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ElGszo

A fizika tudomanyanak célja a természet torvényszerliségeinek feltarasa, melyek megismerésével
kdzelebb kerilhetlink az univerzumunk megértéséhez. Azonban az univerzum objektumai, a
legaprobb szubatomi részecskéktél az éridsi csillagokig, mind olyannyira 6sszetettek, hogy csak
lépésrél |épésre tarhatjuk fel a titkaikat. Ezért kezdetben bizonytalan, de fokozatosan javuld, a
valésaghoz mindinkabb kozelit6 modelleket alkotunk. El6fordulhat, hogy flggetlendl
megalkotott, témdjukban egymastél tdvol all6 modellek segitik el6 egymds kolcsonos
el6rehaladdsat. Gondoljunk csak Rutherfordra, aki az atomi szerkezetet a Naprendszer
modelljével kototte Ossze. Az alabb ismertetett munkam az élethez elengedhetetlen
makromolekuldkrdl, a fehérjékrdl szerzett tuddsunk tarhdzdnak bévitéséhez kivan hozzajarulni.
Bar a fehérjékrél meglévd ismereteink jelentésen gyarapodtak az utébbi id6ben, tovabbra is sok
a megoldatlan enigma. Egy ilyen magyarazatra szoruld rejtély az altalunk vizsgalt fotoaktiv
protein kék fény hatasdra bekovetkez6 valtozasa is. Ennek a folyamatnak a leirdsara készitett
modellt kivanjuk pontositani fluoreszcenciai spektroszkopiai eszkdzok felhasznaldsaval.

A modell korrekcidja, illetve egy belsé ellentmondasanak feloldasa érdekében végzett kutatasunk

konkluzidja a jov6ben hasznos tanulsagokkal szolgdlhat mas hasonlé rendszerek megértéséhez.



Roviditések jegyzéke

7AW: 7-aza-Trp analég

7-aza-W: 7-aza-Trp analdg

A: akceptor

AD: akceptor donor jelenlétében

AEM: akceptor érzékenyités mddszere - acceptor enhancement method
AppA: activation of photopigment and puc expression A
BBO: B-barium borat

BIrB: blue-light receptor of the BLUF-family

BLUF: sensors of blue light using flavin

CPS: belités per masodperc - counts per second

D: donor

DA: donor az akceptor jelenlétében

DNS: dezoxiribonukleinsav

em: emisszios

ET: elektron transzfer

FAD: flavin adenin dinukleotid

FAD*: gerjesztett allapotu FAD

FL: fluoreszcencia

FMN: flavin mononukleotid

FRET: fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

gerj: gerjesztési



GTP: guanozin-trifoszfat

IRF: impulzusvalasz fliggvény - instrument response function
LED: fényt kibocsaté didda - light-emitting diode

LOV: light oxygen voltage

MC: monokromator - monochromator

0aPAC: oscillatoria acuminata photoactivated adenylate cyclase
OD: optikai denzitas

OPA: optikai parametrikus erésité - optical parametric amplifier

DFG: kiilonbségfrekvencia keltés - difference frequency generation

PBS: foszfat-pufferolt séoldat - phosphate-buffered saline

PCR: polimeraz-lancreakcio - polymerase chain reaction

pdb: protein data bank

PET: fotoindukalt elektrontranszfer - photoinduced electron transfer

PpsR: phosphoenolpyruvate synthase regulatory protein

PYP: fotoaktiv sarga protein - photoactive yellow protein

TAC: id6-amplitudé konverter - time amplitude converter

TCSPC: id6korrelalt egyfoton szamlalas - time correlated single photon counting
ThyX: timidilat szintaz

TRIR: tranziens infravoros spektroszkdpia - transient infrared spectroscopy
vis: Iathato - visible

WT: vad tipus - wild type



1. Bevezetés

1.1. Fotoreceptorok
Az ember szamdra talan a legfontosabb informacidforrast jelent6 latas folyamatdhoz hasonlé

madon, a fény érzékelése mas egyszer(ibb létformak esetén is nagy jelentGséggel bir. A fény
percepcidjanak eredményeképpen a szervezet szabalyozhatja egyes sejtfolyamatait, mint
példaul a novényeknél a fotoszintézist. Mindehhez természetesen sziikség van olyan fehérjékre,
melyek valamilyen médon reagalnak a fényre, azaz érzékelni képesek azt. Ezeket a fehérjéket
fotoreceptoroknak nevezziik. Az elmult évtizedekben szamos fotoreceptor csaladot sikerlt
azonositani, példaul a rodopszineket, xanthopsineket, fitokrdémokat, UV-rezisztencia locus 8
csalad fehérjéket 12, valamint harom flavint hasznalé fehérje csaladot. Ezekben a
makromolekuldakban a fény energidjanak abszorbcidja strukturdlis valtozdsokat eredményezhet.
Minden receptor esetében egyedi, hogy milyen energidju, azaz milyen hulldmhosszu fény

elnyelésére képesek 3.

1.2. Flavint hasznald fotoreceptorok
Eddigiismereteink alapjan tobb szaz enzim # tartalmaz flavint valamely formajaban, azonban ezek

koéziul az enzimek kdziil csak néhany fotoaktiv >6. A fotoaktiv flavoproteinek funkcidja szorosan
kapcsolédik az ket gerjeszt6 fény hatdsara végbemend valtozdsokhoz, melyeknek kdszonhetéen
képesek betdlteni a szerepliket a szervezetben. Ezeket a fehérjéket a fényre adott reakcidjuk
alapjan harom nagy csalddra oszthatjuk: az egy nagy csalddba tartozé fotolidzokra és
kriptokromokra, az LOV (Light Oxygen Voltage) fehérjékre, valamint a BLUF (Blue light sensing

using FAD) domén fehérjékre. A kbvetkez6ekben ezeket targyalom ’.

1.3. A fotoliaz és kriptokrom csalad

A fotolidzok és a kriptokromok nagyfoku szerkezeti homoldgidval rendelkez8 fehérjék 8, ezért
soroljak 6ket egy csalddba, funkcidjuk azonban kiilonb6z6. A fotolidzok els6dleges feladata az
UV-indukalt DNS hibak javitasa °. A kriptokrémok a ndvények kék fény érzékeléséért és az altala
kivaltott hatasok inicializdlasaért felelnek. A kripto szétag, mely goroglil rejtettet jelent, eredete

az, hogy sokdig nem sikeriilt a fehérjét azonositani, |étezésére a novények kék fény kivaltotta



viselkedése ultalt csupan 0. Els6ként A. thaliana-ban ! és Sinapsis alba-ban 2 azonositottak,
majd késébb humadn sejtekben is kimutattak 13716, Ugyan a fotolidzokkal jelent8s szekvencialis
homoldgiat mutatnak %17, azonban DNS javitdsra nem képesek 3. Pontos definicié szerint a
kriptokromok fotolidaz szekvencia homoldégok, melyek kék fény aktivalta enzim funkcidval

rendelkeznek, mig DNS javit6 képességgel nem °18-21,

A felfedezésiik 6ta nyilvanvaléva valt, hogy a kriptokromok funkciéja nagyon széles spektrumon
mozog. A kordbban mar emlitett, novényekben fontos kék fény érzékelésen tul a rovarokban,
akarcsak az emberben a cirkadian ritmus befolydsoldsdban van szerepiik, de szintén jelent&s
feladatuk a vandorlé madarak tajékozddasanak elGsegitése magnetorecepcid révén 2223,
Erdekesség, hogy a névényi kriptokromok filogenetikailag sibbek, mint az &llati eredetlek. Ez
utdbbiak teljesen fliggetlen evollciés Uton alakultak ki, amit a megismételt evolucié elmélete

igyekszik megmagyarazni .

A fotolidazok és kriptokromok a feladatukat a fotoindukalt elektron transzfernek kdszénhetéen
képesek ellatni: a kék fény altal gerjesztett flavin egy elektront szerez egy kozeli aminosavrdl,
amely leggyakrabban egy triptofan. Az elektron transzfer folyamata sordn az elektron

szekvencidlisan ,,ugral” hdrom konzervalt triptofanbdl allé ,,nano-dréton” 222526,

1.4. LOV fehérjék

Az LOV fehérjék megtaldlhatdak névényekben, baktériumokban, gombdakban és archedkban is %7.
A szekvenalt prokaridta genomok tobb mint tiz szazalékaban eléfordulnak 28. LOV domén alap

allapotban egy nem-kovalensen kotétt oxidalt flavin mononukleotidot (FMN) tartalmaz 2°.

Az FMN a kék fénnyel torténd gerjesztés hatdsara triplet allapotba kerdl. Ezt kovetéen kovalens
kotés alakul ki egy kozeli cisztein és a flavin kdzott, ami példaul a phototropin kinaz aktivalasat

segiti eld ©.

Az emlitett triplet allapot néhany nanoszekundum alatt alakul ki, majd néhany milliszekundum
mulva relaxdlddik az alapdllapotba. A fotoaktivalt allapot a legtobb esetben a kialakult kovalens

kotés felbomlasdval legfeljebb néhany 6ra alatt szobahémérsékleten relaxalddik 282,
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A fotociklust legegyszerlbben olyan mutacidkkal lehet befolydsolni, melyek az FMN-t stabilizalo

hidrogén-hid kdtésrendszer megvaltozasat eredményezik 23,

A LOV az adott fehérjén belll szamos kilonb6z8 vele interakcidba keril6 doménre képes
fotoaktivacidja révén hatni. Ezek kozt a kindz aktivitdsu alegységeken kivil szerepelnek

foszfatazok, second-messenger regulatorok, vagy DNS-kot6 részek 28731,

Az LOV domén érdekes tulajdonsaga, hogy vilagos allapotban nem fluoreszkal. A vizsgalt minta
fluoreszcencidjanak megszlinése jelzi a domén vildgos dllapotba keriilését, azaz azt, hogy
megtortént a fényérzékelés. Az LOV domén masik el6nye, hogy a sotét allapotu fluoreszcencidja
nem igényli oxigén jelenlétét, igy anaerob rendszerekben is alkalmazhaté. Tobbek kozott ezek a
jellemzdék teszik a LOV domén fehérjék haszndlatat optimalissd az optogenetikai kutatasok
szamara, megfelel6ek lehetnek sejtek nem-destruktiv hulldmhosszon torténd optikai
szabalyozasaban. Yil. Wu és munkatarsai egy kisérletiikben példaul sejtmozgas szabalyzasahoz
vették igénybe az iménti tulajdonsadgai miatt, melynek sordn elérték, hogy egy aktin
citoszkeletalis dinamikaért felel6s GTPase-hoz kdsson, amit mindaddig gatolt, amig meg nem

vildgitottak 458 vagy 473 nm-es fénnyel 32,

1.5. Flavin adenint hasznald kék-fény szenzorok (BLUF domain)
A BLUF-domén fehérjék szamos algdban és a szekvenalt baktériumok mintegy tiz szazalékaban

megtaldlhatdk 333, A BLUF-domén proteinek szdmos bioldgiai funkcidt toltenek be: szerepet
kapnak a fotoszintetikus gének bioszintézisében, biofilm képz6désben és fényelkeriilési valasz
kialakuldsaban is 343°. Ez a csaldd azért is kulonleges, mert mig mas fotoreceptorok
fényérzékelése esetén jelent8s strukturdlis valtozasok zajlanak le a fehérje szerkezetében (pl.
kovalens kotés kialakuldsa), addig a BLUF domén fehérjék esetében csak finomabb mdédosuldsok
torténnek 3. 2002-ben két egymdstdl teljesen fiiggetlen kutatdcsoport egy idében fedezte fel
6ket. Az egyik csoport fotoszintetikus gének expresszidjanak szabdlyozasat vizsgalta Rhodobacter
sphaeroideben 3*3¢, mig a mésik csoport Euglena gracilis alga fényelkeriilési valaszat kutatta 37. A
Rhodobacter sphaeroideshez hasonld egyéb fotoszintetikus bibor baktériumokban nagy
intenzitasu fény hatasara a fotoszintetikus rendszer szabalyozdsa megvaltozik, melynek soran az

addig gatolt transzkripcids represszor PpsR mikodésbe 1ép, el6segitve a fotoindukalt
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kdrosodasok elkertilését 383°, Példaul az R. sphaeroides esetén kék fény hatdsara nagy mértékben
lecsokken a fotoszintézis, ami alapjan arra kovetkeztettek, hogy a baktérium sziikségszerlen
rendelekzik egy kék fény érzékelésre alkalmas fehérjével, amely, mint kés6bb kiderdlt, a

kovetkezd bekezdésben taglalt AppA 349,

1.6. AppA
Az AppA-t 1995-ben fedezték fel ** egy olyan R. sphaeroides muténsban, melyben a mddosult

fehérje miatt a puc operon nem aktivalédott. Ez alapjan kapta a fehérje az AppA nevet: activation
of photopigment and puc expression A 3. A fehérje vizsgalata soran kideriilt, hogy a protein az N-
terminalisndl egy flavint kot, amely alapjan feltételezték, hogy redox-folyamatokban jatszik
szerepet #2. 2002-ben fedezték fel 3436, hogy kék fény elnyelését kdvetSen jelentds konformdcids
valtozdsok torténnek az AppA-ban, aminek kovetkeztében az AppA-PpsR komplex disszocidl,

majd ledll a fotoszintetikus gének bioszintézise, mivel a PpsR gatolja azok transzkripciojat 3.

PpsR kevés fény és kevés O,
l’g ) \’?’o:” RNS-polimeraz

fotoszintetikus
//, mq" \\\\ gének bioszintézise

sok fény és sok O,

hv RNS-polimeraz
PpsR

‘&S g:{i& : fotoszintetikus
£ // 'ﬂ‘ J \| )( gének bioszintézise
[/

AL

AppA

1. dbra Az AppA m(ikddésének lépései 34

Természetesen a baktériumokban mdas BLUF-domén proteinek is szerepet kapnak, mint példaul

a PixD/SIr1694, melyet a Synechocystis cianobaktériumban irtak le el&szor és ami pozitiv
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fototaxist eredményez fehér, kék és véros fényli megvilatitds esetén 434, A PixD mutdns
baktériumok ezzel szemben a fény forrastdl intenziven tavolodnak. Ennek magyarazata, hogy a

PixD a PixE-vel pozitiv fototaxisért felel6s komplexet alkot, ez viszont intenziv fény hatdsara ez

esetben gyengul 340,

1.7. A BLUF-domén szerkezete
A I B

2. abra Az AppA-BLUF-domén rontgenkrisztallografias szerkezetének szalag diagramjai. A dbra:
WT AppA (pdb:1yrx). B dbra: C20S AppA (pdb:2iyg). A szaggatott vonallal jeldlt hidrogén
kotések kapcsan fontos alkotdéelemek: Y21,H44,N45,Q63. A két abra célja a W104 két

« s 7

abra esetén az ellentétes iranyba all.

A BLUF doménben a FAD, a kozelében elhelyezked6 tirozin, glutamin és triptofan aminosavakkal,
egy tetradot alkot 7. A kék-fény abszorpcidja a tetrad hidrogén-kotés haldzatat rendezi at és ez
hozza létre a BLUF-domén vilagos allapotat, aminek kdvetkeztében a sotét-vildgos fotoaktivacid

soran a FAD S0-S1 dtmenetéhez tartozé abszorpcidés maximum 10-15 nm-rel eltolédik.
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Abszorbancia

0.0 :
300 350 400 450 500 550

hullamhossz (nm)

3. dbra WT AppAsLur abszorpcios spektruma sotét (fekete) és vildgos (piros) allapotban.

A tetrad hidrogén-kotés rendszerében bekdvetkezett valtozas jol megfigyelhet6 a fehérje IR
spektrumaban: az FAD C, = 0, karbonil rezgéséhez (4. dbra) rendelt hullimszam érték >!
20 cm™t-rel csokken 5253, A tetrdd részét képezé Y21-nek, valamint Q63-nak a folyamatban
betoltott kulcsszerepét bizonyitja, hogy ezek mutdciéval valé eltavolitdsa esetén az emlitett voros

eltolddas nem észlelhetd 752726,
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1.8. BLUF-domén W104

Az altalunk vizsgdlt W104 szintén fontos tényez6, mivel mutdcidja a fotoaktivacié folyamatanak
jelent8s megvaltozdsat eredményezi >’. Azokban a mutansokban, ahol ezt a triptofant alaninra
cserélték AppAsur esetében, id6-felbontdsos infravoros kisérletek kimutattdk, hogy a
fotoaktivacié hatasara csak enyhébb strukturdlis valtozdsok torténtek a vad-tipusu fehérjéhez
képest. Ezen fellil megfigyelték, hogy a fotoaktivalt dllapot relaxacidja nyolcvanszor gyorsabban
megy végbe a 104-es pozicidban alanint tartalmazd AppAswrs mutans esetében 3> %, Egy mdsik
vizsgalat sordn, ahol az emlitett triptofant fenilalaninra cserélték AppAsLus-ben, 1.5-szeresére
nétt a fotoaktvacid kvantumhatdsfoka, mig a vilagos allapotbdl sotét allapotba vald
visszatéréshez sziikséges relaxacids sebesség enyhe ndvekedést mutatott >°. A W104A mutécié a
teljes hosszusagu fehérje esetén gatolja a voros eltolddast €, lényegében érzéketlenné téve a

fehérjét a kék-fényre, ezzel gatolva annak megfelelé miikodését 2.

Izgalmas kérdés, hogy a 104-es triptofan pontosan hogyan is helyezkedik el az AppA-ban és mas
BLUF domén fehérjékben a fotoaktivacid soran , f6ként mivel az utébbi években egymasnak
ellentmondd eredmények sziilettek. Az AppA els6 kristalyszerkezete alapjan a W104 sotét
allapotban a flavin kozelében helyezkedik el ®1. Ezzel szemben lime Schlichting csoportja Ggy
talalta ®2, hogy a W104 a flavintdl elfelé mutat mind sétét, mind vildgos allapotban. Mdas BLUF
domén fehérjék kristalyszerkezet alapjan, ugymint a PixD %34 a BIrB ©° és az OaPAC ° esetén

ugyanez a triptofan szintén elfele mutatott. S6t az SIr1694 protein szerkezeti modellje alapjan
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csupan tizb6l egy krisztallografiai alegység triptofanja allt a flavin iranyaba, mig a tébbi kifelé

mutatott 4.

Udvarhelyi és tarsai ¢7, valamint Collette és tarsai %8 egymastdl fuggetleniil gy vélték, hogy a
triptofan a sotét allapotban a flavintdl elfelé mutat, mig Goyal és Hammes-Schiffer ©° elz8ektél
fliggetlen energetikai szamitasuk alapjan azt allitottak, hogy mindkét elhelyezkedés lehetséges,
s6t a befele mutatd a stabilabb. NMR szerkezeti kisérletek 7°, valamint UV rezonancia Raman
kisérletek is a befele mutaté allapotot erdsitették meg a sotét allapot vizsgédlata soran 7.
Fluoreszcencia kisérletek szerint a triptofan nincs teljesen kitéve az olddszernek, ettél fliggetleniil

a pozicidja tovabbra is vitatott maradt 76972,
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2. Célkitlizések

Az optogenetika fejl6désével egyre siirget6bb a fehérjék fény indukalta folyamatainak pontos
megismerése. Az adekvat informaciok hozzasegithetnek bennlinket bizonyos élettani események
fénnyel torténé szabalyozasahoz. llyen folyamat az AppA fotoaktivacidja is, melynek eddigi
leirasai ugyan ellentmondasokkal tarkitottottak, azonban ezek tisztdzasa segitheti mas

jelenségek megértését is.

Munkank célja feltérképezni az AppA 104-es triptofanjanak fotoaktivacié soran tanusitott
viselkedését, valamint feloldani a szakirodalomban talalhatd latszélagos ellentmondasokat. A
munka tovabbi célja a W104 pozicidjanak vizsgalata a FAD-dal torténé kolcsénhatdsanak
fényében. Ezeket a folyamatokat igyekeztiink minél tobb mddszerrel megvizsgalni, hogy
elegendd bizonyitékot szerezziink a W104 dinamikdjanak hiteles leirasahoz, ezért fluoreszcencia
élettartam-lecsengés, anizotrépia-lecsengés, kioltdsi, tranziens infravordos és FRET méréseket
végeztiink. A mérések soran elengedhetetlen biztositani, hogy a kinyert adatok valéban a W104-
re vonatkozzanak, ennek érdekében torekedtiink a potencidlisan zavard tényezéket a lehetd

legteljesebb mértékben kizarni.
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3. Anyagok és mddszerek
3.1. ElIméleti hattér

3.1.1. Fluoreszcencia
Munkdnk soran a legtobb vizsgalati eljaras a fluoreszcencia jelenségéhez kotédik. A mérések

alkalmaval a vizsgalni kivant molekulaval elektromagneses sugarzas formajaban energiat kozllink.
A kapott energia egy részét a gerjesztett allapotu elektronok nem-sugdrzdsos atmenetekkel
leadjak és ennek hatdsara az elsé gerjesztett allapot legalsé vibracids energiaszintjére jutnak.
Ezutan fluoreszcens foton kibocsaltasanak kiséretében az alapallapotba relaxalédnak. A gerjeszté
és a fluoreszcens fény kozott létrejové Stokes-féle hulldmhossz eltolédas méréstechnikai
szempontbdl elényt jelent, mivel egy monokromator segitségével konnyen elkilonithetéek. A

minta fluoreszcenciajanak valtozasaibdl kovetkeztethetlink az azt ért hatdsok jellegére.

3 .
¥ | Nem-radiativ
S, 2 atmenet

|
<

Abszorpcio

Fluoreszcencia

Energia

So 2
1
0

Alap allapot

5. abra Fluoreszcencia folyamatéanak Jablonski diagramja 73
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3.1.2. Abszorpcio mérése
Az abszorpcid mérése soran azt detektaljuk, hogy a vizsgalt molekula mennyit nyelt el a

gerjesztéshez hasznalt fénybdl. Mivel a mintan athaladd gerjeszt6 fény intenzitasat kivanjuk
detektalni, ezért linearis mérési elrendezést hasznalunk, ami azt jelenti, hogy a detektorunk a
fényforrdssal szemben helyezkedik el. A transzmittancia megadja, hogy a beesé fény mekkora

aranyban haladt 4t a mintan:

T=-— (1)
Itt I, a kezdeti fény intenzitas, I pedig a mintan vald athaladas utdan mért intenzitas.

A gyakorlatban valdjaban az abszorbancia fogalma haszndlatos, melynek megértéséhez el6szor

érdemes megtekinteniink a Lambert-Beer torvényt:

I =1,107¢Wex (2)
Az egyenlet megmutatja, hogy a kiivettaban taldlhaté mintdn athaladd fény intenzitasa
exponencidlis csokkenést mutat, ahogy egyre mélyebbre hatol a mintaban. I, és I jelentése
megegyezik a transzmittancianal leirtakkal, x a mintaban megtett uthossz, £(1) az ugynevezett
extinkcids koefficiens, mely jelzi, hogy az adott anyag adott hullamhosszon egységnyi x Uthossz
és egységnyi ¢ koncentracid esetén mekkora abszorpciéval rendelkezik, végezetiil ¢ a minta

koncentracidja.

Az abszorpciot a kovetkez6 egyenlet fejezi ki:

A=lg=2 (3)

Ahol a tizes alapu logaritmus kiemelt jelent6ségl, hiszen ha az egyenletet a Lambert-Beer
torvénnyel kombindljuk és kovetjlik a matematika szabalyait, akkor az aldbbi 6sszefliggéshez

jutunk:

A=cec(A)cx (4)
A fenti egyenlet azért hasznos, mivel megmutatja, hogy az abszorpcio egyenesen ardnyos a minta
koncentracidjaval. Ennek koszonhetéen a mérési elrendezés alkalmas koncentracié

meghatdarozasra.
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Mivel pufferben (fix pH-ju olddszer) oldott molekulakat vizsgalunk, a puffer abszorpcios
jellemzdinek kiszlirése végett a mérések alapvonal felvételével kezddédnek. Ez azt jelenti, hogy
el6szor a tiszta puffer abszorpcids karakterisztikajat rogzitjik, majd a tovabbi mérések soran az
igy kapott értékeket levonjuk a mintdnkébdl. Technoldgiai szempontbdl egy fokkal bonyolultabb
a kétutas abszorpcios fotométer, mely rendelkezik egy puffert tartalmazo referencia aggal is, ahol

a mintaval parhuzamosan folyamtosan vizsgaljuk a puffer abszorpcidjat is.

Nyaldbosztd X

. € |
/ | ik [ iﬂ
| v y | |
/ - v Minta
’// Kilépési Minta klvetta detektor
Monokromator rés
X
| I
I 1 \
Fényforras | ' [ E
Tiiksr !

Referencia klivetta

6. abra Kétutas abszorpcids fotométer sematikus felépitése 74

Az abszorpcidos mérések jelentésége tulmutat a koncentracid meghatdrozasan. A vizsgalt
molekuldk egyes alkotdrészei mds-mdas hullamhosszakon rendelkeznek abszorpcids
maximummal. Eppen ezért a mérések soran altaldban spektrumot vesziink fel. Ekkor az
abszorpciét a hulldmhossz fliggvényében vizsgaljuk, mikdzben folyamatosan valtoztatjuk a
gerjesztd fény hulldmhosszat. A mintaban végbemend valtozasok soran az abszorpcids csucsok
elmozdulhatnak, csokkenhetnek-névekedhetnek, ezek alapjan pedig kovetkeztethetlink a

valtozasok természetére.

Fontos megemliteni, hogy az abszorpciéo mértéke fligghet a pH-tdl, ezért érdemes kiilénb6z6 pH-

ju pufferekben taladlhaté fehérje mintakkal megismételni a méréseket.

Az abszorpcids spektroszkdpiai modszer egyik el6nye, hogy segitségével korrigdlhatd az inner
filter effektus okozta torzulas. Ez utdbbi jelent6ségét az altala befolydsolt kioltasi vizsgalatoknal

részletezem.
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3.1.3. Steady state fluoreszcencia emisszids spektroszkdpia
A steady state fluoreszcencia emisszids spektroszkdpia sordn L alaku elrendezést hasznalunk,

amikor a minta fluoreszcencidjat érzékel6 detektor a beesG gerjeszté fénysugdr utjara

merdlegesen helyezkedik el, igy minimalizalhaté a gerjesztéshez hasznalt fény detektalasa.

Minta
Fényforras N 7 .o | J_\J o
@aasaag RilEhds] Kilépési
Diffrakcids rdcs  rgs \ - rés
(gerjesztési o M -4, 7
monokromator) Diffrakcids racs /\r
(emisszios \\/}
monokromator) s

Fotoelektron
sokszorozo csé

7. abra Spektrofluorométer sematikus felépitése 7>

A steady state sz6 arra utal, hogy csak a rendszer pillanatnyi floureszcenciajat vessziik fel, de nem
vizsgaljuk a floureszcencia valtozasat az id6 fliggvényében. A mérésekhez altaldaban olyan lampat
hasznalunk, melynek fénye széles spektrumot fed le (pl.: Xenon), amibSl monokromator
segitségével valasztjuk ki a kivant hulldmhosszat. Amikor a gerjesztés hullamhosszat valtoztatjuk,
mikozben a megfigyelt emisszid hulldmhossza fix, akkor gerjesztési spektrumot, amennyiben az
emisszios hullamhosszat varidljuk, de a gerjesztési hulldamhosszat nem moddositjuk, akkor
emisszios spektrumot vesziink fel. Szamos technika épil steady state emisssziés mérésekre,

melyekre késébb kitérek.

3.1.4. Time correlated single photon counting (TCSPC, id6korreldlt egy -foton
szamlalas)

A fluoreszencia emisszid mérését végezhetjik az id6 flggvényében is. Ennek segitségével

detektdlhatjuk, hogy a gerjesztett allapotd minta milyen gyorsan relaxalodik fluoreszcens foton

kibocsatasa révén. A nanoszekundumos idGintervallumban zajlé folyamat rogzitésére tobb

eljards all a rendelkezésiinkre, igymint a Gregorio Weber altal kidolgozott fazisfluorimetrias
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technika ’®, a strobdszkdpos mddszer és az id6korrelalt egy-foton szamlaldsos metddus. Munkank
soran az id6korrelalt egy-foton szamldlasra (TCSPC) épul6 technoldgiat alkalmaztuk, ami a
fluoreszcencia lecsengés sztochasztikus jellegét haszndlja ki. Ennek konnyebb megértését
el@segitheti, ha a kdzismertebb radioaktivitas jelenségével allitjuk parhuzamba. Egy radioaktiv
minta vizsgalata soran nem lehet el6re megjdsolni, hogy egy adott mag pontosan mikor fog
elbomlani, azt azonban nagyon pontos kozelitéssel megadhatjuk, hogy egy bizonyos id6 elteltével
mennyi mag fog atalakulni. Hasonld a helyzet fluoreszcenciaval is: a gerjesztett minta esetében
sem tudjuk el6re megmondani, hogy a benne levé molekuldk egyesével pontosan mikor
relaxalédnak, ellenben azt elég pontosan megbecsiilhetjik, hogy hanyad résziik fog relaxalédni
egy adott id6 alatt. Erre bevezetett fogalom az ugynevezett fluoreszcencia élettartam, mely
megmutatja, hogy a kezdeti fluoreszcencia intenzitds mikor csokken 1/e-ed részére, tekintve,

hogy exponencidlis 6sszefliggés all fent. Ezt a kovetkez6 Osszefliggés irja le:

1(t) = I,e /" (5)
Ahol I(t) az adott id6pontban mért indenzitas, I, a null-id6pontban detektalt kezdeti intenzitas,

T pedig az emlitett fluoreszcencia élettartam.

A fluoreszcencia élettartam mérése az idGkorreldlt egy-foton szamlaldas segitségével a
kovetkez6képpen torténik 77: a gerjeszt6 impulzusldampa elinditja az id6 mérését, amelyet a
detektorra érkezé els6 foton ledllit. A folyamatot szamos alkalommal megismételve egy
hisztogramot kapunk. A csoportositds ugynevezett csatorndkban torténik, melyek kilonb6z6
id6beli szélességgel rendelkeznek, amit csatornaszélességnek neveziink. Minél kisebb a
csatornaszélesség, annal jobb az id6-felbontasunk. Nyilvanvaléan rogton a gerjesztést kdvetéen
nagyobb valdszin(iséggel fognak fotonok eljutni detektorra, mivel a molekulak tébbsége még
gerjesztett dllapotban van. Azonban az id6 elGrehaladtdval a fotonok beérkezésének
valdszinlisége a gerjesztett molekuldk szamanak csékenésével ardanyosan csokken. A csatornak
elemszamat abrazolva id6beli lecsengést kapunk, melyre exponencidlis gorbét illesztve

meghatdrozhaté a floueszcencia élettartam.
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A spektroszképiai rendszer az id6 mérését egy ugynevezett TAC (TAC=time amplitude converter)
segitségével hajtja végre 7. Ennek soran a gerjesztés, start-jelként elindit egy feszlltség rampat,
melyet a beérkez6 foton mintegy stop jelként allit meg. A szamitdgép a rdmpa magassagabdl
visszaszamitja a gerjesztés utan eltelt id6t. A valdsagban ez annyival bonyolultabb, hogy altaldban
megcserélik az itt emlitett start és stop jelet. Ennek szamitasi teher csokkent6 jelent6sége van,

mivel igy nem minden egyes gerjesztés inditja el a rampat, hanem csak a jelenségnek érzékelt

fotonok.

Tovabbi fontos technikai részlet, hogy a gerjesztésiink lehet6ség szerint minél inkdbb
pillanatszerl legyen. Epp ezért kis félértékszélességgel rendelkezé LED-eket, vagy ennél is
rovidebb impulzushosszal rendelkez6 impulzuslézereket szokds hasznalni. Természetesen ilyen

eszk6zok mellett sem lesz tokéletesen pillanatszerU (Dirac-deltahoz hasonld) a gerjesztés. Ez azt
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eredményezi, hogy az id6ben ,elken6dott” gerjesztési csics minden egyes pontja egy-egy
pillanatszerd gerjesztésnek felel meg. Ennek alapjan valéjdban mind egy-egy fluoreszcens
lecsengési gorbét generdlnak, igy a mérés soran igazabdl ezek 6sszegét detektdljuk 7.
Amennyiben szérds detektdlasaval felvesszik a gerjeszté fénylnk idébeli mintdzatat, ami az
instrument response function (IRF, impulzusvalasz fliggvény) vagy a prompt nevet viseli, akkor
megfelel6 illeszté programok segitségével egy un. dekonvolucios illesztés soran kiszamithatjuk

azt a lecsengést, melyet a pillanatszer( gerjesztés esetén kaptunk volna.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a mddszer id8beli felbontdsat két tényezd limitalja: a
gerjeszt6 impulzus id6ébeli kiszélesedése, valamint a detektor altal biztositott legkisebb

csatornaszélesség.

Erdemes megjegyezni, hogy egyes mintdk egyszerre tobb, parhuzamosan jelenlevd
élettartammal rendelkezhetnek. Ezt a gorbe illesztésnél figyelembe kell venni, amennyiben az
nem csak matematikai, de fizikai szempontbdl is indokolt, példaul amikor ténylegesen tobbféle

populacidéban van jelen a vizsgalt fluorofér.

igy az illesztett gérbét az exponencialisan lecsengd fiiggvények linearis kombinécidja adja meg 7:

I(t) = Zi a; exp (— %) (6)

Ahol t; az élettartamokat jeldli, az a; értékek pedig az ugynevezett preexponencialis faktorok,

melyek |ényegében megadjak, hogy az egyes élettartamok mennyire ,,hangsulyosak”.
Ezekbdl az élettartamokbdl a kévetkez&képpen szdmithatunk atlag élettartamot 76:

T+ Tt tayT? )
T =
a7y + ap T+ T

Ha nem a preexponencidlisakat, hanem az egyes jarulékok aranyat (f) ismerjik, akkor az

atlagélettartam 76:

T=fiT1 + foTo+... +fiT; (8)
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Az élettartam mérések segitségével a fluoreszcens folyamatok gyorsasagarol kapunk informaciot,
melyet befolydsolhatnak a fluorofér kézelében levé egyéb molekuldk, igy azok viszonyardl is

informaciét nyerhetink.

3.1.5. Anizotrépia mérése
A fluoreszcencia anizotrdpia mérések soran sikban polarizalt gerjeszt6 fényt hasznalunk annak

érdekében, hogy informdciét szerezziink a molekuldk rendezettségér6l és igy forgasi
tulajdonsagaikrél. Minél erételjesebb a mozgds anndl gyorsabban megsziinik a rendezettség,
természetesen a Brown mozgas mellett a depolarizacié torténhet mas orientaciéju molekuldnak

tdrténd energia transzferrel is 7.

A fény elektromdgneses transzverzalis hullam, mely azt jelenti, hogy a terjedési irdnydra
merdlegesen rezgd elektromos teret is tartalmaz. Amennyiben ennek rezgése egy sikban
torténik, linearisan polarizalt fényrdl beszéliink. Ha ilyen fénnyel gerjesztjik a molekulakat, akkor
az dltaluk kibocsatott fluoreszcencia is polarizalt lesz. Anizotropia mérések esetén épp ez
torténik. Ehhez polarsziir6ket helyeziink a fény utba, mind a gerjesztés, mind a detektalds
oldaldra. A sz(ir6k allithatdak aszerint, hogy csak horizontalis vagy csak vertikalis sikban polarizalt
fényt engedjenek at. A gerjesztés esetén a sz(ir6t a fény polarizalasara helyezziik be, a detektalas
esetén pedig annak érdekében, hogy a mar polarizalt fénybdl csak a bizonyos iranyban allokat
detektdljuk, azaz ekkor a sz(ir6 analizatorként mdkoédik. A mérés célja a lehetd legpontosabban
detektdlni a vertikalis gerjesztést kovetben vertikalisan polarizalt jelet add és egy helyben marado
molekuldk mennyiségét, illetve azon molekuldk szamat, melyek az elmozduldsuk miatt mar
inkabb horizontalis jelet bocsajtanak ki. A polarizatorok allasanak leirdsakor a V betd a vertikalis
allast jeloli, a H betli pedig a horizontalisat. Az els6 betli mindig a gerjesztési oldalt jeldli, a
masodik pedig az emisszids oldalt. Egy madsik lehetséges jelolési méd sordn egymadashoz
viszonyitott helyzetlik alapjan parhuzamos és meréleges pozicidkat kilonboztetiink meg. Az els6
jelélési rendszert hasznalva az anizotrdpia a kovetkez8képpen adhatd meg 76:

IVV - IVH

r = ——
IVV+2.IVH

(9)

25



Ahol r az anizotrépia, Iy a mért emisszids intenzitas (vertikalisan polarizalt gerjesztés esetén,
vertikalis analizatorral), I,y @ mért emissszid intenzitds (vertikalisan polarizalt gerjesztés esetén,

horizontdlis analizatorral).

Ugyanez a masik terminoldgiaval felirva:

III_IJ_

T =—]” -|—2-]J_ (10)

Ahol I, a gerjesztési polarizator és az emisszios analizator parhuzamos allasat, mig [, az

ortogondlis elhelyezkedést jeldli.

T Vertikalis gerjesztés

9. dbra Anizotropia mérés sémdja ’°

Az anizotropia értéke lényegében a két polarizacids véglet kozotti kiilonbség mértékét adja meg,
amit a teljes emisszidhoz viszonyit. Egyszer(sitett modell esetében a molekulak abszorpcids és
emisszios dipdljai megegyezd irdnyban allnak, valamint a molekuldk mozgasa nem korlatozott.
Ekkor elmondhatd, hogy minél kozelebb kerlil a két polarizacids véglet kozotti kilonbség a
nulldhoz, annal rendezetlenebbiil helyezkednek el a kezdetben fotoszelektalt molekuldk, hiszen

a teljes rendezetlenség esetén kozel ugyanolyan aranyban sugaroznak mindkét polarizacids

irdnyba 76,
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Az egyenlet nevez6jének megértéséhez érdemes szemiigyre venni a mérési elrendezést. A 9.
abran lathato, hogy a kezdeti vertikalis gerjesztés szemszogébdl kétféle esetben is beszélhetlink
merdleges allasrél. Az iranyok kozil egyik sem megkllonboztetett, kozottlik csupdn
méréstechnikai szempontbdl van eltérés, aszerint, hogy melyikre allitjuk az analizatort, ezért

szerepel a nevez6ben a kettes szorzdé merdleges elrendezés esetén.

Az anizotrépia mérések soran érdemes még ugynevezett G-faktor mérést is végezni. Ennek
lényege, hogy a detektor csak idealis esetben érzékeny egyenl6 mértékben mindkét polarizacids
irdnyra, emiatt a valdsdgban keletkez6 kilonbséget korrigalni kell. A detektor érzékenység
polarizacié fluggése kdnnyen kimérhets, ha a horizontalis gerjesztési polarizatort hasznalunk,
mivel ekkor az analizator mindkét allapota meré6leges a gerjesztési polarizatorra, tehat idedlis
esetben ugyanazt a beltést kellene lassuk mindkét analizator esetén. Ezek aranyat felirva a

kovetkezd G-faktort kapjuk 76:

1
G =22 (11)
IHH

Ahol Iy, a mért emisszids intenzitds (horizontalisan polarizalt gerjesztés esetén, vertikdlis
analizatorral), Iyy a mért emissszid intenzitas (horizontalisan polarizalt gerjesztés esetén,

horizontalis analizatorral).
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/ gerjesztés

Luy

10. abra G-faktor mérés sémdja ’°

Ezzel az ardnnyal korrigdlva az anizotrépia esetén hasznalt kifejezést a kdvetkez6 Osszefliggést

kapjuk 7®:

_ lyy — G- lyy
IVV+2.G.IVH

r (12)

Szabad mozgas esetén az anizotrdpia nulldra csokkenne, mig korlatozott forgas esetén egy
idofluggetlen értékhez tart, melyet maradék anizotrépidnak neveziink, aminek jele 7. Az
anizotrépia idébeli lecsengésének vizsgalata kozvetlen informacidval szolgal a részecskék forgasi
dinamikajardl, mely azok méretétdl és alakjatdl is fiigg a mikrokérnyezet fluiditdsa mellett 7. Az
anizotropias technikat érdemes kombinalnunk a TCSPC technikdval. Ekkor polarizatorok
alkalmazasaval élettartam méréseken keresztil koézvetve az anizotrépia id6beli lecsengését

kaphatjuk meg.

r(t) = ryet/? (13)
Ahol r(t) az adott id6pontban mért anizotrdpia, 1y a null-id6pontban mért kezdeti anizotrdpia,
0 pedig az élettartamhoz hasonld kifejezés, ugynevezett rotacids korrelacids id6, mely megadia,

hogy a kezdeti anizotrépia mennyi id6 alatt csokken 1/e részére.
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Az élettartamhoz hasonléan amennyiben t6bb anizotrdpia lecsengés egylittese van jelen példaul
a a fluorofér és az altala kotdtt molekula mozgdasa miatt, akkor az egylttes anizotrépiat, vagyis

az r(t) értékét exponencidlisan lecsengd fliggvények linearis kombinacidja adja meg:

r© = frexw(-) 14)

Ahol 0; a rotacids korreldcids id6ket jeldli. Természetesen a [; preexponencialis faktorok 6sszege
a kezdeti 1, emisszids anizotropidt adja vissza ’. Rotacids diffuzid jelenléte nélkil a B; értékek az
anizotropia limitek. EIméletben a gyors rotacios korrelacids idék (~ 1 ns) a fluorofér gyors
mozgasara utalnak, mig hosszabb rotacids korrelaciés idék (10 ns vagy tobb) azt jelzik, hogy a
fluorofér vagy az egész fehérje komplex lassabban forog. Azt, hogy a hosszabb rotacios
korreldcids id6 az egész fehérje és nem az 6nalld fluorofér mozgasat jellemzi alatdmaszthatja

Visser empirikus képlete 7°, mellyel a fehérje rotacids korrelacids ideje becsilhetd:

¢ =3.84-107*M, (15)
ahol ¢ a rotdcids korrelacids idét jeloli ns-ban, valamint M, a fehérje molekula sulya Da-ban

kifejezve.

A 0 és [ értékek ismeretében az atlagos rotacids korrelacids id6 az atlag élettartam szamolas

analdgidjara a kdvetkezdképpen kalkulalhato 7°:

B162 + B,62+...+B;67

Anizotrdpia mérések segitségével informaciét szerezhetiink a molekulak forgasi tulajdonsagairdl,

6 =

(16)

hiszen minél révidebb a rotdcios korrelaciés id6 értéke, annal gyorsabban mozog az adott
molekula. A mozgast szamos koérnyezeti tényez6 befolydsolhatja, ugymint egyéb molekuldk
kozelsége vagy az, hogy mennyire van szabadon az adott molekula, igy ezekrdl is informaciot

nyerhetiink.

3.1.6. FRET (fluoreszcencia vagy Forster-féle rezonancia energia transzfer)
FRET soran két relative kdzeli molekula kozti energia dtadas torténik. Az energiat atadd molekulat

donornak, az azt felvevSt pedig akceptornak nevezziik. Az energia ataddst a donor emisszids
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spektruma és az akceptor abszorpcids spektruma kozotti atfedés teszi lehetévé. Fontos
megjegyezni azonban, hogy az energia dtadds nem-sugdrzasi atmenettel torténik, azaz a donor
nem emittdl fotont. A jelenség mégis kdthet6 az emisszidhoz, ugyanis az akceptor jelenlétében a
donor a gerjesztést kdvetéen kisebb emissziot mutat, mint az akceptor hidnyaban. Ennek az az
oka, hogy a gerjesztéskor nyert energidjat részben az akceptornak adja tovabb, amelynek
emisszidja ennek hatdsdra megné. FRET soran az energia transzfer hatasfoka fligg a donor-
akceptor tavolsagtdl. Ez a korrelacio teszi alkalmassa a tavolsag mérésére. A FRET hatasfokat leird

képlet a kbvetkezd 8081;

R6
E=—2_ (17)
RS + RO
Masképpen kifejezve ’:
E= 1
B R\° (18)
1+ (R_o)

Ahol E a FRET hatdasfoka, R, az ugynevezett Forster sugar, mely a donor-akceptor tdvolsaga 6tven
szazalékos hatdsfok esetén, R pedig az aktualisan vizsgalt donor akceptor tavolsag, melyhez az E
hatasfok rendelhetd. A FRET er@s tavolsag fiiggése lehetGvé teszi 10-100 A-6s molekula-

tavolsagok mérését. Eppen ezért a mddszer a , spektroszkdpiai vonalzd” nevet kapta 82.

Altaldban az egyenlet R-t kifejezd alakjat hasznaljuk, hiszen ennek az értékét keressiik:

6|1—E
R=R (19)
°| E
Ahol R, az alabbi egyenlet segitségével hatarozhaté meg ’:
1 o
Ry = 9.78 - 103[J(M)Kk*n~*¢pp]6 A (20)

Ahol J(1) a donor emisszidjanak és az akceptor abszorpcidjanak spektralis atfedéséhez tartozd
integral A hulldmhosszon, n a térés mutatd, amely a mérések tobbségében 1.4 7%, ¢, pedig a
donor kvantum hatasfoka 83. A k? az orientacids faktor, melyet a kovetkezS egyenlettel lehet

meghatdrozni ’:
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k% = (cosOy — 3cos0,c0s0,)? (21)
Ahol 01 a donor és az akceptor tranzicids dipdl momentumai altal bezart szog. A 6, és a 8, pedig
a dipdl momentumok és a szeparacios vektor kozotti szogek. Véletlenszer(l elrendez6dés esetén

K2 = 3= 0.66, mer6leges elrendezédés esetén pedig k2 = 0.

Az Ggynevezett akceptor érzékenyités moddszerét 708 haszndlva a FRET hatdsfok a

kovetkez6képpen szamithatd steady state emisszios mérés elvégzése utan:

_ al®") [l _ ] )

ep (127 | L™
Ahol SA(Age”) és &p (Agerj) az akceptor és a donor extinkcids koefficiensei a donor gerjesztési

hulldmhosszan ()lgerj). A tovabbi I, (A5™) és I,(A5™) pedig az akceptor emisszids intenzitasok
a donor jelenlétében, valamint anélkil az akceptor emisszidés hulldmhoszan nézve (A3™),

amennyiben a donor gerjeszt6 hulldmhosszan gerjesztiink 7.

Adott esetben a képletben szereplé paraméterek meghatarozdsahoz kozelité szamitasokat kell

végezniink.

Ha példaul a kivant hulldmhosszon az extinkciés koefficiens nem ismert, akkor egy ismert
koefficienshez tartozd hulldmhosszon, valamint a kérdéses hulldmhosszon megmérve az

abszorpciokat a kérdéses koefficiens a kovetkez6képpen becstilhetd 7:

0D (kérdéseshez tartozo nm — en)) (23)

Epdm 4 = &; . - .
keérdeses — Fismert ( 0D (ismerthez tartozé nm — en)

Problémat jelenthet az I, (13™) értékének meghatarozasa. Ha a donor nem eltavolithato egy vagy
tobb mutacidé segitségével, vagy annak alkalmazdasa nem megfelel6 valtozast idézne el6, akkor az
akceptor 6ndllé intenzitdsa nem dllapithatd meg a donor gerjesztési frekvencidjan. Ekkor
megoldast jelenthet, ha rendelkezésre all analég donort tartalmazé minta. Az analég elénye,
hogy mads hulldmhosszon gerjeszthet6, mint a vad tipusu fehérjében megtaldlhatd donor. Ekkor
a méréseink kozéppontjdba az analdég minta keril, tehat I,(A5™) értéke az analdég mintara

vonatkozdan keriil meghatarozasra. Mindez az alabbi lépésekkel valdsithatd meg:

Kanonikus triptofant tartalmazé mintara meghatarozzuk a kovetkez6 aranyt:
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_ Ilgerjl(/lim)
Ilgerjz (Aflm)

Itt a gerjesztési hulldmhosszak a kdovetkez6képpen keriilnek kivalasztasra:

(24)

Agerjl: olyan hulldmhossz, mely mind az analég, mind a kanonikus triptofant tartalmazé

mintaban csak az akceptort gerjeszti, a donort nem.

Agerj2 :olyan hullamhossz, mely a kanonikus triptofant tartalmazé mintaban csak az akceptort
gerjeszti, a donort nem, mig az analég minta tekintetében pontosan megegyezik a donor

gerjesztési hulldmhosszaval.

Ak arany kanonikus triptofant tartalmazé mintdra valé meghatdrozdsa utdn az érdekl6dés
kdzéppontjaban allé analég mintara felirhaté a kdvetkez6 egyenlet, melynek kapcsan érdemes
megjegyezni, hogy a k-t leszamitva a képletben szerepl§ kifejezések mar mind az analég mintdra
vonatkoznak:

IAgerjl (/Lim)

. (25)

Iy (Aflm) =1y Agerj2 (A,Zm) =

Azaz az analég mintara keresett I,(A5™) érték (mely az akceptor intenzitds a donor jelenléte
nélkil, amennyiben a donort gerjeszté Agerj2 hullamhosszal gerjesztiink) meghatarozhaté a k
aranyossagi érték felhasznaldsaval, abban az esetben, ha megmérjik az akceptor intenzitast

olyan hullamhosszon (Agerj1) gerjesztve, amelyen a donor nem gerjesztédik.

A FRET mérést élettartam méréssel is elvégezhetjlik. Ez esetben a FRET hatasfok az aldbbi képlet

segitségével hatdrozhatd meg 7°:

T
E=1-—=2 (26)
Tp

Ahol T4 a donor fluoreszcencia élettartama az akceptor jelenlétében, T, pedig a donor 6nallé

fluoreszcencia élettartama.

3.1.7. Kioltas mérése (quenching)
Ennek a mérési eljdrasnak a Iényege, hogy olyan molekuldkat, példaul akrilamidot adunk az

altalunk vizsgalt rendszerhez, melyek képesek csokkenteni a mintank fluoreszcencidjat. A kioltas

altalaban kétféleképpen valdsulhat meg. Az egyik lehet6ség, hogy a kioltd adalék a vizsgalt
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komponensekkel olyan komplexet formal, ami ugynevezett statikus médon akadalyozza meg az
utdbbiak fluoreszcens foton emisszidjat. A masik esetben a fluoreszcenciara képes molekula a
gerjesztett allapot és a fluoreszcens relaxalacio kozotti szlik idGintervallumon beliil itkozik egy
kiolté molekulaval, aminek kovetkeztében a gerjesztett allapotl molekula fénykibocsatas nélkil
tér vissza az alapallapotba. Utdbbi tipust dinamikus kioltdsnak nevezziik. Amint az lathatd, a
kioltas létrejottéhez elengedhetetlen, hogy a kiolté molekula kozel tudjon férkézni a kioltandd
molekuldhoz. Ennek jelent&sége, hogy informacidval szolgdl a szamunkra a vizsgdlt molekulak

hozzaférhet8ségérél. A kioltas folyamatat szamszerdisiti a Stern-Volmer egyenlet 76:

FO_
F_1+1<[Q] (27)

Itt F, a vizsgalt minta fluoreszcencidja a kioltd molekuldak jelenléte nélkil, F a minta
fluoreszcencidja, amennyiben [Q] koncentracidju kiolté anyag van jelen, K pedig a Stern-Volmer

konstans, mely leirja, hogy mennyire erds az adott kiolté molekula hatasa a kioltandéra.

Ertelemszer(ien a fliggvény y tengelymetszete 1, hiszen, amennyiben [Q] = 0, akkor % = 1 (azaz

Fo = F)

Minél nagyobb a kioltd hatds, annal kisebb % nevezdje és igy annal nagyobb lesz a hanyados

szamértéke.

A mérések soran altaldban fokozatosan noveljiik a kioltd molekula koncentraciéjat, és annak

fliggvényében vessziik fel az emisszid valtozasat.

Kioltasi mérések soran érdemes a steady state emisszids kisérletek soran kapott fluoreszcencia
intenzitasokat bizonyos korrekcidknak alavetni. Az elsé ilyen korrekciéra azért van sziikség, mivel
a kiolté anyag hozzdadasaval tulajdonképpen higitjuk a mintdnkat, ami az emisszié csdkkenésén
keresztiil a kioltasi eredmények helytelen értelmezéséhez vezethet. A korrekciéhoz a kovetkez6

aranyszammal kell megszorozni a mért intenzitds értékeket:

Vyi
— (28)
Veredeti
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Ahol Vs; a minta térfogata a kioltoanyag hozzaadasa utan, Veyeqer; Pedig a hozzaadas el6tti
térfogat. A hanyadosuk megadja, hogy hanyszor lett higabb a minta, azaz hanyszor kisebb a
fluoreszcencidja a higitdsnak kdszonhetéen, melyel visszaszorozva elkeriilheté a higitas

kioltasként vald értelmezése.

A masik tényez6, amivel korrekcids szempontbdl érdemes szamolnunk az ugynevezett belsé
sz(ir6 hatas (inner filter effect) 6. Lényegében véve a minta dnelnyelésérdl van szé, mely
csokkenti mind a célzott helyen torténd gerjesztést, mind a detektalhaté fluoreszcens emissziot.
Tegylk fel, hogy példaul a korabban taglalt meréleges elrendezés soran a kiivetta térfogati
kdzéppontjaban levé mintat szeretnénk gerjeszteni. Ebben az esetben a centrumba érkezés el6tt
a gerjeszt6 nyaldb at kell haladjon bizonyos mennyiségl mintan, mely eleve csdkkenti az lo
intenzitast, aminek kovetkeztében kevesebb molekula fog gerjesztett allapotba kerilni a
célteriileten (ezt nevezzik elsédleges inner filter hatdsnak), majd a gerjesztés utan létrejové
fluoreszcens sugdrzas is keresztiil kell hatoljon adott mennyiségli mintan, miel6tt elérheti a
detektorunkat, ami szintén intenzitdscsokkent6 hatdsu (ezt nevezzilk mdsodlagos inner-filter

hatasnak).
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11. abra Inner filter effektus 8°

Ezek egyenlettel szemléltetve:

1 1
Frorrigait " T5050Dyer; " T00500em: — [megfigyelt (29)

Itt Fiorrigaie @z inner filter effektus nelkili emisszios intenzitas lenne. Ez az els6dleges inner filter

effektus miatt 10°-5%Pgeri-ed részére csokken. Lasd a Lambert-Beer-térvényt leiré képletet az

abszorpciét leirdé bekezdésbél:

I =1,107¢Wex = 1,104 (30)
Az abszorpcios modszer segitségével meghatarozhatjuk az OD e, j-t, ami az emisszids méréskor
alkalmazott gerjesztési hullamhossz esetében mért abszorpcié a teljes kiivetta uthosszaval

szamolva. A 10°%->0Pgerj kifejezésben a 0.5-6s tag azért szerepel, mivel meréleges elrendezésben

csak a klivetta Uuthosszanak felét kell nézniink az abszorpcios méréssel ellentétben.
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Frorrigair értéke tovabb csdkken még 10050Pemi-ad részére a masodlagos inner filter hatas
miatt. Itt OD,,,; az abszorpcié az emisszios mérés emisszids hullamhosszan. Az el6bbihez

hasonldan a 0.5-0s szorzd itt is sziikséges a kifejezésben.

Végiil ha az egyenletet atrendezzik, olyan 6sszefliggést kapunk, amely alkalmas az inner filter

effektus korrigalasara 7®:

ODgeTj+0Demi
— - 2 1
Fkorrigélt = Fmegfigyelt ) 10( 2 ) (31)
Tehat a mért intenzitast a kovetkezé komponenssel kell megszorozni:
OD gerj+0Demi
10( ger]z eml) (32)

Ehhez abszorpcids mérés segitségével meg kell hatdrozni a minta elnyelését mind a gerjesztési,

mind az emisszids hulldmhosszakon.

Végezetiil a fenti két korrekciét 6sszekapcsolva a kovetkezd kifejezéssel szamolhatd a kioltd
mérések soran a kioltas utdni intenzitas:

Vi

Fkorrigélt = Fmegfigyelt ’ %
eredeti

ODgerj"'ODemi)

- 10( 2 (33)

3.1.8. Tranziens infravoros spektroszkdpia (transient infrared spectroscopy, TRIR)
Infravoros gerjesztést altaldban akkor alkalmazunk, ha a kotésekhez kapcsoldédd vibracids

atmeneteket szeretnénk gerjeszteni. Az ilyen atmenetek kisebb energiadt igényelnek, mint
mondjuk egy fluoreszcens atmentet, ezért hasznalunk nagyobb hulldmhosszu infravorés fényt,

azaz kisebb energidju gerjesztést.
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12. abra Vibracios szinteket bemutatd Jablonski diagram

Az igy nyerhet6 abszorpcids spektrumban taldalhatd csucsok a kilonbozé tipusu kotéseket
jellemzik, ami megmutatja, hogy adott molekuldkat hanyszoros kotés tart 6ssze. Az infravoros
tartomanyban zajlé mérések esetén a spektrumok abszcisszajan hulldmhossz helyett

hulldmszamot szokas abrazolni.

Az altalunk vizsgalt fotokémiai reakcidk nagyon gyorsak. Amennyben koétésatrendezédés
torténik, az a pillanat tortrésze alatt zajlik le, sokszor dtmeneti, Ugynevezett tranziens kotéseken
keresztlil. Ezek vizsgalatdhoz az infravords technikat tranziens abszorpcids technolégiaval kell

kombinalni 8°.

Ez a technoldgia a pumpa proba maodszer segitségével képes révid idGintervallumok felvételére.
Lényege, hogy a pumpadval gerjesztjik a mintat, majd arra késleltetve egy préba nyalabot
bocsatunk, melynek abszorpcidjat figyeljik. Az ugynevezett késleltetd egység segitségével a
gerjeszts- és a prébanyaldb mintdra vald érkezése kozott eltelt id6 ndvelésével a jelenség idSbeli
lefolyasat rogzithetjilk. Amennyiben a prdbanyalab infravords tartomanyba esik, tranziens

infravords spektroszkdpidrdl beszélhetiink 6.
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13. dbra TRIR mérési elrendezés sémaija

Tranziens technoldgidk esetén altaldban a felvett abszorpcid egy keverék abszorpcid: annyira
gyors a tranziens dtmenet, hogy a minta populdcidjanak csak kis része van a vizsgdlni kivant
allapotban. Ezért a felvett abszorpcio két részbél tevédik 6ssze, ahogy ezt a kovetkezb egyenlet

is szemlélteti 8°:

Amere =X Agerj + (1 —%) - Apem gerj (34)
Ahol Ay @ meért abszorpcid, Agerj @ pumpa altal gerjesztett tranziens allapotban levé
molekulak abszorpcidja, Apem ger; Pedig a jelenleg nem gerjesztett allapotban levé molekulak

abszorpcidja. Az x sulytényezének jelentds szerepe van az egyenletben.

A gyakorlatban egy Ugynevezett differencia spektrumot szokds hasznalni, amit abrazolnak (mivel

mind Apgre, MiNd Apem gerj kONNyen meghatarozhato):

Aups= Amere — Anem gerj (35)

A fenti két egyenletet kombindlva az aldbbit kapjuk:
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X Anem gerj T Daps= X * Agerj (36)
Ha negativ csucsok alakulnak ki a differencia spektrumban, mely a A5, akkor feltételezhetjik,
hogy azokon a hullamszamokon lenne Ag,,; = 0. Ez azt jelenti, hogy a gerjesztés hatasara az ott
megjelené csucsok eltlinnek, eltolddnak, és igy a gerjesztett allapoti minta az adott
hulldmhosszon nem rendelkezik abszorpcioval. A negativ csics a nem gerjesztett allapothoz
képest meglevé differencia miatt alakul ki. Ekkor a fenti egyenlet analégidjara a kovetkez6

figgvényt alakithatjuk ki, melyben A, biztosan ismert:

f ) Anemgerj + Agps (37)
Ha ebben az f értékét ugy varidljuk, hogy a negativ csucs elt(injon (tulajdonképpen A,js-ot

korrigaljuk, f - Apem gerj €ltolassal), akkor ebben az esetben igaz, hogy:

f=x (38)

Ami azt jelenti, hogy a kapott fliggvény:

X Agerj (39)

azaz a keresett gorbe lesz .

3.1.9. Kerr-kapus id6-felbontasos spektroszkdpia
A korabban taglalt TCSPC technolédgiahoz képest jobb idéfelbontds érhet§ el, amennyiben

fluoreszcencia upkonverzidt vagy ugynevezett Kerr-kapuzott eljarast alkalmazunk 8728, Ekkor a
minta fluoreszcencidjanak utjdban egy polarizator-par alkotta rendszer talalhatd, melyek
egymasra merd6leges allasuak, igy nem képes a detektorra jutni a minta fluoreszcens fénye. A
polarizatorok kozott helyezziik el a Kerr anyagot, melynek fontos tulajdonsaga, hogy intenziv
linearisan polarizalt fény hatdasara megvaltozik a torésmutatdja, kettéstorévé valik. Ennek
kovetkeztében a rajta athaladd linearisan polarizalt fény elliptikusan polarizalttd valik, aminek
hatdsara a floureszcens fény egy része atjuthat a masodik polarizatoron, azaz detektalhato lesz.
A kett6s torést el6idéz6 nyaldbot kapuzd impulzusnak nevezziik, amelyet egy késleltet6
tikorrendszeren keresztiil juttatunk a Kerr-kozegre. A késleltetd Utvonal hossza szabalyozhatd,
ezaltal az is, hogy mikor nyilik a Kerr-kapu. igy tulajdonképpen meghatarozott idGszeleteket

vehetiink fel a minta fluoreszcenciajarél, meglehetésen jé id6 felbontéssal &7.
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14. dbra Kerr-kapus mérési elrendezés sémaja. Legfontosabb részei; S: mintatartd, K: Kerr-cella,
P1 és P2: keresztirdnyu polarizatorok, SP1: hiitoétt CCD-hez kapcsolt spektrométer a kapuzott

fluoreszcencia detektalasara, SP2: referencia spektrométer &’.

A Kerr-kapuzott elrendezés tovabbi elénye, hogy ebben az esetben nem egy hulldmhosszon
végezzik a mérést, hanem egy szélesebb spektralis tartomanyt figyelink meg, mig a
fluoreszcencia upkonverzié és a TCSPC méréseknél csak egy hullamhosszt szoktunk detektalni.
igy lényegében véve a fluoreszcencia emisszidt két véltozd flggvényeként nézziik, melyek a
hulldamhossz és az id6, ez pedig 0sszetettebb adat elemzést igényel. Az alkalmazott kiértékelés a
global and target analysis nevet viseli (globalis és cél analizis). Globalis, mivel minden mért id6
spektrum kombindciot figyelembe vesz, a cél szé pedig arra utal, hogy valamilyen modelt prébal
alkalmazni a kiértékelés sordn &. A model altaldban a rendszerrél meglevé elézetes tudasunkat
tartalmazza (pl.: ismert reakcié atmenetek .stb). Egy komplex spektroszképiai rendszerre a
legegyszerlibben alkalmazhaté model sordan a rendszert ugy tekintjiilk, mintha adott szamu
kiilonb6z6 spektroszkdpiai tulajdonsagu és igy kilénb6z6 spektrumid komponensekbdl alina. A
spektrumok sulyozott 6sszegét rogzitjliik a mérések soran, mely 6sszefligg az egyes komponensek

«sez

komponensek aranya, koncentracidja id6fliggést mutat. Ezt az aldbbi egyenlet szemlélteti &’:

n

FQ,0 = a®) ad) (40)

i=1

40



Ahol F az dltalunk észlelt spektrum, mely n szamd komponensbél all, c;(t) az id6 fuggé
koncentracié, mely a komponensek ardnyat jellemzi, a;(1) pedig az egyes komponensek

spektruma 787,89,
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3.2. Felhasznalt anyagok és eszkozok

3.2.1. Anyagok
A TCSPC mérések soran hasznalt nyul majbdl szarmazé lll-as tipusu glikogént a Sigma-Aldrichtdl,

a 7-aza-triptofan analdgot pedig az Aldrichtdl vasaroltuk.

A kovetkez6 AppAsur mutansok fehérje expresszidja és tisztitdasa: W64F, W64F/W104A, 7-aza-
W104/W64F, Y21F/Y56F/W64F és Y21F/Y56F/W64F/W104F:

Az AppA vizsgadlt BLUF doménjét (AppA 5-125) BL21(DE3) Escherichia coli sejtekben
expresszaltuk, melyet a s6tétben térténd fehérje preparélas és tisztitds mdédszere kdvetett 0. A
W64F, W64F/W104A és Y21F/Y56F/W64F mutansokat PCR amplifikacidval, overlap extension
mutagenezissel készitettiik Ndel és BamHI| resztrikciés enzimek segitségével a vad-tipusu

PET15b_AppAsur-bél. A felhasznalt primereket a kovetkez6 tablazat listazza:

W64F forward GGGCGTCTTCTTCCAGTTCCTCGAAGGCCGCCCCG

W64F reverse | CGGGGCGGCCTTCGAGGAACTGGAAGAAGACGCCC

W104A forward CGCCGCTTTGCGGGAGCGCACATGCAGCTCTCC

W104A reverse GGAGAGCTGCATGTGCGCTCCCGCAAAGCGGCG

Y21F forward TCTGGTTTCCTGCTGCTTCCGCAGCCTGGCGGCCC

Y21F reverse GGGCCGCCAGGCTGCGGAAGCAGCAGGAAACCAGA

Y56F forward GACCGGCGCGCTCTTCTTCAGCCAGGGCGTCTTCT

Y56F reverse AGAAGACGCCCTGGCTGAAGAAGAGCGCGCCGGTC

1. tablazat Primerek tablazata

Az Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsur mutdns elGallitdsdhoz sziikséges DNS szekvencidt a

Thermo Fisher Scientific-t8l szereztiik be.
Az elGallitott mutansokat ellenérzésképpen DNS szekvencia analizisnek vetettiik ala.

A 7-aza-W104/W64F mutanst a Belgian Coordinated Collection of Micro-Organisms-t4l vasarolt
Triptofan auxotrof M5219 Escherichia coliban dllitottuk el6. A W64F AppAsiur-ot kddold
plazmidot h6-sokkal M5219 E.coli-ba transzformaltuk. Egy koldniat 25 ml Luria Broth-ba

oltottunk és egy éjszakan at 37°C-on 200 rpm-en inkubaltuk, amelyet ezt kévet6en 1 liter M9-be

42



ontottink, amelyben a sejtek 30°C-on novekedtek, amig az ODeoo nm Nagyjabol 0.6 nem lett.
Ezutan a sejteket Trp elvonas végett haromszor moso pufferrel tisztitottuk 6sszesen 1 liter M9
asvanyi sés 20%-os gliikdz tartalmud médiumban. A mintat tovabbi 30 percig tenyésztettiik 30°C-
on, hogy biztos legyen a Trp elvonds °1. Ezt kbvetSen 7-aza-triptofant, egy triptofan analdgot
adtunk hozza a kulturdhoz, majd tovdbbi 15 percig inkubaltuk, utdna a hémérsékletet 18°C-ra
csokkentettiik 30 percre. A protein expressziét 0.8 mM izopropil B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG)-al indukaltuk. A sejteket ezt kovetéen kinyertik, lizaltuk és tisztitottuk Ni-NTA affinitas
kromatografidval, a szakirodalomban olvashatoknak megfeleléen °. Az apoprotein a protein

expresszio sordn keletkezett, és méretkizaré kromatografidval kilonitettik el.

3.2.2. Steady State optikai és fluoreszcens mérések
Abszorpcids spektrumokat Perkin ElImer Lambda XLS+ és Jasco V-660 spektrofotométereken

vettlink fel. Fluoreszcencia emisszids spektrumokat pedig Horiba Jobin Yvon Fluorolog
spektrofluoriméterrel rogzitettiink. A gerjesztéshez hasznalt hullamhosszak 295 nm, 310 nm, 350
nm, valamint 455 nm voltak. A résméret mind a gerjesztési, mind az emisszids oldalon 5 nm volt.

A mérések sotétben, 22°C-on zajlottak 10 mm x 1 mme-es kvarc kiivetta segitségével.

3.2.3. Kioltasi mérések
Az abszorpcids méréseket Jasco V-660 spektrofotométeren, mig az emisszidos méréseket Horiba

Jobin Yvon Fluorolog spektrofluoriméteren végeztiik. Emissziés mérések esetén 310 nm-es
gerjesztést alkalmaztunk, 10 nm-es réssel a gerjesztési és az emisszids oldalon egyarant. A

méréshez hasznalt akrilamidot a fehérjéhez is hasznalt foszfat pufferben oldottuk fel.

3.2.4. Nanoszekundomos idé-felbontasos fluoreszcencia lecsengés mérések
Id6-felbontdsos fluoreszcens mérések a nanoszekundumos skalan Horiba Jobin Yvon Nanolog

FL3-2lhr spektrofluoriméteren zajlottak TCSPC (id6korrelalt egy-foton szamlalasos) izemmadban
R928P Hamamatsu fotonsokszorozd segitségével. Detektor fesziltségnek 950 V-ot alkalmaztunk.
A mérési tartomdany 200 ns-t Olelt fel, a gerjesztés ismétlése 1 MHz-es, a szinkronizacids
késleltetés 50 ns-os volt, a résszélesség 10 nm volt. A lecsengési gorbék pontjait 4096 csatornaba
tobb-csatorna analizdtor segitségével rendeztilk, 55 ps-os csatornaszélesség mellett. A
dekonvolucids mlivelet elvégezhet&sége érdekében az impulzusvalasz fliggvényt vizben oldott

glikogén segitségével vettik fel (félértékszélesség ~1ns).
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A fluoreszcencia élettartam mérések esetében a gerjesztést 7-aza-triptofan esetében 321 nm-en,
mig FAD vizsgdlata soran 455 nm-en impulzus izemmaddban m(ikéd6é nanolLED-el (Horiba)
végeztik. Az impulzus id6k < 1 ns és 1.2 ns-ok voltak. A fluoreszcencia emissziét 321 nm-en és
455 nm-en torténd gerjesztést kovetéen rendre 380 nm-en és 520 nm-en rogzitettik. A
megfelel6 emisszids hullamhossz szelekcidja a rendszer beépitett monokromatora segitségével
tortént. Minden mérés a Data Station v 2.6-os szoftver segitségével zajlott, az élettartam és

anizotropia adatok kiértékelése pedig a Jobin Yvon DAS6 v6.6 és FluoFit szoftverekkel.

A BLUF-domén proteinek vilagos allapotanak elérése érdekében Thorlabs M385 L2C1, 385 nm-es
csucshulldmhosszal rendelkezé LED-et haszndltunk, amit a minta folé helyeztiink, majd az
elrendezést sotét lepellel takartuk le. A vildgos allapotot 10 perc megvilagitds utan értik el. A
minta koncentracidja az 5-10 uM-os tartomanyba esett. A fluoreszcens mérések soran folytonos
megyvildgitassal tartottuk a mintdkat vilagos allapotban. Annak érdekében, hogy a 385 nm-es
szort fény zavard hatdsat elkeriljik UG11 sz(r6t helyeztiink a minta és a detektor kozé. A
mérések sordn 10 mm x 1 mme-es kvarc kivettakat alkalmaztunk. UV-ba és lathatd tartomanyba
es6 abszorpcids spektrumokat vettlink fel a fluoreszcens mérések el6tt és utan a vildgos allapot
ellen6rzése érdekében, Thermo Scientific Evolution 600 UV-vis spektrofotométrer

alkalmazasaval.

3.2.5. Pikoszekundumos id6-felbontasos fluoreszcencia mérések
Id6-felbontdsos pikoszekundomos tartomdanyba esé méréseket spektrdlisan felbontott Kerr-

kapuzott femtoszekundomos fluoriméterrel végeztiink. Az elrendezés Kerr-zarat alkalmaz °>°3, és
lehet6séget kinal arra, hogy a fluoreszcens spektrumot kozel 100 femtoszekundumos és
maximum néhany nanoszekundumos id8skalan vegyiik fel 8. A kezdeti 780 nm-es lézernyalabot,
melyet egy 1 kHz-es Ti:zafir lézer/erGsité rendszer (Quantronix Integra-C) general, kettéosztjuk
és az egyik utvonalon egy BBO kristaly segitségével a frekvenciakétszerezés jelenségének
koszonhet6en 390 nm-es gerjeszt6 impulzussad alakitjuk. A madsik, tovdbbra is 780 nm-es
sugdrrészt egy motorizalt késleltet6 rendszer felé tereljik, majd a Kerr-kdzegre fékuszaljuk, ahol
térben atfedésbe keriil a minta fluoreszcencidjaval. A hasznalt Kerr-anyag a CS2 volt, melynek
valaszfliggvény-szélessége kozel 1.2 ps. A mintat 1 mm-es Uthosszu optikai celldn dramoltattuk

keresztlil perisztaltikus pumpa segitségével. A vilagos allapot elérése érdekében a mintatartot
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ThorLabs M450LP1 450 nm-es LED lampaval vilagitottuk meg. A tranziens fluoreszcecnia
spektrumokat maximum 1500 ps-os idGablakokkal vettiik fel. Az idGbeli és térbeli felbontasu
adatok globdlis analizisét diszkrét szamu komponens linearis kombinacidjat hasznalva, mindre
kilon exponencidlis sebességi dllanddt és lecsengéshez kapcsolt spektrumot feltételezve &, a

Glotaran szoftverrel végeztiik el °*.

3.2.6. Tranziens infravoros spektroszkdpia
Az infravoros tranziens abszorpcids (TRIR) mérések a Rutherford Appleton Laboratories Central

Laser Facility 10 kHz ULTRA rendszerében késziiltek °>. Az ULTRA szdz femtoszekundum alatti
id6beli felbontast, kivalé stabilitast, széleskorld hangolhatdsagot biztosit a lathatd tartomanyban,
valamint nagy sdvszélességet az IR prdba esetében. A méréseink alkalmaval a 1athaté pumpa - IR
proba elrendezést hasznaltuk. A gerjeszté pumpa hulldmhossza 450 nm volt, impulzusonként par
szaz nJ-os energidval, melyet egy 100 pm? nagysagu teriletre fokuszaltunk. Az impulzus energiat
ugy allitottuk be, hogy a kinetika fliggetlen legyen a pumpalds energiajatol. A mérés soran a
pumpa altal indukalt abszorpciévaltozast mértik az infravorés tartomanyban. Az altalunk
hasznalt préba nyalab szélessége kdzel 500 cm?, igy a méréseink tipikusan az 1300-1800 cm™-es

tartomanyba estek.
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4. Eredmények
4.1. FRET mérések

Annak érdekében, hogy kvantitativ informdacidkat szerezzlink a fotoaktivacié folyamata soran a

Trp104 poziciéjardl fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) méréseket végeztiink.

A W104 és FAD kozotti (15. dbra) FRET hatdsfokot kétféle mddszerrel kaphatjuk meg.

15. abra C20S AppAsLur (pdb: 1yrx) kristaly struktirajanak szalagdiagramja, az abran latszik a FRET
par (FAD, W104).

Az egyik mddszer a donor fluoreszcencia élettartamdanak mérése az akceptor (FAD) hidnydban és
annak jelenlétében. A masik lehet6séget az Un. akceptor érzékenyités technikaja jelenti, melynek
soran a donortdl szdrmazé energidt az akceptor abszorbedlja, a vizsgdlat targyat pedig az

akceptor fluoreszcencidjaban bekovetkez6 intenzitasnovekedés képezi.

4.2. A 7-aza-Trp analég (7AW) hasznalatanak el6nyei
A W104-en kiviil az APPAgLur tartalmaz még egy triptofant, a 64-es pozicioban (W64). Annak

érdekében, hogy ennek a FRET-hez vald hozzdajaruldsat elkeriljik a W64F mutanst hasznaltunk a

méréseink soran, melyben a triptofant egy fenilalaninre modositottuk, melynek a fluoreszcencia
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intenzitasa az altalunk hasznalt gerjesztés esetén elhanyagolhatdo. Annak érdekében, hogy
elkeriljiik a két tirozin (Y21 és Y56) fluoreszcencia emisszidjat, az APPAg.ur vizsgdlatakor a 295
nm-t valasztottuk gerjeszté hulldamhossznak, ugyanis ebben az esetben a tirozin abszorpcié

minimalis, ahogyan ez a 16. dbran is [athatd.

A B 8000000 — . . T
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4000000
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2000000

" " 0 L
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16. abra A abra: L-tirozin (vords vonal) abszorpcids spektruma, L-Trp (fekete vonal) és 7-aza-trp
(kék vonal) 50 mM Tris, 10 mM NaCl, pH 8.00 pufferben, valamint L-tirozin (z6ld vonal)
glicin/NaOH pH 11.0 pufferben. B dbra: Emisszids spektrumok: L-tirozin (voros vonal) (pH=8.0,
Agerj.=280 nm), L-tirozin (z6ld vonal) (pH=11.0, Agerj.=295 nm), L-triptofan (fekete vonal) (pH=8.00,
Ageri.=295 nm) és 7-aza-triptofan (kék vonal) (pH=8.00, Ageri.=310 nm). A kvantum hatdsfokok: L-

Trp esetén 0.13, 7-aza-trp esetén 0.01, valamint L-Tyr esetén 0.14.

Varakozasainkkal ellentétben a triptofan nélkili mutans W64F/W104A (18. abra) is jelentés
fluoreszcenciat mutatott 345 nm-en, ami valdszin(isithet6leg a triptofantdl eltéré fluorofér

jelenlétére utal, amely szintén hozzdajarul a FRET-hez a W104 mellett.
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17. dbra W64F AppAswr emisszids spektruma sotét (fekete) és vildgos (vords) allapotban
(Agerj.zzgsnm).
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18. abra W64F/W104A AppAsiur (Ageri,=295nm) emisszids spektruma. A keskeny kitiiremkedd

csucs ~330 nm-nél a viz Raman szérasanak jaruléka.

Tirozin esetében ismert, hogy magas pH-n deprotonalédik és tirozinat lesz bel6le (19. abra),

amely a triptofanhoz nagyon hasonlé fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezik.
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19. abra Tirozin-tirozinat atmenetet bemutato kémiai strukturak.

A kornyezeti pH emelkedésének eredményeképpen a 295 nm-en mért abszorpcid megnd, mig a
270 nm-en felvett lecsdkken, valamint a fluoreszcencia emisszié cstiicsa 303 nm-rél eltolédik 340
nm-re °%%7, Ez 3ltaldban 10.5-nél magasabb pH-n kévetkezik be, mely a szabad tirozin pKa értéke
%8, Tobb protein kapcsan megfigyelték, hogy a szabad tirozinhoz képest a fehérjén lev§ tirozin
reziduum alacsonyabb pKa értékkel rendelkezik, ami tirozindt formacidhoz vezet és igy
fluoreszcencia emisszid jelenik meg 340 nm kérnyékén, még pH < 10.5 esetén is 97192, Tirozinat
fluoreszcenciat tapasztaltak példaul az Y99 szarvasmarha kalmodulin esetében, ahol a tirozin pKa
értéke 7.0 192, Ugyancsak tirozinat fluoreszcenciat figyeltek meg fotoaktiv sirga fehérje esetén is
(photoactive yellow protein, PYP), ahol a pKa érték markans valtozast mutatott annak
fliiggvényében, hogy a tirozin mennyire volt az olddszernek kitett vagy attél védett pozicidban,
ami a hidrogén kétések kialakitdsanak valdszinliségét befolydsolta 193, Szintén pKa valtozast
figyeltek meg csirke ovomucoid esetén, ahol azt tapasztaltdk, hogy a nyomas fligg6 kitekeredés

a 340 nm-es fluoreszcencia emisszié megnovekedéséhez vezetett ¥7.

Annak tesztelése végett, hogy AppA W64F/W104A mutdns esetén pH=8.0 kdrnyezetben is
el6fordul-e tirozinat, pH fliggé méréseket folytattunk a 295 nm-nél megjelené abszorpciot

figyelve és megallapitottuk, hogy a tirozin pKa értéke a fehérjénk esetén 8.0. (20. dbra)
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20. abra A W64F/W104A AppAsiur mutans 295 nm-en mért tirozinat abszorpcidjanak pH-fliggd
valtozdsa, valamint az oldatban levé L-tirozin azonos hullamhosszon mért abszorpcidja (kisebb
abra). A szigmoid gorbét Boltzman egyenlettel illesztve pK = 8.0-t kapunk az AppAsLus-ben jelen

levé két tirozinra, valamint pK = 10.5-t az oldatban levé L-tirozinra (kisebb dbra).

Ez azt jelenti, hogy pH=8.0 esetén a tirozin reziduumok fele tirozinatként van jelen, amely erds
fluoreszcenciat okoz 345 nm kornyékén, valamint torzulashoz vezet olyan fluoreszcencia
spektroszkdpia méréseknél, amelyek esetében a triptofan fluoreszcencidat mérjik. Annak
érdekében, hogy a tirozinat fluoreszcenciajat kikliszo6boljuk a W104-es triptofant a 7-aza-

triptofan nevd triptofan analdggal cseréltik ki.

O._0OH 0.._OH

H2 H2
| NN A\
“ N
H H

21. abra 7-aza-triptofan (baloldal) és kanonikus triptofan (jobboldal) kémiai strukturaja.

7-aza-triptofant 50 évvel ezel6tt épitettek el§szor fehérjébe 04, ami idedlis, nem-invaziv, in situ
szondaként mdlkodhet, amennyiben a fehérjék strukturajat és dinamikajat vizsgaljuk.

Alkalmazasanak el6nye, hogy minimalis strukturdlis és funkcionalis valtozast okoz a fehérjében,
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mikozben kedvezd spektralis tulajdonsagokkal rendelkezik a kanonikus triptofanhoz vagy mas
triptofan analdgokhoz képest 83195 Ez konkrétabban azt jelenti, hogy a 7-aza-triptofdn
abszorpciés maximuma 10 nm-t, fluoreszcencia maximuma pedig kézel 50 nm-t tolddik el vords

irdanyban a kanonikus Trp-hoz képest (16. dbra) 1%,

Az abszorpcids maximum voros-eltoléddsa lehetévé teszi szamunkra, hogy a 7-aza-triptofan
analégot szelektiv médon gerjessziik Age-j = 310 nm segitségével, ahol a kanonikus triptofan
ezen a hulldmhosszon mar nem abszorbedl, és ezzel megszabadulhatunk az emlitett 295 nm-es

tirozinat abszorpciotél.

Triptofan auxotréf sejt vonalakat hasznalva a W64F AppAswr mutansban a W104-et 7-aza-
triptofan analdgra cseréltik. Ennek sikerét a 310 nm-en torténd gerjesztést kovetd
karakterisztikus emisszids csucs megjelenése jelezte, amely hidnyzik a W64F mutdnsbdl. (22.

abra)
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22. abra W64F (kék vonal) és 7-aza-W104/W64F (voros vonal) AppAsiur mutansok emisszids
spektrumai (Agerp, = 310 nm). 310 nm-es gerjesztés esetén a W64F nem mutat fluoreszcencia
emissziot 350 nm kornyékén a spektruma csak a Raman csidcs maradvanyt tartalmazza (ez nem

latszik az abran).
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A fehérje strukturalis valtozasa a kanonikus Trp-hoz képest hidrofilabb kotések miatt csak
minimalis, ahogy az a flavin abszorpcids spektrumabdl is Iatszik, amely hasonlé a W64F-éhez (23.

abra)

0.15

o
-
o

Abszorbancia

300 350 400 450 500 550
hulldamhossz (nm)

23. abra W64F (fekete vonal) és 7-aza-W104/W64F (voros vonal) AppAsLur mutansok abszorpcids

spektrumai. A spektrumokat vertikalisan eltoltuk, a konnyebb atlathatésag érdekében.

Madsrészt a FAD izoalloxazin abszorpcids maximumadnak karakterisztikus voros eltolddasa vilagos
allapot esetén hasonlé, mint a W64F mutdns esetében. (24. abra) Végil a sotét allapot
visszaalakulasi sebessége, mely kb. 14 perc, megegyezik a W64F-ével. (24. dbrdba helyezett

abrak).
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24. abra A adbra: 7-aza-W104/W64F AppAswur abszorpcids spektruma sotét (fekete vonal) és
vilagos (vOros vonal) allapotban, ami jél bemutatja a karakterisztikus voros eltolédast. A kisebb
abra a sotét allapotba valé visszatérés kinetikajat szemlélteti 490 nm-en, 385 nm-es gerjesztést
kdvetSen. B abra: Abszorpcios spektrumok: W64F AppAsLur sotét (fekete vonal), valamint vilagos
allapotban (voros vonal). A kisebb dabra W64F AppAsLur sotét dllapotba vald visszatérési kinetikdja

490 nm-en, szintén 385 nm-es gerjesztés esetén.

4.3. FRET: 7-aza-W104/W64F AppAgur fluoreszcencia élettartam
mérései
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a 7-aza-triptofdn és a FAD kozotti FRET hatasfokat (E) id6

korrelalt egy foton szamldlasos (TCSPC) méréseket végeztiik az apoproteinen és a proteinen sotét

és vilagos allapotokban (25. dbra).
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25. abra 7-aza-W104/W64F AppAswur, amely esetben a FAD jelen van, fluoreszcens lecsengése
sotét (zold), valamint vildgos (voros) allapotban 321 nm-es gerjesztést kbvetben, az emissziot 380
nm-en megfigyelve. A fekete gérbén a 7-aza-triptofan fluoreszcencia lecsengése lathaté a FAD
fehérjébdl torténd eltdvolitdsat kdvetben. A rendszer impulzusvdlasz figgvényét (IRF) kékkel

abrazoltuk.

A FRET hatdasfokot a kovetkez8 egyenlettel szamoltuk:

T
E=1-—2- (41)
Tp

Ahol T4 a 7-aza-triptofan donor fluoreszcencia élettartama a FAD akceptor jelenlétében, 7
pedig az 6nall6 donor fluoreszcencia élettartama. A gerjesztett allapotu triptofan analdg
lecsengését mindharom esetben harom élettartam komponens haszndlatdval lehet a legjobban

jellemezni (2. tablazat), a kanonikus triptofant tartalmazdé fehérjéhez hasonldan.
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7-aza-Trp-
T f1 1) f 12} fs Tstag | referencia
W64F/W104
apoprotein 0.4 0.2 4.1 0.3 16.2 0.4 8.7 7
holoprotein sotét 1.1 0.4 4.4 0.3 16 0.3 6.8 7
holoprotein vildgos 1.3 0.4 3.5 0.3 14.7 0.2 5.2 7
kanonikus Trp 0.2-0.9 1.2-3.6 3.7-9.2 106

2. tablazat 7-aza-triptofan fluoreszcencia élettartamok (ns) és a hozzajuk tartozo sulyok 7-aza-
W104/W64F mutéans (FAD jelenléte nélkiil) esetében, valamint a 7-aza-W104/W64F mutans (FAD

jelen a fehérjén) esetében sotét és vilagos allapotban.

A kanonikus triptofan két élettartama (0.2-0.9 ns és 1.2-3.6 ns) magara a triptofan strukturara
jellemz6 a kérnyezettél fuggetlenil, mig a harmadik élettartam (3.7-9.2 ns) a triptofan kornyezé
reziduumokkal vald interakcidjabdl ered 1%, A 7-aza-triptofan esetében a legszembeti(inGbb
kiilonbség a kanonikus triptofanhoz képest a harmadik élettartam hosszabb volta (14-16 ns). A
masik két élettartam hasonld a kanonikus triptofanéhoz. A triptofan analég élettartama révidebb

FAD jelenlétében, amely Forster-tipusu energia transzferre utal.
Kiszamolva a FRET hatasfokot az atlag élettartamokat hasznalva:

Tpa

E=1-— 42
5 (42)
6.79
Egstee =1 — oon = 1-10.77 = 0.23 (43)
8.73
5.24
Evilégos =1- ﬁ =1-06=04 (44)

Sotét allapot esetében 23%-o0s hatasfokot kaptunk, a vilagos allapot esetében pedig 40%-osat. A

triptofan és a flavin atlagos tavolsaga megbecsiilhetd a kovetkez6 képlet segitségével:
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(45)

Ro meghatdrozdsdhoz az aldbbi formulat hasznaljuk, mely egyenletet részletesebben is

ismertettem az Anyagok és mddszerek részben:

R = 9.78 - 10*[J (D)ic2n~4ghp]6 A (46)
A 7-aza-triptofan és a FAD esetén R, = 16.8 A, azt feltételezve, hogy a triptofan szabadon
foroghat és igy az orientécids faktor értéke k2 = 2/3 [Férster distance calculator (verzié 1.0c,
UMASS)]. Ezt a feltevésiinket alatdmasztjdk a késGbbiekben részletezett fluoreszcencia
anizotrépia lecsengés mérések. igy sotét dllapot esetén a 7-aza-triptofan és flavin tavolsagot 20.5

A-nek becsiiljik:

(47)

Vilagos allapot esetén a Trppent poziciot feltételezve, mely felvetést szintén megerGsitik a
kés6bbbi anizotropia lecsengés mérések, a megfelel6 kristdly struktura alapjan (pdb:1yrx)
lathatd, hogy a 104-es triptofan tranzicids dipdl momentuma kdzel meréleges 84 = 80°-0s
szoget zar be a flavin és a triptofan sikjainak talalkozasat jelzé vonallal. A két sik ¢p~63°-0s szoget
alkot, mely k? = 0.02-t eredményez. Megjegyzends, hogy k? meghatarozasaban bizonytalansag
van, mivel a dihedrélis sz6g 63° és 74° kdzott valtozik (26. dbra). Ennek kdszonhetben a k2 értéke
kdzel nulla, mely a merdleges orientacié teoretikus értéke. A szamitasaink soran x? = 0.02
értéket kaptunk. Ez esetben R, értéke 8.9 A-re médosul, mikdzben a vilagos allapot esetén a

triptofan és a flavin tavolsaga 9.5 A-nek adddik:

=954 (48)
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26. abra FAD és a 104-es Trp tranzicids dipdlus momentumainak relativ orientacidja (pdb:1YRX).

4.4, FRET: akceptor érzékenyités modszere
A fluoreszcens intenzitds triptofan és flavin kozti FRET miatti erGsodését 7-aza-W104/W64F

mutdanson mértik, hogy elkertljik a tirozinat fluoreszcenciat. A 7-aza-W104 és a flavin kozotti
FRET hatasfok szamolhatd a triptofan emisszids intenzitdsanak csokkenésébdl vagy a flavin
emisszio meger6sodésébdl, melyeket a rezonancia energia transzfer okoz. Az utdbbi médszer az

akceptor érzékenyités nevet viseli 7684, A FRET hatésfokot a kévetkez8 egyenlettel szamolhatjuk:

AgeTj I em
E_SA(D ) ap (A4 _1l (49)

ep (A% [ L (5™
Ahol eA()Lgerj) és &p (A‘gerj) az akceptor és donor extinkcids koefficiensek a donor gerjesztési

(Agerj = 310 nm) hulldmhosszan. I, (A5™) és 1,(A5™) pedig az akceptor intenzitasok a donor
jelenlétében, valamint anélkil az akceptor emisszids hullamhosszan nézve (A5™ = 505 nm). A

megfelel6 értékeket az egyenletbe helyettesitve az aldbbiakat kapjuk:
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0D310nm>
0D450nm

=8500-0.101 = 860.32M " *cm™! (50)

SA(Agerj) = EFAD(310nm) = 8FAD(4‘50nm) ) (

A flavin abszorpcios spektrumat a 27. abra mutatja:

1.0 - . - . y - T

Abszorbancia

00 L | ' | " | L 1 L
300 350 400 450 500 550
hulldmhossz (nm)

27. abra PBS pufferben levé FAD abszorpcids spektruma.

0OD310nm

=1013 M tcm™? 51
SDax ) 013 cm (51)

€p (Agen) = £7azaTrp(310nm) = £7azaTrp (max) ' (
7-aza-trp abszorpcids spektruma a 16.A abran talalhaté.

FAD molaris extinkcids koefficiense er,p = 8500 M~1cm™! 450 nm esetén 197, A triptofan
molaris extinkci6s koefficiense pedig 7., = 6000 M~cm™" 290 nm-en 1%, 7-aza-W104/W64F
mutdns vizsgélatakor I,,(A9™) értéke 78940 cps sotét allapot soran, ahogy a 28. dbra A része

szemlélteti (a 28. abra B részén pedig a vilagos allapotu spektrum lathatd)
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28. dbra A dbra: 7-aza-W104/W64F AppAsLur emisszids spektruma sotét dllapotban (vords vonal).

B dbra: 7-aza-W104/W64F AppAsiur emisszids spektruma vilagos allapotban (vords vonal) 310

nm-es gerjesztés soran. A kékkel jelzett spektrumok az akceptor érzékenyités modszere soran

szamolt, kizdrdlag akceptort tartalmazo spektrumok. Vildgos allapotban jelent8s fluoreszcencia

erdsités figyelheté meg a 7-aza-triptofan és a flavin kdzotti FRET esetén (voros gorbe a kékhez

képest), ugyanez sotét allapot esetén kevésbé jelentds (A abra).

7-aza-W104/W64F emisszids intenzitasat [I,(A3™)] a donor hidnyaban a kévetkezé hanyadossal

szamoltuk a W64F mutans mérési eredményeit felhasznalva:

505nm
I350nm (AFAD

505nm
1310nm (AFAD

310 és 350 nm-en gerjesztve, a W64F mutansban a triptofanok nem gerjesztédnek, igy ekkor a

=471 (52)

flavinbdl szarmazé fluoreszcencia megfelel az akceptor fluoreszcencia intenzitdsanak a donor
hidnyaban. Ennek alapjan a FAD fluoreszcencia intenzitasa sotét allapot esetén 7-aza-W104W64F
mutdnsra:

_ I/lgerj=350nm _ 246978
4.71 4.71

Iy (Aflm) = I/lgerj=3 10nm (Algg%nm

= 52437 cps (53)

igy 7-aza-W104/W64F mutdns esetén a FRET hatasfok sotét allapotban:
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(AT [ AG™ 1_860.32 78940

suét = - ~1f= —1]:0.42 (54)
P e (9 [ g™ 1013 |52437

A FRET tdvolsag fliggése miatt (E = ) a Trp és FAD tavolsdgot a kovetkezSképpen

becsilhetjlik meg sotét allapotban:

¢|1—FE

R=Ry [——= (55)

R, = 16.8 A a 7-aza-W104/W64F muténs esetében.
Trp104 és Flavin kozotti R tavolsag szamitasa a vilagos allapotu 7-aza-W104/W64F mutansban.

Az el6z6ekben leirt mddszert hasznalva vildgos allapot esetén is kiszamoltuk az R tavolsagot a

Trp104 és a Flavin kozétt, melyre R = 8.3 A adddott.

Részletezve, a vilagos allapotu 7-aza-W104/W64F mutdnsnal a FRET hatasfokra a kdvetkez6t

kaptuk:
. ea(AT) [ (™) _860.32 [66940 1] 050 56
vilagos = e (A9 [ WE™ ~ 1013 [39377 e
igy a tavolsag Trp104 és a FAD kozétt vilagos allapotban:
R = =83A (57)

Itt k2 = 0.02 értéket hasznaltunk. Ekkor R, = 8.9 A, mely 8.3 A-s donor-akceptor tavolsaghoz

vezet.

Az adatok elemzése a FAD emisszid jelentds novekedését mutatta a donor jelenlétében mind a
sotét, mind a vildgos allapot soran, mely hatasos FRET jelenlétére utal a 7-aza-triptofan és a FAD
kozott. Ez a fluoreszcencia er6sddés a vilagos allapotban még hangsulyosabb. A FRET hatasfokot
Ester = 42% és Eyiizgos = 59%-nak szémoltuk, melyekhez Rspsr = 17.7 A és Ryys50s = 8.3 A

tavolsagok jarulnak a sétét és vildgos allapotban >%1%8,
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4.5. FRET-tel meghatarozott tavolsagok 0Osszehasonlitasa kristaly

strukturakbadl szarmazo tavolsagokkal
A becsilt Trp104 és FAD tavolsagok, melyek az élettartam, valamint az akceptor érzékenyités

mddszerébdl szarmaznak, relative jé kdzelitéssel megegyeznek a sotét allapot esetén (20.5 A és
17.7 A). A fluoreszcens mérések segitségével becsiilt tavolsagaink szintén 6sszhangban vannak az
AppAsur kristaly strukturdkbdl (pdb: 2iyg, 2iyi) szarmazd, valamint a Cys-gazdag régio nélkili
teljes hosszlusagl AppA (pdb:4hh0,4hh1) strukturdjanak elemzésébdél nyert adatokkal (3.
tablazat), mely esetekben a W104-es aminosav a felszin irdnyaba all, tavol a FAD-tdl (Trpkint

konformacio).

Azonban ezek jelent8sen eltérnek az AppAsiur (pdb:lyrx, 5.9 A) elsé kristalyszerkezetétdl és az
NMR-rel meghatérozott strukturatdl (pdb:2bun, 6.2 A), ahol a W104 Trp befele forduld (Trppent)
konformaciot vesz fel, kbzel a FAD-hoz. Fontos informacid, hogy a helyi eltéréseket az AppA1l-
124C20S sotét strukturaban (pdb:2iyg) és az AppA17-133 (pdb:1yrx) struktdraban a korabban
megkotott detergens molekuldknak tulajdonitottak ©2. Ez alapjan az AppA1-124C20S jobban
jellemzi az AppAswur oldott allapotat. A vildgos allapotu FRET és fluoreszcencia élettartam
mérésekbdl adddé szignifikdnsan rovidebb (9.4-11 A) tavolsagok a W104 és a FAD kozétt arra
utalnak, hogy a vilagos allapot esetén a W104 Trppent poziciot vesz fel. Megjegyzend6, hogy ilyen
kiilonbség nem volt észlelhet6 a sotét és vilagos allapotu kristdly strukturdk kozott AppAl-
124C20S 2 (3. tablazat) esetében, mely valdszin(ileg a W104-hez tartozo indolgy(irii korlatozott
mobilitdsanak tulajdonithatd. Ezt tiikrozi az is, hogy a kristaly esetében a fotoaktivacio hatasara
bekodvetkez6 voros-eltolddas kisebb (5-6 nm), mint oldott allapotu rendszer esetében (14 nm),
mely egy koztes stadiumra utal a teljes vildgos-allapot elérése el6tt 2. Erdekes mddon szignifikdns
konformacié valtozast nem figyeltek meg a W90-es triptofan esetén a kristalyositott OaPAC

BLUF-domén fehérjében a kdzel 10 nm-es fotoaktivacio okozta vérds eltolddas ellenére sem 19,
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Protein pdb/FRET | Tavolsag (A) | referencia
AppAsgLur (17-133) lyrx 5.9 110
AppAsgLur (5-125) 2bun 6.2 70
2iyg
AppAsgLur C20S (1-124) 16.0 62
(sotét)
2iyi
AppAsgLur C20S (1-124) 16.2 62
(vildgos)
AppA C20S A399 4hh0 15.7 110
wt AppA A399 4hhl 15.7 110
TePixDBLUF (2-143) 1x0p 16.1 63
SIr1694s.ur (2-140) 2hfn 15.7,5.7* 64
OAPAC (1-366) 4yus 16.6 66
BrIBBLUF (1-140) 2byc 16.0 65
7-aza-W104W64F (sotét) FRET:FL 20.5 7
7-aza-W104W64F (vilagos) FRET:FL 9.5 /
FRET:
7-aza-W104W64F (sotét) 17.7 /
AEM
FRET:
7-aza-W104W64F (vilagos) 8.3 /
AEM

3. tabldzat A W104 AppAswur esetén a Trp indol-gy(rlijének C7-es szénatomja és a flavin
izoalloxazin gy(rljének N3-as nitrogénje kozotti tdvolsagok 6sszehasonlitasa a rendelkezésre allo
AppAsLur, teljes hosszisagu AppA domének és mas BLUF domének kristaly struktarai alapjan.
Azokra a strukturakra vonatkozdan, melyek tobb mint egy alegységet tartalmaznak, a tavolsag
atlaga van megadva. *SIrl1694s.ur (2-140) esetén rovidebb a megfigyelt tavolsag (5.7 A) a tiz

alegység egyikében. FRET: FL jelzés a sajat FRET méréseinkre utal, melyek fluoreszcencia

élettartam vagy FRET: AEM (akceptor érzékenyités) modszerével torténtek.
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4.6. 7-azaTrp-W64F akrilamid kioltasi mérései

Annak érdekében, hogy a 104-es triptofan hozzaférhetdségérdl képet kapjunk, fluoreszcencia
kioltdsi méréseket is végeztiink, megismételve a szakirodalom egy kordbbi kisérletét ©°,
Esetlinkben a kioltasi mérések soran is az analdg triptofant tartalmazoé 7-azaTrp-W64F mutanst
hasznaltuk, hogy 310 nm-es gerjesztést alkalmazva elkeriljik a tirozinat fluoreszcenciajat. A
minta fluoreszcencidjat 370 nm-en detektaltuk. A mérés alkalmaval tiz |épésben ugyanazt az
akrilamid mennyiséget adtuk hozzd a mintahoz, igy fokozatosan ndvelve a kioltd molekuldk
koncentraciojat a rendszerben. A kapott intenzitas értékeket a korabbiak sordn részletezett
maodon korrigdltuk a kovetkez6 egyenlet segitségével:
Vi

Fkorrigélt = Fmegfigyelt ’ % ) 10(
eredeti

ODgerj"'ODemi)

2 (58)

Ehhez abszorpcios méréseket végeztiink, amelyek sordn minden egyes akrilamid adagol3si |épést
kovetden felvettiik a minta abszorpcidjat mind az emisszidos méréseknél hasznalt 310 nm-es

gerjesztési, mind az emissziés mérésknél vizsgalt 370 nm-es hulldmhosszokon.

A 29. dbra szemlélteti az eredményiil kapott kioltasi gorbéket:

10/1
.

[Q] (M)

29. abra 7-aza-Trp-W64F mutdns akrilamidos kioltds mérése sotét (kék) és vildgos (piros)

allapotban.
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A kapott kiotasi gorbék alapjan a 104-es triptofan jobban hozzaférhet6 az akrilamid szamara a
sotét allapotban, amit az ekkor detektalhatd erételjesebb fluoreszcencia kioltas jelez. Ez azt a

feltételezést tdmasztja ald, miszerint sotét allapotban a triptofan a Trpint pozicidban van.

4.7. Anizotropia mérések
Annak érdekében, hogy a W104 konformacids dinamikajat és térbeli korlatait megfigyeljik id6-

felbontdsos fluoreszcencia anizotrépia lecsengés méréseket végeztiink.

A 30. 4bra a fluoreszcencia anizotropia lecsengését mutatja 7-aza-W104/W64F AppAsLur mutans

sotét és vilagos allapotai esetén.

A B

r(t)

L " . A SR TP R T 0.2 . L L 1 L 1 N 1 .
0 2 4 6 8 10 12 14 0 10 20 30 40 50
t (ns) t (ns)

30. adbra Fluoreszcencia anizotropia lecsengése 7-aza-W104/W64F AppAsiur esetén sotét (A) és

vilagos (B) allapotokban.

Egy exponencialis illesztése a kovetkezd lecsengési konstansokat szolgdltatja: B4 = 1.5 £
0.06 ns valamint 8,;540s = 11.1 £ 0.5 ns. A s6tét dllapotd révid korrelacids id6 a triptofan
szabad forgdsat jelenti. A megfigyelt 11 ns-os hosszabb rotdcios korrelacids id6 a vilagos allapot
esetében az egész protein forgdasat jellemzi és 6sszhangban van azzal az értékkel, mely a Visser-
féle empirikus formuldbdl kévetkezik 7°: ¢ = 3.84 - 10™*M,., ahol ¢ a rotacids korreldcids id6t
jeldli ns-ban, valamint M,. a fehérje molekulasulya Da-ban kifejezve. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy kék fény hatdsara a W104-es triptofan kozelebb keril a flavinhoz és

valdszinlleg hidrogén kotést |étesit egy kdzeli aminosav reziduummal, feltehetéleg a Q63-mal.
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Fluoreszcencia anizotrépia lecsengés méréseket végeztiink az Y21F/Y56F/W64F AppA mutans
esetében is, melyek alapjan a lecsengés kb. 10 ns-os eredménye nagyon koézel van a vilagos
allapotban megfigyelt rotacidés korrelacids értékhez. Ez arra utal, hogy az Y21F/Y56F/W64F

mutansban a triptofan valdszinlleg szintén hidrogén kotést alkot egy kozeli aminosavval.

0.5 —r——r———T——1————————T——
04 i
0,3:
02

0.1 4

r(t)

0.0+

014

t(ns)

31. abra Y21F/Y56F/W64F AppAs.ur mutans fluoreszcencia anizotrdpia lecsengése.

Ezek az eredmények nagyon hasonlitanak a FRET méréseinknél latottakhoz, ahol a W104
AppAsLur flexibilis dinamikaval rendelkezik s6tét allapotban, mig a vildgos allapot alkalmaval a
tritpofan mozgdsa korlatozottabb. Ez valdszin(ileg a 7-aza-triptofan nitrogén atomjainak a flavin
Q63-mal és az 014-es oxigénjével létesitett hidrogén-kotéseinek tudhatdé be, amely még

komplexebbé teszi a flavin korili er6s hidrogén-kotés rendszert.

A W104 sotét allapot soran megfigyelt flexibilis viselkedése jelentds, tekintve, hogy a korabbi

e ez

4.8. Flavin fluoreszcencia élettartama sotét és vilagos allapot esetén
A kozeli aromas aminosavakrdl, példaul triptofanrdl vagy a tirozinrdl a gerjesztett allapotu flavin

kromofér irdnyaba torténd ultragyors elektrontranszfert szdmos flavoproteinnél megfigyelték,
ugymint a glikdz-oxidaz, a flavodoxin, a riboflavin koté fehérje, a fotolidz/kriptokromok és a ThyX
esetében 17115 Ez az dgynevezett fotoindukalta elektron transzfer (PET), ami a flavin
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fluoreszcencia élettartamanak jelent&s csokkenéséhez vezet. A flavin fluoreszcencia élettartam
sotét és vildgos allapotban torténd detektdldsahoz TCSPC és Kerr-kapuzott fluoreszcencia
spektroszkdpiat & alkalmaztunk, amivel a W104 helyzetérdl és a fotoaktivacid soran a kioltd

mechanikara gyakorolt hatasairdl kivantunk tovabbi informaciét nyerni.

Az AppAsur mutans esetében, amelyben az 6sszes elektrondonort, azaz két tirozint és két
triptofant fenil-alaninre cseréltik (Y21F/Y56F/W64F/W104F), a flavin fluoreszcencia élettartama

a vartnak megfelel6en alakult, 3.8 ns-nak adddott (31. dbra).
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32. dbra A dbra: Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsiur (kék) és szabad FMN (piros) fluoreszcens
lecsengése 455 nm-es gerjesztést kévetéen (Aeym = 510 nm). A vdlasz filiggvényt (~1 ns)
feketével dbrdzoltuk. B dbra: Emisszios maximum kinetikdja (Aem = 520 nm) 390 nm-es
gerjesztést kovetéen AppA W64F sotét (kék) és vildgos dllapota (piros), valamint a

Y21F/Y56F/W64F AppAs.ur (261d) esetén. A vdlasz fliggvény ~1 ps volt.

66



Ez az oldott flavinra jellemzd, kb. 3.5 ns-os érték koril van, a FAD fluoreszcencia élettartamanak
a hosszabb komponense 3 ns kortil van 16, mig a vizben oldott szabad FMN-é 4.8 ns, lumiflaviné
pedig 5.2 ns 117118 Ahogy az varhatd az AppA W64F FAD fluoreszcencia esetén, a sotét és vilagos
allapotban is az alacsonyabb kvantum hatdsfok miatt, melyek rendre 8.5% és 4.8%, egy
lényegesen gyorsabb fluoreszcencia lecsengést figyelhettiink meg a négy mutaciot tartalmazé
fehérjéhez képest mind sotét, mind vilagos allapotban, valamint az Y21F/Y56F/W64F mutans

esetén is. (32. abra és 4. tablazat)

Protein Ax T1(ps) A; Ta(ps) | Ri(A) | Ra(A)
WG64F sotét 0.7 500 0.3 70 9.5 8.03
W64F vildgos 0.13 230 0.87 11 8.9 6.7
Y21F/Y56F/W64F| 0.43 200 0.57 36 8.8 7.6

4. tablazat Flavinra jellemz6 fluoreszcencia lecsengés konstansok és az azokhoz kothetd
amplitudoék kilonféle AppAsLur mutdnsok esetén. A flavin-W104 tavolsagokat elektron-transzfer

szamoldsokkal becsliltiik meg. A dominans jarulékokat vastagon szedtiik.

Az emissziés maximumon (A4, = 520nm) mért kinetikdk az AppA W64F-re (sotét és vildgos
allapot), valamint az AppA Y21F/Y56F/W64F-re vonatkozdan a 32. dbra B részén lathatdak, mig a
33. abran ugyanezeknek a mutansoknak a tranziens pikoszekundumos fluoreszcencia

spektrumait prezentaltuk.
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33. abra A dbra: Tranziens ps-os fluoreszcencia spektrum AppA W64F mutansra, sotét allapotban

0.4 ps, 60 ps, 298 ps, 999 ps esetén valamint B abra: vildgos allapotban 0.4 ps, 4.9 ps, 9.9 ps, 29.9
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ps és 198 ps esetén végll C dbra: AppA Y21F/Y56F/W64F mutdans tekintetében 0.4 ps, 27.9 ps,

79.9 ps és 398 ps esetén.

A globadlis analizis a flavin kapcsan két dominans fluoreszcencia élettartamot taldlt (4. tablazat).
A 7-aza-W104/W64F esetén a sotét allapotban jelen van egy tgs:6¢ = 500 ps-os lecsengési
konstansu dominans fazis, amely korul-beliil 6tvenszer lassabb, mint a vilagos allapoti domindns
fazis T45:6¢ = 11 ps lecsengési konstansa. A vilagos allapot gyorsabb lecsengése arra utal, hogy a
flavin gerjesztett allapotdban kiolté hatas érvényesiil, mégpedig a kozeli aromas reziduumokrol
torténd elektron transzfer miatt, mely reziduumoknak ezek alapjan kozelebb kell kerlnitk a

flavinhoz a sotét allapotu pozicidjukhoz képest.

A W104-es aminosavon kivil az 6sszes tobbi elektrondonoratdl megfosztott Y21F/Y56F/W64F
AppA mutans esetében is megmértik a flavin fluoreszcencia élettartamat. Ekkor is jelent6sen
rovidilt relaxacios id6t figyeltiink meg a sotét allapotu AppA W64F id6 konstansdhoz képest, ami
azt jelzi, hogy a triplamutdnsban a triptofan kozelebb van a flavinhoz az AppA W64F sotét
allapotdhoz képest és igy effektiv médon képes kioltani a flavin gerjesztett allapotat. Ez az
eredmény 6sszhangban van az anizotrdpia mérésnél tapasztaltakkal és igy arra utal, hogy a W104

mereven kotott pozicidban van a flavin kézelében.

A fentiekbdl kifolydlag az AppA W64F vilagos allapotu fluoreszcens lecsengésének drasztikus
gyorsulasat a W104 flavinhoz vald kozeledésének tulajdonitjuk, emiatt vildgos allapotban f6
kioltoként mikodhet. Emellett a W64F AppAsiur (17. és 33./B abrak) emisszids spektruma a
vilagos allapotban elvesziti az ~500 nm koruli karakterisztikus rezgési vallat. A valtozadsokat a
fluoreszcencia csokkenése kiséri (17. abra) és feler6sodott elektron transzferre utalnak vilagos

allapot esetén.
A Dutton-vonalzénak nevezett egyszer(i empirikus kifejezés az aldbbi mddon irhaté fel 12°:

(AG + 2)?

7 (59)

Ez a képlet 6sszekoti az elektron transzfer sebességi allanddjat (kgr) a reakcid kozpontok perem-
perem tavolsagaval, ahol R A-ben van megadva. A Dutton-vonalzé segitségével igyekeztiink
megbecsiilni a flavin-triptofan tavolsagot a sotét (Rgseer = 9.5 A) és a vildgos (Ryitagos = 6.7 A
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allapot esetén, akadaly mentes elektrontranszfert feltételezve (AG = —A). A AG a hajtéeré az
elektron-transzfer szamara a feltételezhet6en vilagos allapoti W104-es elektron donor és a

gerjesztett allapotu flavin kozott, a A pedig a reorganizacids energiat fejezi ki.

A sotét és vilagos allapotu flavin-triptofan tavolsagra vonatkozo becslések az aldbbiak:

Sotét dllapott W6AF: kpr = =1.98-10% "1 és Ryssr = 9.5 A (60)

504ps

Vilagos allapoti W64F: kgp = =90-10%s"1 és Ryjsg0s = 6.7 A (61)

11ps
A tripla mutans (Y21F/Y56F/W64F) esetében, ahol mindkét tirozint és a W64 triptofant
lecseréltiik, fotoinaktivaciot figyeltiink meg, mivel nem tortént voros eltoléddas kék fény hatdsara.
Ez esetben ugy latszik a W104 vilagos dllapotszerd allapotban rogzilt, mivel a FAD fluoreszcencia
lecsengése nagyon gyors. Erdekes, hogy a flavin két lecsengési fazisa hasonlé hangsullyal van
jelen, ami arra utal, hogy a W104 két konformdaciéban taldlhatdé meg a fehérjében a flavin

kromofdérhoz viszonyitott tdvolsaga alapjan.

A Dutton vonalzé szerint a kovetkezs tavolsagokat becsiiltik: (Rpen: = 7.6 A)(7 = 36ps) és

(Rkint = 8.8 A)(t = 200ps).

Y21FY56FW64F esete:
1 — , 2

kers = 200ps = 5-10°s7! ésR =8.85A (62)
1 _ , 2

kpr, = T 27.4-10%"1 ésR=7.6 A (63)

4.9. Tranziens infravorés mérések
Az AppAs.ur protein kék fénnyel torténé megvilagitdsahoz kot6d6é dinamika tanulmanyozdsa

érdekében tranziens infravoros méréseket végeztiink a sotét és viladgos allapotokban az AppAsLur

W64F és az AppAsiur Y21F/Y56F/W64F mutansokon (34. dbra).
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34. abra A sotét (kék) és vilagos (piros) allapoti W64F és az Y21F/Y56F/W64F AppA (z6ld) mutans

TRIR spektruma 10 ps-kor.

A tranziens infravoros spektrumok, melyeket a flavin 450 nm-en vald gerjesztését kdvetGen eltelt
1 ps és 2 ns kozé es6 idGintervallumon belil rogzitettiink, hasonldéak a vad tipusd AppAsLur
spektrumdhoz >%%°, A felvett spektrum negativ tartomdnyai, az ugynevezett kifehéredés
komponensek (bleaching) 6sszefliggésbe hozhatdak az alap allapotu populacié csokkenésével és
a fehérje vibraciés spektrumadban a fotoindukcid generalta valtozasokkal. Az utébbiakra vagy a
direkt t = O elektron gerjesztés vagy az azt kovetd strukturdlis dinamika miatt kerilhet sor. A
pozitiv tartomdanyok a gerjesztett allapotu flavin vibracidihoz vagy a protein azon médusaihoz
tartoznak, melyek eltolédnak a gerjesztés hatdsdra vagy a gerjesztést kovet6 termék
képzddéshez kothetbek. Az AppAsur esetében a flavoproteinek tébbségéhez hasonldéan négy
domindns kifakulds figyelhet8 meg az 1300-1800 cm™ régidban: az 1547 cm™ és 1581 cm™ sdvok
az izoalloxazin gy(r(i médusai miatt jelennek meg, mig a ~1650 cm™ és ~1710 cm™ sdvok a FAD
alapadllapotaban a C2=0 és C4=0 karbonil nyujtasi mdédusaihoz kothetéek és érzékenyek a H-

kotés rendszer alakuldsara 5120,

A W64F AppA mutans sotét és vilagos allapotat jellemz8 spektrumok dsszehasonlitdsa ~9 cm™
lefelé tolédast mutatott a vildgos allapotban a C4=0 karbonil savnal. Ez hasonlit a WT AppA

esetében megfigyelt eltoldddshoz és a C4=0-val Ujonnan kialakitott hidrogén kotésnek
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tulajdonithaté. A mérés eredménye demonstralja, hogy a W104 vildgos allapotaban a rigid
kornyezet a flavinnal létesitett H-kdtésnek kdszonhet6 és aldtamasztja a FRET méréseinket,

melyek szerint a W104 kozelebb van a flavinhoz vilagos allapotban.

Ez szintén Osszhangban van az anizotrdpia lecsengés méréseinkkel, melyek lassabb rotacids
korreldcios id6t (~11 ns) mutatnak a W104 vildgos allapota esetén, annak rigidebb kérnyezetét
tikrozve. Az Y21F/Y56F/W64F AppAsLur esetén a C4=0 karbonil csoporthoz kothetd vibracids
maddus ekkor is lefelé tolédott a sotét allapoti W64F AppAsiur-hoz képest, ami a kotés
megerGsddésre utal. A 35. dbra az 1380 cm™-en megfigyelt kinetikat mutatja, mely a flavin

gerjesztett dllapotanak felel meg °3.

T v T M 1

0.25}
0.20}

0.15}

AA,mMOD

0.10L %

0.05¢
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35. abra Gerjesztett allapotu flavin kinetika a sotét (kék) és vilagos (piros) allapotu W64F és az

Y21F/Y56F/W64F AppA (zo6ld) mutansok esetében 1380 cm-en.

Az 5. tablazatban levé kinetikdk 6sszhangban vannak a flavinon végzett pikoszekundumos
fluoreszcens élettartam méréseinkkel, amelyek alapjan a gerjesztett allapot lecsengése lassabb

sotét- és gyorsabb vildgos allapot esetén, mely utébbi hatékony kioltast jelez.
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T (ps) a T2 (ps) a;
Sotét We4F 41 0.27 482 0.73
Vilagos W64F 23 0.86 221 0.14
Y21F/Y56F/W64F | 23 0.36 160 0.64

5. tablazat Lecsengési id6 konstansok 1380 cm-en.

Az Y21F/Y56F/W64F kinetikdja szintén gyorsabb relaxaciét mutat az AppAswr W64F sotét
allapotdhoz képest, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az ebben a mutansban egyediili

elektrondonorként jelenlevé W104 mereven rogzitett allapotban van a flavinhoz kozelebbi

pozicidban a sétét konformacidhoz viszonyitva.
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5. Diszkuszio
A BLUF-domént tartalmazo fotoreceptorok, ugymint az AppA, SIr1694, OaPAC, TePxD és BIrB 10°

vizsgalata sordn a W104-es reziduum kitlintetett figyelemnek 6rvend, mivel a kristalystruktirak
alapjan szdmos inkonzisztencia merilt fel a sotét allapotu konformacidjaval és funkcidjaval
kapcsolatban. Kozismert, hogy a fehérjék rontgenkrisztallografids strukturdja csak azokrdl a
konformacidkrél nyujt informacioét, melyek a kristalyracs részét képezik, de ezek nem mindig

relevansak a funkcié szempontjabdl.

Fluoreszcens spektroszkdpiai médszereket, nevezetesen fluoreszcens anizotrdpia lecsengés-,
kioltds-, valamint Forster-féle energia transzfer méréseket végeztiink, hogy informaciot
nyerhessiink a fotoaktivaciéo soran mutatott W104 mobilitasrol és a flavintdl valé tavolsagardl
sotét és vildgos dllapotban egyarant. A FRET mérések alkalmaval az akceptor fluoreszcencia
intenzitdsdnak valtozasat figyeltiik, mivel a donor oldalrél nem volt lehet&ség a FRET hatasfok
mérésére, tekintve, hogy a flavin levalasztdsa fotoinaktivva tette volna a fehérjét. Annak
érdekében, hogy az akceptor érzékenyités modszerével megvizsgdlhassuk a FRET hatdsfokot,
el6szor W64F/W104A mutanst készitettiink, melyt6l a 295 nm-en térténé gerjesztéskor kizardlag
az akceptortdl szarmazoé fluoreszcencia megjelenését vartuk. Ezzel szemben 340 nm kornyékén
er6teljes, nem vart fluoreszcencia jelet detektaltunk, annak ellenére, hogy a mutdnsrél
hidnyoztak a triptofanok. Ebbél arra kovetkeztettlink, hogy jelent8s fluoreszcencia szarmazik az
AppAsur tirozinatként jelen lev6é tirozinjaitdél. Annak érdekében, hogy a triptofanok
fluoreszcenciajaval atfedé tirozinat emisszidt kiiktassuk, az expresszié soran 7-aza-triptopfant
hasznaltunk, melynek abszorpcios és fluoreszcens spektruma eltolddott a kanonikushoz képest.
A W104 lecserélése a nem természetes 7-aza-triptofan aminosav reziduumra olyan mesterséges
BLUF-domén fehérjét eredményezett, amely, azon tul, hogy funkcionalisan is aktiv maradt,
elényods spektralis tulajdonsagokkal rendelkezett. Mindez tiszta és jol elkiilonithetd
fluoreszcencia jelek detektdlasat tette lehet6vé a szdmunkra a 104-es pozicidban 7-aza-triptofant
tartalmazd AppAswur anizotropia lecsengésének vizsgalata soran. A fluoreszcencia anizotrdpia
lecsengés mérések az el6zetes feltételezéseinkhez képest nem vart eredményt mutattak: a 7-aza-
triptofan esetében a sotét allapotra kapott gyors, kozel 1 ns-os anizotrépia lecsengés a triptofan

szabad mozgdsat tiikrozi, mely azt sugalja, hogy nincs hidrogén kotésben a flavinnal, sem a
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szomszédos glutaminnal (Q63). Ezzel szemben, a vildgos allapot sordn lassu forgast (~11 ns)
figyeltlink meg, mely azt jelenti, hogy a triptofan egyiitt forog a fehérjével, valésziniileg a Q63-
mal létesitett ,,szoros” hidrogén kotésnek kdszonhetden. Ezt a feltételezést erdsitették meg az
akrilamidos kioltdé méréseink, melyek szerint a sotét allapotban hozzaférhetébb a W104-es

triptofan az akrilamid szamara, hatékonyabban kioltva annak fluoreszcencidjat.

A W104-es triptofan 7-aza-triptofanra valé moddositasa a FRET mérések szempontjabdl is
jelent6ségteljes, annak pontossaga érdekében. A FRET mérés ,spektroszkdpiai vonalzéként”
haszndlhatd, amivel meghatarozhatjuk a triptofan-flavin tavolsagot a s6tét és a vilagos allapotok
esetén. Az akceptor érzékenyitéssel becsiilt 17.7 A-6s tavolsag sotét allapot soran dsszhangban
van az AppAswr kristalystuktirajanak elemzésébél szarmazé 16 A-6s, és a teljes hosszisagu
fehérjébdl kapott 15.7 A-6s tavolsaggal (3. tablazat). Kicsivel nagyobb 20.5 A-6s tavolsagot
eredményeztek a fluoreszcencia élettartam mérések, feltehetéleg annak a bizonytalansagnak az
okdn, amely a 104-es pozicidban levé 7-aza-triptofan apoprotein élettartamanak meghatdrozasa
soran merdlt fel. A flavin hidnydban a fehérje eltéré konformacidt vehet fel, mint a jelenlétében,
ami azonban maodosult fluoreszcencia élettartamhoz vezethet, mivel a triptofan fluoreszcencidja
nagyon érzékeny a fehérjestruktira médosulasaira. A FRET mérések tanusaga szerint a triptofan
sotét allapotban tavolabb helyezkedik el a FAD-tél, mint a vilagos allapotban (3. tablazat). A FRET
mérések alapjan vildgos allapotra becsiilt FAD és W104 kozotti 8.3/9.5 A-6s kozpont-kdzpont
tavolsagok 6sszhangban vannak az elektron transzfer kioltdsi mérések soran kapott 6.7 A-6s
(perem-perem) értékkel. Ez meger{siti azt is, hogy a W104 vilagos allapotban els6dleges elektron

donorként funkciondal a FAD* szdmara .

A W104 FAD-tél mért tdvolsaganak és orientacidjanak fotoaktivacidhoz kapcsolédd médosuldsa
korabbi fluoreszcencia és tranziens abszorpcids spektroszkdpia mérések alkalmaval is megjelent.
A korabbi, s6tét allapott AppAsLur-on végzett fluoreszcencia élettartam mérések 600 ps >* korali
eredményt szolgdltattak, 6sszhangban a méréseinkkel (4. tdblazat). A vilagos allapotban egy
tizeddel kisebb értéket mutat (4. tablazat), amely azt sugallja, hogy a flavin fluoreszcencidja
feltehet6leg egy kozeli triptofan erds kiolté hatdsdnak van kitéve, ami alatdmasztani latszik a

triptofan megvaltozott, flavin molekulahoz kozelebbi pozicidjat.
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A lathaté és infravoros tranziens abszorpcids mérésekbdl szarmazd eredmények szintén
korreldlnak a fent emlitettekkel. Ezek alapjan a vildgos allapotban flavin és triptofan gyok
keletkezik, ami azonban nincs jelen a sotét allapotban °31'¢,  Ez &sszhangban van a
kovetkeztetésiinkkel, miszerint a s6tét dllapotban a triptofan nem tolt be jelent6s kioltd szerepet.
A megfigyeléseink egy egyszer(i mechanisztikus modellel magyardzhatdak: a vildgos allapotban
egy kozeli triptofanrdl torténd elektronatadasnak koszonhetéen flavin gyok keletkezik, mikdzben
a triptofan a flavin fluoreszcencidjat kioltja. Az elektron transzfer szamitdsokbdl szdrmazd
tavolsagok dsszhangban vannak a FRET mérésekbdl kapott tavolsagokkal, ami alatdmasztja a

triptofanrdl torténd elektron transzfer elméletét.

Ezt erGsiti tovabba a gerjesztett llapot erds kioltasa, amelyet Y21F/Y56F/W64F mutans esetében
figyeltiink meg, ahol az egyetlen lehetséges elektron donor a flavinhoz kézeli (7.6 A) allapotban
levé W104 volt. Ezen a mutanson végzett fluoreszcencia anizotrépia mérések hasonld rotacids
korreldcids id6ket mutatnak (31. dbra), mint amiket vildgos esetben mértiink, ami azt mutatja,
hogy feltehet6leg a hidrogén kotés részeként, zartan helyezkedik el a triptofan a vilagos-szerd

allapotban.

Avilagos allapotu W64F, valamint Y21FY56FW64F mutansokon mért TRIR adatok a C4=0 karbonil
frekvencidjanak lefelé toloddasat jelzik, ami azzal az Iwata és tarsai %! ltal javasolt modellel
magyarazhatd, mely hidrogén kotést feltételez a Q63 enol alakja, valamint a W104-es triptofan

kozott.

Mindezek az észrevételek 6sszhangban vannak a szakirodalomban megtalalhatd szamitasokkal,
melyek az elektron transzfer szempontjabdl a W104 flavinhoz kézeli poziciéjanak kedvez6 voltat
igazoljak, megerGsitve, hogy a W104-r6l vald elektron atadds a dominans abban az esetben,
amikor a szlikséges hidrogén kotés rendszer hianya akaddlyozza az Y21-rél torténd elektron

transzfert °.
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6. Konkluzidk

Az AppAsur 104-es triptofanjanak a fehérje fotoaktivacios folyamatdban jatszott szerepét és
funkcionalis dinamikdjat szdmos technika alkalmazdasaval tanulmanyoztuk, aminek soran tébbek
kozott a fehérjébe torténé mesterséges aminosav beépitést, floureszcens modszerek széles korét
és id6-felbontasos infra-voros spektroszképidt is alkalmaztunk. A fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET) mérések és a W104-nek a mesterséges 7-aza-triptofan amino savra valé
maodositasa kvantitativ informdciot szolgdltattak a W104 pozicidjardl sotét és vilagos
allapotokban. Vilagos stadiumban a W104 mobilitasa korlatozottabb, mint a sotét allapotban,
ami a megerdsitett H-kotés rendszer hatdsdnak tulajdonithaté. Erre a fluoreszcencia anizotrépia
mérések sordn kapott hosszu rotacids korrelacios id6k segitségével (~11 ns), valamint az
infravoros mérések alkalmdval tapasztalt C4=0 karbonil csucs alacsonyabb frekvencidk felé
tolédasanak rogzitésével deritettlink fényt. Ezeken fellil az akrilamid kioltasi mérések is amellett
szélnak, hogy a sotét allapotban hozzaférhetébb a W104. Rdadasul a vildgos allapotban a révid
flavin fluoreszcencia élettartamok hatasos elektron transzferre utalnak, ami a kromoférhoz kozeli
elhelyezkedési W104-r8l zajlik a gerjesztett allapotd flavin irdnydba. Osszességében a
tanulmdanyunkban megvizsgaltuk az AppA fotociklusa sordn a 104-es triptofan pozicidjaval
kapcsolatban felmerilt korabbi ellentmondasokat. Konkldzidink azt a modellt tamogatjak, amely
szerint a vilagos allapotban a W104 kdzelebb van a flavinhoz, mint a s6tét allapotban, mely utébbi

esetben attdl elfele mutat és kevésbé zart kbrnyezetben van.

Az alabbi pontokban a munkam f6 eredményeit emelem ki .

1) AppA-ban taldlhaté FAD kromofér és a 104-es triptofan kdzotti FRET vizsgalata soran végzett
steady state fluoreszcencia méréseink ravilagitottak arra, hogy az AppA 104-es triptofanjanak
tanulmanyozasahoz nem elegend6 a W64F mutacid, mivel a méréseket a fehérjében talalhatd
mas fluoroférok jelenléte is befolydsolja.

2) Az abszorpcids pH fliggé méréseink kimutattak, hogy az 1-es pontban emlitett fluoreszcens jel
tirozinattdl szarmazik. A méréseink ravilagitottak arra, hogy a fehérjében |évé tirozin a szabad

tirozinhoz képest alacsonyabb pK értékkel rendelkezik, ezért alakul at tirozinatta.
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3) Az 1-es pontban felmeriilt nehézséget 7-aza-triptofan analdg alkalmazasaval oldottuk meg. Az
analég haszndlatdnak el6nye, hogy a tobbi fluorofértdl elkilonilten vizsgalhatdak
spektroszkopiai tulajdonsagai.

4) A fentieket figyelembe véve, a kovetkezé pontokban jelolt méréseinkkel igazoltuk, hogy a
fotoaktivalt dllapotban l1évé 104-es triptofan a FAD felé fordulva, ahhoz kézelebb helyezkedik el
a sotét allapothoz képest.

5) Az élettartam mérések eredményeit felhasznalva szamolt FRET hatasfokok alapjan a FAD és a
104-es triptofan tavolsaga sotét allapotban 20.5 A —nek, mig vildgos &llapotban 9.5 A —nek
adddott.

6) Steady state FRET méréseket végeztiink az akceptor érzékenyités modszerét haszndlva, melyek
sordn a FAD és a 104-es triptofan tavolsagara sotét dllapotban 17.7 A-6t , vilagos allapotban pedig
8.3 A-6t kaptunk.

7) Akrilamid kioltdsi mérésekkel igazoltuk, hogy a W104 sotét allapotban hozzaférhet6bb az
akrilamid szamara a vildgos allapothoz viszonyitva, mely aldtdmasztja, hogy fotoaktivalt
allapotban a 104-es triptofan a fehérje felé iranyul.

8) Az anizotrépia mérések igazoltak, hogy a W104 vilagos allapotban rigidebb, mivel a fehérjéhez
kozelebbi, zartabb allapotban van a s6tét allapothoz képest.

9) Az AppA flavinjan tortént ultragyors élettartam mérésekkel megerd@sitettik, hogy a fehérje
fotoaktivalt FAD kromofdrja a hozza a sotét allapothoz képest kozelebb elhelyezked6 104-es
triptofan révén elektron transzfert kovet6en gyorsabban relaxalédik.

10) Tranziens infravoros méréseink megerdsitették, hogy a fotoaktivacié sordn a FAD a sotét

allapothoz képest kdzelebb keriil6 W104-el hidrogén kotést létesit.
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Functional dynamics of a single
tryptophan residue in a BLUF
protein revealed by fluorescence
spectroscopy

Kristof Karadil?, Sofia M. Kapetanaki®?, Katalin Raics?, Ildiko Pecsi?, Robert Kapronczai?,
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Jozsef Orban?, Miklos Nyitrai’2, Greg M. Greetham*, Marten H. Vos®, Peter J. Tonge?,
Stephen R. Meech® & Andras Lukacs'%*

Blue Light Using Flavin (BLUF) domains are increasingly being adopted for use in optogenetic
constructs. Despite this, much remains to be resolved on the mechanism of their activation. The
advent of unnatural amino acid mutagenesis opens up a new toolbox for the study of protein structural
dynamics. The tryptophan analogue, 7-aza-Trp (7AW) was incorporated in the BLUF domain of the
Activation of Photopigment and pucA (AppA) photoreceptor in order to investigate the functional
dynamics of the crucial W104 residue during photoactivation of the protein. The 7-aza modification to
Trp makes selective excitation possible using 310 nm excitation and 380 nm emission, separating the
signals of interest from other Trp and Tyr residues. We used Forster energy transfer (FRET) between
7AW and the flavin to estimate the distance between Trp and flavin in both the light- and dark-
adapted states in solution. Nanosecond fluorescence anisotropy decay and picosecond fluorescence
lifetime measurements for the flavin revealed a rather dynamic picture for the tryptophan residue.

In the dark-adapted state, the major population of W104 is pointing away from the flavin and can
move freely, in contrast to previous results reported in the literature. Upon blue-light excitation, the
dominant tryptophan population is reorganized, moves closer to the flavin occupying a rigidly bound
state participating in the hydrogen-bond network around the flavin molecule.

Flavins are found in more than 370 enzymes' but only a few of them are photoactive*’. Three major families of
photoreceptors which utilize flavin as a cofactor and whose functions are triggered by absorption of light are
the photolyase/cryptochromes, the light oxygen voltage (LOV) domains and the blue light sensors using flavin
(BLUF) proteins. Their photochemistry, though is rather diverse. In photolyases and cryptochromes, FAD (flavin
adenine dinucleotide) is reduced via electron transfer through a tryptophan triad*®. Photolyases use light to
repair UV-damaged DNA” whereas the proposed functions of cryptochromes range from setting the circadian
clock in insects to sensing the weak magnetic field of Earth in migrating birds®. In the LOV domains, the flavin
cofactor is excited to a triplet state upon blue light absorption, followed by formation of a signalling state, char-
acterized by a covalent bond between the flavin and a nearby cysteine residue, leading to the enhancement of the
phototropin kinase activity®. In BLUF domains, blue light excitation results in a signalling state (light-adapted
state) that is characterized by a reorganization of the hydrogen bond network around FAD and the Tyr-GIn-Trp
(Met) tetrad (Fig. 1). This is revealed by a characteristic 10-15nm red-shift of the first ® — 7* transition and a
20 cm™! downshift of the flavin C4=0 stretching vibration compared to the dark-adapted state®®. In AppAg yp
site directed mutagenesis has shown that Y21 and Q63 play a crucial role during photoactivation as the red shift
upon illumination disappears if one of these residues is replaced®!2 A strong and specific chemical coupling
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Figure 1. Ribbon diagrams of the BLUF domain crystal structures from WT (A, pdb:1yrx) and C20S (B,
pdb:2iyg) AppAg;yr domains showing W104 in the vicinity of the flavin in the Trp,, conformation (A) and away
from the flavin in the Trp,,, conformation (B). Important residues involved in an H-bond network around the
flavin (Y21, H44, N45, Q63) are shown. Dashed lines represent H-bonds between the flavin and the residues.

between the flavin and the protein by means of glutamine tautomerization has been proposed to provide a basis
for light sensing®>.

W104 is also a key player in the photocycle in communicating the electronic excitation of the flavin ring to
the protein backbone'®. Recent time-resolved IR experiments'® have shown that W104A AppAy, r undergoes
reduced structural changes on the us timescale along with an 80-fold increase in the rate of dark-state recovery,
compared to that of the wild-type'®. A 1.5-fold increase of the quantum yield of signalling state formation with
a slight increase of the ground state recovery have been observed for the W104F AppAy ;z mutant'’. Mutation
of the W104 residue (W104A) does suppress the red-shift in the full-length protein'® and renders the protein
insensitive to blue light in vivo'® underlying the importance of this residue for the downstream signalling events.

The exact conformation of W104 during the photoactivation process in AppA and other BLUF domains has been a
controversial topic in the field. The first crystal structure of AppA" (pdb:1yrx) showed that W104 in the dark-adapted
state is located close to flavin in the so called Trp;, conformation (Fig. 1A), whereas subsequent crystal structures from
Schlichting and coworkers® (pdb: 2iyg, 2iyi) presented a different picture where the tryptophan is pointing away from
the flavin both in the dark- and light-adapted state (Trp,,, conformation) (Fig. 1B). Crystal structures of other BLUF
domains like PixD*"?2, BlrB? and OaPAC** have also contributed to the confusion as tryptophan is located in a solvent
exposed position in a Trp,,, conformation. Interestingly, Slr1694 exhibits both conformations with one of the 10 crys-
tallographic subunits adopting the Trp;, conformation and the others the Trp,,, conformation?.

Computational calculations and spectroscopic studies have tried to address the question of the tryptophan
flip in AppA, leading to opposite conclusions. Two independent studies by Udvarhelyi et al.?* and Collette et al.?6
concluded that the Trp,,, represents the dark-adapted state of the protein whereas a recent study by Goyal and
Hammes-Schiffer”” revealed that both the in and out conformations are allowed at equilibrium but the in con-
formation is more stable. The solution NMR structure (pdb: 2bun) has also the majority of the snapshots in the
Trp;, conformation®. UV resonance Raman studies have supported the Trp;, conformation in the dark state?.
Tryptophan fluorescence spectroscopic studies have suggested that Trp does not become fully solvent exposed as
suggested by some crystal structures but were conflicting regarding the conformation of the Trp'®3°.

As there is still a controversy about the conformation and the role of W104 during photoactivation of AppA,
we revisited the question using a different approach. Specifically, we exploit the spectroscopic properties of the
7-aza Trp (7AW) unnatural amino acid as an intrinsic fluorescent probe, able to separate the signals of interest
from other Trp and Tyr residues. The absorption and fluorescence maxima of 7AW are red-shifted compared to
canonical Trp allowing the exclusive excitation of the Trp analogue. We incorporated 7AW at position 104 and
applied a wide range of fluorescence techniques to probe the functional dynamics of Trp104 in AppAg, ;. The
results of our study provide strong evidence that W104 adopts a Trp,,, conformation in the dark-adapted state
and a Trp;, conformation in the light-adapted state.

Results
FRET measurements. To provide quantitative information on the position of Trp104 during the photoacti-
vation process in AppA, we used fluorescence resonance energy transfer (FRET) measurements.

Fluorescence resonance energy transfer, is a long-range non-radiative energy transfer process that takes place
between two fluorophores, one in the excited state and one in the ground state®*2. The FRET efficiency-which is
defined as the fraction of energy absorbed by the donor that is subsequently transferred to the acceptor depends
on the distance between the donor and the acceptor®*** and can be calculated by Eq. (1)
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Figure 2. (A) Ribbon diagram of the crystal structure of C20S AppAg;yr (pdb: 1yrx), showing the FRET pair
(FAD, W104). (B) Emission spectra of W64F AppAyg ¢ in the dark- (black) and light- (red) adapted states
(Nexe=295nm). (C) Chemical structures showing ionization of tyrosine to tyrosinate. (D) Emission spectrum
of W64F/W104A AppAgyr (Aexe =295 nm). The narrow peak ~330 nm is the contribution of Raman scattering
of water (E) pH dependent formation of tyrosinates monitored at 295 nm for the W64F/W104A AppA ;¢
mutant and for L-tyrosine in solution (inset). Fitting of the sigmoidal curve with a Boltzmann equation reveals a
pK=28.0 for the two tyrosine residues present in AppAg;r and a pK=10.5 for L-tyrosine in solution (inset).

1
6
R

1+ (i) ()
where E is the FRET efficiency, R is the distance between the donor and the acceptor fluorophores and R, is the
distance between the two fluorophores in the case of 50% transfer efficiency. This strong distance dependence of
FRET efficiency makes possible the measurement of molecular distances in the range of 10-100 A and the term
“spectroscopic ruler” has been coined for the method?.

FRET efliciency between W104 and FAD (Fig. 2A) has been obtained by two methods: measuring the fluo-
rescence lifetime of the donor (7AW in position 104) in the absence and in the presence of the acceptor (FAD)
and by using the method of acceptor enhancement. In this latter case the increase of the acceptor fluorescence

intensity is monitored when the donor is present: if the donor transfers energy to the acceptor, enhancement of
the fluorescence intensity of the acceptor is observed (see Supplementary Information).

The 7-aza-Trp analogue (7AW) enables FRET measurements between residue 104 and flavin in
the presence of tyrosines. Besides W104, AppAg, y; contains one more tryptophan residue, W64. To elim-
inate a FRET contribution arising from W64, we have used the W64F mutant in our studies. In addition, to avoid
fluorescence emission from the two tyrosine residues (Y21 and Y56) in AppAp;yp We used 295 nm as the excita-
tion wavelength, where tyrosines do not absorb (Fig. S1A). However, the emission spectra of W64F (Fig. 2B) and
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of the tryptophanless mutant W64F/W104A (Fig. 2D) display a substantial fluorescence emission around 345 nm,
suggesting the existence of a fluorophore (other than a tryptophan residue) and hence the presence of another
component that may contribute to FRET in addition to W104. The 345 nm emission component is shown below
to arise from tyrosinates.

Tyrosine residues are well known to deprotonate at high pH to form tyrosinates (Fig. 2C) which have very
similar fluorescent features to tryptophan. In particular, an increase of the pH results in an increase of the absorp-
tion at 295 nm with concomitant decrease at 270 nm and a fluorescence emission shift from 303 nm to 340 nm**7.
This generally occurs at pH > 10.5 which is the pK, of free tyrosine®®. However, as it has been reported for a series
of proteins*~** tyrosine residues can have lower pKa values which results in the formation of tyrosinates and
hence fluorescence emission appears around 340 nm, even at pH < 10.5. For example, tyrosinate fluorescence
was observed from Y99 in calmodulin from bovine testes and the pKa of this tyrosine residue was shown to be
as low as 7.0*". Tyrosinate fluorescence was also observed in photoactive yellow protein (PYP) where the pKa
changes substantially, depending on whether the tyrosine is solvent exposed, buried or hydrogen bonded*, and
in chicken ovomucoid where the pKa changes upon pressure dependent unfolding resulting in an increase of the
fluorescence emission at 340 nm™’.

To test whether tyrosinates are also formed in the AppA W64F/W104A mutant at pH 8.0, we performed pH
dependent measurements of the absorbance at 295nm and determined a pKa value of 8.0 (Fig. 2e). This finding
suggests that at pH 8.0, half of the tyrosine residues exists as tyrosinates giving rise to the strong fluorescence
emission at ~345 nm. This will necessarily result in a distorted picture for any fluorescence spectroscopy meas-
urement where tryptophan fluorescence is monitored. To eliminate any contribution from tyrosinates, we used
7AW (Fig. 3A) and exploited its spectroscopic properties.

7AW (Fig. 3A) was first incorporated in bacterial proteins 50 years ago*:. It is an ideal non-invasive in situ
probe of the structure and dynamics of proteins, as it introduces minimal structural and functional modifica-
tions to the protein and in addition has favourable spectral properties compared to canonical Trp and other
Trp analogues*+#. In particular, the absorption and fluorescence maxima of 7AW are red-shifted by 10 nm and
50 nm, respectively compared to that of canonical Trp (Fig. S1A,B and*). This red shift in the absorbance allows
us to selectively excite the tryptophan analogue 7AW, using X\.,. =310 nm (canonical Trp has no absorbance at
310nm) and to avoid the tyrosinates’ absorbance at 295 nm.

Using tryptophan auxotroph cell lines (as described in the Methods section), we incorporated the 7AW ana-
logue in the place of W104 in the W64F mutant of AppAg; . The successful incorporation of the analogue in
W64F AppAg;yr was confirmed by the characteristic emission band at 380 nm (\.,. = 310 nm) which is absent
in the W64F mutant (Fig. 3B). The structural modification to the protein, due to the more hydrophilic character
of the side chain of 7AW and potential new contacts by means of hydrogen bonds compared to canonical Trp
is minimal, as reflected in (1) the flavin absorption spectrum which is similar to that of W64F (Fig. 3C) (2)
the characteristic red shift of the isoalloxazine absorption maximum in the light-adapted state is similar to the
corresponding shift observed in the W64F mutant (Figs. 3D and S2A) and (3) the identical dark state recov-
ery rate (~14min) compared to that of W64F (Fig. 3D inset.) The hydrogen bonding environment due to the
extra N- atom of the 7aza-W104/W64F AppAy, r mutant is expected to be different between the wild-type and
the 7aza analogue, resulting in an electronically modified structure of the flavin which is reflected as a small
shift of the maximum and change in its vibronic structure (Fig. 3D). In the light-adapted state, W104 points
towards the flavin. As explained above, the extra N atom of the indole ring of the tryptophan results in a different
hydrogen-bonding environment compared to the wild type, leading to different atom displacements in the excited
state and hence to different shifts of the maximum for the SO to S1 transition.

FRET: Fluorescence lifetime measurements of 7aza-W104/W64F AppAg ;- To determine the
FRET efficiency (E) between 7AW and FAD we performed time correlated single photon counting (TCSPC)
measurements on the tryptophan in the case of the apoprotein and on the protein in the dark-adapted and
light-adapted states (Fig. 3E). FRET efficiency was calculated using equation:

E—1_ ™Da
) (2)

where D4 is the fluorescence lifetime of the donor (7AW) in the presence of the acceptor (FAD) and D is the
fluorescence lifetime of the donor alone. In all three cases the decay of the excited tryptophan analogue is
described best using three lifetime components (Table 1) as previously reported for canonical tryptophan. Two of
the fluorescence lifetimes of canonical tryptophan (0.2-0.9 ns and 1.2-3.6 ns) are inherent to the tryptophan
structure itself independent of the surrounding environment whereas the third lifetime (3.7-9.2 ns) is generated
by interactions between the tryptophan and neighbouring residues®’. In the case of 7AW, the most striking differ-
ence compared to the canonical tryptophan is that the third lifetime component is longer (ca. 14-16 ns), whereas
the other two components are observed in the same range as for tryptophan. The lifetime of the tryptophan ana-
logue is shorter when FAD is present, suggesting the existence of Forster-type energy transfer. Calculating the
FRET efficiency using the average lifetimes we obtained 23% efficiency in the dark-adapted case and 40% in the
light-adapted case (see Supplementary information). An estimate of the average distance between the tryptophan
analogue and the flavin can be obtained by

R=R¢ ﬂ
E (3)
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Figure 3. (A) Chemical structures showing 7AW (left) and canonical tryptophan (right). (B) Emission spectra
of W64F (blue line) and 7aza-W104/W64F AppAg,yr mutant (red line) (Ae.. =310 nm). W64F does not show
fluorescence emission with 310 nm excitation; around 350 nm the spectrum shows remains of the Raman peak
(not shown on this scale). (C) Absorption spectra of W64F (black line) and 7aza-W104/W64F AppAgyy (red
line). Spectra are vertically translated for visualization purposes. (D) Absorption spectra of 7aza-W104/W64F
AppAgur in the dark- (black line) and light-adapted (red line) states showing the characteristic red-shift. The
inset shows the recovery kinetics of the dark-adapted state monitored at 490 nm after illumination at 385 nm.
(E) Fluorescence decay of the 7aza-W104/W64F AppAg, ¢ in the dark (green) - and light-adapted (red) states
after excitation at 321 nm, (\.,, =380 nm) in the presence of FAD and of the 7aza-W104/W64F AppAgyr in
the deflavinated, donor-only (black) state after excitation at 321 nm (\.,, = 380 nm). The instrument response
function is shown in blue. (F) Emission spectra of 7aza-W104/W64F AppAg, ; in the dark-adapted state (G)
Emission spectra of 7aza-W104/W64F AppAg, ; in the light-adapted state. The acceptor only spectra (blue)
are calculated as explained in the Supplementary Information. Excitation was set at 310 nm. A significant
fluorescence enhancement in the light-adapted state (red) is observed for 7aza-W104/W64F AppAg;r due to
FRET transfer from 7AW to the flavin. The fluorescent enhancement is lesser in the dark-adapted state (F).
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7azaTrp-W64F/

W104 T o | T o, | T3 O3 | Taverage reference
apoprotein 0.4 02 |41 03 |16.2 04 |87 this work
holoprotein dark 1.1 04 |44 03 |16 03 |68 this work
holoprotein light 1.3 04 |35 03 | 147 02 |52 this work
canonical Trp 0.2-0.9 1.2-3.6 3.7-9.2 47

Table 1. Fluorescence lifetimes (ns) of 7AW and corresponding amplitudes in the 7aza-W104/W64F mutant
(no FAD present), and the 7aza-W104/W64Fmutant (FAD present) in the dark- and light-adapted states.

In the case of 7AW and FAD, R, is 16.8 A using the assumption that the tryptophan can freely rotate thus
the value of the orientation factor (see SI) k*=2/3. In support of free rotation of the tryptophan (x*=2/3)
the anisotropy decay of the dark-adapted state (see next section) is substantially faster when compared to the
light-adapted state. Hence in the dark-adapted state, the distance between 7AW and the flavin is estimated to
be 20.5 A (see Supplementary Information). The slower rotational correlation time observed in the case of the
light-adapted state of the protein (see below) suggests that the tryptophan is not able to freely rotate as it is
hydrogen-bonded in the Trp;, position. This locked position imposes a strong constraint on the orientation of
the transition dipole of W104, implying that x> =2/3 used for the freely rotating dipoles cannot be used. From
the crystal structure (pdb:1yrx) we can observe that the orientation of the transition dipole moments of the
flavin and W104 are close to perpendicular (see Fig. S6) thus x? is expected to be close to zero, the theoretical
value for perpendicular orientation; we have actually calculated k*=0.02 (see Supplementary Information).
In this case, the value of R, is modified to 8.9 A, and the distance calculated between tryptophan and flavin in
the light-adapted state is 9.5 A.

FRET: acceptor enhancement method. FRET efficiency between 7AW 104 and the flavin can also be
calculated by measuring the intensity loss of the emission of the tryptophan or the intensity enhancement of the
emission of the flavin due to the resonance energy transfer. In the latter case, known as the acceptor enhancement
approach®"%2, the FRET efficiency is calculated by Eq. (4)

LA™ 1}
LO™

_alp)

ep(A5)

)

ex ex
where £(Ap) and €0(AD) are the extinction coefficients of the acceptor and donor at the donor excitation wave-

ex em em
length (M), and they were calculated using the absorption spectrum of FAD (Fig. S4). LipA™) and TAU™) are
the acceptor intensity in the presence and the absence of the donor, respectively.

The enhancement of the fluorescence intensity due to the FRET between tryptophan and flavin was measured
in the case of the 7aza-W104/W64F mutant in order to avoid the fluorescence from the tyrosinates as previously
discussed.

Figure 3F,G show the emission spectra of the 7aza-W104/W64F mutant in the dark and light states, respec-
tively using X\.,.=310nm. Inspection of the data reveals a significant increase of the emission of FAD in the
presence of the donor both in the dark-adapted and light-adapted states indicating efficient FRET from 7AW to
FAD. This fluorescence enhancement is even more pronounced in the light-adapted state. We calculate a FRET
efficiency of Eq,y=42% and Ej;,, = 59%, which corresponds to a distance Ry, = 17.7 Aand Rijgne = 8.3 A for the
dark- and light-adapted states, respectively®.

Comparison of the FRET obtained distances with those from crystal structures. The estimated
distances between W104 and FAD obtained from lifetime measurements and the acceptor enhancement method
are in relatively good agreement for the dark-adapted state (20.5 A and 17.7 A, respectively).

The estimated distances from our fluorescence measurements are also in good agreement with the distances
obtained from the crystal structures of AppAgyr (pdb: 2iyg, 2iyi) and AppA full-length without the Cys-rich
region (pdb:4hh0, 4hh1) (Table 2) where W104 has been reported to be located on the surface/distal to FAD
(Trp,,; conformation). However, they significantly deviate from those in the first solved crystal structure of
AppAgiur (pdb:1yrx, 5.9 A) and the NMR solution structure (pdb:2bun, 6.2 A) for which W104 exhibits the Trp,,
conformation (close to FAD). It should be noted that local differences between the C20SAppA(1-124) dark struc-
ture (pdb:2iyg) and the AppA17-133 (pdb:1yrx) have been earlier attributed to the presence of bound detergent
molecules?, and hence considered for the structure of AppA1-124C20S to represent better AppAg, yr in solution.
The significantly (9.4-11 A) shorter distance between W104 and FAD for the light-adapted state from FRET and
fluorescence lifetime measurements suggest that in the light-adapted state W104 adopts a Trp;, conformation.
It should be mentioned that such a difference was not observed between the dark-adapted and light-adapted
states of the crystal structures of C20S-AppA(1-124)* (Table 1) potentially originating from constraints in the
movement of the indole ring of W104 inside the crystal. This is also reflected in the smaller light-induced red
shift in the crystal (5-6 nm) compared to that in the solution (14 nm) suggesting the formation of a preceding
intermediate of the full signalling light-adapted state?°. Interestingly, no significant conformational changes have
been observed in the corresponding tryptophan residue (W90) in the photoactivated state of the OaPAC BLUF
protein despite the ~10 nm light-induced red-shift observed in the crystal®.
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Protein pdb/FRET Distance (A) | references
AppAgur (17-133) lyrx 5.9 50
AppAgyr (5-125) 2bun 6.2 8

C20S AppAgyyr (1-124) 2iyg (dark) 16.0 2

C20S AppApus (1-124) 2iyi (light) 162 0

C20S AppA A399 4hho 15.7 50

wt AppA A399 4hh1 157 50
TePixDy yr (2-143) 1x0p 16.1 2
SIr16945;ur (2-140) 2hfn 15.7, 5.7% 2
OAPAC (1-366) 4yus 16.6 2
BrlBy,p (1-140) 2byc 16.0 »
7azaW104W64F AppA (dark) FRET:FL 20.5 this work
7azaW104W64F AppA (light) FRET:FL 9.5 this work
7azaW104W64F AppA (dark) FRET: AEM 17.7 this work
7azaW104W64F AppA (light) FRET: AEM 8.3 this work

Table 2. Comparison of the distance between C7 of the indole ring of Trp (W104 in AppAg,;r) and N3 of the
isoalloxazine ring of flavin from the various crystal structures available for AppAg;yp AppA full-length domains
and other BLUF domains. An average distance is provided for those structures that contain more than one
subunit. *In Slr1694p; y (2-140), a shorter distance (5.7 A) is observed in one of the ten subunits. FRET: FL
refers to our FRET measurements using fluorescent lifetimes and FRET: AEM to FRET measurements using the
acceptor enhancement method.

7-aza W104 has restricted movement in the light-adapted state as revealed by fluorescence
anisotropy decay measurements. To probe the conformational dynamics of W104 and steric restric-
tions, we have applied time-resolved fluorescence anisotropy decay measurements, which have been used for
decades to characterize protein dynamics. The relaxation of anisotropy induced by a polarized excitation pulse
reflects both the dynamics of the fluorophore itself and the protein or segment to which it is attached to. Time
dependent anisotropy r(t) can be fitted as a sum of exponentials®,

r(t) = Zirol.exp

]

0 (5)
where 6; values are the rotational correlation times, and r; are the limiting anisotropies in the absence of rota-
tional diffusion. In principle, fast rotational correlation times (~1 ns) suggest a fast movement of the fluorophore
whereas longer correlation times (tens of nanoseconds) may reflect a slower rotation of the fluorophore or the
entire protein complex*.

Figure 4A shows the decay of the fluorescence anisotropy of the 7aza-W104/W64F AppAg;yr mutant in the
dark- and light-adapted states. Single exponential fitting reveals a decay constant for the dark-adapted state,
Tgark = 1.5£0.06 ns and for the light-adapted state, 7,5, = 11.1 £ 0.5ns. The short rotational correlation time in
the dark-adapted state reflects a less restricted rotation of the tryptophan residue, and it is close to the rotational
correlation time of L-tryptophan in buffer (§ = ~0.6 ns) implying an almost free rotation of the indole moiety.

The observed 11 ns long rotational correlation time in the light adapted state corresponds to the rotation of the
whole protein and agrees well with the value expected based on the empirical formula proposed by Visser’':

_ —4
® =3.8410 "M, \here @ is the rotational correlation time in ns and M, is the molecular weight of the protein

in Da. This observation suggests that upon blue light absorption, the W104 tryptophan residue moves closer to
the flavin and gets hydrogen bonded to an adjacent amino acid residue, most probably Q63.

Fluorescence anisotropy decay measurements were performed in the Y21F/Y56F/W64F AppA mutant as well,
in which case the protein is locked in a state which is very similar to the light adapted. The rotational correlation
time was calculated to be ~10ns (see Fig. S5), hence very similar to the one observed in the light-adapted state of
the 7aza-W104/W64F mutant. That finding suggests that the tryptophan at 104 position is rigidly bound to the
protein, in the triple mutant.

These results are in line with the findings from our FRET measurements: W104 in AppAp;yy is characterized
by flexible dynamics in the dark- adapted state whereas in the light-adapted state, it is present in a more restricted
environment, probably due to a stronger hydrogen bond network around the flavin molecule, originating from
the nitrogen atoms of the tryptophan that are expected to form additional hydrogen bonds with Q63 and O14
of the flavin. It should be pointed out that the flexibility of W104 in the dark-adapted state is a novel finding that
hasn’t been observed in previous studies which have favoured a position of the W104 close to the flavin in a Trp,,
conformation!#19%,

Fluorescence lifetimes of the flavin in the dark- and light-adapted state. Ultrafast electron
transfer from the neighbouring aromatic amino acid residues (Trp and Tyr) to the electronically excited fla-
vin chromophore has been observed in many flavoproteins (including glucose oxidase, flavodoxin, riboflavin
binding protein, photolyase/cryptochromes and ThyX)**-¢. This photoinduced electron transfer (PET) results
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Figure 4. Decay of the fluorescence anisotropy of 7aza-W104/W64F AppAy; ¢ in the dark-(A) and light-
adapted states (B). (C) Fluorescence decay of the Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAg; ¢ (blue) and free FMN
(red) after excitation at 455 nm, (., =520 nm). The instrument response function (~ 1 ns) is shown in black.
(D) Kinetics at the emission maximum (\.,, = 520 nm) after excitation at 390 nm for AppA W64F dark-adapted
state (navy), light-adapted state (red) and Y21F/Y56F/W64F AppA BLUF (green). The instrument response
function was ~ 1 ps.

in substantial shortening of the fluorescence lifetime of the flavin. Measurements of the fluorescence lifetime
of the flavin can therefore provide significant information on the flavin environment. Here, we applied TCSPC
and Kerr-gated fluorescence spectroscopy”’ to determine the fluorescence lifetimes of the flavin in the dark- and
light-adapted state in order to obtain further information on the position of W104 during photoactivation, and
its influence on the quenching mechanism.

As expected, in the AppAg;yr mutant where all four tyrosine and tryptophan residues have been mutated
(Y21F/Y56F/W64F/W104F) and hence all possible electron donors are removed, the fluorescence lifetime of
the flavin was 3.8 ns (Fig. 4B). This is in the range expected for the fluorescence lifetime of the flavin in solution
~3-5ns: the fluorescence lifetime (the longer component) of FAD is around 3 ns*®, free FMN in water is around
4.8 ns, lumiflavin is 5.2 ns®*. As expected from the lower quantum yield of FAD fluorescence in AppA W64F
(8.5% and 4.8% in dark- and light-adapted state respectively) a substantially faster fluorescence decay with respect
to that of the quadruple mutant was observed both in the dark-and light-adapted case (Fig. 4C and Table 3).

Transient picosecond fluorescence spectra (Fig. S3A-C) and kinetics at the emission maximum
(Amax =520 nm) (Fig. 4D) are shown for W64F AppA (dark- and light-adapted states) and Y21F/Y56F/W64F
AppA. Global analysis reveals a biphasic fluorescence decay for the flavin. (Table 3). In the dark-adapted state of
the W104/W64E, there is a dominant phase with a decay constant T, = 500 ps that is around fifty times slower
than the dominant phase of the light-adapted state, T/, = 11 ps. The faster decay in the light-adapted state, sug-
gests that the excited state of the flavin is quenched by electron transfer from close-by aromatic residues that
should be positioned closer to the flavin compared to their position in the dark-adapted state.

We measured the fluorescence lifetime of the flavin in the Y21F/Y56F/W64F AppA mutant where all the
potential electron donors were removed except for W104. In this case we also observed a significantly (~4-5
times) shortened relaxation time compared to the time constant measured in the dark-adapted state of
W64F AppA. This indicates that the tryptophan in this mutant is closer to the flavin than in dark-adapted state
of AppA W64F and it is able to quench efficiently the excited state of the flavin. This result lines up well with the
findings from the anisotropy decay measurements (Fig. S5) altogether indicating that W104 is in a rigidly bound
position close to the flavin.

We therefore assign the drastic acceleration of the fluorescence decay in the light-adapted state of AppA W64F
to the movement of the W104 towards the flavin and its acting as the main quencher in the light-adapted state
(see Discussion). Despite the fact that in PixD the respective tyrosine (Y8) is involved in proton coupled electron
transfer (PCET) we don’t anticipate that Y21 is an efficient quencher in the case of AppAg;yr. We have already
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Protein Al [Ti(ps) |A2 |T2(ps) |[R1(A) |[R2(A)
W64F dark 0.7 | 500 03 |70 9.5 8.03
W64F light 0.13 | 230 0.87 |11 8.9 6.7
Y21F/Y56F/W64F | 0.43 | 200 0.57 |36 8.8 7.6

Table 3. Fluorescence decay constants of the flavin and corresponding amplitudes in various AppAg; yr
mutants. Estimated distances between the flavin and W104 based on electron transfer calculations. The major
contribution is shown in bold.

demonstrated® the lack of an efficient ET during the forward reaction in AppAg;yr which we attribute to the low
pKa of Tyr21. Our previous work” on PixD where we replaced Tyr8 with fluorinated tyrosines, lowering the pKa
of the tyrosine (by fluorination) led to an increase of the lifetime of the excited state. The same effect was observed
in another BLUF protein (unpublished results) implying that the ability of the respective tyrosine to quench the
flavin decreases with low pKa. The possible reason is that despite the higher driving force for ET, tyrosinate for-
mation prevents the PCET which is clearly needed in PixD.

In addition, the emission spectra of the W64F AppAg;ur (Figs. 2B and S3B) lose the characteristic vibrational
shoulder at ~500 nm in the light-adapted state. These changes are also accompanied by a decrease in the fluores-
cence (Fig. 2B) and are indicative of an enhanced electron transfer in the case of the light-adapted state.

Using the simple empirical expression known as the Dutton ruler (Eq. 6)°!

5 (4G + A)?
A (6)

that relates the electron transfer rate constant (k) to the edge-to-edge distance (R in A) between two reac-
tion centres, we roughly estimated the distances between flavin and the tryptophan for the dark-adapted state
(Ryanc=9.5A) and the light-adapted state (Rijgn = 6.7 A) (Supplementary information), assuming a barrierless
electron transfer (AG=—\), where AG is the driving force for the electron transfer between the electron donor
(presumably W104 at least for the light-adapted state) and the excited flavin and A is the reorganization energy.

The triple mutant (Y21F/Y56F/W64F) where both tyrosines and W64 tryptophan were removed is photoin-
active, no red shift is observed upon blue light illumination. The absorption spectra of this mutant and the Y21F/
Y56F/W64F/W104F mutant can be found in the Supplementary Information (Fig S7). Both mutants are very
stable even at high concentrations (300-500 M) and able to retain the flavin despite the multiple mutations.
In the case of the Y21F/Y56F/W64F mutant it seems that W104 is locked in a position that is characterized by
similar photophysics with the light-adapted state of W64F App Ay, as the fluorescence decay of the flavin is very
fast. Interestingly, the two decay phases of the flavin have similar contributions indicating that W104 exists in
two conformations relative to its proximity to the flavin chromophore. Based on the Dutton ruler, the following
estimated distances were calculated, R;,=7.6 A (=36 ps) and R,,,= 8.8 A (=200ps).

logkgr = 15 — 0.6R —

Transient infrared measurements. To study the protein dynamics in the AppAy; ;z domain after blue light
absorption we performed transient infrared measurements on the dark- and light-adapted states of AppAg; ¢
W64F and on the AppAy;yr Y21F/Y56F/W64F mutants (Fig. 5A). Transient infrared spectra recorded at time
delays between 1 ps and 2 ns after 450 nm excitation of the flavin show similarities with the spectra observed for
the wild type AppAg; ;**%. The negative features (bleaches) of the recorded spectra associate with depletion of
the ground state population or with photoinduced changes in the vibrational spectrum of the protein, occurring
either directly through electronic excitation at =0 or as a result of subsequent structural dynamics; positive
bands are associated with vibrations of the electronically excited state of the flavin, or with modes of the protein
which shift as a result of electronic excitation, or of products formed subsequently. In AppAyyr (and the majority
of flavoproteins) four dominant bleaches are observed in the 1300-1800 cm™! region: the bands at 1547 cm ™! and
1581 cm™! arise from ring modes of the isoalloxazine ring whereas the ~1650 cm™! and ~1710 cm ™! bands are
related to the carbonyl stretches C2=0 and C4=0 of the FAD ground state, respectively, and are sensitive to the
H-bond environment®>%4,

Comparison of the dark- and light adapted spectra of the W64F AppA mutant reveals a ~9 cm™! downshift
for the C4=0 carbonyl band in the light adapted state, that is similar to the shift observed for the WT AppA®
and attributed to the formation of new hydrogen bond to C4=0. That result demonstrates the arrangement of
a rigid environment for W104 in the light-adapted state due to the formation of a H-bond to the flavin, and
supports our FRET measurements that reveal a change of the location of W104 close to the flavin in that state.
It is also in line with our anisotropy decay measurements that demonstrate a slower rotation (~11 ns) for W104
in the light-adapted state, reflecting rotation of W104 together with the whole protein due to the more restricted
environment of W104. Similarly, the vibrational mode related to the C4=0 carbonyl group is downshifted in the
Y21F/Y56F/W64F AppAg;yr compared to the dark-adapted W64F AppAg;yr suggesting a bond strengthening.
Figure 5B shows the kinetics observed at 1380 cm ™! which reflect the decay of the excited state of the flavin®. The
kinetics in Table 4 are in line with our findings from the picosecond fluorescence lifetime measurements for the
flavin: the decay of the excited state is slower in the dark-adapted state and faster in the light-adapted state reflect-
ing the efficient quenching of the excited state in the latter case. The kinetics for the Y21F/Y56F/W64F reflect also
a significantly faster relaxation compared to the AppAg;yz W64F dark-adapted state which allows us to conclude
that W104 (the only possible electron donor in this case) is in a rigidly bound and closer position to the flavin
compared to the dark-adapted state.
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Figure 5. (A) TRIR spectra of dark- and light-adapted (blue and red respectively) W64F and the Y21F/Y56F/
W64F AppA mutants (green) recorded at 10 ps; (B) Kinetics of the excited state of the flavin in the dark- and
light-adapted (blue and red respectively) states of W64F AppAg;yr and in the Y21F/Y56F/W64F AppAgup
(green) observed at 1380 cm™.

Ty (ps) oy T, (ps) (%]
Dark W64F 41 0.27 482 0.73
Light W64F 23 0.86 221 0.14
Y21F/Y56F/W64F 23 0.36 160 0.64

Table 4. Decay time constants at 1380 cm ™.

Discussion

W104, a residue present in the majority of BLUF containing photoreceptors [AppA, Slr1694, OaPAC, TePxD,
BIrB]* is of special interest because of the inconsistencies reported concerning its conformation in the dark-
adapted states, based on crystal structures and its potential role in the long-range signalling. It is well known that
X-ray crystal structures of proteins capture only those conformations that fit into the crystal lattice, which may or
may not be relevant to function.

Earlier spectroscopic studies'®?* have favoured the Trp;, conformation for the dark-adapted state based on
indirect evidence for a buried and hydrophobic environment around the tryptophan. A fluorescence spectros-
copy approach was used by Dragnea et al.'® where they used acrylamide quenching to characterize the dynamics
of the respective tryptophan. Acrylamide quenching was proved to be a useful method to obtain information
about the tryptophan accessibility. The quenching of the fluorescence of a buried tryptophan is less efficient than
the quenching of a solvent exposed one. In the previous experiments though, the results of acrylamide quench-
ing were influenced by the unexpected appearance of tyrosinate fluorescence, revealed here. Incorporating the
unnatural amino acid 7AW we were able to avoid the fluorescence of tyrosinate, in this way our work provides
unequivocal evidence, as it relies on a novel approach and the application of advanced fluorescence techniques to
address the orientation of W104 in the BLUF functional states.

Fluorescence spectroscopy methods — namely fluorescence anisotropy decay and Forster-type energy trans-
fer— were used to both characterize the mobility and position of W104 tryptophan during photoactivation, and
its distance from flavin in dark- and light-adapted states. In the case of the FRET experiments we monitored the
changes of the fluorescence intensity of the acceptor as there was no possibility to measure the FRET efficiencies
from the donor side; removing the flavin would have led to a photoinactive protein. In order to measure the FRET
efficiency using the acceptor enhancement method we first made the W64F/W104A mutant which was antici-
pated to have a fluorescence intensity arising only from the acceptor following excitation at 295 nm. However,
an unexpectedly strong fluorescence signal around 340 nm was observed, despite the lack of the tryptophans,
pointing to substantial fluorescence from the tyrosinate form of tyrosines in AppAg;yr In order to eliminate this
fluorescence emission, which overlaps with the fluorescence coming from the tryptophans, we used the 7AW
tryptophan analogue which has shifted absorption and fluorescence spectra compared to the canonical one.

Substitution of W104 with the unnatural amino acid residue 7AW resulted in a tailor made BLUF protein
with useful spectral properties that allowed us to obtain clear and distinct fluorescent signals, making possi-
ble measurement of the fluorescent anisotropy decay of 7AW in the 104 position of AppAg, yr in the dark- and
light-adapted state of the protein. The outcome of the fluorescence anisotropy decay measurements resulted in an
unexpected picture compared to our presumption: the fast anisotropy decay (~1ns) of 7AW in the dark- adapted
state reflects the nearly free rotation of the tryptophan suggesting that it is therefore not hydrogen bonded to the
flavin and the adjacent glutamine (Q63). In contrast a slow rotation (~11 ns) was observed in the light- adapted
state, which shows that the tryptophan is rotating together with the protein, most probably because it is tightly
hydrogen bonded to Q63.
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The substitution of W104 by the tryptophan analogue 7AW paved the way for the FRET experiments using
the “spectroscopic ruler” to determine the tryptophan-flavin distance in both the dark- and light-adapted states.
The estimated distance obtained from the acceptor enhancement method for the dark-adapted state (17.7 A) is
in good agreement with the distance obtained from the crystal structures of the AppAgyr (16 A) and full-length
protein (15.7 A) (Table 2). A slightly longer distance (20.5 A) was obtained from the fluorescence lifetime meas-
urements probably due to the uncertainty in the estimation of the fluorescence lifetime of 7AW in position 104
in the apoprotein. In the absence of the flavin, the protein may adopt a different conformation compared to when
flavin is present which may result in a modified fluorescence lifetime as the tryptophan is very sensitive to the
protein environment. The FRET measurements for the dark-adapted state point towards a more distant position
for the tryptophan compared to the light-adapted state in which the tryptophan is very close (8.3/9.5 A, Table 2)
to FAD. The estimates of 8.3/9.5 A center-to-center between FAD and 7AW-Trp104 from the FRET experiments
are in good agreement with the estimate of 6.7 A (edge-to-edge) between FAD and W104 from the electron trans-
fer quenching experiments. This assessment also confirms that W104 acts as the predominant electron donor to
FAD* (excited FAD) in the light-adapted state.

The change in the orientation and the distance of W104 during the photoactivation was reflected in ear-
lier fluorescence and transient absorption spectroscopy measurements. Streak camera measurements on the
dark-adapted AppAg; yr have shown that the fluorescence lifetime of flavin is ~ 600 ps' in line with our measure-
ments (Table 3). This value drops by a factor of ten (Table 3) in the case of the light-adapted state of the protein
suggesting that flavin fluorescence is strongly quenched most probably by the nearby tryptophan, hence support-
ing a different location for the tryptophan residue closer to the flavin molecule.

Results from visible and infrared transient absorption measurements are also consistent with the above meas-
urements: in the light-adapted state a flavin and tryptophan radical was formed, which is not the case for the
dark-adapted state®® (in agreement with our assessment that W104 is not a main quencher in the dark-adapted
state). These observations can be explained by the simple mechanistic scheme that in the light-adapted state
efficient electron transfer takes place by the closely positioned tryptophan that can provide an electron to the
excited flavin, quench it and form the flavin radical. As discussed above, the distances obtained from the electron
transfer calculations are in good agreement with those obtained from the FRET measurements supporting an
electron transfer from the tryptophan residue. This finding is underlined by the strong quenching of the excited
state observed in the Y21F/Y56F/W64F mutant where the only possible electron donor is W104 and it is in a
close position (7.6 A) to the flavin. Fluorescence anisotropy decay measurements performed on this mutant show
a similar rotational correlation time (see Fig. S5) to that measured in the light-adapted case, indicating that the
tryptophan in this case is locked — most probably via hydrogen bonding -in a light-like state.

The TRIR data measured on the light-adapted W64F and Y21FY56FW64F mutant show a downshift of fre-
quency of C4=0 carbonyl which can be explained based on the model suggested by Iwata et al.®> (Model 7) which
assumes a hydrogen bond formed between the enol form of Q63 and W104.

All these findings agree with recent calculations®” which show that the close position of W104 is favourable
for electron transfer from tryptophan to flavin and this pathway is dominating when the transfer is from Y21
to the flavin is repressed by the lack of the conducive hydrogen-bonding network. Overall our study addresses
previous discrepancies on the subtle conformational differences of W104 that characterize the dark and sig-
nalling states in BLUF containing photoreceptor proteins, and provides significant information that allow
us to re-examine the existing mechanistic models of photoactivation®®. The hierarchical relaxation pathway
after flavin photoexcitation in the AppAy;yr domain occurs on the pico- to nanosecond time scale for the fla-
vin localized dynamics while subsequent protein structural reorganization is observed over microseconds®®.
Rearrangement of the hydrogen bond network around the flavin is believed to be associated with conforma-
tional changes involving the 35 strand'®?%. The movement of the W104 residue which resides on the 35-strand
is therefore not unexpected and can result in further structural changes in the C-terminal a-helices affecting
the interaction of the protein with downstream components. Understanding the dynamic behaviour of pho-
toreceptors has a major impact on the field of optogenetics as it can help to control gene expression and engi-
neered biosynthetic pathways.

Conclusions

A wide range of fluorescence techniques, time-resolved infrared spectroscopy and unnatural amino acid incorpo-
ration have been used to probe the functional dynamics of W104 during the photoactivation process in AppAg;yp
Fluorescence resonance transfer (FRET) measurements and replacement of W104 with the unnatural amino acid
7AW have provided quantitative information on the position of W104 in the dark- and light-adapted states. In
the light-adapted state, W104 is in a restricted environment with an enhanced H-bond network compared to that
in the dark-adapted state, as revealed by the long rotational correlation time (~11 ns) for W104 from fluorescence
anisotropy decay measurements and the downshift of the C4=0 carbonyl band from infrared measurements.
In addition, in the light-adapted state the short fluorescence lifetime of the flavin suggests that efficient electron
transfer takes place to the excited flavin from the closely placed W104. Overall, our study addresses previous
discrepancies on the position of W104 during the photocycle of AppA and supports a conformation of W104
close to the flavin in the light-adapted state whereas in the dark-adapted state W104 is present in a less restricted
environment pointing away from the flavin.

Methods
Materials. Glycogen (Type III: from rabbit liver) was purchased from Sigma-Aldrich. 7AW was purchased
from Aldrich.
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Expression and purification of W64F, W64F/W104A, 7aza-W104/W64F, Y21F/Y56F/W64F and
Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAg, e proteins. The BLUF domain of AppA (AppAgyy: residues 5-125)
was expressed in BL21(DE3) Escherichia coli cells. Protein expression and purification were performed in the dark
as described previously®. The constructs for the site-directed mutants W64F, W64F/W104A and Y21F/Y56F/
W64F were generated by PCR amplification (overlap extension method) from wild-type pET15b_AppAg, r using
the Ndel and BamHI restriction enzymes. The primers used are described in Supplementary Table 1. The DNA
sequence for expressing the Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAg;yr mutant was purchased from Thermo Fisher
Scientific. All constructs were verified by DNA sequencing.

The 7aza-W104/W64F construct was expressed in a Tryptophan auxotroph M5219 Escherichia coli strain,
purchased from the Belgian Coordinated Collection of Micro-Organisms (http://bccm.belspo.be/). The W64F
AppAg, yr contained construct was transformed by heat shock into M5219 E. coli strain. A single colony was inoc-
ulated into 25 mL Luria Broth (LB) media incubated overnight at 200 rpm and 37 °C. The overnight culture was
used to inoculate 1 L M9 medium in a 4 L flask and cells were allowed to grow at 30 °C until ODgg,,,, reached ~0.6.
At this point, the cells were washed three times with washing buffer (M9 mineral salts solution and 20% glucose)
to remove all Trp from the medium harvested, resuspended in 1L M9 media and cultured for additional 30 min-
utes at 30 °C to ensure full Trp depletion®. 7AW was then added and incubated for 15 minutes to allow the cells to
uptake it after which the temperature was decreased to 18 °C for 30 min followed by addition of 0.8 mM isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) to induce protein expression. Cells were harvested, lysed and purified using
Ni-NTA affinity resin as previously described®®. The apoprotein is produced during protein expression and was
isolated by size exclusion chromatography.

Steady state optical and fluorescence measurements. Absorption spectra were measured on a
Perkin Elmer Lambda XLS 4 and Jasco V-660 spectrophotometer. Fluorescence emission spectra were obtained
with a Horiba Jobin Yvon Fluorolog spectrofluorometer using three excitation wavelengths (X, =295 nm,
Nexe = 350 nm, A, =455nm). The applied slit width was set at 5 nm for both the excitation side and the emission
side. Unless otherwise indicated all fluorescence spectra were measured in the dark at 22 °C in a 10 mm x 1 mm
quartz cuvette.

Fluorescence lifetime and anisotropy decay measurements. Fluorescence anisotropy decay measure-
ments. Fluorescence anisotropy (r) measures the depolarization of the fluorescence emission of a fluorophore
due to energy transfer to another molecule with a different orientation or molecular rotation caused by Brownian
motion. As molecular motion depends on the size of the fluorophore and on local environment factors such as
viscosity and molecular confinement, fluorescence anisotropy measurements can provide useful information on
the molecular size and the mobility of the fluorophore®. In the case of continuous excitation, the steady-state
anisotropy 7 is given by Eq. (7)

-1
I +21, (7)

F=

where [; and I, are the intensities measured with a linear polarizer for emission parallel and perpendicular,
respectively, to the electric vector of linearly polarized incident light.

In a fluid environment, the initial uniaxial distribution of photo-selected molecules is usually randomized by
rotational diffusion, leading to depolarization of fluorescence. In the case of free rotation, the fluorescence aniso-
tropy decays to zero, while for hindered rotation the anisotropy reaches a time-independent value at long times,
7+, called the residual anisotropy. The analysis of the temporal decay of the anisotropy yields direct information
on the orientational dynamics, which depends on the size and shape of the rotating species and on the fluidity of
its microenvironment*2,

For an excited species in a single type of isotropic environment, r(¢) is, in general, given by a linear combina-
tion of exponentially decaying functions

r(t) = Ziﬁi exp[—é]

1

(8)

where 6; are the rotational correlation times. Obviously, the sum of the factors 3, yields the initial emission ani-
sotropy r;.

Nanosecond time-resolved fluorescence measurements. Time-resolved fluorescence measurements in the nano-
second time range were performed on a Horiba Jobin Yvon Nanolog FL3-2Ihr spectrofluorometer operating in
the time-correlated single photon counting (TCSPC) mode and coupled to a R928P Hamamatsu photomultiplier.
The applied detector voltage was set at 950 V. The measurement range of the TCSPC system was 200 ns, the
repetition rate of the excitation pulses was 1 MHz, and the sync delay was 50 ns. Decay curves were collected in
4096 channels of a multi-channel analyser using a channel width of 55 ps. For the deconvolution procedure, the
dynamic instrument response function (IRF) was determined using a freshly made solution of glycogen in water
(half-bandwidth ~1 ns).

To measure the fluorescence lifetimes, the excitation wavelength was set at 321 nm (7aza-tryptophan excita-
tion) and 455 nm (FAD excitation) using pulsed nanoLEDs (Horiba) with pulse duration <1ns and 1.2ns,
respectively. The fluorescence emission was collected at 380 nm (A =321 nm) and at 520 nm (XA = 455nm).
The appropriate emission wavelength was set by a built-in the system monochromator. All measurements were
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performed using the Data Station v 2.6 software and the lifetime and anisotropy data were analysed using the
Jobin Yvon DAS6 v6.6 and FluoFit softwares.

To generate and maintain thelight-adapted state of the BLUF proteins, a Thorlabs M385L2-C1 UV Led (A = 385nm)
was placed above the sample compartment and covered by a black cloth. The light-adapted state was reached after
10 minutes of illumination. Sample concentration was in the 5-10 uM range. All samples were illuminated contin-
uously during the fluorescence measurements. To eliminate the 385 nm scattered light, an UG11 filter was placed
between the sample and the detector. 10 mm x 1 mm quartz cuvettes were used for the measurements. UV-vis
absorption spectra were obtained before and after the fluorescence measurements to monitor the integrity of the
light-adapted state, using a Thermo Scientific Evolution 600 UV-vis spectrophotometer.

Picosecond time-resolved fluorescence measurements. Time-resolved fluorescence experiments in the ps time
range were performed using a spectrally resolved Kerr-Gate femtosecond fluorometer. The setup employs a Kerr
shutter®”® and allows measuring fluorescence spectra with a resolution of ~100fs and up to the nanoseconds
timescale®’. The setup was described elsewhere®>”? but briefly, the excitation pulse centered at 390 nm is obtained
by frequency-doubling, using a BBO crystal, part of the 780 nm pulse from the Ti:sapphire laser/amplifier system
(Quantronix Integra-C) operating at 1kHz. The remaining 780 nm beam is led through a motorized delay-line
and focused into the Kerr medium where it spatially overlapped the fluorescence from the sample. The Kerr
medium used was CS2 (response function width ~1.2 ps). The sample was flowed through the 1 mm pathlength
optical cell using a peristaltic pump. To generate and maintain the light-adapted state the sample reservoir was
illuminated using a ThorLabs M450LP1 LED (A, =450 nm). Transient fluorescence spectra were measured on
time windows up to 1500 ps for all samples. Global analysis of the time and spectrally resolved data sets in terms
of a linear combination of a discrete number of components, each with a distinct exponential rate constant and
decay-associated spectrum®, was completed using Glotaran’.

Transient infrared spectroscopy. All transient infrared absorption (TRIR) measurements reported here
used the 10kHz ULTRA facility developed at the Central Laser Facility of the Rutherford Appleton Laboratories
which are described in detail elsewhere”'. As described earlier”!>”! ULTRA offers wide tunability in the visi-
ble region, a broad bandwidth in the IR probe, sub 100 fs rime resolution and excellent stability. In the present
experiments it was used in the visible pump - IR probe geometry. The excitation (pump) wavelength was 450 nm
with a pulse energy of a few hundred nJ focussed to a 100 micron spot size. It was checked that the spectra and
kinetics were independent of the pump wavelength and pulse energy. IR transmission was measured sequentially
for pump-on and pump-off using a 5kHz mechanical chopper, and the data were processed to provide the TRIR
difference spectra.
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Calculation of distance R between Trp104 and flavin in the dark- and light-adapted states of

Taza-W64F/W104F.

l. From fluorescence lifetime measurements of Trp104:

The FRET efficiency was calculated using equation (1): E = 1 — 22 (1),
D

where 754 is the fluorescence lifetime of the donor (tryptophan analogue) in the presence of
the acceptor (FAD) and zpis the fluorescence lifetime of the donor alone. Using the average

lifetimes (Table 1), we obtain:

Ejprk =1 — % =1—0.77 = 0.23, for the dark-adapted state and



Ejigne =1 — Z% =1— 0.6 = 0.4, for the light-adapted state

The average distance between the tryptophan analogue and the flavin can be inferred from the

1

R
1+(z5)°

FRET efficiency using equation (2): E = (2), where R is the distance between the donor

and the acceptor and Ry is the Forster radius, the distance between the two fluorophores in the
case of 50% transfer efficiency.

R, is given from equation (3) Ro = 9.78 = 103 [J(A)k*n~*®,]Y/¢ A (3),

where J(7) is the integral of spectral overlap between donor emission and acceptor absorption
at A nm, n is the refractive index typically assumed to be 1.4 for biomolecules! and &p is the
quantum yield of the donor (®7azatrp =0.01 and ®rrp= 0.13)% . &2 is the orientation factor that
can be calculated from equation (4), x*=(cosfr-3c0sfbcosda)? (4)

where 07 is the angle between the transition dipole moments of the donor and the acceptor, and
Op and Oa are the angles between these dipole moments and the separation vector. A value of
x?=2/3=0.66 is assumed for randomized orientation and x?=0 for perpendicular orientation.
Anisotropy decay of 7AW in dark-adapted state has shown that the tryptophan analogue is able
to move freely, therefore we used x?=2/3 for calculating Ro inthis case. Slower rotational
correlation time observed in the light adapted case indicated a restricted motion of 7AW,
therefore we used the Trpin structure (pdb:1YRX) to calculate x? for the light-adapted state.
Based on the structure (pdb:1YRX), the transition dipole moment of the tryptophan forms an
06a=80° angle with the intersection line of the planes containing the flavin and the tryptophan
(Fig. S6). The two planes form a ¢ ~ 63° which results in a x> =0.02. We should note here that
there is an uncertainty in the determination of «? as the dihedral angle varies between 63° and

74°.

From equation (2) we obtain, R = R, ° 1;—E (5).



In the dark-adapted state Ro between 7AW and FAD is 16.8 A [Forster distance calculator

(version 1.0c, UMASS)] using the assumption that the tryptophan can freely rotate thus the

value of 2 is 2/3. The distance calculated is R = 16.8 * 6f1_0'23 =20.5 A for the dark-adapted

023

state.

For the light-adapted state we calculated x?= 0.02, thus Ro=8.9 A and the distance calculated

between the tryptophan and the flavin is R = 8.9 x 6/1;24 =9.5A.

. Acceptor enhancement method:
Calculation of distance R between Trp104 and flavin in the dark state of 7aza-W104/W64F.

Using the acceptor enhancement approach'? the FRET efficiency is calculated by equation (2)

— £a(p) [Lap(Za™) _ 1] (2)

ep(25) L 1a025™
where £,(15°) and g5 (A5") are the extinction coefficients of the acceptor and donor at the

donor excitation wavelength (4, = 310 nm), and I,,(43™) and I,(43™) are the acceptor

intensity in the presence and the absence of the donor at the acceptor emission wavelength

(A5" = 505nm). In particular, 4(A5°) = gpap(310nM) = £p,p (450nm) * (m) =

op450nm/

8500 x0.101=860.32 Mt cm™. The absorption spectrum of flavin is shown in Figure S4.

0D310nm
ODmax

ep(A5Y) = €r02arrp (310MM) = &54,47rp (Max) * ( ) = 1013 cm™. The absorption

spectrum of 7-aza Trp is shown in Figure Sla.

The molar extinction coefficient of FAD is erap=8500 M~tcm™ at 450 nm?,

the molar extinction coefficient of tryptophan is etre=6000 M-tcm™ at 290 nm?®.

For the 7aza-W104/W64F mutant, I, (A3") is 78940 cps in the dark state (Figure 3f).

The emission intensity of the 7aza-W104/W64F mutant in the absence of the donor [I, (A3 )]

0o5nm

5
was calculated using the ratio with % = 4.71 measured in the of W64F mutant.
310nm\/*FAD



Using 310 nm and 350 nm excitation, tryptophans are not excited the W64F mutant, so the
fluorescence from the flavin is the fluorescence intensity of the acceptor in the absence of the
donor. Calculating thus the fluorescence intensity of FAD in the dark adapted state for the 7aza-

W104W64F mutant is

emy __ 505nmY) __ I\exc=350nm __ 246978
IAO\'A = IAexc=310nm(7\'FAD = 471 = a1 52437 cps

Therefore the FRET efficiency for the 7aza-W104/W64F mutant, Egark iS

_e4(89) [IAD(/ljm) _ ]_ 860.32 [78940 _ ] _
Edarie = ep(A5) L 1,09™ ~ 1,013 52437 1| =0.42

Due to the distance dependence of FRET (equation 1) we can estimate a distance

R = R06/1;—E = 16.86/1;(;;2 =17.7 A between Trp and FAD in the dark state.

For the 7aza-W104/W64F, Ro=16.8 A

Calculation of distance R between Trp104 and flavin in the light state of 7aza-W104/W64F
mutant.

Using the same methodology, we calculated a distance R between Trp104 and flavin in the
light state, R= 9.7A. In detail, the FRET efficiency for the 7aza-W104/W64F mutant in the

light state, Eiignt is calculated as

o _ ealb) [IAD(/lim) _ ]_ 860.32 [66940 _ ] _
Erigne = ep(A5) L 14025™) ~ 1,013 139377 1| =10.59

Therefore, the distance between Trp104 and FAD in the light state is calculated to be:

R= Roﬁfﬂ = 8.96/1‘0'59 =83 A,
E 0.59

Here we used x?=0.02. In this case Ro= 8.9 A which results in a donor-acceptor distance equal

to 8.3 A.



. Distance determination from electron transfer theory using transient fluorescence
spectroscopy measurements

Using the simple empirical expression known as the Dutton ruler (equation 4)°

(4G

+2)2
- (4)

logkgr = 15— 0.6R — 3.1
that relates the electron transfer rate (ker) with the edge-to-edge distance (R in A) between two
reaction centres, assuming a barrierless electron transfer (AG=-1), where AG is the driving
force for the electron transfer between the electron donor and the excited flavin and A is the

reorganization energy, we estimated the distances between the flavin and the tryptophan for

the dark-adapted state and the light-adapted state.

! _1.98*10%'and Rgarc=9.5 A

Dark W64F: ket = =
504ps

Light W64F: ker = fps =90*10%'and Ryan=6.7 A

Y21FY56FW64F: kers = —— =5*10%and R=8.85 A

200ps -

1
36.5ps

ketr = =27.4*10%and R=7.6 A



Supplementary Table 1. List of primers for generation of different AppA BLUF constructs.

WG64F forward

GGGCGTCTTCTTCCAGITCCTCGAAGGCCGCCCCG

WG64F reverse

CGGGGCGGCCTTCGAGGAACTGGAAGAAGACGCCC

W104A forward

CGCCGCTTTGCGGGAGCGCACATGCAGCTCTCC

W104 reverse

GGAGAGCTGCATGTGCGCTCCCGCAAAGCGGCG

Y21F forward

TCTGGTTTCCTGCTGCITCCGCAGCCTGGCGGCCC

Y21F reverse

GGGCCGCCAGGCTGCGGAAGCAGCAGGAAACCAGA

Y56F forward

GACCGGCGCGCTCTTCTITCAGCCAGGGCGTCTTCT

Y56F reverse

AGAAGACGCCCTGGCTGAAGAAGAGCGCGCCGGTC




Figure legends

Figure S1. A) Absorption spectra of L-Tyrosine (red line), L-Trp (black line) and 7-aza Trp
(blue line) in 50mM Tris, 10 mM NacCl, pH 8.00 and L-Tyrosine (green line) in glycine/NaOH,
pH 11.0. B) Emission spectra of L-Tyrosine (pH=8.0, Aexc=280 nm) (red line), L-Tyrosine
(pH=11.0, Aexc=295 nm) (green line), L-Tryptophan (pH=8.0, Aexc=295 nm) (black line), and
7-aza Tryptophan (pH=8.0, Aexc=310 nm). The emission spectra were scaled for visualization
purposes. Note that the quantum yield (¢) is 0.13 for L-Trp, 0.01 for 7-aza Trp and 0.14 for L-
Tyr

Figure S2. A) Absorption spectra of W64F AppA BLUF in the dark-adapted state (black) and
light-adapted state (red). B) shows the recovery kinetics to the dark-adapted state monitored at
490 nm after illumination at 385 nm.

Figure S3. (A, B) Transient ps fluorescence spectra for the AppA W64F (dark- and light-
adapted state) at 0.4 ps, 60 ps, 298 ps, 999 ps and 0.4 ps, 4.9 ps, 9.9 ps, 29.9 ps and 198 ps,
respectively and (C) AppA Y21F/Y56F/W64F at 0.4 ps, 27.9 ps, 79.9 ps and 398 ps.

Figure S4. Absorption spectrum of FAD in PBS buffer.

Figure S5. Fluorescence anisotropy decay of the Y21F/Y56F/W64F AppA BLUF mutant
Figure S6. Relative orientations of the transition dipole moments of FAD and Trpl04
(pdb:1YRX)

Figure S7. Absorption spectra of the Y21FY56FW64F and the Y21FY56FW64FW104F

mutant.
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Fig. S2
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Fig. S3
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Fig S6.
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