folyamatokhoz tartozé pK, értékeket a disszertdcio tartalmazza (lasd pl. az
1.2 abrat), de az elektrontranszfer energetikdja szempontjabdl lényeges redox kozépponti
potencidlokrdl (En) nem tesz emlitést (vagy legalabbis nincs felt(inG helyen). Ezen mennyiségek
ismerete is szikséges ahhoz, hogy az egyes redox-dllapotok egyensulyi koncentracioit
meghatdrozhassuk. Sok esetben fontos lehet példaul a szemikinon és a hidrokinon formdak egymas
kozti egyensulyi eloszlasanak meghatdrozasa, de ide tartozik az oxidalt és teljesen redukalt formak
kozotti (,kétlépcsGs” vagy latszolagos) kézépponti potencial ismerete is, amely a 2 elektronnal és 2
protonnal valo teljes redukalas (vagyis a teljes biokémiai folyamat) szempontjabdl lehet irdnyadé.

Em (FAD/FADH®) = -238 mV (Ishikita, J. Biol.Chem, 2007)
Em (FAD/FAD®*")=-333 mV (Ishikita, J. Biol.Chem, 2007)
Em (FADH®/FADH")= -333 mV (Ishikita, J. Biol.Chem, 2007)



- A teljes séma elméletileg sokkal bonyolultabb lehet, hiszen, ha csak az 1,3 és 5 helyeken szereplé 3
nitrogén protondlhatdsagat nézziik, akkor ezekhez 6sszesen 8 allapot tartozhat (1, ha mind protonalt,
3, ha kozilik 1 protonalt, 3, ha kozilik 2 protonalt és 1, ha mindharom protonalt), azaz a fenti
sémaban minden sor nem 3 hanem 8 tagbdl all. Milyen (vélhet6en a fizioldgias viszonyoktdl eltérd)
Em és pK, értékek valasztasaval lehet az dbran szerepl6 f6 atmeneteket biztositani? Vannak-e olyan
specialis kornyezeti hatasok (olddszer polaritdsa, fehérjében vald eltemetettség/kitettség stb.),
amelyek mégis kiemelnek egyes, a fenti sémaban nem szerepl6 redox allapotokat?

2) Kisérleti elrendezés
- Hogyan gy6z6dott meg kisérletesen arrdl, hogy a gerjeszté flash valdban telitési, de mégsem
tultelitési?

A nyalab el6tt elhelyezett ND filterrel allitottam a nyaldb intenzitdsat egészen addig, mig el nem értem a
telitési intenzitdst.

A fehér fényld méré-flash nagy elénye, hogy vele azonnal spektrumot lehet felvenni, de esetleges
hatranya lehet a minta részleges gerjesztése. Hogyan gy6z6dott meg arrdl, hogy ilyen veszély nem all
fenn?

A mérések soran a korabbi és a jelenlegi rendszerben is két adatfile készil, az egyik, ami mar a
szamolt abszorpcié véltozas matrixot tartalmazza. A masik file viszont az 6sszes felvett spektrumot
pumpa nélkil és pumpaldssal. Ebben ellendrizni szoktuk a mért spektrum alakjat, hogy fellép-e
gerjesztés, mekkora a fluktuacio, beszlir6dik-e barmilyen mas fény stb.

- Ha jol értettem a leirast, akkor a fehér mér6fény szélesebb teriiletet vilagitott meg a mintabdl, mint
a gerjesztett terlilet. Hogyan lehet ilyen korllmények kozott a tényleges abszorpcid-valtozast
meghatarozni?

A mérések elkezdése el6tt érdemes optimalizdlni a nyaldbok méretét és azok atfedését, ezt egy
specialis kamera segitségével tettilk meg, amelyik ki is irja az atmér6 nagysagat. Természetesen az a
cél, hogy a nyaldbok, amennyire lehetséges, atfedjenek; ez a valésagban nem igy van, a sok optikan
vald athaladdst kovetéen a gerjeszt6é nyaldb nem tokéletesen kor alaku. Ezért van az, hogy a
prébanyaldb valamelyest nagyobb, mint a gerjeszté nyaldb atmérGje. A kamerdn vald ellen6rzést
kdvet6en egy a minta el6tti mikrométer csavarral allitottam a gerjeszt6 nyaldb fokuszat mindaddig,
amig maximalis abszorpcidvaltozast kaptam.

Mellesleg az abszorpciovaltozas akkor is detektalhatd, ha a gerjeszté nyaldb atméréGje jéval kisebb,
mint a prébanyaldb atmérdje, az abszorpcid valtozas ugyanis a kbvetkez6 képlet alapjan szamolhaté:
AA(L)=—=log(l(X)van pumpa /1(A)nincs pumpa) ( Berera, Grondelle, Kennis, Photosynth Res (2009) 101:105-118)
Ha a gerjesztd nyalab tul kicsi (a probanyaldbhoz képest), akkor a pumpa okozta intenzitasvaltozas is
kicsi lesz, ennek megfelel6en a szdmolt abszorpcidvaltozas is. Ezzel a problémdval nagyon koran
szembesiltem, amikor egy nagyon értékes mintat sikerilt elveszteni annak kovetkeztében, hogy kicsi
volt a gerjeszt6 nyalab atmérdje. Ezt kovetSen a mérések el6tt el6szor ellendriztem a nyaldbprofilt.

3) A FAD abszorpcio-vdltozds spektruma
- Milyen egységben mérték az abszorpcidvaltozast? Feltételezhetéen mOD-ben? Hogyan gy6z&dtek
meg arrol, hogy telitési volt az aktinikus flash?

Az abszorpciévaltozas valdban mOD-ban van megadva. A mérések el6tt a teljesitményt és a kapott
jelet ellendrizni szoktuk, és egy a pumpa nyalab el6tt elhelyezett ND filterrel allitjuk be.

- A 2.7. dbra a FAD tranziens abszorpcié-valtozas spektrumat mutatja. Nagyon jé jel-zaj viszonnyal
mért, viszonylag strukturalatlan spektrumot latunk. Ennek kialakitasaért a jeldlt 3 komponenst (GSB -
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ground state bleaching, ESA — excited state absorption és SE — stimulated emission) tesz feleléssé, de
az ezekre vald felbontas a spektrum (tébbnyire aszimmetrikus) alakja, a komponensek maximum-
helyei és a kisérleti kortilményekrél szdrmazd informdacid szlkossége miatt bennem néhany, a
tisztabb |atds céljat szolgdld kérdést vet fel:

- GSB: a FAD két kozeli abszorpcids savja koziil az dbra a 450 nm korli sav kifakulasat mutatja. Lehet-
e hasonlo kifakulast észlelni a 370 nm-nél taldlhaté masik abszorpcids savnal is?

Az én mszereim esetében ez sem elméletileg, sem gyakorlatilag nem volt [athaté, mert a fehér fény
kontinuumnak (azzal a mddszerrel, ahogyan én hoztam létre) gyakorlatilag mar nem volt értékelhetd
intenzitdsa 400 nm alatt. 1200 nm korili gerjesztéssel szélesebb fehér fény kontinuumot lehet
[étrehozni, és ezzel mdar az emlitett tartomany is vizsgalhatd. Az alabbi dbran azonban lathatd, hogy
ebben a tartomanyban viszont (a varakozdsokkal ellentétben) nem kifehéredés, hanem jelent6s ESA
figyelhet6 meg. Az itt bemutatott dbrat tartalmazd cikkben (Immeln, Weigel, Kottke, Pérez Lustres
Primary Events in the Blue Light Sensor Plant Cryptochrome: Intraprotein Electron and Proton Transfer
Revealed by Femtosecond Spectroscopy, J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 12536-12546) a
Chlamydomonas reinhardtii-bdl szarmazo kriptokrémon végeztek méréseket. A FAD ebben az esetben
eredetileg oxidalt allapotban van jelen.
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- ESA: altalaban 500-600 nm kozott jelenik meg, de kiterjedhet akar a tavolabbi voros régidba is a
gerjesztett (szingulett vagy triplett) allapottdl fliggéen. Adott esetben kevéssé megalapozottnak
érzem ennek az effektusnak az 500 nm korili tartomanyra vald lokalizalasat.
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- SE: A FAD emisszidja 500-600 nm kozott széles savon kovetkezik be 525 nm maximummal. A
kényszeritett emisszidnak is hasonld spektralis tulajdonsagai lehetnek. A megfigyelt abszorpcio-
valtozas alapjan a stimuldlt emisszid maximumat (525 nm helyett) a jel6lt 560 nm-nél feltételezi, mig
az 500 nm korili abszorpcidés savot a gerjesztett allapoti abszorpcidnak tulajdonitja, holott a
kényszeritett emisszid6 mar itt is részesedést mutathat. Az atlapolé hatdsok miatt a kvalitativ
megallapitdsok helyett a kvantitativ kiértékelés (komponensekre bontas) meggy6z6bb lenne.
— A viszonylag egyszer( Osszképet drnyalhatja azonban, hogy a korilményektél fliggéen tovabbi
komponensek is felléphetnek:
- a rendszerek kozotti dtmenettel formalédé triplett dllapot, amely széles (500-700 nm)
spektrumtartomanyt olel fel,
- kozbllsé fototermékek, amelyeket a fényindukalt elektron transzfer valt ki,
- téltés-transzfer (CT) komplex allapotok a FAD és a kornyezete (a fehérje szomszédos
aminosavai) kozott és
- afény altal létrehozott flavin (anion vagy kation) gydkdk.
- Levonhaté-e minimalisan az a kévetkeztetés, hogy a GSB, ESA és SE effektusokon kivil mas (fentebb
felsorolt) hatads az adott spektral- és idGtartomanyban és kisérleti koriilmények kozoétt nem |ép fel?

A birdlé megjegyzése jogos, valdszinlileg az ESA spektrum sokkal szélesebb, és emiatt az SE spektrum
nem tukorszimmetrikusan jelenik meg az emisszids spektrumhoz viszonyitva, egyben ez okozza a
spektrum eltolédasat az 570 nm felé. Annyi megjegyzésem lenne, hogy a flavinnal kapcsolatos
irodalomban (lehet, hogy helytelenil) az 570 nm korili tartomanyt konzekvensen SE tartomanynak
hivjak, az ESA maximumdt pedig 507 nm-nél rogzitik. Az aldbbi dbran sima FMN és FAD tranziens
abszorpciods spektrumai lathatéak az 1ps — 3 ns tartomanyban.
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FMN (A) és FAD (B) tranziens abszorpcids spektrumai (forras: Morris et al., Photochemical & Photobiological
Sciences (2022) :959-982

A kérdésekre valaszolva, a kiegészit6 tranziens infravords abszorpcids méréseim alapjan azt tudom
mondani, hogy a FAD esetében csak ez a harom folyamat (ESA, GSB, SE) figyelhet6 meg, nincs
kozbliils6 fototermék, ezt tamasztja ala a cikk, amelyikbdl a fenti abra szarmazik. A triplett allapot
[étrejottében megoszlanak a vélemények: Morris és munkatarsai szerint nem jon létre triplett
allapot, sajat méréseim alapjan viszont azt mondandm, hogy az FMN-hez képest nagyon kis
mértékben, de létrejon a triplett dllapot. A triplett dllapotnak a vibracids markere az ~ 1440 cm™
maodus megjelenése. A bal oldalsé dbran latszik, hogy ez 3 ns korl jelenik meg az FMN esetében. A
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jobb oldalsé dbran ez a csucs nem lathatd, felnagyitva viszont latszik, hogy mégis csak jelen van,
tehat kis mértében, de itt is megjelenik.
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4) Fényindukadlt csatolt elektron- és protontranszfer gliikoz-oxiddzban

A jelolt meghatdrozta a FAD vibrdcids tulajdonsagait a flavin 5 redox allapotdban, valamint a tirozin
(és a triptofan) gyokoket markerként azonositotta a kationikus és semleges allapotaiban. Kimutatta,
hogy a gliikéz oxiddzban a tirozinrdl a gerjesztéssel egyidejlileg el6bb elektron keril a flavinra
(FAD®"), majd (kis késéssel) a proton is megérkezik semleges gyok allapotot (FADH®) |étrehozva.

gliik6z oxidaz

- A FAD a glukdz-oxidazban hatékony, de viszonylag lassu

elektronatvitelt biztosit a szubsztrat (glikoz) és az
/—\ oxigénmolekula kdzott. Az esetlinkben még a visszreakcid
FAD FADH, is nagyon gyors, a ns id6tartomdnyba esik. Ennek

v ismeretében naiv kérdésként meril fel, hogy a megfigyelt
ultragyors és fényindukalt elektron- és protontranszfernek

‘/__\ van-e barmiféle fizioldgiai jelentGsége ill. van-e egyaltalan
H,0, 0, kezdGlépésként kapcsolata a tényleges biokémiai
folyamatokkal? Ad absurdum, a megfigyelt ultragyors

folyamatok csak a struktdrabdl specidlis kisérleti

korilmények mellett kikényszeritett, de az enzim valds

funkciéjaban soha meg nem valésuld |épések? A 3.1 fejezet minden mas fehérjérél értekezik, de a
glikéz-oxidazt egyetlen zardjeles mondattal elintézi.

A glikdz oxiddz — a flavodoxinhoz hasonldan — szamunkra csak egy modell rendszer volt, ami alkalmas
volt arra, hogy a fotoindukalt elektron transzfer jelenségét vizsgaljuk rajta. Amikor én elkezdtem
vizsgalni, addigra mar nagyon izgalmas ultragyors spektroszkdpiai kisérleteket végeztek mindkét
fehérjén; els6ként a Mataga csoport (Mataga et al., J. Phys. Chem. B, 2000, 104 (45), 10667-10677),
majd kés6bb Zhong és mentora, Ahmed Zewail (Zhong és Zewail, PNAS, 2001, 11867-11872). A gliikoz
oxidaz vizsgalatanak masik oka az volt, hogy Vincent Massey még a hatvanas években részletesen leirta,
hogyan lehet redukalni a gliikdz oxiddzt és anionos, valamint semleges gyok allapotban stabilizalni.

A korai ultragyors spektroszkdpiai kisérleteket kovetéen tovabbra is nyitott kérdés maradt, hogy melyik
aminosav az els6dleges elektron donor.



- A FAD elektrokémiai sokfélesége (,Janus arca”) szamomra igen elgondolkodtato (3.1 abra): elektron

donorként  és  akceptorként s
mUkodhet attdl fliggéen, hogy melyik
redox allapotban éri a fénygerjesztés
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oxidalt flavin félig redukalt Lo R L.
anionikus flavin gyok konformdciodja is kiilonb6z8), mégis a

fotoredukci¢ ill. a fotooxidacié hasonlo
gyorsasaggal (<100 fs alatt) megy végbe. Miért ennyire végletesen érzékeny a rendszer? Van ennek
esetlegesen fizioldgiai magyarazata? Halas lennék, ha a jel6lt a folyamatok energetikai (és esetleg
fehérje-konformacids) hatterét meg tudna vilagitani. Mennyiben lehet a kiindulé (sotét) allapot
kritikus elektrokémiai viszonyait egy vékony kivettdban (esetleg tobbszorés megvildgitas alatt)
megbizhatdéan beallitani?

A flavoenzimek szdmos redoxireakciot katalizalnak a bioldgidban, melyek a flavin kofaktor megfelel6
orientacidjat és elektrokémiai hangoldsat igénylik. A funkcidé szempontjabdl a flavin redoxpotencidlja
kulcsszerepet jatszik. A szabad flavin redoxpotencialja 0,219 V pH 7,0-ndl (Clark, 1960; Clark & Lowe,
1956). Ha a redox potencidlja nem véltozna az enzimhez vald kot6déskor, nem lenne szlikség a flavin
elektrokémidjara. Az enzimek aktiv helyei altaldban +100mV és —400mV kozott, egy 500mV-os
tartomanyt atfogva, képesek moduldlni a flavin redox-potencidlt, amely lehetévé teszi, hogy a
flavoenzimek kiilonboz6 redoxireakcidkat katalizaljanak. A fehérje funkcidjat végeredményben a
flavin redoxpotencialja fogja meghatarozni, mert ebbdl kévetkezik az, hogy milyen jellegl lesz a
lejatszodo fotokémia.

Az a megallapitds, hogy ,ha a flavin redukalt volt a gerjesztés pillanataban, akkor viszont oxidalédik”,
altaldban nem igaz. A fotolidz esetében példaul a FAD alapesetben (ha nem teszlink vele semmit az
expressziot kovetben) félig redukalt allapotban van, a flash-t kovetéen pedig tovabb redukalédik
(FADH"). Ez a jelenség jol megfigyelhetd példaul a tranziens infravords abszorpcids mérések soran. A
glikdz oxidaz (GOX) esetében is, ha a fehérjében Massey mddszerét kovetve (Massey, V.; Stankovich,
M.; Hemmerich, P. Biochemistry 1978, 17), anaerob korilmények kézott, EDTA jelenlétében 10 perc
megvilagitast kovetGen létrejott a semleges gyok (FADH®) dllapot, akkor a tovabbi megvilagitas
tovabb redukalta a FAD-ot és a FADH™ allapot jelenik meg.
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- A FAD két-elektron kémiat ,csinal”, azaz két elektronnal és két protonnal tud teljesen redukalédni.
Ezek a reakcidk egymdsra épllnek. Oxidalt flavinbdl kiindulva az elsé flash utan félig redukalt
anionikus flavin gyok keletkezik, amely (a visszreakcidé bekovetkezéséig) varja a masodik flash-t. A
fenti séma alapjan azonban a masodik flash hatasara visszakeril az oxidalt dllapotdba, ahelyett, hogy
teljesen redukalddott volna. Ez annak a direkt kovetkezménye, hogy a flavin az elsé flashnél elektron
akceptorként, a masodiknal pedig elektron donorként funkcional. igy a két fotoreacié (tandembe
kapcsolva) nemhogy egymasra épil, hanem egymast egyenesen kioltja. Hogyan tudnd a jel6lt ezt az
ellentmondast feloldani?

A fenti példa egy nagyon ritka jelenséget mutat be; Bo Zhuang ebben a cikkben gyakorlatilag az 6sszes
olyan esetet feldolgozta, amikor az anionos gyokot sikeriilt a fehérjében stabilizalni, gliikéz oxidazban,
monomer szarkozin oxidazban (MOX), kolin oxidazban (COX) és D-amino oxidazban. A bemutatott
Osszes esetben az anionos flavin gyok nem a gerjesztés hatasara jott létre, hanem kémiai mddszerrel
(ndtrium hidroszulfat segitségével) stabilizaltak a fehérjében. Mindezekben a példadkban az aktiv
régidban olyan pozitiv t6ltési aminosavak vannak, amelyek a szuperoxid gyok (0,") stabilizalasaban
vesznek részt, valdszinlleg ennek kdszonhetd, hogy a flavin anionos gyok is stabilizalhatd. A beérkezd
kék foton kovetkeztében pedig az anionos gyok valdban oxidalédik, de ennek is specidlis oka van, és
ebben jatszik szerepet a szerkezet. Itt valaszolnék az el6z6 kérdésre. A bemutatott fehérjék esetében a
flavinhoz kt')zel jelen van egy vagy tobb hisztidin, amelyek elektron akceptorként viselkednek, ez

sz
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Az dltalam bemutatott esetben a gliikdz oxidazban a FAD oxidalt allapotban volt, és a gerjesztést
kovetBen, a Tyr68-rol kapott egy elektront; igy alakult ki az anionos gyok allapot (jobboldali dbra). A Bo
altal vizsgalt esetben (baloldali dbra) eleve anionos gyok allapotban volt, a gerjesztést kbvet6en adott
egy elektront egy kozeli hisztidinnek. A két esetben sem a flavin redoxallapota sem a redox potencialja
nem azonos.

A biraldnak igaza van, amikor a szerkezet szerepérdél kérdez: gyakorlatilag a szerkezet végzi el azt a
finomhangolast, aminek kovetkeztében a flavin redox potencialja és ezaltal az egész fotokémia
megvaltozik. Az aldbbi dbran a Clostridium beijerinckii-bl szarmazo flavodoxin mutans (G57T) lathatd,
amelyben a treoninnak két konformere van.

Attol fuggben, hogy a CO csoport kézeli vagy disztélis allapotban van, az FMN Em(FMNH®*/FMNH")
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redoxpotencialja -378 mV vagy -339 mV. Az 59-es pozicidban lev6 glutamat glutaminra valé cseréje
ugyanezt a redox potencialt 86 mV -tal noveli. (Ishikita, Influence of the Protein Environment on the
Redox Potentials of Flavodoxins from Clostridium beijerinckii, J. Biol. Chem. 282, 2007)

IR ujjlenyomat: a FAD anionos gyokét (FAD®") glikdz oxidazban natrium szulfattal vald titrdlas
segitségével hoztdk létre, és vibraciés markerként 1517 cm™ hulldmszdmmal azonositottdk. Milyen
vibraciéos mddusnak feleltetheté meg? Kapcsolddik-e ehhez a rezgéshez polarizacioban vagy
szimmetridban bekovetkez6 valtozas, azaz hasonlé ujjlenyomat jelenik-e meg a Raman spektrumban?
Nem zavaré-e a markerként valé azonositdsban az, hogy a kérnyezet dinamikdjaban kilonbség all
el6, hiszen a FAD*~ allapotot ezekben a kisérletekben lassu kémiai egyensuly kialakitasaval allitottak
el6, mig fotoreakcidval ultragyorsan keletkezik? Szlikségét érzi-e, hogy ezeknek az IR savoknak
(vonalaknak) markerként valé megjel6léséhez a rezgési mdédusban résztvevd kritikus (nem csak H-)
atomoknak izotéppal valé helyettesitését végezzék el?

Az emlitett 1517 cm™ vibraciés médust (fehérje-fliggd mddon ez lehet 1518 cm™ vagy akar 1520 cm™?)
DFT szamolasokkal a flavin gy(irli médusaval azonositottak. A szamoldsok alapjan azt feltételezték,
hogy az intenziv 1548 cm™ mddus (C10.N1 nyGjté mddusa) két, kevésbé intenziv csicsra (1519 cm™
és 1484 cm™) hasad az anionos gydk esetén. A Raman spektroszkdpiai kisérletek sordn ez a csucs
nemigen latszik; a legelsé kisérlet sordn, ahol oldatban tudtdk mérni az anionos gydkot, egy 1498 cm™
csucs jelenik meg (Su és Tripathi, JACS, 116, 1994). Mizutani pikoszekundumos idéfelbontdsu
tranziens Raman-spektroszképiai méréseiben (Fujiwara és Mizutani, J. Raman. Spectrosc. 39, 2008)
véleményem szerint latszik ez a csucs, de 6k ezt nem azonositottak.

A glikdz oxidaz izotdp jelolése elég nehézkes lenne: elGszor el kellene késziteni az izotdpjelolt flavin
szarmazékot, ami O6nmagaban nem konnyl. Ezeket szamunkra Adalbert Bacher (Technische
Universitat Munchen) és csoportja készitette el, igy a flavin rezgési mdodusainak meghatarozasakor [2-
13C1]-FAD, 4,10,-3C2]riboflavin, [U-3Cy7]riboflavin, [U-°N4]-FAD, [4-'80,]-FAD flavin szadrmazékokat
Hillesztettlink” be az AppA nevi fehérjébe (Haigney, Lukacs et al., Biochemistry 50, 2011; Haigney,
Lukacs et al., J. Phys. Chem. B. 112, 2012). A kovetkez6 nagyon komoly probléma az lenne, hogy
expresszalnunk kellene a gliikdz oxidazt, hogy belerakhassuk az izotépjelolt flavint, de ez sokszori
prébalkozasunk ellenére nem sikerilt maradéktalanul. Annak ellenére, hogy ezt a mddust valdban
lassu kémiai egyensuly kialakitasat kovetGen figyeltik meg, tobb fehérjében is azonositottuk
ultragyors spektroszképiai mérések soran (Gil et al, JACS, 2017; Collado et al., ACS Chem Bio, 2022).
Tillman Kottke és munkatarsai step-scan FT-IR mérésekkel azonositottak egyértelm(ien ezt a csucsot
1518 cm™-nél (Théing, Oldemeyer, Kotteke, JACS, 137, 2015).

- Jatszik-e szerepet, és ha igen, akkor milyen esetleges kovetkezményei vannak a fotoindukalt
elektron transzfer folyamataban az elektron- és a magmozgasok kozott megnyilvanuld nem-
adiabatikus csatolasnak? Modellezte-e esetleg ezt a kdlcsonhatast?

Szerepet jatszhat, mivel a rezgési relaxacio az elektron transzferrel (ET) azonos iddskalan zajlik; ezért
a mag atrendez6dése nem koveti szorosan az ET-t. A teljes elméleti leirashoz teljes kvantumleirdsra
lenne sziikség, és a Marcus-elmélet és azok utddjai (Moser-Dutton-vonalzé) a priori nem
alkalmazhatdak. En nem modelleztem ezt a kdlcsdnhatést.

- Mivel a vibracids markerek szerint a tirozin mellett a triptofanok is részt vehetnek a FAD felé
irdnyuld ultragyors elektrontranszferben, kérdésként meril fel a kozottik fenndlld csatolas
természete. Vannak-e szuperkicserélG6désre (superexchange-re) utalé jelek?

A rovid vdlasz, hogy nincs erre utald jel, legaldbbis mi nem tapasztaltuk. Ennek oka, hogy a triptofanok
a FAD-tdl tdvolabb helyezkednek el, mint a tirozinok, és feltehet6en csak a gerjesztett flavinok egy
részében vesznek részt elektrondonorként. A lanc tehat FAD*— FAD*TyrOH**—FAD°-TrpH*". Mivel a
FAD*-TyrOH** feltehet6en energetikailag a FAD**-TrpH** felett helyezkedik el, ez kétlépéses ugrasi
mechanizmusként irhatd le, és nem kell szupercsere (ahol két ET-partner kdzott egy magasabban
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fekvd hid taldlhatd). Kovetkezetesen el6szor a TyrOH® figyelhet6 meg, és csak késGbb a TrpH®**. (Nag,
Lukacs, Vos, ChemPhysChem 2019).

- A primer fotoreakcio soran a gerjesztett allapotu flavinbdl az anionos FAD és tirozin kation gyok par
jon létre: FAD*¢> FAD* + TyrOH™. Halas lennék, ha ennek az alapreakciénak a legfontosabb
termodinamikai jellemz6it meg tudna adna: mennyi (és milyen el6jell) a (Gibbs-féle) szabadenergia-
valtozas (AG®), a reakcid mennyiben entalpikus jellegli (AH®), és ehhez hogyan viszonyul az entrdpia
novekedés (T-AS°)?

A szabadenergia-valtozas a redox potencidlokbdl egyszer(ien szamithato:

AG®= e(E(TyrOH"*/Tyr) -E(FAD""/FAD))-AEge;; = 1.34-(-0.33)-2.5= 0.83eV

Az entrépia kiszdmolasaval kapcsolatban bizonytalan vagyok, hogy hogyan kellene ebben az esetben
értelmezni azt. A fotolidz esetében a protonfelvétel entrdpiajat alkalmaztak (Zieba et al., J. Am.
Chem. Soc. 2011, 133) a szamolds soran, de az elsGdleges |épésnél ez nulla lenne. Ha a biralé erre
gondolt, akkor az els6dleges elektron transzfer [épés jelent&sen entalpikus.

- A megfigyelt nagy (>10% s?) sebességli elektron transzfer csak nagyon kdzeli partnerek kozétt
alakulhat ki. Ha a Dutton-szabalyt alkalmazzuk, akkor még aktivacié-mentesnek tételezett folyamat
esetén is 3,3 A tavolsig szamithatd, amely tovabb csokken, ha ezzel a feltételezéssel nem élhetiink.
Ha a fehérje szerkezetére tekintlink (3.2 abra), akkor ilyen kis tavolsdgban sem triptofanok (lasd
Zewail munkait), sem tirozinok (lasd a disszertaciot) nem taldlhatok. A jelolt altal donorként
feltételezett Y68 4,3 A tavolsagban talalhatd. Mennyiben hozhatd dsszhangba a kisérlet, a szerkezet
és az elektron transzfer (valamelyik) elmélete?

A 10% st sebességi allandd mar a Dutton-Moser szabdly felsé hatdra; én a méréseim soran ilyen
sebességi allandot csak a flavodoxin esetében mértem. A gliikdz oxidaz esetében harom idéallandét
hataroztunk meg (1 ps, 4 ps, 37 ps), ezek kozil az 1 ps-os [épésben a populdcid 70%-a relaxalddik. A
Dutton-szabdlyt alkalmazva a képlet a kdvetkezSképpen alakul: log(101?)=15-0.6R. igy a tavolsagra 5
A jon ki, ami tulajdonképpen tokéletes megfelelés az Y68 FAD-tdl vald elhelyezkedésére nézve. A
tirozin és a FAD kozotti legkisebb tavolsag 4.3 A, de ha a gyriik kozotti tavolsagot nézziik, akkor 5 A
koral van, ugyhogy ez a megfelelés nagyon jonak tekinthet6. Ha ennél kevésbé kedvezd
kortilményeket képzeliink el, akkor donorként szdba johet még a W426 is, ahogyan ez a tranziens
infravoros abszorpcios mérésbél [atszott is.

- Hasonlo (vagy még fokozott) fenntartdsaim vannak az ultragyors proton transzferre. Ennek szigoru
energetikai és strukturdlis feltételei vannak. A protonmozgatd er6 a FAD® és a Tyr68 kation gyok
(TyrOH**) pK értékeinek kilonbségével aranyos. Az el6bbi értékre nincs adat a disszertacidban, az
utdbbi értékre (hivatkozas nélkil) adott becslés —2. Mekkora lehet a protonmotoros erg?

A szerkezet alapjan (3.10 dbra) nem nyilvanvalé a proton mozgas utvonala sem, hiszen a tavolsag
nagyon nagy (5,5 A), de sem szerkezeti viz, sem H-kotés-halézat nem segiti a proton transzfert.
Milyen mddja lehet mégis az ultragyors protonatadasnak?

A megjegyzés teljesen jogos, szemmel lathatéan a proton transzfert nem segiti sem viz, sem
hidrogénkotés. Ez volt a helyzet azonban a szintén vizsgalt Trmfo esetében is, ahol ugyancsak
megfigyeltiik a FAD"~ protonalddasat. A proton transzfer a glikdz oxiddz esetében is lehetségesnek
tlnik a pK; értékek alapjan: a FAD* pK, értéke 8.2 (Massey, V.; Palmer, G., Biochemistry 1966; Miura,
Chem Rec, 1, 2001) a TyrOH®* pK, értéke pedig a mar emlitett -2 (Dixon, W. T.; Murphy, D, J. Chem.
Soc. Faraday Trans. 2 1976, 72, 1221-1230)

- A szekvencialis elektron- és protontanszfer mellett/helyett felmerilhet-e egyéb kombinacio, mint
egylttes transzfer vagy megforditott szekvencidlis sorrend, azaz a proton transzfer megel6zi az
elektron transzfert?
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Elméleti szempontbdl elképzelhetd a gyors proton/lassu elektron transzfer is, de a fehérjék esetében
altaldban mégsem ez valdsul meg, raadasul ezt a kisérleti adataink sem tamasztjak ala.

- Mekkora a flash-indukalt elektron transzfer hatdsfoka a vizsgalt flavoproteinekben? Vélelmezem,
hogy a jelolt méréseibdl erre kdvetkeztetni lehet, s6t, annak szamos kornyezeti tényez6tdl (aktualis
redox-potencialtél (az oxigéntartalomtél), pH-tdl, hémérséklettél stb.) valé fluggését is meg lehet
allapitani. A kérdésre adandod vélaszt azért is tartom lényegesnek, mert a hatékonysagban (és
sebességben) megfigyelheté valtozékonysag altaldban megneheziti az elektron transzfer
tulajdonsdagainak el6rejelzését a bioldgiai rendszerekben.

Az fotoindukalt transzfer hatasfoka tobbnyire nagyon alacsony volt: PixD esetében mintegy 6%-ot
mértlink, OaPAC esetében 10 %-ot mértem, az AppA esetében az irodalom 24 %-ot adott meg
(Gauden et al., Biochemistry, 44,2005), a fotolidaz esetében is 20 % koril volt a hatdsfok értéke (Byrdin,
Lukacs et al, J. Phys. Chem A, 2010).

5) Fotoaktivacio az E. coli fotoliazban

Az idetartozo tézispont: , Polarizdcios tranziens abszorpcids kisérletek segitségével megdllapitottam,
hogy vad tipusu fotolidzban a ~30 ps-os fdzis utdn a pozitiv téltés a W306-os triptofdnon helyezkedik
el. [gy a FADH— We+ téltéspdr stabilizaléddsa a W306-rél a W359-en keresztiil a W382-re térténd
elektron transzfer révén kevesebb mint 30 ps alatt térténik.”

- Az E. coli fotolidz fehérje szerkezetében mintegy 471 aminosav talalhatd, amelyek kozil 7 triptofan.
Ezek mindegyike hozzdjarul a mért abszorpcids spektrumhoz, nem csupan az a ,drétot” alkoté 3
triptofan, amelyeknek egymdshoz viszonyitott helyzetét vizsgaljdk a polarizacidés kisérletekben.
Hogyan befolydsoljdk a kisérletek eredményeinek kiértékelését a fehérjéhez rogzitett, igy a
fotoszelekcidban résztvevé egyéb aminosavak?

Az elektron transzfer lancban részt nem vevd triptofdnok nem ,latszanak” az abszorpcids
spektrumban. A semleges triptofan gyok, valamint a triptofan kation gydk 520 nm illetve 580 nm kordili
abszorpcids csuccsal rendelkezik. Azokban a triptofanokban, amelyek nem tagjai a ,,nanodrétnak”,
nem jon létre a gyok allapot, vagyis 6k nem nyelnek el a vizsgdlt tartomanyban.

- Az elvégzett polarizacios fotoszelekcids kisérletek alapja az volt, hogy a W306-os triptofan dipdlusa
nagyobb szoget zar be a FAD elektromos dipélusaval, mint a W382 vagy a W359-es triptofan. A jelolt
ezeket a szogeket W306 mutans felhasznalasdval meg is hatdrozta azzal a (ki nem mondott)
feltételezéssel, hogy a mutdnsban is a vad tipuséval teljesen megegyez6 a molekulaszerkezet.
Rendelkezésre allt-e a mutans kristalyszerkezete ennek a feltételezésnek az aldtamasztdsara?

A kisérletek elvégzésekor végeztiink homoldgia modellezést az akkor elérhet6 szoftverekkel (Modeller,
Andrej Sali lab). A valasz irdsakor (ldsd aldbbi abra) elvégeztem Ujra a W306F mutdns szerkezetének
modellezését az Alphafold 3-mal, és az egyezés nagyon jo lett: a 382-es pozicidban [évé triptofanok
tokéletesen, a 359-es pozicidban levs triptofanok pedig nagy mértékben atfednek. Valodi
krisztallografias méréseket sem mi, sem masok nem végeztek egyik E. coli. fotolidaz mutanson sem.

W359

W382
W306
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- Nem latom &t teljesen vildagosan a mért anizotrdpia (r) és az atmeneti dipélusok irdnya kozott
felhaszndlt 6sszefliggést (55. old.). A jeldlt a dipdlusok irdanyat egyetlen paraméterrel (f8) jellemzi,
holott az abszorpcidban legaldbb két (mutans) ill. hdrom (vad tipus) triptofan vesz részt.

Az anizotrdpia és az atmeneti dipdlusok altal bezart szog kozti egyszer(i Osszefliggés felhasznalasat
tovabb arnyalhatja az a lehet6ség, hogy a dipdlusok térben nem rogzitettek, hanem a
fehérjeszerkezet altal meghatarozott (kotott, pl. megadott nyilasszégben egy kuppaldst mentén)
mozgast végezhetnek. Ennek mértékére a szerkezet és a dinamika egylttes ismerete adhat valaszt.
Mennyiben mddosithatja ennek a szabadsagi foknak a bevezetése a kisérleti eredmények
kiértékelését?

Az Osszefliggés mogotti elmélet Alfons Kawski cikkében van leirva részletesen (Kawski, Critical Reviews
in Analytical Chemistry, 23:6, 459-529). A mi esetiinkben ,,csak” azt kellett megallapitanunk, hogy a
gyok allapot a W359 vagy a W306 tritpofanon stabilizalddik, a W382 triptofan ugyanis < 4ps alatt
redukaldodik a W359 dltal (Lukacs et al., J. Phys. Chem. B 2006, 110). Természetesen ez egy dinamikus
rendszer, de szerencsére ennek a két triptofannak az esetében a dipdlusok iranya annyira eltérg, hogy
konny( volt 6ket megklilonboztetni.

W382 W306

A 4.14. 4dbrdara vonatkozd megjegyzéseim:

* ~ 0,8 ps H

FAD,, WyH ¢ 2on WT : N378D
S FAD™ W, H™ ‘@ :
? RN :

1205 EAD® W H"

150 ps
-

" EAD™ W H" FAD™ W H"

B-

300 ns
ke
FAD"™ W'

11 33us

FAD* W,*

K RH
R

FAD*

hv

22 ms (pH 7.5)
10 ms (pH 6.5)

FAD,, We =Wy

jonnek létre. Taldn mas bioldgiai rendszerrdl van szg?

1) Mennyiben jelent (gondolom energetikai) stabilizalast az elektronnak a ,triptofan
dréton” vald végig futdsa, azaz az elektron hianynak (a pozitiv toltésnek) W382- rél W359-en
keresztul W306-ra torténd eltolddasa? Ennek mértékére a 4.14 abra utalhat, de itt sincs a
szabadenergia-valtozas feltlintetve.

A dréton vald végigfutas 0.75 eV szabadenergia valtozdassal jar, a részletes adatokat a 3. pont alatt
mutatom be.

2) A fent idézett tézispontban az atfutas idejére <30 ps szerepel, dm ezt a 4.14 dbraban megjeldlt
értékek nem tdmasztjak ald, mert ott az elsé toltéspar sokkal gyorsabban, a tobbiek pedig
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sokkal lassabban.

A megjegyzés jogos, az eltérés oka, hogy a tézispontban és a kutatdsaim jelentGs részében a vad
tipusu fotolidzban a FAD félig semleges gyok allapotban van, ahogyan tisztitds utan az oszloprdl
»lejon”. A szdban forgd abra specidlis eset, ebben az esetben ugyanis egy imidazolos inkubdciéval
lehetett elérni, hogy a FAD oxidalt allapotban legyen. Ez esetben a mért allanddk természetesen
masak voltak. Az ,igazi” vad tipusu fotolidz esetében az atfutas valéban kozel 30 ps alatt valdsul meg
(Aubert et al., Nature 2000; Lukacs et al., J. Phys.Chem., 2006; Lukacs et al., JACS, 2008).

3) A véleményem szerint, az ,igazi” stabilizalédast (a szabadenergidban gyakorlatilag irreverzibilis
valtozast) a kapcsolt protonacios folyamatok, elsGsorban W306-nak az oldatba valé protonleaddsa
jelenthetik. A triptofanok ultragyors szekvencialis redox-valtozasai csak csekély, reverzibilisnek
tekinthetd szabadenergia-valtozast okoznak.

Méréseink szerint maga a deprotonacio csekélyebb szabadenergia valtozdssal jar, mint a
triptofanokon vald ,ugrdlds”, mindossze 0.18 eV, a nagy szabadenergiavdltozds a t6ltés rekombinacié
soran kovetkezik be, ennek a folyamatnak az id6allanddja 23.4 ms. A pontos értékeket az alabbi dbra
foglalja 6ssze roviden. Az dbrat a Byrdin, Lukacs et al., Quantum Yield Measurements of Short-Lived
Photoactivation Intermediates in DNA Photolyase: Toward a Detailed Understanding of the Triple
Tryptophan Electron Transfer Chain, J. Phys. Chem. A, 2010 cikkiink részletezi. A kérdések alapjan
beldtom, hogy a cikkben kozolt adatok segitették volna az ismertetett eredmények megértését. A
disszertacidban azonban csak azokat a cikkeimet ismertettem, amelyekben elsé vagy utolso szerzé
voltam, ezért ez a fontos cikk kimaradt. A 3212. oldalon szerepelnek a folyamat 6sszes |épésére
vonatkozé id6dllandd, sebesség és AG adatok.

B
Q y
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@ -
>0.11 1‘
O
A
>0.12 a2
>0.
@ ol 2
Y ~
@ &
g
0.18 at =}
pH7 g
2
—— (=9
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X
P d
TrpH TrpH TrpH O
- 0

4) Mind a vad tipusban, mind az N378D mutdnsban ugyanakkordnak tlinik a terminalis FAD*~ WcH*®*
gyOkpar képzédésének kvantumhatdasfoka, holott a jelolt ezeket 65% ill. 50% értéknek feleltette meg.

A két minta kinetikai sémajaban a kiilonbség (elagazas) csak egy kései fazisban, a terminalis triptofan
deprotonaciéjat koveté eseményekben van.

A megjegyzés jogos, erre az eredeti cikkben kitértlink (Muller, Brettel, Grama, Nyitrai, Lukacs,
ChemPhysChem 2016,17): a kilonbség annak kdszonhet6, hogy a vad tipusu fehérjén végzett mérés
lépései egy ultragyors rendszerrel végzett kisérletbdl lettek kiszamitva, a mi (flash-fotolizis) kisérleti
elrendezésiinkkel ezeket a |épéseket nem lehet felbontani.
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5) Szerintem a megadott kvantumhatdsfok értéke még ennél is kisebb lehet, mert mar az elsé
gybkpar esetén a vissz- és elSrehaladd sebességek megegyeznek (70 ps)?, ami eleve 50%-ban
limitdlja a hatasfokot, és még az ezt kovets lépésekrdl, valamint a primer par rekombinacidjardl
(nincs feltlintetve) nem is beszéltiink.

Ez elképzelhetd, de itt ,hozott” anyaghdl dolgoztunk; a vad tipusra vonatkozé mérések tekintetében
Liu és munkatarsainak a mérésére kellett tamaszkodnunk (Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2013, 110).
Az tény, hogy a normal vad tipusu fotoliaz esetében, ahol kiinduldskor a FAD semleges gyok allapotban
van, a kvantum hatasfok 20% kordli (Byrdin, Lukacs et al., J. Phys. Chem. A, 2010, 114).

6) Prébdljuk meg a terminalis triptofan gyok (WcH®*) deprotondlédasahoz tartozd disszociacios
allandot a mérési adatokbdl kiszamitani! A mért disszociacids sebességallandé ko = (300 ns)™ = 3-10°
s, A bekétési sebességéllandot a diffuzié hatarolt bimolekularis Gtkézés alakitja ki: kon = kairr-[H], ahol
kaitr = 10'° M5t és [H] a bulk fazis H*-ion koncentracidja. Ha pH = 7 redlis értéket vesziink, akkor kon
~ 10° s érték adddik. Ezekbdl a disszocidcids egyensulyi dllandd K = kosi/kon = 3-10%, ennek negativ
logaritmusa pK = —3,5. Ezzel szemben a TrpH™* pK, értékére ~ +4 becslés szerepel az irodalomban
(Posener, M. L., Adams, G. E., Wardman, P. & Cundall, R. B. Mechanism of tryptophan oxidation by
some inorganic radical anions: A pulse radiolysis study. J. Chem. Soc. Faraday Trans. 1. 72, 2231-2239
(1976)). Hogyan lehet ezt az ellenmondast feloldani?

Az ellentmondas feloldasa az, hogy a proton akceptor nem a H*, hanem a H,0, igy valéban kijon a
megfigyelt és validnak tekinthetd pK érték (~4) a TrpH*" esetén. Ezt az eredeti Nature cikk — amelyben
a Brettel-Vos mechanizmust ismertették — részletesen targyalta az 588. oldalon. Ennek megfelel6en az
eredeti feltételezés az volt, hogy két proton akceptor lehetséges: az egyik a Tris puffer, a masik pedig a
H,O. A Tris ndvekvd koncentracidja gyorsitja a TrpH "deprotondldodasat, és ez a felgyorsulds sokkal
kifejezettebb pH 8,4-nél, mint pH 7,4-nél (3d. dbra), ami azt mutatja, hogy a nem protonalt Tris a
domindns proton akceptor a Tris magas koncentraciéindl. A nulla Tris koncentraciéra torténd
extrapoldcidbdl a deprotonalédési sebességi allandd (kd) kb. 5,3 -10°s?, amelyet a TrpH™ H,0 felé vald
deprotonalddéasnak tulajdonitottak. Feltételezve, hogy a deprotondlédd TrpH®™ pK értéke ~4

a fotolidzban, ez a sebességi allandd dsszhangban van a kq = k, 107% s 8sszefliggéssel.

20 mM-os Tris koncentracié esetében (amit a kisérletek soran hasznaltak), a H20-nak még mindig a
dominans protonakceptornak kell lennie (lasd a 3d. abrat). A pH-értéket 5,4 és 8,5 kozott valtoztatva
20 mM puffer mellett a deprotondlédas kinetikaja (3e. dbra) és amplituddja lényegében allandd volt,
ahogy a H,0 (pK = -1,7) mint protonakceptor esetében ez varhato volt.

A birald altal elvégzett szamolast a viz koncentraciéjaval megismételve a TrpH™* pK, értéke + 3.2, ami
mar kozel van az irodalmi értékhez.

Relevans tézispont: ,Tranziens abszorpcios mérésekkel sikeriilt feltarni, hogy a flavin N5 atomjdhoz
kézeli aszparagin aminosav aszpartdtra valo cseréje nem elegendS ahhoz, hogy a fotoliaz névényi
kriptokromként viselkedjen.”

- A negativ megallapitds a tézispont erésségét csokkenti. Arra mindenesetre alkalmas, hogy az olvasé
tovabb vigye a gondolatot: ha a N378D mutacid hatastalan, akkor valéjaban mi sziikséges ahhoz,
hogy a fotolidz ndvényi kriptokrémként viselkedjen?

A kiinduld kérdésem az volt ebben az esetben, hogy a nagy homoldgia miatt miért mas a funkcidja a
kriptokromoknak és a fotolidzoknak. Az 6sszes kisérlet abba az irdnyba mutatott, hogy a kulcsszereplé
novényi kriptokromok esetében egy aszparaginsav, rovar kriptokrémok esetében pedig egy cisztein.
ElsGdleges varakozasom az volt, hogy az aszparagin/aszpartat csere kriptokrémma konvertdlja a
fotolidzt, legalabbis a fotokémiat tekintve. Ez nem tortént meg. A dolgozatban — mivel ezek még
publikdlatlan adatok — nem szamoltam be arrél, hogy viszont a N378C mutacié kovetkeztében a
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fotolidz fotokémiai szempontbdl rovar kriptokromként viselkedik. Természetesen ez a hasonldsag
csak a fotokémiara vonatkozik, mivel a fotolidz nem tartalmazza a CTT (C-termina tail) régiét, amely a
kriptokrdm funkcidjdhoz sziikséges.

2024 jdliusaban tranziens infravoros abszorpcids méréseket végeztiink vad tipus Drosophila
kriptokrémon, illetve egy olyan mutanson, ahol az N5 atomhoz kozeli ciszteint aszparaginra cseréltik
(dCry C416N). Ezzel a mutacidval fotokémiai szempontbdl fotolidzzd konvertaltuk a kriptokrémot,
aminek az az izgalmas kovetkezménye lett — az el6zetes eredményeink alapjan —, hogy nem
kovetkezik be a CTT-nél megfigyelt strukturdlis valtozas.

- A hatékony fotoaktivaciét szolgalja az elektron transzport lanc megnyujtasa, a fény indukalta gyckok
stabilizaldsa, beleértve a FAD®™ gyors (~ us) protonfelvételét (kiilonlegesen gyors a novényi
lehet&ség proton akceptorok jelenlétével érhet6 el. MegfigyelhetG-e az ET lanc termindlis tagja
mellett deprotonalt aminosav (pl. deprotonalt aszparaginsav vagy glutaminsav) vagy egy, a kornyezé
pufferrel kommunikald strukturalt vizmolekuldk klasztere?

A W306 triptofan kozelében taldlhatd egy viz molekula, nyilvdn ennek koszénhet6 a hatékony
deprotonacio.

- Altaldnos kérdésként meriil fel bennem, hogy a szertedgazé protondcids folyamatok sztéchiometriai
vagy kinetikai vizsgalatara miért nem alkalmazott sehol sem rutin fiziko-kémiai mdédszereket, mint pl.
pH-titralast (egy helyen azonban lattam: 5.22 B abra) vagy (abszorbeald esetleg fluoreszkald) pH-
indikatorokat. IR indikatorokkal (markerekkel) lépten-nyomon, pH-indikatorokkal sehol sem
talalkoztam a disszertacidban.

A birdlat teljesen jogos. Annyit jegyeznék meg, hogy a terjedelem csdkkentése érdekében igyekeztem
a (szamomra) kevésbé fontos dolgokat kihagyni, és elsGsorban arra tettem a hangsulyt, ahol lgy
éreztem, hogy nagyobb volt a hozzdadott érték. Elfogult mddon tehat a lézeres/szoftveres
fejlesztésekre, miszerekre jéval nagyobb hangsuly jutott. Beillesztenék azonban két titrdlast, ahol
végll sikert értiink el a félig redukalt allapot, valamint az anionos gyok allapot stabilizalasaban gliikoz
oxidaz esetében. Ez kezdetben nem volt konnyl, mivel nem 3allt rendelkezésiinkre az anaerob
kisérletekhez szlkséges fiilke, argon palack stb. Végil egy glove-bagben sikerllt mindezt
megoldanunk. Mivel a titrdlast oxigénmentes kornyezetben kellett végrehajtani, hosszu ideig
prébalkoztunk, mig rajottiink, hogy ehhez az Osszes oldatot és a fehérjét, s6t sokszor magat a
fotométert is a glove-bagben kell tartanunk folyamatos nitrogén aramoltatas mellett. A glikdz oxidaz
oxigénmentesitéséhez nem volt elegendd a nitrogénes buborékoltatas a glove-bagben, hanem el6tte
szonikatorral razattuk fél 6ran keresztil, aminek kovetkeztében a csapddzott buborékok jelentds
részét6l megszabadultunk. Ennek eredménye a kovetkez6 két mérés.

125uUMGOX+2mMdith PH8.00 titration
251 FADH’ il 25¢ 100uUMFAD+2mMdith Ph9.0 .
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A baloldali abra esetében 2mM natriumhidroszulfat oldattal titrdltuk a foszfat pufferben (pH 6.0)

oldott gliilkdz oxiddzt. Az 520-620 nm kozo6tti tartomanyban megjelend széles platd jelzi a FAD félig
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redukalt allapotanak kialakuldsat. A jobb oldali dbra esetében szintén foszfat pufferben (pH 9.0)
végeztlk a titrdlast. A 400 nm-nél megjelené éles cslcs az anionos allapot létrejottét jelzi. Ennek
megfelelGen jol latszik (lasd az aldbbi dbran), hogy folyamatos megvilagitas mellett az N378D fotoliaz
mutansban az anionos gyokhdz nagyon hasonlé allapot jon létre.
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- Milyen munkahipotézis alapjan volt varhato, hogy a flavin N5 atomjahoz kozeli aszparagin (N, nem
protonalhatd) aminosavnak aszpartat (D, protonalhatd) aminosavra valo cseréje (N378D) felgyorsitja
a FAD* protonfelvételét? Vélelmezhet6en, D (oldatbeli pK-val szamolva) semleges pH-n mar eleve
deprotondlt, és a tavolsag (3,3 A), valamint az UGtvonal sem idedlis a gyors D - FAD
protontranszferre. Tovabbd, 1) a sajat mérésiik szerint a WcH** deprotonalédasanak kinetikajat sem
befolyasolta az N378D mutacid, 2) késziilt-e szerkezeti kép az N378D mutansrdél, amely D-nek a FAD-
hoz vald elhelyezkedését mutatnd?

A mutdcio olyan kevéssé atlathatd beavatkozast jelentett, amelyek értelmezésére adott modell (élén
a misztikus FAD* redox allapot bevezetésével) szamomra tulzottan bonyolultnak tiinik.

A FAD* allapot bevezetésével kapcsolatban nem volt teljes a harmédnia kdzottiink. Pavel Miiller
korabban mar haszndlta ezt a megnevezést, és itt is ezt tartotta j6 megoldasnak. A dolog tisztazasa
érdekében végeztiink par elSkisérletet EPR-rel, aminek alapjan, és az el6z6 kérdéshez beillesztett dbra
alapjan nekem ugy tlinik, hogy ez egy FAD" allapot, de ez a kérdés még nincs lezarva.

A munkahipotézis Tillman Kottke cikkei alapjan (Anika Hense, Elena Herman, Sabine Oldemeyer,
and Tilman Kottke: Proton Transfer to Flavin Stabilizes the Signaling State of the Blue Light Receptor
Plant Cryptochrome, JBC, 290, 1743-1751, 2015; Dominik Immeln, Alexander Weigel, Tilman Kottke,
and J. Luis Pérez Lustres, Primary Events in the Blue Light Sensor Plant Cryptochrome: Intraprotein
Electron and Proton Transfer Revealed by Femtosecond Spectroscopy, JACS, 134, 12536-12546, 2012)
az volt, hogy az aszpartat protonalja az anionos FAD gyokot. A disszertacidban ezt nem ismertettem,
mivel publikdlatlan eredményekrdl van szd, de itt kozreadnam a lényeges megfigyeléseket, amelyeket
tranziens infravords mérésekkel tettiink. A méréseimbdél nekem Ugy tlinik, hogy az aszpartat pK, értéke
a fehérjében sokkal magasabb, mint oldatban. A TRIR spektrumokbdl arra kdvetkeztettem, hogy a
gerjesztéssel egyid6ben (vagy azt megel6z6en) hidrogénkotés jon létre az aszpartdt és a FAD kozott,
ezért jelenik meg a vad tipusndl és az N378C mutansnal nem megfigyelhetd 1730 cm™-es vibracids
maodus.
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6) BLUF domén fehérjék

- A BLUF domének az egyik leggyorsabb fényvezérelt kapcsoldk a természetben, és a stimulacié utan
masodpercekig vagy akar percekig is aktivak maradnak. Tengernyi részletet sikerilt mar felderiteni
(ehhez a jel6lt munkdssaga is jelentékenyen hozzdjarult), de atfogd és koherens képpel (a nem
hozzaért6k szdmara is feldolgozhaté formaban) még nem taldlkoztam. Szamomra (alap)kérdésként
merl fel, hogy a metastabil imidinsav-tautomer specifikus hidrogénkotéseivel hogyan valtja ki a
konformdciés kapcsoldt, és hogyan stabilizalddik megfelel6en ahhoz, hogy fenntartsa a hosszu
élettartamu jelatviteli allapotot, amely képes kilonféle fizioldgiai valaszok elinditasara.

A BLUF domén fehérjéken végzett megfigyeléseim alapjan azt gondolom, hogy a tautomerizacio ,csak”
egy kezdeti perturbacid, ami a C-terminalisnal olyan konformaciét hoz létre, amely alkalmas a fehérje
funkciéjanak megvaldsulasara.

- Tekinthet6-e a BLUF fotoaktivacidjanal az abszorpcids spektrumban megfigyelhet6 voros-eltolédas
ugy, mint a foton energidjanak részleges atalakulasa a flavinkoté zsebben kialakulé hidrogénkdtések
szamanak novekedésére? Ha igen, végzett-e kvantitativ vizsgalatokat az energetikai részletek
felderitésére?

Véleményem szerint a voros eltolédas valéban a hidrogénkotések Iétrejotte miatt figyelhetd meg, de
én magam nem szamoltam ki az energetikai valtozasokat.

Tézispont: ,,Az AppA fotoaktivdcidja a flavin N5 atomjdhoz kézeli glutamin (Q63) tautomerizdciojaval
valésul meg”.

- A glutamin tautomerizacié energiagatja szignifikdnsan kisebb a BLUF fehérjében, mint az izolalt
glutaminban, mivel a BLUF tautomerizacidjat az elektrontranszfer és a radikdlis rekombindci6 segiti
(Nemukhin 2013). Ez esetben pedig a tautomerizacié nem o6nalléan, nem az elektron transzfertdl
flggetlenil, hanem azzal szorosan G6sszekapcsolva kdvetkezik be.

Mara szerintem senki nem allitja, hogy a tautomerizacio elektron transzfer nélkil valdsul meg, mi
sem. Annak ellenére, hogy ultragyors spektroszkdpiaval nem latjuk a gyokok kialakulasat, sajat friss
kisérleteink is arra utalnak, hogy az elektron transzferre szlikség van a tautomerizacidohoz és a fehérje
funkcidjdhoz is. Sajat — még nem publikdlt — méréseink soran a FAD-ot roseoflavinra cseréltik, amely
nem alkalmas elektron transzferben valé részvételre. A roseoflavint tartalmazé AppA (és OaPAC) nem
volt fotoaktiv, tehat az elektron transzferre sziikség van a fehérje funkciéjahoz.
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- Van-e arra esély, hogy nagyfelbontasu rontgen krisztallografia lathatéva tudja tenni a konformacios
heterogenitast, kiilonbséget tudjon tenni a Q63-as glutamin keto és enol allapotai kozott, annak
ellenére, hogy a GIn Og1 and Ne2 atomok hasonlé elektron-siirliséget mutatnak?

_§A 1 — f .

A) Sotét (szirke) és vilagos (narancs) allapot egymasra hefIAyeZ\ié Chretien et al., J. Mol. Biol., 2024
B) A hamburgi Desy-ben végzett mérésiink 300 ms-nal

En latok ra esélyt, hogy ezt a kérdést id6felbontasos rontgenkrisztallografidval megvalaszoljuk a
jov6ben. A disszertacié benyujtasa 6ta tobb rontgenkrisztallografids szerkezet készilt. Chretien és
munkatdrsai azon a véleményen vannak, hogy a széban forgd glutamin 180 fokot elfordul, ez latszik
az A) szerkezeti dbran. Mi is tobb rontgenkrisztallografiai mérést végeztiink, ezek egy részét a
kozelmultban publikaltuk mar (Kapetanaki et al., Crystal structure of a bacterial photoactivated
adenylate cyclase determined by serial femtosecond and serial synchrotron crystallography

IUCRJ 11, 2024. A B) dbran egy nem publikalt és (egyben nem befejezett) szerkezet lathatd, amely a
hamburgi DESY T-REXX (Time Resolved X-ray crystallography) rendszerén készilt 300 ms esetében. A
Q48 elmozdulasa itt is latszik, de a végs6 szerkezet még nem késziilt el, igy nem vilagos, hogy tényleg
csak elforduldsrél van-e szé.

- A jel6lt Gszintén és tiszteletreméltdan bevallja, hogy a tudomany jelen allasa szerint ellentmonddsos
a fotoaktivacié primer mechanizmusardl alkotott képlink. Ezt felfogom, de megérteni nehezen
tudom. Hogyan lehet egyrészrél tautomerizaciordl (jelen disszertacié), masrészrél 6sszehangolt
proton és elektron transzferr6l (Zhou és mktsai Nature Communications 2024) szinte kizarélagos
jelleggel beszélni, mikézben a csoportok a sajat mddszereikben (vakon) biznak, és a kisérleti adatok a
kiils6 szemlél6 szdmara megdonthetetlennek tlinnek?

A sajat eredményeink és Donping Zhong eredményei koz6tt nincs ellentmondas. Zhong és csoportja
Osszes OaPAC-kal kapcsolatos cikkében elsésorban a proton-kapcsolt elektron transzfer természetét
és jelentGségét vizsgalta. Az én és a mi eredményeink annyiban mondanak mast, hogy azt allitjuk,
hogy az OaPAC funkciéjdban egyarant szerepet jatszik a proton-kapcsolt elektron transzfer és a
tautomerizacio is. Ha elég lenne az el6bbi, akkor nem érthetd, hogy az Y6W mutdns, amelyben Zhong
és csoportja kimutatta a proton-kapcsolt elektron transzfer 1épés meglétét, miért inaktiv. Ezt meg is
kérdeztem téle irasban az Elementary Reactions in the Functional Triads of the Blue-Light
Photoreceptor BLUF Domain (The Journal of Physical Chemistry, Vol. 128, 2024) cikkik birdlata soran,
de nem adtak rad kozvetlen valaszt, mert nem is nagyon lehetett. Kés6bb derilt ki ugyanis, amikor
elkészitettik az Y6W szerkezetét, hogy a glutamin (Q48) mintegy 90 fokkal el van fordulva a vad
tipushoz képest, ezért nem valdsul meg a tautomerizacié, és nem kovetkezik be az ATP- cAMP
konverzidhoz sziikséges konformacios valtozas.
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Az abran (Kapetanaki et al., [IUCRJ, 2024) narancs szinnel jeldltik a mutans szerkezetét, és sargaval a vad tipus
szerkezetét.

Tézispont: ,az AppA fotoaktivdcidja sordn nem jelennek meg flavin gy6kék”

- Az egyik lehetséges magyarazat a flavin gyokok hidnyara, hogy a toltésszétvalasztas (CS) sebessége
kicsi, a toltés-rekombinacioé (CR) pedig nagy, igy nem épilhetnek fel gyokok szamottevé
mennyiségben. A jelolt a kérdés megvalaszoldsara az Y21W AppA mutanst valasztotta azzal az
elvarassal, hogy az elektron transzfer folyamat hatékonysaga feler6sédik a FAD-hoz kozeli tirozinnak
(Y21) triptofanra vald cseréjével. A triptofan esetében ugyanis a toltésszétvalasztds folyamatanak
szabad entalpia valtozasa kisebb (negativabb), mint a tirozin esetében. Ha a Marcus parabola nem
invertdlt tartomdnydban vagyunk, akkor a toltésszétvalasztas sebessége novekszik, a rekombinaciéé
pedig csokken. Ha azonban a rekombinacié az invertalt tartomanyba esik, akkor ez mar nem lesz igaz,
mert a rekombindcid sebessége is novekedni fog a mutdcidval. A probléma tisztdzasara a
reorganizacios energia ismeretére lenne sziikséglink. Van-e erre vonatkozéan akar kisérleti, akar
elméleti adat?

Kisérleti adatunk nincs, mi itt az allapotot modelleztiik, hogy hogyan valtozik a folyamat, ha a
reorganizacios energia kisebb vagy nagyobb, mint 0.9 eV.

Y-FAD*— e \Goy AGes
kCS
T — Y *-FADT 5
& W trFAD” €
® Kiogs vijwo
< <W v
Y-FAD — 56 | -

25 2 15 -1 -05 0
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- Kevéssé értem a tézispontban foglalt megallapitast, mert a fenti abra alapjan a fotoaktivacié toltés-
szétvalasztassal, és igy flavin gyok keletkezésével jar. Feltételezem, hogy valamit félreértettem.
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A kritika jogos. Itt azt akartam megfogalmazni, hogy mi a mi mddszereinkkel nem tudtuk megfigyelni a
flavin és az aminosav gyokok megjelenését. Indirekt mddszerekkel azéta mar egyre vildgosabban
latszik, hogy az elektron transzfer megvaldsul. Az tlinik valdszinlinek, hogy az invertalt Marcus
régidban vagyunk, és a toltés rekombinacié nagyon gyors, kcr >> kcs.

Tézispont: ,,az AppA fotoaktivdcidja soran a W104 triptofdn a flavinhoz kézeli pozicioba mozdul és
hidrogén kétést alkot a FAD-dal.”

- Az AppA-ban a fotoaktivacié kordbban leirt modellje szerint (5.10 abra) a 104-es triptofan nincs
kozvetlen H-kotésben a FAD-dal sem a sotét, sem a vildgos allapotokban. A sotét allapotban, és
kozvetlenil a gerjesztés utan Q63-mal van H-kotésben, amely meg is szlinik a tautomerizacié utan.
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- Az abra alapjan a W104 elhelyezkedésére vonatkozd kijelentések megalapozottsagat sem latom
vilagosan. A jelolt szerint ,,sé6tét dllapotban a triptofdn a FAD-tdl tdvoli pozicioban van, ahol szabadon
mozog, vildgos dllapotban pedig a flavinhoz kézelebb helyezkedik el és valdsziniileg hidrogén
kétésben van a flavinnal.” Ha csak a H-kotéseket nézziik, akkor éppen forditott megdllapitasra lehet
jutni: sotétben a H-kotés miatt inkdbb kotott a mozgdsa, mint vildgosban, ahol ez a H-kotés
felszakadt.

A kezdeti krisztallografiai adatokbdl elfogadtuk azt a feltételezést, hogy a 104-es pozicidban |évé
triptofan a vilagos allapotba valé dtmenet sordn elfordul. Errél hosszas vita volt 10-15 évvel ezel6tt,
mert Masuda csoportja ezt megfigyelte, llme Schlicthingék viszont nem. A mi TRIR és FRET adataink
alapjan azt talaltuk, hogy vilagos dallapotban van H-kotés a FAD és a W104 kozott. Ennek megfelel6en
a fenti dbrat forditva kell elképzelni.

- Ha a két (sotét és vilagos) dllapotban a triptofan elhelyezkedése, és a szabad mozgasaban
(forgasaban) vald korlatozottsag is ennyire kiilonbdz6nek bizonyult (ill. ilyen kovetkeztetésre jutott a
jelolt), akkor az atmeneti dipdlusok iranyultsagat ill. azok eloszlasat mindenképpen figyelembe kellett
volna venni a FRET ill. az anizotrdpia kiszamitasara felhasznalt 6sszefliggésekben.

Ezt figyelembe is vettik, a FRET-tel kapcsolatos kérdésnél ismertetem.

- A tirozinoknak és a triptofdnoknak fenilalaninnal valé tobbszérés helyettesitése
(Y21F/Y56F/W64F/W104F) felveti a szerkezeti kép er6teljes megvaltozasanak lehetéségét, amelyet a
mutansokrol felvett rontgenkrisztallografiai képekkel kellene kizarni.

A biralédnak igaza van, ennyi mutdcio esetén nagyon valészin( a szerkezet megvaltozasa.

Mekkoranak vette a Forster-radiuszt (R,), amellyel a FRET hatékonysagabol a tényleges tavolsagot
kiszdamolta? Ha a 95. oldalon megadott értékekkel visszafelé szamolunk, akkor a sotét allapotban ez az
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érték R, = 16,7 A, mig viladgos allapotban csak R, = 8.83 A. A két érték nem lehet kiilénbdz8, hiszen ez a
donor-akceptor part jellemz6 mennyiség (az a karakterisztikus tavolsag, amely mellett a donor
gerjesztési energiajanak fele az akceptorra irdnyuld elektron gerjesztési energia-atadas).

Az R, értéke azért kiilonbozik a két esetben, mert abbdl indultunk ki, hogy a flavintél tavolabbi

1
helyzetben a triptofan szabadon mozog, tehat az R, = 9.78 - 103[J(1)k?n"*¢p]s A képletben a k2
értéke az ilyenkor alkalmazott 2/3. Feltételezve, hogy vilagos esetben a W104 kozel van a FAD-hoz,
akkor a k? mar nem 2/3.

pdb: 1YRX

A szerkezet alapjan a két dipdlus majdnem derékszoget zar be, igy k2 = 0.02. Ebben az esetben R,
értéke 8.9 A-re médosul, mikdzben a vildgos allapot esetén a triptofan és a flavin tavolsaga 9.5 A-nek
adaédik.

- A vildgos allapotban a donor és akceptor partnerek kozott mért 6,7 A tavolsag annyira csekély, hogy
a dipdblus-dipdlus kolcsonhatdsnak még a feltételezése, és igy a FRET-re alkalmazott alapdsszefliggés
alkalmazhatdsaga is megkérddjelezhetd.

Ez igaz, de a 6,7 A a lehetd legkedvezibb helyzet lenne, ami a Dutton-szabalybdl kovetkezett azt
feltételezve, hogy az elektron transzfer akadalymentesen valdsul meg. A FRET szamolasokkal
gyakorlatilag az elméleti hatdron mozogtunk.

- A Dutton-szabaly alkalmazasakor mivel tudja indokolni, hogy az elektron transzfert meghajté
szabadenergia-valtozas (—AG®°) éppen a reorganizacios energidval (1) egyezik meg?

Ebben az esetben arra voltunk kivancsiak, hogy mennyi a tdvolsdg akkor, ha a legkedvez6bb az
elektron transzfer folyamat.

- Az 5.22b abra a W64F/W104A AppABLUF mutans tirozinat valamint az oldatban levg L-tirozin 295
nm-en mért abszorpcidjanak pH-fliggését mutatja. Megdllapitja, hogy ,a szigmoid gérbét Boltzman
egyenlettel illesztve pK = 8.0-t kapunk az AppABLUF-ban jelen levé tirozinra, valamint pK = 10.5-t az
oldatban levé L-tirozinra”.

Megjegyzéseim: 1) A gorbéket nem a Boltzmann-egyenlettel, hanem a Henderson-Hasselbalch
egyenlettel kellene illeszteni.

A kritika jogos.

2) A pH titrdlas vagy tul meredek (AppA), vagy tul elnyljtott (tirozin oldatban), mert egyetlen
protonalhatd csoport esetén a pH = pK £ 1 értékeknél 10% ill. 90% értékeket kellene mérni. Az ettdl
vald eltérést indokolni kellene. 3) Melyik tirozinrél van szé az AppA fehérjében, és mivel (milyen
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kolcsénhatassal) magyarazhatd a pK értékének az oldatbeli értéktdl valé jelentds és szokatlan irdnyu
(—2,5 pH egység) eltolédasa?

A kritika jogos. Itt megtévesztett az, hogy az illesztés visszaadta az elméleti értéket, és nem
gondolkodtunk el a gorbe alakjan.

Az abrdn az Y21 tirozinrél van szd. Bar meglepd, hogy egy tirozin pK, értéke ilyen mértékben eltérjen
az elméleti értékt6él, mégsem ritka. Arthur G. Szabo még a hetvenes években szamolt be olyan
fehérjékrél, amelyek nem tartalmaznak triptofant de mégis a triptofanéhoz hasonlé fluoreszcencia
emissziét figyelt meg (Szabo, A. G., Tyrosinate fluorescence maxima at 345 nm in proteins lacking
tryptophan at pH 7. FEBS Lett. 94, 249-52, 1978). A megoldas az volt, hogy ezekben az esetekben a
tirozin tirozindt allapotban van, ennek a fluoreszcencia spektruma atfed a triptofanéval. Az AppA
esetében ennek biztosan hatasa van az elektron transzfer folyamatra, és valdszin(ileg szerepet jatszik
abban, hogy az AppA joval lassabban tér vissza a sotét allapotba, mint példaul a PixD vagy az OaPAC,
ahol nem jon létre a tirozinat.

Tirozinat jelenlétét (vagyis alacsonyabb pK,) értéket megfigyeltiink mas — nem fotoaktiv fehérjékben is
— mint példaul a bakteridlis citoszkeletalis fehérje, az MreB vagy a toxofilin esetében. Az nem vilagos,
hogy ennek van-e fiziolégids kovetkezménye.

7) OaPAC

Tézispont: ,Az OaPAC fotoaktivdcidja proton kapcsolt elektron transzfer segitségével valdsul meg, és
a proton transzfer kiiktatdsa az enzim funkcidvesztéséhez vezet.”

- A jelolt mérései azt bizonyitjak, hogy az Y6 tirozin nemcsak elektron, hanem a proton donor is.
Milyen szintl és f6képp milyen mechanizmus szerinti az elektron- és protontranszfer kapcsoléddsa?
Szekvencialis vagy egylttes (parallel)? Az elektrontranszfer segiti a protontranszfert vagy forditva?
Ezen kérdések megvdlaszoldsara a fluorotirozin analégok bevezetése a helyes irdnyba mutatd Iépés
volt, de a két transzfer hajtderdi (az Em és a pK értékekben megmutatkozé kiilénbségek) ebben a
rendszerben egylttesen lépnek fel, ami a kiértékelést megneheziti. Célszer(i lett volna szétvalasztani
ezeket, és a hatdsukat kalon-kilon nézni. Ekkor ugyanis a megfelel6 elektron- és protontranszfer
elméleteket kdzvetlenil alkalmazni lehetett volna.

A mi méréseink, de egyben Zhong mérései is azt mutatjak, hogy itt egy egylttes elektron és proton
transzferrél van szd. A disszertacioban nem hangsulyozom, de nem csak a fluorotirozin analégokkal,
hanem néhdny mutdns segitségével vizsgaltuk az elektron és proton transzfer lépéseket. A
legfontosabb mutdns az Y6F, amelyet els6sorban abbdél a szempontbdl mutattam be, hogy ebben az
esetben a tirozin nem ad elektront a FAD-nak, és valdszinlileg protont sem, ennek kdvetkeztében
enzimatikusan nem aktiv. Az 5.37-es abran bemutatott infravoros mérések soran, illetve az aldbbi
adbran is az latszik, hogy a mutacid ellenére mind elektron, mind proton transzferre sor keriil,
méghozza szekvencidlis moédon. Az Y6F mutans esetében az elektron donor egyértelm(ien a 90-es
pozicidban talalhaté triptofan, amely egyben valdszinlileg a proton donor is. Ebben az esetben is, bar
bekovetkezik a proton kapcsolt elektron transzfer, a proton Utvonala nem érinti a 48-as poziciéban
taldlhaté glutamint; ennek koészonhetd, hogy nem valdsul meg az a szerkezeti valtozas a glutamin
koril, ami a cAMP konverziét lehet6évé teszi.
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- Feltérképezhet6-e az oldatbdl az Y6 felé mutatd proton-Utvonal a belsé (Y6-t6l a FAD-ra iranyuld)
proton-mozgas kiegészitésére vagy esetleg ez ,integralt” modon (nem egy jél meghatarozott
utvonalon) kdvetkezik be? Vannak-e ,proton-kapuk” a fehérjében?

Azt gondolom, hogy az els6dleges proton kapu a Q48. Ha ez nincs jelen, nem kévetkezik be a proton
transzfer.

- Ha ennyire kihegyezett az elektron- és protontranszfer az Y6 tirozinra, akkor hogyan értelmezhetd a
flavin korili aminosavak szerepe, hiszen ismert (és ki is mutatta), hogy az elektron transzfer folyamat
hatékonysagdban a D67 és R63 aminosavak is jelentds szerepet jatszanak? Hogyan valdosul meg ennek
figyelembevételével az 6sszekapcsolt(nak gondolt) elektron- és protontranszfer?

Asp69 FMN tail
FMN ring =l Ser28
r Arg65
Tyr8 GIn50

Forrds: Goings, Hammes-Schiffer, JACS, 141, 2019

A D67N mutdnson végzett kisérlet 6tlete Joshua Goings és Sharon Hammes-Schiffer cikkének (Goings
and Hammes-Schiffer, J. Am. Chem. Soc. 2019, 141) egy megjegyzésébdl jott. Ok az SIr1694 BLUF (vagy
mas néven PixD) BLUF domén fehérje fotociklusat vizsgaltadk QM/MM maddszerekkel. Cikkikben
megjegyezték, hogy az Asp69 és az Arg71 hidrogénkotést létesit egymadssal (lasd a fenti dbran), és
gyakran ellentétes hatdst gyakorolnak (azaz amikor a par kozelebb keril a flavin gy(rihoz, a negativ
toltésd Asp69 destabilizalja a toltésatvitelt, mig a pozitiv toltésl Arg71 stabilizalja a toltésatvitelt, és
forditva). ,Ha az Asp69-et semleges vagy akar pozitiv t6ltésii maradvanyra mutalnank, az Slr1694
teljesen mas fotociklust mutatna”. Ebben az esetben, amellett, hogy érdekelt, hogy ez valdban igy van-
e, azt kivantam vizsgdlni, hogy az elektron transzfer megvaltozasa milyen hatassal bir a fehérje
funkciéjara. A PixD esetében ugyanis ezt lehetetlen mérni, a PixD a PixE fehérjével alkot bonyolult
komplexet. Az OaPAC esetében azonban kdzvetlen mddon lehet ezt a hatast megfigyelni. Ahogyan a
disszertaciomban leirtam, az elektron transzfer valéban gyorsabb. A proton transzfer természetét nem
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sikerilt egyértelm(en megadllapitani, a cikk irdsakor ugyanis nem volt gépidénk az infravoros tranziens
abszorpciés rendszeren (ULTRA, CLF, Rutherford Appleton), de szandékunkban all ezeknek a
méréseknek az elvégzése 2025-ben, mivel Ujra kaptunk gépidét.

Tézispont: ,Az elektron transzfer felgyorsitdsa OaPAC-ben az enzimatikus aktivitds névekedéséhez
vezet.”

- Noha a D67N mutdns felgyorsitja a fotoindukalt elektron transzfert folyamatot (beleértve a flavin
oxidaciéjat is), a cAMP konverzié novekedését mégsem ennek, hanem a mutdns szerkezetének
megvaltozdsdra vezeti vissza. A tézispontban mégsem ezt, hanem az elektron transzfer szerepét
emelte ki. Mi volt ennek az indoka?

Ennek els6sorban az az oka, hogy az eddigi mérésekkel nem sikerilt rajonni arra, melyik hatas a
fontosabb. A D67N és a W90F mutansok esetében is a hatékony elektron transzfer mellett nagyobb
enzimatikus aktivitast mértiink. Mindaddig, amig meg nem |attam a DSC adatokat, azt hittem, hogy ez
elssorban az elektrontranszfernek tulajdonithatd. A szerkezeti valtozast figyelembe véve viszont ez
egyaltalan nem biztos.

- Kalorimetrikus vizsgalatokkal is igazolta, hogy a D67N mutansban az OaPAC megnovekedett
aktivitasat a rugalmasabb szerkezet okozza. Ha ez igy van, akkor a vad tipustdl szamottevéen eltérd
entrdpia-valtozassal kell szamolnunk. Ala tudja ezt tdmasztani a mérési adatokkal?

WT entrdépia: 1.14 KJ mol-1 K-1
D67N entroépia: 1.29 KI mol-1 K-1

- Egy kis értelmezésre szorul az 5.3 tablazatban megadott adatok értelmezése: ,a konverzid
maximdlis sebessége ~ 1,5-szer nagyobb volt a mutdnsban... de ami még fontosabb, a katalitikus
dllandd (ket) ~ 1,5-szer magasabb a D67N-ben, mint a WT OaPAC-ban.” Mivel a jel6lt az adatokat a
klasszikus Michelis-Menten egyenlet szerint értékelte ki, azért egydltaldn nem meglepd, hogy ha a
maximalis sebességre 1,5-sz0r nagyobb értéket kapott a mutdnsban, akkor a katalitikus sebesség
novekedésére is ugyanezt fogja kapni, hiszen Umax = Kcat'[Eo].

A megjegyzés jogos. A ,de ami még fontosabb” helyett azt kellett volna irnom, hogy ,ennek
megfelelGen”.

- Mivel alapos indokok meriiltek fel, hogy a mutdns szerkezetében Iényeges valtozdsok |épnek fel a
vad tipuséhoz képest, ezért a katalitikus sebesség megfigyelt ndvekedése részben (vagy egészben) a
kotbhelyek szamdanak novekedésével is magyardazhatd lenne. Ekkor természetszeriileg a klasszikus
Michaelis-Menten leirds kinetikai egyenleteit mddositani kellene.

Jelen pillanatban stopped-flow méréseket végziink annak megallapitasara, hogy valéban valtozott-e a
kotShelyek szama.

Tézispont: ,,0aPAC-ben a flavin N5 atomjdhoz kézeli glutamin glutamdtra vald cseréje az enzimet
folyamatosan bekapcsolt dllapotban tartja.”

- Megértési problémaim vannak az 5.52 abraval kapcsolatban, ahol jél lathaté (és be is jelolt) a
voroseltolédds a Q48E mutans esetén. Mégis a szovegben ezt olvasom: ,,A Q63E AppABLUF-hoz
hasonloan a Q48E OaPAC mutdns sem mutat vérés eltoléddst (5.52 dbra) kék fény besugdrzdsakor,
ami arra utal, hogy a mutdns a vdrakozdsoknak megfelel6en fotoaktiv.” Valami lényeges dolgot
figyelmen kivil hagytam?

A megjegyzés jogos: azt szerettem volna irni, hogy a Q48E mutansban nem lathatd a vad tipusnal
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megfigyelt, a kék fény hatasara bekdvetkezd voros eltolddas, vagyis a mutans nem fotoaktiv. Az 5.52
dbra a sotét allapotu abszorpciot hasonlitja 6ssze a Q48E mutans abszorpcidjaval. Az itt megjelolt
vOros eltolddas a vad tipus és a Q48E mutdns szerkezete kozotti kiilonbségnek kdszonhetd, és ez is
arra utal, hogy az aszpartat hidrogénkdotést alkot a FAD-dal.

- A jelolt szerint a Q48E OaPAC mutansban a gerjesztést kovetéen a tirozin egy elektront ad a FAD-
nak, illetve egy protont a glutaminsavnak, amely ezzel egy id6ben egy protont ad a FAD-nak, és a
protontranszfer Grotthus-mechanizmus szerint torténik.

Megjegyzéseim: 1) A tobb, mint 200 éves Grotthus-mechanizmusra altaldban hosszabb H-kotés
ldncon vald protontranszfer formalis leirdsa kapcsan hivatkoznak. Itt nem egy nagy tavolsagu
protontranszferrél, hanem egy jol definidlt protondonor-akceptor parrél van szé.

Elfogadom a kritikat, a Grotthus mechanizmus emlitését Zhong vezette be az OaPAC kapcsan (Chen
et al., JACS 2022; Kang et al., Angew. Chem. Int., 61, 2002), ezt emeltem be a szovegbe.

2) Feltételezem, hogy ha a kisérleteket H,O-ban és D,0-ban is elvégzik, akkor jelentékeny kinetikai
izotép effektust kapnak. Ha vannak ilyen mérései, akkor ezeket, ha nincsenek, akkor a becsiilt értéket
fogadndm koszonettel.

A kinetikai izotép effektust mindegyik BLUF fehérjében vizsgdltuk, és minden esetben 4 korili értéket
kaptunk. Egészen pontosan a PixD és az OaPAC esetében ez 4 volt, az AppA esetében 4.7. Az OaPAC
esetében ezt Zhong csoportja is vizsgalta, és szintén 4-et kaptak (Zhou, et al., PNAS, 2022)

vissza

FADH* R

TyrOH GIn TyrO* “Flipped Imidic GIn”

3) Hogyan érintheti a Q48E (és hasonld) mutdcid a vad tipus fotociklusat, amely finom
oldalldancmozgasokat és/vagy a Q48 180° forgasat foglalja magaban? Ennek elemzésére a disszertécio
nem tért ki, pedig ezek a mozgasok a visszreakcid sebességére, a proton-csatolt elektron transzfer
(soros vagy parhuzamos) mechanizmusara, igy a fotociklusra is jelentékeny hatast fejthetnek ki (Zhou
és mktsai PNAS 2022).

A Q48E mutdnsnak nincs fotociklusa, a mutacié kdvetkeztében ugyanis fotoinaktivva valt, enzimatikus
szempontbdl pedig olyan, mintha folyamatosan bekapcsolt allapotban lenne.

4) A kisérleti adatok értelmezésére rendre az izoalloxazin koériili H-hid halézat megvaltozasanak
madjai keriilnek el6térbe. Noha a FAD-H hid-Tyr rendszerben (az N5 atom 5 A tavolsagaban) nincs
szerkezeti vizmolekula, ellenben az izoalloxazin gy(ird 10 A tavolsagaban kb. 60 vizmolekula talalhaté
a gylrd és az a hélixek kozé agyazddva. Ez arra utal, hogy a H-hid halézat dinamikai heterogeneitasa
mellett a hidratacié kozeli helyei is szerephez juthatnak (pl. polarizaciés effektusok révén). Mi a
véleménye errél, és milyen jelentGséget tulajdonit ennek (ha egyaltalan emlitésre méltdnak taldlja)?

A vizmolekuldknak sok esetben nagyon fontos szerepe van a proton transzferben, de még nem
jutottunk el oda, hogy ezt is modellezziik.
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5)

- Elnézve az 5.56 abrat, a mérési hibakkal és az illesztéssel szemben vannak fenntartdsaim (hasonld
problémat fogalmazhattam volna meg a kordbbi adatoknak a Michaelis-Menten egyenlet alapjan
torténd illesztésével kapcsolatban is).
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Mi lehet annak az oka, hogy a kozeli mérési adatoknak ennyire kiillénb6z6 a hibaja? (Feltételezhet6en
a kozépérték kozepes hibajardl beszéliink.) A baloldali abran a bekarikdzott két mérési adat kozil az
egyiknek igen nagy, a masiknak gyakorlatilag nincs hibaja. Hogyan keletkezhetett ez a hiba, ha az
eredeti mérési pontoknak (lasd a jobb oldali dbrat) gyakorlatilag nem is volt hibdjuk? Olyan érzésem
tdmad (de ezt megprobalom elhessegetni), hogy a mérési hiba-nagysagok éppen ugy alakultak, hogy
azok még az illesztési gorbére keriljenek.

Az illesztés jésagardl mond indirekt kritikdt az a megfigyelés, hogy a mérési pontok mar réges-régen
azonos szintre keriltek (azaz telit6édtek), amikor az illesztett gorbe még vigan emelkedik. Lasd példaul
a bal oldali dbra kék pontjait. Elegdnsabban kellett volna ezt a kiértékelést elvégezni.

Itt mindegyik mérési pont egy teljesen kildn kisérlet, amelyhez Uj mintat kell 6sszerakni, a megyvilagito
lézert Gjra be kell pozicionalni (ez volt a legérzékenyebb rész); innen fakad a viszonylag nagy hiba ott,
ahol az enzim mar tényleg elkezd , dolgozni”. Ujra megnéztem az eredeti méréseket, de valéban ezeket
az értékeket mértik, az adatokat nem kozmetikaztuk. Nem is lett volna értelme ilyen kicsi hibat
kitalalni, amikor el6tte és utdna elég nagy volt a mérés hibdja.

Az illesztés josagat illeté kritika teljesen jogos: az adatokat Origin 2022-ben illesztettem, és a
paramérereket engedtem, hogy szabadon fussanak. Ha a vmax értékét 0.094-re rogzitem, akkor valédban
jobb lett volna az illesztés.
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Kevéssé lényeges meglatasok

- Hasznos lett volna az alkalmazott és felhasznalt kémiai és bioldgiai anyagokrdl, pH- és redox
pufferekrél, fizikai-kémiai modszerekrél (nem csak a fizikai/optikai berendezésekrél) kiilon fejezetben
ismertetést adni. Az olvasé szamara fekete lyuknak szamitanak a nagy szamban haszndlt mutansok is,
amelyek elGallitasardl, krisztallografiai szerkezetiikrél, génszekvencidan alapuld ellen6rzésikrdl,
tulajdonsagaikrdl, masodlagos szerkezeti és funkcionalis hatdsukrél sem tudunk meg sokat a
disszertacidbol.

A birdlénak tokéletesen igaza van.

- 31. old. ,A fotoindukdlt elektron transzfer jél ismert folyamat a fotokémidban, amelynek sordn, ha
egy molekuldt fénnyel gerjesztiink, az a kérnyezetébdl egy elektront von el.” Ez nincs igy
szlikségszerlien, mert pl. a fotoszintézis primer fotoreakcidja sordn a gerjesztett (B)Chl dimér
O6nmagatdl, és nem a koérnyezetétél von el elektront.

A megjegyzés jogos. Elfogult mddon csak a flavinban megvaldsuld fotoindukalt elektron transzferre
gondoltam.

- A j6 gazda gondossaga megkivanta volna az elirdsok, félrelitések szdmanak Iényeges csokkentését.
Noha ezek éhatatlanul mindig el6fordulnak, ezek j6 részét akar egyszeri figyelmes atolvasassal (vagy
akar szemrevételezéssel — orvosi széhasznalattal ,,obszervacidval”) el lehetett volna kerllni. Ezek
felsorolasatél eltekintek, mert felesleges, hiszen a md ilyen formaban marad fenn, javitott kiadas
nem lesz.

A biralénak igaza van, ez védhetetlen.

- A jelolt nyilvanvaldan a bdség zavaraval kiizdott a disszertacid Osszeallitdasanal. A témakat az
id6érendbe allitott cikkei koré csoportositotta. Habdar lathatdan igyekezett, de nem tudta ezeket
egységes egészbe olvasztani, ill. kelléen magasrdl attekintve koherens képpé formdlni. Ennek
bizonyitéka a disszertacid sajatos szerkezete, amennyiben az igen testes, 168 oldal terjedelm(i
irdshoz viszonylag rovid (gyakorlatilag 1 oldalba sdritett) Osszefoglalas tarsul. Ezt tekintem
tézisgyljteménynek. Az olvasé reménységére azonban ott van az 0Osszefogottabbnak gondolt
Ltézisek” nevet viseld Osszeallitds, de ilyen formajaban vajmi kevés (tdbblet) segitséget adhat neki a
konnyebb tajékozddasban: ez a rész is sziikségtelenll hosszira nyudlt (habkonny( 63 oldal), és
tartalmaban inkdbb a disszertaciéra emlékeztet (annak egyes részeit ismétli meg), mintsem az
Osszefoglaldsban szereplé tézispontokra és azok (esetlegesen mas oldald) megismertetésére
fokuszalna. Az ,,aki mindent hangsulyoz, az semmit sem emel ki’ esetével allunk szemben. Felmeriil
bennem a kérdés, hogy ilyen formaban sziikség volt-e az ilyen nevet visels tézisek gyljteményére.

A birdlénak természetesen igaza van, a tézisfiizet valdban nem lett lényegretdrd. Ezen a ponton sokat
vivédtam, milyen megoldds lenne jo. Nem segitett az sem, hogy nem volt semmilyen el8iras arra,
milyen hosszu lehet.

- A DFT mindentt roviditésként szerepel, sehol sincs megnevezve (még az erre a célra létrehozott
roviditések jegyzékében sem), hogy mit jelent.
A biralénak igaza van.

- 17. old. A dr. Gerard Mourourdl sz6l6 bekezdés a disszertacid targyilagos stilusatél nagyon eltéré
maddon, igen sajatos stilusban fogalmazdédott meg. A feltétlen ahitat kisugdrzdsat szeretném egy kissé
(le)arnyékolni az alabbi 3 megjegyzés megtételével. 1) Nem tudom eldénteni, hogy ez egy memoir
(visszaemlékezés, élménybeszamold) vagy egy szigoru szakmai leiras, hiszen az elemek keverednek.

2) Gerard Mourou-val Szegeden is lehet talalkozni, hiszen az egyetem tanara (részben miatta is lehet
az SZTE-t (nem kis fellengz&séggel) a "Nobel dijasok egyetemének" nevezni). 3) Az aldbbi idézet
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szerény reakciét valt ki bennem: ,Mourounak mellesleg kiilbnleges érzéke van a marketinghez.”
Lehet, hogy igy van, ezt nem tudom elddnteni, de szabadjon itt egy masik (aldasos vagy atkos, dontse
el mindenki a maga szemszogébdl) lobbi-tevékenységérél is emlitést tenni: 6 beszélte ra a
szegedieket a lézer-alapu neutronforrasok kutatasara, ami ugyan perspektivikus eszkoz/eljaras lehet
a radioaktiv hulladékoknak transzmutdcids eljarasokkal valé semlegesitéséhez, de mar most latszik,
hogy a lézerfény keltette nagy fluxusi neutronforrds megvaldsitdasdhoz vezet6 Ut nagyon
gorongyosnek igérkezik mind a szakma, mind a tarsadalmi szempontld megtériilés (gazdasagossag)
szempontjaibadl.

Ebben a szakaszban arra prébdltam utalni, hogy a 2000-es évek elején szerencsés folyamatok mentek
végbe a szakmaban: a laboroknak tobb pénziik volt helyben fejlesztéseket végezniik, szinte mindenki
Ujabb és Ujabb ultragyors spektroszkdpiai miszert épitett. Ez mara jelentSsen eltoléddott. En ugy
érzem, a finanszirozas abba az irdnyba tol minket, hogy a miszerfejlesztést bizzuk a nagy centrumokra,
de hat igy a Krausz-féle siker sem jott volna létre, hiszen az is egy egyetemen valdsult meg, a
tukorkészités pedig a KFKI kis laborjaban.

Az ahitat nem annyira Mourunak szélt, hanem a helyzetnek, hogy ebben az izgalmas idGszakban olyan
helyen lehetett az ember, ahol éppen az izgalmas felfedezések torténtek. Mint ahogyan az is izgalmas
volt, hogy egy sima pénteki szeminariumon jelen volt két kés6bbi Nobel-dijas (Mourou és Alain
Aspect).

- 19. old. ,,Donna Strickland — Mourou posztdokja volt és osztozott a Nobel-dijban — érdemeit kiemeli,
hogy mig jelenleg az impulzusok megnyujtdsa és 6sszenyomdsa egy optikai rdcs segitségével térténik
(ldsd 2.2 dbra), a nyolcvanas évek elején Donna Strickland ehhez egy km hosszusdgu optikai kdbelt
haszndlt.” Mennyire emeli ki ez az érdemeit, hiszen optikai raccsal csak konnyebb és elegansabb lett
volna az impulzusokat megnyujtani, majd 6sszenyomni?

Ezzel a mondattal Donna Strickland érdemeit akartam alahuzni, amelyeket a legelsé sajtétajékoztaton
Gerard Mourou igyekezett csdkkenteni.

Strickland nem femtoszekundumos impuzusokkal dolgozott, ezért kellett optikai szalat alkalmaznia. A
nyolcvanas évek gyenge mingségli (nem maddustartd) optikai szalaival ez nagy teljesitmény volt.

- 20. old. ,,... az (5) ésszefiiggés dltal leirt fazisnak lesz egy nemlinedris tagja is.” Ez a rész kakukk-
tojas, valahonnan értelmetlendl lett bemasolva, mert (5) 6sszefliggés a kozelben sincs. Egyébként
sajnalatos modon a disszertaciéban el6fordulé egyenletek nincsenek szdmozva.

A megjegyzés jogos.

- 71. old. Megjegyzés nélkil: ,,A nehezebb szénatom ilyen mddon lassabb vibrdcids frekvencidt
eredményezett”
A megjegyzés jogos.

- 72. old. Megjegyzés nélkiil: ,,...a gerjesztést kévetd bekévetkezett vdltozdsrol”.

A megjegyzés jogos.

A fent leirt megjegyzések és kérdések nem kérdéjelezik meg a dolgozatban 6sszefoglalt eredmények
kiemelked6 tudomanyos értékét. A disszertacid rendkiviili anyag-erGsségil, amelyre a jelolt méltan
lehet biszke.

A jelolt tudomanyos tevékenysége, eredményei és a flavinok kutatdsdhoz valdé hozzdjaruldsa
nemzetkozi szinten is kiemelkedS. Ezen a terileten kivald kutatds-vezet6kkel dolgozott egyiitt,
modern, jol felszerelt laboratériumokban dolgozott, és az igy szerzett gazdag tapasztalatait hazahozta,
és itthon is értékesitette, és teszi manapsag is. A publikacioi szinvonalas folydiratokban jelentek meg.
A cikkekben és igy a dolgozatban is bemutatott eredmények magas szinvonallak, eredetinek és
valddinak tekintem. A jelen értékelés nagy részben arrdl szol, hogy a (rejtett) tézispontokban
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megfogalmazott 4dllitdsok diszkusszid targyat képezik, és nagy érdeklGdéssel varom a feltett
kérdésekre a jelolt megtisztel valaszait.

Meggy6z6désem, hogy dr. Lukdcs Andrds tudomanyos munkassaga megfelel a Magyar Tudomanyos
Akadémia doktori cime kovetelményeinek. A disszertacidban bemutatott eredményeket nyilt vitara
alkalmasnak tartom, és ha sikeres a védés, akkor (per definitionem) javaslom, hogy a Bizottsag itélje
oda az Akadémia doktora fokozatot.

Szeged, 2024. oktéber 8.
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Maréti Péter
kiérdemesiilt egyetemi tanar
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