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BEVEZETES

A természetben minden é16 organizmus szamara sziikséges, hogy érzékelje kornyezetét és
megfelel6képpen reagdljon a valtozé korilményekre. Még a nem fotoszintetizalo
organizmusok esetében is kiilondsen fontos, hogy képesek legyenek alkalmazkodni az 6ket
éro kiillonbo6zd er6sségli napfényhez; a magasabb rendii novényi fajok pedig tobbféle érzékeld
fotoreceptorral rendelkeznek, amelyekkel egyrészt képesek optimalizalni a fotoszintézisbdl
nyert energia hatasfokat, masrészt minimalizaljak az UV fény karosit6 hatdsat. A szamos
ismert fotoreceptor tipus egymastdl eltér6 kromoférokat tartalmaz, amelyek kiilonb6z6

funkcidval birnak és kiilonb6z6 hullamhosszu fény érzékelésére képesek [1].

Munkank soran a fotoaktiv flavoproteinek csoportjaba tartoz6 BLUF (Blue Light Using Flavin)
domén fehérjékkel foglalkoztunk, amelyekben az enzimatikus folyamatokban fontos szerepet
jatszé flavin kofaktor felel6s a fény érzékeléséért [2]. A BLUF domén fehérjéket a kétezres
évek elején egymastol fiiggetleniil fedezte fel két kutatocsoport az Euglena gracilis egysejtli
ostorosban [3] és a Rhodobacter sphaeroides bibor baktériumban [4]. Léteznek olyan BLUF
fehérjék (pl. az AppA és a PAC (Photoactivated Adenilate Cyclases) félék), amelyek a BLUF
doménen kiviil egy extra domént is tartalmaznak. Ezekben a fehérjékben (a megfelel6
hullamhosszu fénnyel vald) megvilagitas hatdsara a BLUF domén aktivalodik, ami beinditja
az extra domén irdnyaba valé jeltovabbitast. Az extra doménhez érkezd fényindukalt jel a
fehérje kiilonféle (pl. enzimatikus) funkcioit indithatja be [1]. A fehérjében a fényelnyelés
hatasara végbe mené valtozasokat az izoalloxazin gylird és a B-red6bdl kiemelkedd egyes
konzervalt aminosavak kozotti interakci6/interakcidk hatarozzak meg [5]. A tirozin, glutamin
és metionin harmas a BLUF fehérjékben Kkonzervalt aminosavak a flavin kozvetlen
kornyezetében helyezkednek el, valamint egy kivétellel az 6sszes fehérjében jelen van egy
triptofan is. Ezek az aminosavak kulcsszerepet jatszanak a BLUF domén fehérjék fényérzékel
mechanizmusaban, amelynek soran (az aminosavak és a flavin kozotti) fotoindukalt
toltésatrendezddés, a hidrogénkotések atrendezddése és konformacid valtozas mehet végbe
[1], [5]. Szamos BLUF domén esetében az S1 szinglett allapotbo6l valé kioltdas 1-10
pikoszekundum alatt torténik meg, a szomszédos aminosavakrdl valé elektrontranszfer altal
[5]. Ez azért lehetséges, mert a flavin gerjesztett allapotaban hajlamos elektront felvenni,
majd kialakul a flavin semleges allapota Az elsédleges elektron donor altalaban egy kozeli
tirozin, néhany esetben pedig triptofan. Ez az atmeneti, vagy tranziens toltés-szétvalasztott
allapot atrendezi az aktiv kozpont hidrogénkotés rendszerét, ami eldsegiti a jeltovabbitashoz

sziikséges hosszabb élettartami metastabil konformacié létrejottét [5]. BLUF domén



fehérjékben megvilagitas hatasara a FAD abszorpcids spektruma egy gyors 10 nm-es vOros

eltolodason megy keresztiil, a visszatérés pedig eltarthat a masodpercektdl akar a percekig is

[6].
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Az adenilat ciklazok (AC) egy csoportjat alkotjak a PAC fehérjék, amelyek a fény érzékelésére
képes, fotoaktiv adenilat ciklazok (Photoactivated Adenylate Cyclases = PAC). A PAC fehérjék
els6dleges funkcidja, hogy az egyik legfontosabb masodlagos hirvivé molekulat, ciklikus
adenozin monofoszfatot (cAMP) allitanak el6 kék fénnyel val6 megvilagitas hatasara, amellyel
lehetdséget nyitnak a sejtm{ik6dés noninvaziv szabalyozasara, preciz térbeli és h6mérsékleti
kontrollal. A PAC fehérjék prokariotdkban és eukariotakban egyardnt fellelheték és
optogenetikai eszkdzként hasznalhatdk a sejten beliili CAMP szint szabalyozasaban. Munkank
soran az 0aPAC az Oscillatoria acuminata fotoszintetikus cianobaktériumban talalhaté PAC
fehérje fotoaktivacidjat vizsgaltuk femtoszekundumos tranziens lathaté- és infravoros

spektroszkopia segitségével.

A masik szamunkra érdekes BLUF domén fehérje az AppA, ami a Rhodobacter Sphaeroides
biborbaktériumban (és mas baktériumokban, algdkban) fordul el6 és részt vesz a
transzkripcids regulacioban. Mark Gomelsky és Samuel Kaplan fedezték fel 1995-ben, az
AppA elnevezés pedig az Activation of Photopigment and Puc expression A angol kifejezésbdl
szarmazé mozaiksz6 [7], [8]. Fény- és oxigénszegény koriilmények kozott az AppA

hozzakapcsolddik a PpsR» transzKkripcids represszorhoz, nagy intenzitasu (kék) fény, vagy
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magas oxigénszint hatdsdra azonban a komplex disszocialédik. Ezaltal a PpsR; hozza tud
kotédni a DNS-hez, amivel megakadalyozza a fotoszintetikus rendszer fehérjéinek
bioszintézisét. Az AppA fotociklusa fény hatdsara egy proton kapcsolt elektron transzferrel
(PCET) veszi kezdetét, amelynek forrasa a BLUF doménben 1év6 flavinnal szomszédos tirozin
(Tyr21) [9]. Ennek eredményeképpen megvaltozik a flavin redox allapota és atrendezddik az

Ot koriilvevd hidrogénkotés rendszer [9].



CELKITUZESEK

Munkank soran kitiizott célok az alabbi pontokban foglalhaték dssze.
e A tirozin kation gyok vibraciés markerének meghatarozasa tranziens infravoros
spektroszkopiaval
e Az 0aPAC fotoaktivacidjanak tanulmanyozasa nem kanonikus aminosavak
mutagenezisével

e Az OaPAC fotoaktivaciojanak tanulmanyozasa ultragyors spektroszkopiaval



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kiilondsen a flavoproteinek fotokémidja esetén, a rovid élettetartamt, a reakciék sordn
atmenetileg jelen 1évd gyokok kivaléan tanulmanyozhatdk az egymast kiegészitd, ultragyors
lathaté (TA)- és infravoros (TRIR) spektroszkopia segitségével, igy jelen munkaban ezeket a

meérési modszereket alkalmaztuk.
Tranziens abszorpcids (TA) spektroszkopia

A TA méréseket a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karan a Biofizikai
Intézetben 1évd lézerlaborban végeztiik el. Méréseinkhez sziikséges lézernyalabot egy
tobbtagu 1ézerrendszer allitja el6, amely egy 1ézer oszcillatorbdl, egy pumpa lézerbdl és egy
1ézer erdsit6bdl all. Az oszcillator egy Nd:YLF lézerrel pumpalt Spectra-Physics Mai-Tai tipust
Ti:Sa 1ézer, amely 100 fs-os impulzusokat allit el6 (100 MHz, 1,5W, 1n]). A Spitfire Ace
regenerativ erdsitében 1évé Ti:Sa kristalyt egy Spectra Physics Empower tipusu Q-kapcsolt
Nd:YLF 1ézer (Intracavity-Doubled, Diode-Pumped, 1 — 5 kHz) pumpal, a 1ézeraktiv kristaly
pedig az oszcillatorbdl érkezd seed impulzusokat erdsiti tovabb. Az erdsité CPA (Chirped
Pulse Amplification) elven miikodik, igy kiillondsen nagy energiaju impulzusokat allit el6 a
berendezés. Az erdsitét elhagyd elektromagneses sugarzas a Ti:Sa Kkristaly el6nyos
tulajdonsagainak koszonhetéen 710 — 990 nm ko6zott hangolhatd, 100 fs impulzushosszu
(@800 nm), 1m] energiaju lézerfény, amelynek az ismétlési frekvencidja 0,2 —5 kHz

tartomanyban allithaté [10].

A pumpa és proba nyalab kialakitasahoz az 1 m] energiaji, 100 fs impulzushosszud, 200 Hz
frekvenciaji 800 nm hulldmhosszii nyaldbot 1:9 aranyban osztottuk el. A pumpa
impulzussorozat létrehozasahoz sziikséges azt a hulldimhosszt beallitani, amelyen a vizsgalt
molekularis rendszerek jol abszorbedalnak. Flavint tartalmazé fehérjék esetében altalaban
400 nm hullamhosszu 1ézernyalab szilikséges a gerjesztéshez (pumpalashoz), amelyet a 800
nm-es nyalab dtjaban elhelyezett BBO-ban torténé SHG-vel hozunk létre. A TA rendszerben
fehér fény kontinuumot hasznalunk préba nyaldbként, ami a kisebb energiaju nyaldbrész egy
2 mm vastag CaF: lemezre valé fokuszalasaval hozhaté 1étre. A folyamatos exponalds az
infravoros kozeli impulzusok hasznalata kézben optikai roncsol6dast okozhat ezen kristalyok
feliiletén, ami instabil kontinuumhoz vezet [10]. Emiatt egy Thorlabs mozgatéval mozgatjuk
a kristalyt a 1ézernyalab haladasi irdnyara mer6leges sikban, a mozgatast a cég altal készitett

szoftver vezérli.



A pumpa-préba moédszer 1ényege abban all, hogy a pumpa impulzussal valé gerjesztést
kovetben tobb, kilonbo6zd idépillanatban ,,megvilagitjuk” a mintat a préba impulzussal és
vizsgaljuk az abszorpcidjat. A kiilonb6zd iddpillanatok vizsgdlata a pumpa és proba
impulzusok egymashoz viszonyitott késleltetésével valdsithatd6 meg. A Newport IMS Series
High-Performance Long Travel Linear Stages 600 PP tipusu késleltetd pad legkisebb
beallithat6 1épéskoze 1.5 um, ami 10 femtoszekundumos idébeli felbontast tenne lehet6vé,

azonban esetlinkben a 1ézerimpulzusok 100 fs-os id6tartama a limitalé tényezé.
Tranziens infravoros (TRIR = Time Resolved InfraRed) spektroszkdpia

TRIR méréseink az Egyesiilt Kiralysagban 1évé Rutherford Appleton Laboratories Central
Laser Facility ULTRA nevet visel6 1ézerrendszerrel valé6 mérések soran késziiltek. Az ULTRA
lézerrendszer a napjainkban alkalmazott iddébeli felbontdssal rendelkezd linedris és
nemlinedris spektroszkdpiai technikdk teljes skaldjat felvonultatja, keskeny savu
pikoszekundumos pumpaimpulzusokat és széles savu femtoszekundumos

prébaimpulzusokat alkalmazva [11].

Az ULTRA lézerrendszer kiilonb6z6, pumpa-proba elven alapuld spektrométerekbdl allo
komplexum szadmara biztositja a sziikséges nagyenergiajui és ultrarovid 1ézerimpulzusokat. A

mi esetiinkben az ULTRA TRIR méréseket végzd egysége az érdekes.

A teljes komplexum szive(i) a két kiilonall6 Ti:Sa regenerativ erdsitd (Thales Laser), amelyek
CPA elven miikddnek. A regenerativ erdsiték egy 20 fs impulzushossz, 50 nm savszélességii
oszcillator (Femtolaser) 1ézerimpulzusait erdsitik fel. A femtoszekundumos erdsité kar 40 —
80 fs impulzushosszu, 0,8 m] energiaju 800 nm hullamhosszt impulzusokat general 10 kHz
ismétlési frekvencian, amelyek a TRIR, 2DIR és T-2DIR mérési egységekben sziikségesek. A
lézermiikodéshez sziikséges populacié inverzid létrejottéért és fenntartdsdért mindkét
erdsité 1ézerkristalyaban egy ~ 55 wattos Nd:YAG (Touaryx) pumpalézer a felelés [40]. A
rendszerbe femtoszekundumos és pikoszekundumos optikai parametrikus erésit6k (OPA =
Optical Parametric Amplifier) és nemkollinearis optikai parametrikus erdsiték (NOPA =
Noncollinear Optical Parametric Amplifier, NOPA) vannak beépitve, valamint lehet6ség van
fehérfény kontinuum keltésre, masodharmonikus keltésre és kiilonbségi frekvencia keltésre
(DFG = Difference Frequency Generation). A rendszer magas kiolvasasi sebességii linearis
detektorokat hasznal a spektrumok felvételére és tarolasara, amelyek az ultraibolya
hullamhosszaktol egészen a kozép infravords hullamhosszakig érzékenyek [11]. Harom

kilonbo6z6 detektor tipus érhetd el: egy 512 elemi szilikon detektor (Quantum Detectors,



QD), egy 256 elemii szilikon detektor (InGaAs, QD) és egy 128 és 64 elem higany kadmium
tellurid detektor (MCT = Mercury Cadmium Telluride, IR Associates). Az dsszes detektor egy
ko6zos adatgylijtoé rendszerhez (DAQ = Data AcQuisition, QD) kapcsolédik. A DAQ hardver, a
szamitogép oOsszekottetések és a szoftveres feldolgozas minden detektor esetében azonos,
lehet6vé téve ezzel a rendszer egyes részeinek 6sszehangolt vezérlését és a szinkronizalt

adatgyjtést, amely a LabView szoftverrel torténik [11].

A TrmFO (folat- vagy FAD fiigg6 tRNS metiltranszferaz), GOX (gliikkdz oxidaz), AppA és OaPAC
fehérjéken valé mérésekhez az ULTRA TRIR egységét a legcélravezetdbb hasznalni, amellyel
felvehet6k a vizsgalt fehérjék tranziens infravorés spektrumai. A tranziens infravorés (TRIR
= Time Resolved InfraRed) spektrométer esetében a femtoszekundumos erdsit6t kovetéen
egy femtoszekundumos OPA Allitja el6 a 450 nm hullamhossz, 100 fs impulzushosszu 5 kHz
ismétlési frekvencidju gerjeszté (pumpa) impulzusokat. Ugyancsak a femtoszekundumos kar
szolgaltatja a mérésekhez a proba impulzussorozatot, amely az erdsit6t kovetéen egy masik
OPA segitségével hozhat6 létre. A széles spektrumi préba impulzusok 1400 — 1800 cm™?!
tartomanyon teszik lehetdvé a TRIR spektrumok felvételét. A TRIR spektrométer, a lathatd
hullAmhossztartomanyban miikoédé TA mérésekhez hasonléan pumpa-préba elrendezés
szerint Kkeriilt kialakitasra. A mérések soran a pumpa impulzussal val6 gerjesztést kovetéen
tobb, kilonb6z6 idépontban vilagitjuk meg a mintat az IR préba impulzussal és az
abszorpciojat vizsgaljuk. A TRIR rendszer id6beli felbontasat a 1ézerimpulzusok (idébeli)
hossza hatdrozza meg, amely a TA rendszerhez hasonl6an a TRIR rendszerben is 100 fs. A
TRIR médszer lehet6vé teszi a kromofér, vagy a fehérje fénnyel valé gerjesztés hatasara

keletkez6 vibracios médusainak megjelenitését az atmeneti infravoros spektrumokban.



EREDMENYEK

A tirozin kation gyok vibraciés markerének azonositasa

Méréseink soran ultragyors TRIR spektroszkdpia segitségével meghataroztuk a tirozin
kation- és semleges gyokok vibracids markereit a TrmFO fehérje C51A/Y343F és C51A
mutansaiban. Tovabbi vizsgélatainkban ugyanezen gyokok kialakulasat figyeltiik meg vad
tipust GOX fehérjében és az AppA BLUF W104Y variansaban, vilagos allapotban. A korabbi,
TrmFO mutansokon és GOX fehérjén végzett TA méréseink eredményeit a TRIR mérésekkel
osszevetve, sikeriilt azonositanunk az 1483 cm™!-es moédust, mint a TyrOH®* vibracios
markerét, a TrpH'" triptofan kation gyokot, amelynek vibraciés ujjlenyomata 1488 —
1490 cm™1-nél taldlhato, valamint sikeriilt azonositani a semleges tirozin gyok vibracios
markerét ~1502 cm™1-nél. A rezgési csticsok spektrumban valé pontos pozicidja mind a
semleges-, mind a kationos tirozin gyok esetében erdsen fiigg a hidrogén-kotés rendszertd],
aminek koszonhetéen a rezgési frekvencidk kiilonbozbéek lehetnek vizes pufferben (jelen
munkaban ugyanis nehézvizes puffert alkalmaztunk). A rezgési modus eltolédasa viz alapu
puffer esetén varhatéan kisebb lesz a semleges tirozin gyok csucsat illetéen és szignifikansabb

a tirozin kation gyokhoz tartozo csticsnal.

A semleges tirozin gyokre vonatkoz6 eredmény Osszhangban van a korabbi vibracios
modusokra vonatkoz6 megfeleltetésekkel, amelyeket a nyolcvanas években hataroztak meg
fenoxil- és tirozin gyokok esetében. Az emlitett munkaban idébeli felbontasd rezonancia
Raman méréseket végeztek - vizben, impulzus radiolizissel létrehozott - fenoxil gyokokon,

400 nm hulldmhosszi gerjesztéssel. Ezen mérések eredményeképpen egy erés 1505 cm™!

-es
Raman csucsot regisztraltak, amelyet a fenol csoport C = O rezgésének lehetett tulajdonitani
[12]. A tirozin gyok erételjes rezgésének csuicsat UV rezonancia Raman spektroszkopiaval

karakterizaltdk 1505 cm™! hulldmszamnal [13].

A tirozin, mint elektron donor feladatat a fotorendszer II-ben els6ként Gerken, Brettel és
munkatasai vizsgaltak meg egy nanoszekundumos UV flash fotolizis rendszerrel. Méréseikkel
bizonyitottak, hogy az elektron transzfer sordn semleges tirozin gyok keletkezik [14]. A
semleges tirozin gyok kialakulasat a Synechocystis sp.-b681 (PCC 6803) szarmazo fotorendszer
[I-ben kiilonbségi FTIR mérésekkel vizsgaltdk meg, amelynek soran a spektrum 1503 és

1512 cm™1-es cstcsait a Tyrp® és a Tyr," gyokoknek lehetett tulajdonitani.

A tirozin semleges- és kation gyokok vibracids tulajdonsagaira vonatkoz6 Uj megallapitasokat

felhasznalva, sikeriilt jellemzést adnunk - a tirozin gyokok azonositasara készilt - AppA
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viszont ahogy az egy korabbi munka [15], [16] alapjan varhat6 volt, nem gatolta a vilagos
allapot kialakulasat, csak a sotét allapot visszatérését gyorsitotta fel nagyjabol a
szazszorosara (a vad tipushoz viszonyitva). A BLUF-domén fehérjék kék fénnyel valo
megvilagitasa a flavin 447 nm hullamhossznal elhelyezked6 abszorpcios csucsanak 10 nm-rel
valé voros eltolodasat eredményezi a flavinban 1évé izoalloxazin gylrd hidrogén-kotés
rendszerének atrendez6dése miatt. A megvilagitast megszakitva az abszorpciés cstcs
visszatolddik az eredeti sotét allapotbeli értékhez. A sotét allapotba valo6 visszatérés AppA
esetében ~30 perc alatt, mig PixD és OaPAC esetén sokkal gyorsabban, néhdny masodperc
alatt torténik meg. A W104 triptofan cseréje elnyomja a voros eltolédast a teljes hosszusagu
fehérjében [16] és gyorsabb sotét allapotba valé visszatérést eredményez a BLUF doménben:

a W104A variansban a visszatérés 80-szor gyorsabb, mint a vad tipusu fehérjében [17].

Tovabbi TRIR méréseket végeztiink a vilagos allapoti W104Y varianson és azt figyeltiik meg,
hogy a semleges tirozin gyok képzddése és a semleges flavin gyok kialakulasa egyetlen
lépésben mennek végbe ~2 ps-mal a gerjesztést kovetéen. Ez arra utal, hogy ebben a
variansban PCET torténik és mind az elektron-, mind a proton donor egy tirozin. A PCET nem
egy varatlan jelenség a fotoaktiv flavoproteinek fotoaktivacidja soran, kiilénésen, ha az
els6dleges elektron donor szerepét egy tirozin tolti be. PCET figyelhet6 meg példaul két BLUF
domén fehérjében, a PixD [44]- és a PapB fehérjékben is [18]. A PixD esetében egy
szekvencidlis gyok-keletkezést latunk: els6ként az Y8 tirozin ad elektront a flavinnak, igy
kialakul a FAD®~ gyok, majd kiséro jelenségként, ~100 ps-on beliil alakul ki a semleges flavin
gyok [19]. Elméleti szamitasok alapjan a PixD esetében a flavin protonalddasa szekvencidlisan
torténik: a gerjesztést kovetden a tirozin protont ad egy szomszédos glutaminnak, ami ezt
kovet6éen protondlja a flavint, stabilizdlva a semleges gyokallapotot [20], [21]. A
Rhodopseudomonas palustris bibor baktériumban talalhaté BLUF fehérje, a PapB esetében a
FADH* kozvetlentil, PCET folyamat kdvetkeztében alakul ki - mint ahogy azt az AppA W104Y

mutdans esetében is lattuk [22].

Mérési eredményeinkbdl az is jol lathatd, hogy a TrmFO C51A variansaban a flavin gerjesztése
szintén szekvencidlis PCET folyamathoz vezet (nagyon kis mennyiségben (< 10%)). A
folyamat a TrmFO C51A variansaban néhany BLUF domén fehérjéhez hasonldan jatszodik le:
a 343-as tirozin ad egy elektront a flavinnak, igy anionos flavin gyok keletkezik, a tirozin ezt
kovetd gyors deprotonalédasa pedig a semleges flavin gyok kialakuldsdhoz vezet. A GOX

fehérjében ugyancsak lathat6 volt a PCET folyamat, ugyanis a gerjesztés hatasara torténd
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kozeli tirozintél indulé elektron transzfert ugyanattdl a tirozintél egy proton transzfer
kovette, stabilizalva a flavin FADH* allapotat. Méréseink azt mutatjak, hogy a GOX fotokémiaja
heterogénnek és komplexnek tekinthetd, mivel a fehérjében a tirozinon kiviil egy kozeli
triptofan is képes elektront adni a gerjesztett flavinnak. Osszességében jelen munka jol
szemlélteti, hogy a tranziens infravoros spektroszkoépia milyen érzékenyen képes nyomon
kovetni az aromas gyokok részvételével torténd elektrontranszfer folyamatokat is.
Méréseinkbdl az is latszik, hogy az infravoros spektroszkdpia megfeleléen érzékeny a reakcio
soran atmenetileg megjelend gyokallapotok megfigyelésére, akkor is, ha azok alacsony

koncentracioban vannak jelen.

Az 0aPAC fotoaktivacidjanak vizsgalata

A BLUF domén fotoreceptorok fotokémiajat mar szamos kiilonb6zé id6felbontason alapulo
spektroszkopiai mdédszerrel tanulmanyoztak, azonban ezek a vizsgalatok nagymértékben
azokra a rovid BLUF domén fehérjékre koncentralnak, amelyekben nincsen biolégiailag
relevans output partner [19], [20], [23]-[25]. Jelen munkaban Kiterjesztettiik a BLUF domén
fotociklus tanulmanyozasat a teljes OaPAC fehérjére, amelyben mind a BLUF- mind az
adenilat ciklaz domén jelen van. TRIR és TRMPS technikak alkalmazasaval hasonlitottuk 6ssze
az 0aPAC és mas, output doménnel nem rendelkezé BLUF fehérjék fotociklusat, valamint azt
is vizsgaltuk, hogy a konzervalt Y6 tirozin savassaganak valtozasa milyen hatassal van a fény
altal szabalyozott adenilat ciklaz reakciéjara. A BLUF fotoreceptorok fotoaktivacidja altaldban
megkiilonboztethet6 az alapjan, hogy a vilagos allapot kialakuldsa soran milyen atmeneti
gyokallapotok vannak (vagy nincsenek) jelen a fehérjében. Mig az AppA, a BlrB és BIsA
fehérjék esetében a vildgos allapot kialakuldsa soran nem jonnek létre atmeneti
gyokallapotok, a PixD (Slr1694) fehérje fotoaktivacioja proton kapcsolt elektron transzfert
(PCET) tartalmaz, ami az anionos- és neutralis flavin gyokok (FAD*~ és FADH"®) szekvencialis

kialakulasaval valésul meg a vilagos allapothoz vezetd reakciéutvonalon [24], [26], [27].

Méréseink soran karakterizaltuk az Y6F és a WO90F OaPAC mutansok fotofizikajat,
amelyekben a dont6 fontossagui aminosav — ami a potencialis elektron donor - redox semleges
fenilalaninnal lett helyettesitve. Az Y6 tirozin fenilalaninra valoé cseréje dramaian
megvaltoztatta az Y6F mutans fotociklusat. Mas BLUF domén fehérjékben (mint az AppA, vagy
a PixD) a kulcsfontossagu tirozin (Y21, vagy Y8) fenilalaninra val6 cseréje blokkolta a vilagos
allapot létrejottét, amely allapotot a flavin S, — S; atmenetének megfeleld csiics 10 nm-es

voros eltolddasa jellemez. Az Y6F OaPAC mutans kék fénnyel valé megyvilagitasa a flavin
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teljesen redukalt allapotanak kialakuldsat, valamint a fehérje enzimaktivitasanak

megszilinését eredményezte.

A proton transzfer szerepét az 0aPAC miikodésében egy nemrégiben megjelent cikkben a
Zhong csoport vizsgalta (Kang et. al, Angewandte Chemie, 2021), amelyben a szerzék a
tirozint triptofanra cserélték. Kang és munkatarsai szekvencidlis elektron transzfert figyeltek
meg, amely soran a flavin anionos gyok kialakulasat a semleges szemikinon kialakulasa
koveti. A szerzék azt irjdk, hogy proton ,hintat” figyeltek meg: kezdetben a triptofan
atmenetileg ad egy protont a flavinnak (51 ps alatt) 1étrehozva ezzel a semleges szemikinont,
amelyet egy forditott iranyu proton transzfer kovet (52 ps alatt). Megfigyeléseink soran az
elektron transzfer folyamatok hasonld er6sodését tapasztaltuk mas BLUF domén fehérjéknél
(AppA, PixD), azonban a megfigyelt elektron és proton transzfer ellenére a legnagyobb
valdszinliség szerint ez a mutans funkcionalisan nem aktiv. (A kulcsfontossagu tirozin cseréje

minden esetben fotoinaktiv fehérjét eredményez.)

Ahhoz, hogy el tudjuk kiiloniteni egymastdl a lehetséges elektron transzfer folyamatokat,
meéréseket végeztiink a WI0F mutanson, amelyben az egyediili elektron donor a tirozin. Mind
a TRIR, mind a TA mérések esetében egyediil a FADH"® semleges flavin gyok kialakuldsa volt
megfigyelhet6, az anionos gyok kialakuldasat nem jelezték a spektrumok. A TRIR
spektrumokban még a semleges tirozin gyok kialakuldsa is megfigyelhetd volt. Ezek a
tapasztalatok igazoljak az el6feltevésiinket, miszerint gerjesztés hatasara PCET folyamat

jatszédik le, amelyben az Y6 tirozin mind az elektron-, mind a proton donor.

A BLUF domén fehérjékben konzervalt tirozin esszencidlis szerepet jatszik a fotoaktivacioban,
az aminosav fenilalaninra valé cseréje minden esetben, mint példaul az OaPAC fehérje
esetében is, fotoinaktiv fehérjét eredményez. A konzervalt tirozin pontos miikédése azonban
a fotoaktivacié mechanizmusaban attél fiigg, hogy vannak-e jelen atmeneti gyokallapotok a
fotociklusban. A PixD-ben az Y8 savassaganak 3000-szeresére valé emelkedése az Y8
2,3,5- F3Y6 -ra val6 cseréje okozza, ami megallitja a fotociklust a FAD*~ anionos flavin
kialakuldsanal, valdszintlileg azért, mert az Tyr ionizdlédott és igy nem képes proton
donorként miikddni, ami a FADH* kialakuldsahoz kellene. Ezzel ellentétben az Y21 cseréje
példaul az AppA fehérjében csak enyhe hatassal van a vilagos allapot kialakuldsanak
kinetikdjara és minden n-FY6 mutans fotoaktiv. A legnagyobb eltérés az AppA BLUF
esetében a sotét allapotba valo visszatérésben figyelhetd meg: az Y21 pK értékének valtozasa
4000-szer gyorsabb visszatérést eredményez (vizben), mig ez a valtozas PixD esetében csak

15-szoros. Az itt lathaté tanulmanyok tehat ismét ravilagitanak az OaPAC és a PixD
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hasonlésagara. A két legsavasabb (pK 7,2 és 6,4) fenol csoporttal rendelkezé6 mutans, a
3,5-F,Y6ésa 23,5~ F;Y6 esetében sem az UV - lathat6 tartomanybeli, sem az infravoros
tartomanybeli tranziens abszorpcié nem mutatott a vilagos allapot kialakuldsara utalé jelet.
A 3-FY6-ban azonban, aminek a pK értéke csak 1,5 pH egységgel savasabb a tirozinnal, a 10
nm-es eltolédas volt megfigyelhet6 a flavin abszorpcids spektrumaban, a TRIR és TRMPS
eredményei pedig kozel azonosak a vad tipuséval. Végiil, jéllehet a 2,3 — F,Y6 OaPAC esetében
a megvilagitas hatasara végbemegy az 5 nm-es voros eltolddas, viszont a vilagos allapot (amit
az 1694 cml-es csics jelezne) nem figyelhet6 meg a TRIR spektrumban, a fotociklus
lathatéan megszakad a FAD"~ kialakul4dsanal (tranziens 1515 cm ~1-nél). Ennek valésziniileg
az az oka, hogy az infravorés mérés soran nagyon kevés volt a vilagos allapotot felvevd

molekuldk szama, ezért nem sikertilt megfigyelni a mérés soran.

A kovalensen kotott adenilat ciklaz OaPAC-ben val6 jelenléte egyediilallé lehetéséget kinal a
BLUF domén fotokémidjanak és az output domén aktivacidjanak Kkozvetlen

osszekapcsolasara. Parositott esszét alkalmazva a fény hatasara végbe mend (ATP-bdl valo)

kcat — 1888

1 7or
értékek
Km perc:mM

cAMP elé4llitésa ko, = 205 + 11 ﬁ K,, = 0,12+ 0,01 mM és

mellett tortént. Ezek az értékek az OaPAC esetében ezidaig nem keriiltek publikalasra, habar
Ohki és munkatarsai beszamoltak arrél, hogy a sotét allapothoz viszonyitva a vilagos
allapotban nagyjabdl hiszszoros enzimaktivitas figyelheté meg [6]. Mi a vad tipust OaPAC-
ben a flavin fénnyel valé gerjesztésének hatasara szazszoros aktivitasbeli novekedést
figyeltiink meg. Az enzim-aktivitasbeli kiillonbség az esszé érzékenységével magyarazhato,
Ohkiék a cAMP eléallitast femtomolos érzékenységgel rendelkezd immunesszével vizsgaltak.
Ohki és munkatarsai ATP turnovert figyeltek meg sotét allapotban, azid6 alatt, amig a
pirofoszfat spektrofotometrikus esszé érzékelési érzékenysége 1 uM volt, ennélfogva nem
figyeltiink meg sotét allapotbeli aktivitast a vad tipus esetében az esszé ablakon beliil. Az
id6felbontott spektroszkopiaval 6sszhangban, a 3 - FY OaPAC-nek a vad tipusu fehérjéhez
hasonlé mértékii adenilat ciklaz aktivitdsa van, mig a 3,5 - FY6 ésa 2,3,5 - FY6 mutansok

esetében nincsen fényfiiggé katalitikus aktivitas. Erdekes médon a 2,3 - F2Y azonos I;C—:f

értékkel rendelkezik, mint a vad tipus és a 3 - FY6, annak ellenére, hogy a TRIR adatokban
nem figyelhet6 meg vilagos allapotra utal6 jel. Ahogy fentebb emlitettiik egy enyhe voros
eltolodas figyelhetd meg a flavin abszorpcios spektrumaban 450 nm hulldamhossznal, ami azt

jelzi, hogy a vilagos allapot kialakul a fehérje folyamatos megvilagitasa soran.
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KONKLUZIOK

A tirozin kation gyok vibraciés markerének azonositasa

Tranziens infravoroés méréseink soran sikertlt azonositanunk a tirozin kation- és semleges
gyokok vibraciés markerét egy erre a célra kivalé modell fehérjében, a TrmFO-ban.
Ugyanezen gyokok kialakulasat megfigyeltiik GOX fehérjében, valamint méréseket végeztiink
egy BLUF domén fehérjén, az AppA BLUF W104Y mutansan is, vilagos allapotban. Méréseink
alapjan a tirozin kation gyokot a TRIR spektrumban az 1483 cm-1-es csucs reprezentalja, mig
a tirozin semleges gyok vibracios markerét ~1502 cm-nél sikeriilt azonositanunk.
Megtalaltuk tovabba a triptofan kation gyok ujjlenyomatat is, 1488-1490 cm-1-es régidban.
Azt talaltuk, hogy a TrmFO C51A mutansaban a PCET szekvencialisan ment végbe, igy ebben
a mutansban azonosithaté volt a tirozin kation gyok, a C51A/Y343F mutans TRIR spektruma
azonban elektron donor hijadn a FAD* vibracids spektrumdahoz hasonl6 és idében szinte
valtozatlan maradt. Egy masik modell rendszerben, a GOX-ban szintén szekvencialis PCET
volt megfigyelhet6, amelyet a globalis analizis EAS spektrumai is alatdmasztottak. Méréseket
végeztiink tovabba egy BLUF domén fehérje, az AppA BLUF W104Y mutansan is vilagos
allapotban, amely tovabb arnyalja az AppA fehérje fotokémiajardl valé ismereteinket. A
kapott TRIR spektrumok és a globalis analizis arra enged kovetkeztetni, hogy az AppA BLUF
W104Y mutansban egyidejlileg megy végbe a PCET, a gerjesztés utan ~2 ps-mal, valamint
mind a proton, mind az elektron forrasa a flavinhoz kozeli tirozin. Méréseinkkel a vibraciés
gyokok azonositasan kiviil arra is sikeriilt ravilagitanunk, milyen bravirosan érzékeny (kis
aranyban kialakulé gyokoket is kimutatni képes) modszer a tranziens infravords

spektroszkopia.

Az 0aPAC fotoaktivacidjanak vizsgalata

Munkank soran a teljes hossziisdgii - nem csak a BLUF domént, hanem az AC domént is
tartalmazo6 - 0aPAC fehérjén végeztiink ultragyors spektroszképiai méréseket. Az 0aPAC,
amellett, hogy j6 modell rendszer a fotokémia tanulmanyozasara, kivalé lehetdséget nyujt a
BLUF és az AC domén kozotti jelatvitel vizsgalatara is, ami a fény hatasara végbemend ATP-
cAMP (+PPi) konverzié vizsgalataval figyelhet6 meg. Méréseink lathatéva teszik a BLUF
doménben végbemend fotokémiai folyamatok kozvetlen hatasat az output doménre, amely
hianypétl6 a BLUF domén fehérjék irodalmaban. Ultragyors infravorés és tranziens
abszorpcios mérésekkel sikeriilt megmutatnunk, hogy az 0aPAC-ben a fotoaktivacio6 egyidejl

proton kapcsolt elektron transzfer (PCET) nyoman valdsul meg a konzervalt Y6 tirozintdl a
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gerjesztett allapotd flavinhoz (FAD*). Ett6l eltér6en a PixD-ben a fotoaktivacié soran

szekvencialis PCET-t figyeltiink meg az Y8 tirozintél a FAD*-hoz.

\/’ \495 M .
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Az Y6 szerepét az 0aPAC fotociklusdban UAA mutagenezis (nem kanonikus aminosavak
mutagenezise) segitségével vizsgaltuk. Az Y6 tirozin n-FY anal6gokkal valé cseréje noveli a
fenol hidroxil csoport savassagat és csokkenti az elektron transzfer valdszintiségét. A flavin
pK értékének és/vagy redukcids potencidljanak valtoztatasa nagyban befolyasolta a vilagos
allapot kialakulasat a 2,3 - F.Y6, a 3,5 - F2Y6 ésa 2,3,5 - F;Y6 mutansok esetében. Ezekben
a mutansokban a fotociklus FAD*~ allapotnal valé elakadasat tapasztaltuk. Enzimatikus esszé
alkalmazasaval - amely megmutatja a PPi termel6dés és a NADH emésztés kapcsolatat -
sikeriilt szamszertsiteniink a vad tipust OaPAC és az n-FY6 mutansok adenilat ciklaz
aktivitasat, az Y6 pK értékének ATP-cAMP (és PPi) konverziéra val6é hatasanak vizsgalataval.
Az enzim esszé eredmények azt mutattak, hogy egyediil a 7,8-as, vagy annal magasabb pK
értékkel rendelkez6 n-FY6 mutansok voltak képesek katalizalni az ATP - cAMP (+ PPi)
konverziot, mig az alacsonyabb pK értékkel rendelkezé mutansok inaktivak maradtak, hiszen
a fotociklus megszakadt a FAD*™-nal. A 2,3-F,Y6 OaPAC (pK=7,8) esetében lathaté volt a
fényaktivalt adenilat ciklaz aktivitds, azonban a mutans TRIR spektrumaban nem volt

detektalhat6 a vilagos allapot. A TRMPS spektrumban sem lattunk a vilagos allapot
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kialakuldsara utalé6 médust ennél a mutansnal, mert feltehet6en az ,egy-lovéses” jelleg miatt
nem alakult ki detektalhaté mennyiségii vilagos allapot. Osszességében, eredményeink Uj

fényt vetnek a BLUF domén fehérjék fotoaktivacidjara.
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