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Roviditések jegyzéke

AC — adenilat ciklaz

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

BBO - B-barium borat

BLUF domén — Blue Light Using Flavin domén — K¢k fényt érzékeld flavint tartalmazo
domén

CAMP — ciklikus adenozin monofoszfat

EAS — Evolution associated spectra

ET - elektrontranszfer

FAD — Flavin adenin dinukleotid

FADox — Oxidalt flavin

FAD* - a flavin anionos szemikinon gydke

FADH-" - a flavin semleges szemikinon gyoke

FADH; — a flavin semleges hidrokinon gyodke

FADH" - a flavin anionos hidrokinon gyodke

FMN — Flavin mononukleotid

FWHM - Full Width at Half Maximum — félérték-szélesség
GOX — gliikéz oxidaz

IP - inorganikus pirofoszfataz

MESG - 2-amino-6-mercapto-7-methylpurine ribonucleoside
OaPAC — Fotoaktivalt adenilat ciklaz az Oscillatoria acuminata baktériumbol
PAC — fotoaktivalt adenilat ciklaz

PCET - proton kapcsolt elektron transzfer

PMT - Photomultiplier Tube — fotoelektron sokszorozo
PNP - purine nucleoside phosphorylase

PPi — pirofoszfat

TA — tranziens abszorpcid

WT - wild type - vad tipus



ElGszo6

,Miért fordul a Nap felé a napraforg6? Honnan tudja a fecske, hogy merre van Afrika?
Az UV fényben vilagitdo tonik fényét miért lehet egy masik oldattal megsziintetni?”
Gyerekkorunk kérdéseit - ha mélyebben belegondolunk - nem is olyan kézenfekvd helyesen
megvalaszolni. Vagyis a valaszadasnak is 1éteznek fokozatai. Gyerekként nem is gondoltam
volna, hogy milyen mélyre lehet asni ezekbdl a kérdésekbdl kiindulva és hogy egyetlen picurka
részlet beazonositasa mekkora elékésziiletet és végiil micsoda 6romet tud majd jelenteni.

A fény szerepe az ¢€ldvilagban vitathatatlanul jelentds; igy a kultirank, vallasunk, a
mivészet egyik meghatarozo szimbdéluma is. Nem csoda, hogy a jelenléte vagy éppen a hianya
komoly befolyéssal van természetes és mesterséges rendszereinkre.

A fény makroszkopikus iddskalan bekovetkezd hatdsait akar szemmel lathatjuk,
bizonyos folyamatokat karoraval mérhetiink. Ha azonban a fény hatdsdra azonnal reagalod
paranyi molekuldk elsé ¢breddire €és azok jeltovabbitasi 1épéseire vagyunk kivancsiak,
talalékonynak kell lenniink. A legnagyobbat kell 0sszegyurnunk a legkisebbel: vagyis a
fénysebességet hasznaljuk, hogy aztan elképzelhetetleniil rovid idéskaldkon zajlo 1épésekre
lassithassunk. Az ultragyors 1ézerek szenzacios forradalmaval és zsenialis mérési modszerek
kidolgozasaval lehetdveé valt a femtoszekundumos lézerimpulzussal meglepett bioldgiai
rendszer pikoszekundumos iddskalakon bekovetkezd valtozasainak tildozése, kovetése — akar
egyedi elektronok molekulardl molekulara valé szokkenésének konzisztens spektroszkopiai
vélaszai. Lenyligoz6. Témavezetdm, Dr. Lukacs Andras, molekularis mozinak nevezi a
tomografszerli pumpa-proba rendszereket, amelyeknek épitésében részt vehettem. Igy nem
csupan az ¢l6 rendszer mitkodésének megértése tartott izgalomban, — masik témavezetém, Dr.
Bodis Emdke elragadd magyardzatai hatdsdra — hanem a technologia megzabolazasanak
finomsagai is.

Dolgozatomban két (latszolag) fiiggetlen, fluoreszcencia spektroszkopiai méodszerekkel
vizsgalt fehérjedinamikai projekt eredményeit mutatom be, amelyek kozott kapcsolatot

teremtek az Elektrontranszfer és fluoreszcencia kioltas cimii fejezetben.



1.  Fluoreszcencia spektroszképia

1.1 A fluoreszcencia jelensége

A szentjanosbogar, a tonik és a rubinkristdly kozos tulajdonsdga, hogy misztikus
utovilagitasra képesek. A jelenség neve lumineszcencia, ami a hémérsékleti sugarzason feliili
tobbletenergia fény formajaban torténd kibocsatasat jelenti elektrongerjesztést kovetden.

Az anyagok atomi elektronjai sokféleképpen gerjesztheték, tobbek kozott fény
besugarzassal is (fotolumineszcencia). Fotolumineszcencian beliil két jelenséget
kiilonboztetiink meg aszerint, hogy az elektromagneses besugarzas hatasara milyen gerjesztett
allapot jon létre. Foszforeszcencia soran a molekuldk triplett (T1) gerjesztett allapotbol, mig
fluoreszcencianal szingulett (S1) gerjesztett allapotbol relaxalodnak az So-lal jeldlt szingulett
alapallapotba (1.1. abra). Ez a magyarazata annak, hogy fluoreszcencia esetén az utdvilagitas
idtartama nagyon révid (107 s-on beliil megsziinik), foszforeszcencianal pedig hosszabb, a
mMs-tdl az Oras nagysagrendig tarthat.
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1.1 abra Jablonski-diagram A vastagabb vizszintes vonalak a molekuladris elektronok energia-dllapotait, a
vékonyabb vizszintes vonalak az egyes vastag vonalak f6lott a rezgési szuballapotokat jelolik. A felfelé mutato
nyilak a fényenergia elnyelését jelzik, a lefelé mutato folytonos vonalak a fotonok emissziojat. Az abran balra a
szingulett allapotok rendszere (So, Sy,..), jobbra a triplett allapotok rendszere (T)) van. A szaggatott nyilak az
egyes allapotrendszereken beliili sugarzasmentes atmeneteket jelzik. A jobbra mutato vastag és a piros folytonos

nyilak a rendszerek kozotti dtmeneteket mutatjak.



A Jablonski-diagramon a molekularis elektronok energetikailag jol elkiilonithetd
allapotai, az azok kozti atmenetek €s a kapcsolddo jelenségek latszanak. Az egymasba dgyazott
energianivd csoportok kozil az So alapallapot és az Si elsd gerjesztett allapotok a
legfontosabbak a fluoreszcencia szempontjabol. Az alap- és a gerjesztett allapotokra épitett stirti
vonalak a molekulak szerkezete altal meghatarozott, kvantalt energiaszintek, amelyeket tovabb
bonthatunk vibracidés energiaszintekre. Ezek még tovabb bonthatok diszkrét rotaciods
energianivokra (ezeket mar nem szoktak abrazolni). Az elektronok gerjesztési energiai a felfelé
mutato6 nyilakkal vannak jelolve az 1.1 dbran.

Az So alapallapotbeli molekuldk a kornyezetiik homérséklete altal meghatarozott
vibracios és rotacios szintnek megfeleld sziik eloszlast képviselnek. A foton elnyelését
(abszorpcid) kdvetden a molekula elektroneloszlasa 1072 s alatt atrendezédik és a molekula az
els6 vagy magasabb sorszamu elektrongerjesztési allapotba keriil (S1, Sz,...Sn). A kovetkezd
pikoszekundumok alatt (102 s) a gerjesztett molekula veszit gerjesztési energiajabol: kozte és
a kornyezete kdzott hdcsere jatszodik le. Ezt a folyamatot vibracids vagy termikus relaxacionak
nevezziik, ugyanis a molekula a termikus energidjanak megfeleld vibracids szintre keriil. A
gerjesztett molekula gyors atmenetek eredményeképpen az Si elektronéllapot alap vibracios
szintjére jut. A Kasha-szabdly szerint a fényemisszid minden esetben ebbdl az allapotbol
torténik, egyetlen 1épésben, az alapallapot valamely rotdcidos vagy vibracios szintjére. Ezt
bizonyitjdk az emisszids spektrumok alakjai, amelyek a gerjesztd foton hullamhosszatol
fiiggetlentil azonosak. Az emisszids szinképek vonalasak lennének, ha minden S: allapotbdl
visszatérd molekula azonos szintre érkezne (egyenként tekintve vonalasak is, csak minden
egyes vonal mas-mdas energidju helyen talalhat6 a spektrumban). Mivel azonban kiilonb6z6
rotacios, illetve vibracids szintek altal meghatarozott energidji allapotba térnek vissza, az
emisszids spektrum kiszélesedik, sadvos lesz. Tehat az emisszids spektrumok az alapéllapot
kiilonbozo szintjeit tiikrozik, tapogatjak le.

Egy fluoreszcens anyag abszorpcids €s emisszios spektrumai tiikkorszimmetrikusak (1.2
abra), spektralisan atfednek és a csucsaik el vannak tolddva egyméshoz képest. Az eltolodés
(Stokes-féle eltolodas) az S1 és az Sn allapotbeli vibracios relaxacié miatti energiaveszteségbol
fakad. Az elnyelt fény hullamhosszdhoz képest a kibocsatott fényé rendszerint hosszabb

(voroseltolodas); kivételt képez a kétfotonos gerjesztés specialis esete.
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1.2.abra A 10 mM NacCl, 50 mM NaH,PQ,, pH=8 pufferben oldott FAD (flavin-adenin-dinukleotid)

titkorszimmetrikus abszorpcios és emisszios spektrumail

Mig a fluoreszcencia emisszios spektrum az So alapallapot vibracios szintrendszerérol,
az abszorpcids szinkép az S1, S, ... gerjesztett allapotok vibracios szintjeirdl informal. A két
gorbe tiikkorszimmetridja az atmenetek vertikalis jellege kovetkeztében (Franck-Condon elv),
illetve S1 és So igen hasonld vibracios struktiraja miatt van. Ez a szimmetria bizonyos esetekben
sériilhet, példaul gerjesztett allapotbeli reakcid esetén, vagy ha az S; hosszu élettartama alatt
megvaltozik a molekula szerkezete.

A gerjesztési spektrum felvétele soran egyetlen, rogzitett emisszios hulldmhossz mellett
mérjik az intenzitast a gerjesztési hulldmhosszak fliggvényében. A fiiggvény alakja az
abszorpcios spektruméval megegyez0. A gerjesztési spektrum spektralis szélessége lehetdveé
teszi, hogy bizonyos molekuldk a gerjesztési spektrum csucsatdl tavolabbi gerjesztd
hulldmhosszak hatdsara is magasabb energidju allapotba keriiljenek. Ezért atfedd gerjesztési
spektrumu fluoreszcens molekuldk esetén lehetdség van a szelektiv gerjesztésre. A fluoreszcens
molekuldk gerjesztési spektruma ujjlenyomatszerii. A molekulak legnagyobb valdszintiséggel
a spektralis cstics-hullamhosszal térténé megvilagitas hatasara keriilnek gerjesztett allapotba.

A szinképek felvétele soran alapvetd feladat a gerjesztd és az éaltala okozott
fluoreszcencia fény elkiilonitése a gerjesztési €s észlelési iranyok helyes megvalasztasaval,
szirok, monokromatorok alkalmazasaval. Az abszorpcidés spektrumot abszorpcids
fotométerrel, az emisszios €s gerjesztési szinképeket spektrofluoriméterrel mérjik.

A fluoreszcencia mérhetd mennyiségei: a gerjesztd €s emittalt fény intenzitdsa; a

kibocsatott fény idébeli eloszlasa, anizotropiaja.



1.2 Az abszorpcids spektrofotometria

c sy

gerjesztési hullamhosszak megallapitasanak szempontjabdl elengedhetetlen a kisérletek
kezdetekor. A vizsgalatok kézben a fehérjében lejatszodo folyamatokra tudunk kovetkeztetni
az abszorpcids csucsok intenzitdsanak valtozasabol, helyének eltolodasabol. Az A-val jelolt

abszorbancia a fényelnyelés mértékét jelenti logaritmikus skalan:
A=lg™, (1)

ahol lo a megvilagito fény, | pedig a mintan athaladt fény intenzitasat jeloli. (Intenzitas helyett
pontosabb a spektralis sugarzasi teljesitmény [W/nm] kifejezés.) A transzparens mintan
athalad6 fény intenzitasat befolyasolja a fény mintabeli x Gthossza, a megvilagitott anyag c

koncentracidja és anyagi mindsége (¢):
| = lp- 107Mex ()

A (2)—es Lambert-Beer-torvényben ¢-nal jelolt molaris extinkcios koefficiens az egységnyi

crer

crer

mellett a koncentracié is egyenesen aranyos az abszorbanciaval:

A=e})-c-x, 3)
igy az konnyen szamithat6 a fotométerrel valo mérés eredményébdl.
A Lambert-Beer-torvény levezetése és gyakorlati alkalmazasaval kapcsolatos megjegyzések

A Lambert-Beer-t6rvény molekularis megfontolasok alapjan torténé levezetése sokkal
érdekesebb, mint a klasszikus levezetés (amely szerint az oldat vékony rétege altal elnyelt fény
aranya aranyos az elnyeld molekuldk szdmaval). Minden molekuldahoz tartozik egy

fotonfelvevd teriilet, az un. ¢ molekularis abszorpcios keresztmetszet, amely a hulldmhossz
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fliggvénye. A dl vastagsagu vékony réteg dN molekulat tartalmaz. dN a kovetkezével adhatod
meg:
dN=N,-c-S -dl , (4)

ahol S a bees6 sugar keresztmetszete, C az oldat koncentracioja és Na az Avogadro-szam. A
vékony réteg teljes abszorpcios keresztmetszete az 0sszes molekularis keresztmetszet 6sszege,
azaz o-dN. A foton befogasanak valdsziniisége tehat o dN/S, és egyszeriien egyenld a vékony

réteg altal elnyelt fény (-dI/l) hanyadaval:

dl odN

—T=T=Na'o-’c'dl (5)
Integralast kovetden

me=N .g-c-1 log=_X N .g.c-1 6

Ny =Naro-c vagy 1087 =35e37Va 0 € ’ ©)

ahol | az oldat vastagsaga. Ez az egyenlet formailag megegyezik a (3) egyenlettel, € = %

értékkel. A molekularis abszorpcios keresztmetszetet ezutan az € kisérleti értékébol a kovetkezo

Osszefliggés segitségével lehet kiszamitani:

o=2"5=3825-10"¢ (cm2-ben).

a

lo az oldatba belép6 sugar intenzitasa, ¢s nem a kiivettara beeso li sugaré, illetve | az oldatot
elhagy6 sugar intenzitasa, és nem a kiivettat elhagyo Is sugaré, mivel valojaban a kiivetta falain
is vannak reflexiok, tovabba ezek a falak is elnyelhetik kissé a fényt. A kiivetta falanak és az
oldoszernek a hozzajarulasa a kovetkezOképpen vehetd figyelembe: a teljes minta

abszorbancidja (beleértve a kiivetta falait is) az alabbiak szerint hatdrozhaté meg:
I
Ag(A) = logz (7

Ha az oldatot az oldoszerrel helyettesitjiik, akkor az ateresztett fény intenzitdsa Ir és az A

abszorbancia

11



Ii
Ag(2) = log ®)
R
Az oldat valddi abszorbanciaja ekkor a kovetkezo:
AQQD) = A — Ag = 1og§—‘: 9)

A kétfényutas spektrofotométerek (egyik kiivettaban az oldat, masikban az oldoszer)

automatikusan rogzitik log I—R mérésével a valodi abszorbanciat. Mivel a két kiivetta soha nem
S

tokéletesen egyforma, el6szor az alapvonalat vessziik fel. Ezutan a mintakiivettaban 1€évo
oldoszert az oldattal helyettesitjiik, és felvessziik a valodi abszorpcids spektrumot.

A transzmittancia, azaz atereszt6képesség is a fényelnyelés leirasara hasznalt mennyiség, ami
azt mutatja meg lineéris skalan, hogy a beesé fény hany szézalékat engedi 4t a megvilagitott

anyag:
T=L100 (10)
Iy

Vagyis
A1) = —logT(A). (11)

Tual nagy intenzitasi besugarzas (pl. 1ézerfény) esetén az abszorpcid mar nem csak az
anyag, hanem a megvilagitd fény tulajdonsagaitdl is fiigg. A nemlinedris abszorbancia
jelensége soran az abszorpciora képes molekuldk szdma lecsokken, ugyanis az elnyelésre
alkalmas molekulak sokasaga nem képes alapallapotba keriilni, relaxalodni. Az abszorpcid
lecsokkenését kifehéredésnek, az anyagot, amiben végbemegy, telitddd abszorbensnek
nevezziik, ami rovid 1ézerimpulzusok eldallitasara is alkalmas.

Az 1.3 abran az UV-lathatd tartomdnyon (200-700 nm) hasznalatos kétfényutas
spektrofotométer elrendezése lathatd az osztott nyaldbbal, amely a minta és a referencia
(pufferoldat) parhuzamos — és ezért az egyutas rendszereknél gyorsabb — vizsgalatat teszi

lehetové.
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Fotodetektor
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Referencia |
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) ) 1
Fényforras ! Jelfeldolgozas,
kijelzés
| Mint Fotodetektor

" . inta
Nyalaboszté Sldat

1.3 dbra A kétfényutas spektrofotométer elvi elrendezése EQy UV/ldathato fényforrds sugdrnyaldbja prizma vagy
diffrakcios racs segitségével hullamhosszakra valaszthato szét. Ezt a monokromatikus fényt egy nyalaboszto két
azonos intenzitdsu sugdrra osztja. A fény az egyik oldalon egy referencia kiivettan (fehér), a masikon pedig a
vizsgalando mintan keresztiil van iranyitva, amin dathaladva annak egy része elnyelddik. Mindkét fénysugar a
fotodetektorokra iranyul, amelyek 6sszehasonlitiak intenzitasukat: a mintdn és a referencia kozegen dthalado
fényintenzitds aranya, vagyis a fény abszorbancidjdnak mértéke meghatdarozhaté. (Az abra forrasa:
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-representation-of-the-Law-of-Beer-Lambert-through-the-
absorption-of-light-in_figl 336637497 )

Az abszorpcios fotométerrel a spektralis csucsok eltolodasa id6fiiggésben is mérhetd;
fix hulldamhossz abszorbanciijanak monitorozaséval a fehérjék szerkezetének makroszkopikus
(100 ms idéfelbontasu) idoskalan bekovetkezd valtozasai jol kovethetdk (pl. a vilagos

allapotbdl a sotét allapotba valo visszatérése az altalam vizsgalt fényérzékeny fehérjéknél).
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1.3  Afemtoszekundumos tranziens abszorpcios spektroszkdpia

A nagyon rovid, pikoszekundumos-femtoszekundumos iddskalan zajldé abszorpcios
spektrumbeli valtozasok kdvetésére — és ezen spektralis nagyiton keresztiil a 103-10"%s-o0s
kémiai és szerkezeti események mechanikai és kinetikai részleteinek feltérképezésére — tobbek
kozott a lathatd tranziens abszorpcios technikat hasznaltuk. Mivel a tranziens abszorpcios
spektroszkopia fotokémiai reakciok kdzbenso allapotainak nyomon kovetésére; energia-, toltés-
vagy elektronatadasi folyamatok; konformacios valtozasok, termikus relaxacio, fluoreszcencia-
vagy foszforeszcencia-folyamatok vizsgalatara alkalmas eljaras, kivaléoan hasznalhatéd
flavoproteinek elektronatviteli folyamatainak jellemzésére is. A szamos fotoaktiv fehérje
(koztiik az altalam is vizsgalt OaPAC fehérje) fotoantennajaként is miikodod flavin kromofor a
fehérjekornyezettdl és a fotokémiatdl fiiggden 6t kiilonbozé ,,redoxallapotban” 1étezhet!. Ezek
a redoxallapotok jol elkiiloniilé abszorpcids spektrummal rendelkeznek, igy jol mérhetok.

Az egyedi elektrontranszfer 1épések kovetésére is alkalmas mddszer pumpa-proba elven
alapszik. A modszer kidolgozasaért és a femtokémiai kisérletek elvégzéséért Ahmed Zewalil
1999-ben Nobel-dijat kapott. A mintat viszonylag nagy intenzitasu 1ézerimpulzussal — az un.
pumpa nyaldbbal — gerjesztjik. Az igy kivaltott hatds id6beli nyomonkdvetésére
(meghatédrozott id6kozonként érkezd) joval kisebb energidjii probaimpulzusok sorozata
vilagitja at a mintat: a gerjesztett allapotbeli abszorpci6 vizsgalhatd. Azért fontos, hogy a
probaimpulzusok kisebb intenzitastiak legyenek, hogy a kivaltott folyamatot lehetdleg ne
befolyasoljak. Az idébeli felbontast a probaimpulzus hossza hatarozza meg, ami a mi
rendszerilink esetén100 fs; tehat a 100 fs -100 ps tartomanyon lezajlé folyamatok vizsgéalatara

alkalmas a mérOberendezés.

Nyaldboszto G2 !
- (2) Proba (5) (6)\Detektor,
Lézer|-----------3c----q |------- B ','—(Z) ~ 7 " |spektrométer

A~ “Késleltets egység
(3)

1.4 abra A tranziens abszorpcios rendszer sémdja 1. femtoszekundumos lézerforrds 2. szétvalasztas proba és
pumpa impulzusra nyalabosztoval 3. a proba impulzus a keéslelteté padnal , késlekedik”, hogy az
abszorpciovaltozas egy kovetkezd szakaszat vilagithassa at 4. a pumpa nyalab eléri a mintat 5. a proba nyalab

atvilagitia a mintat 6. a mintan datmend fény a detektorba ér
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Az altalunk alkalmazott pumpanyalab a frekvenciakétszerez0 BBO (béta barium borat)
kristallyal 1étrehozott 400 nm hulldmhosszal rendelkezd fénysugar, a probanyaldb pedig egy
széles spektrumt, a 800 nm-es impulzuslézerbdl CaF. lemezzel eldallitott 380-700 nm
tartomanyu fehér fény kontinuum.

Az altalunk hasznalt fényforras felépitése az 1.5 dbran talalhato. Ez egy Nd: YLF 1ézerrel
pumpalt Spectra-Physics Mai Tai tipust Ti:Sa (100 fs impulzushosszi, 100 MHz ismétlési
frekvenciaju, 1,5 W atlagos teljesitményii, 1nJ energiaja) lézer oszcillator. Ez vilagitja meg a
1ézererdsitd (Spectra-Physics Spitfire Ace) Ti:Sa kozegét, amit egy ujabb Nd:YLF 1ézer
(Spectra Physics Empower; Intracavity-Doubled, Diode-Pumped Nd:YLF Laser Systems)
pumpal. A kijové nyalab hullamhossza 710 és 990 nm kozott hangolhatd, impulzushossza
800 nm-en 100 fs, ismétlési frekvencidja 1-5 kHz tartomanyban allithat6, energiaja erdsités
utan 1 mJ, ami mar elegendden nagy nemlinedris jelenségek (pl. masodharmonikus) keltésé¢hez

¢s a pumpalashoz.

Lézeroszcillator ERGSITO

Az altalunk hasznalt lézerfény

e
r

100fs, ~ ml,
Pumpalas Nd:YLF lézerrel 1kHz

100fs, 1 nJ,
100 MHz

1.5. abra: A lézer féenyforras sematikus abraja A lézerrendszer részei: eqQy lezeroszcillator, egy pumpa lézer és

egy lézer erdsitd. Az oszcillator egy Nd:YLF lézerrel pumpalt Ti:Sa lézer. Az eléallitott 100 fs impulzushosszii,

e

lézerrel pumpalt Ti-Sa kristdly) kévetden 1 mJ energiaval, 1 kHz ismétlési frekvenciaval, 800 nm-en 100 fs
impulzushosszal rendelkeznek és 710 — 990 nm kézott hangolhatok.

A 1ézerbdl kijové 800 nm-es nyalab mellett az utjaba helyezett BBO kristalyon vald
athaladast kovetden megjelenik a frekvenciakétszerezett 400 nm hulldmhosszu fény, amirdl
dikroikus tiikorrel levalaszthaté a masodharmonikust generald 800 nm-es nyalab. A kettéosztott
l1ézernyalab egyike tehat a BBO kristalyt kovetden mar 400 nm-es hulldmhosszon halad a minta
felé, hogy rendszeresen gerjessze azt, a masik nyalab pedig a késlelteté egység utan a CaF:
lemezen athaladva fehér fényli probaimpulzusként vilagitja at a mintat. A késleltetd egység
kulcsfontossagu a gyorsan valtozd abszorpcid egymas utani paranyi idétartomanyairol torténd

gyors adatgytjtésben. A késleltetd pad sebessége 100 mm/s, 1,5 um-es mozgatassal (oda-vissza
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10 fs idobeli felbontast tesz lehetéve, amit az impulzus 100 fs-os hossza feliilir. A két nyalab
tehat a mintaban talalkozik (1.4 dbra): a 400 nm-es pumpa impulzus altal keltett hatast az idodben
1épésenként késleltetett fehér fénnyel ,,tapogatjuk le”. Mig az abszorpciés fotometrianal a minta
sz¢les spektrumu atvilagitasat végezziik, a fluoreszcencia emisszido mérésekor a meghatarozott
hullamhosszon vald gerjesztést kovetden detektalunk, addig a tranziens abszorpcios technika
esetén ez a kettd szimultan torténik és nagyon gyors valtozasok kovetésére optimalizaltan. Az
abszorpcids spektrumokat egy -80°C-on mitk6dé Andor Newton CCD rogziti.

Az  abszorpciés  adatmatrixokat, a  sajat  fejlesztési NI LabVIEW

(https://www.ni.com/hu-hu/shop/labview.html) (vizualis programozasi nyelv) szoftverrel irt

sajat program szamolta ki. A kapott adatmatrixot a Glotaran nevii® szoftverrel elemeztiik,
szekvencialis sémat (A—B—C) feltételezve, a kapott idéallandokhoz EAS-t (Evolution
Associated Spectra) rendelve. A szekvencialis séma feltételezésekor kapott EAS spektrumok a
spektrumok idSbeli fejlddését mutatjik®. Az EAS spektrumok lecsengési allandoi azokat az
idoket adjak meg, amelyek az egyes allapotok egymasba vald atalakulasahoz sziikségesek.
Példaul a legegyszeriibb (A — B — () atalakulasi séma EAS1 lecsengési allanddja az az
iddtartam, amely alatt az A allapotbol 1étrejon a B allapot. Az EAS1 spektrum az A allapotban
jelen 1év6 jarulékok (gyokok) spektrumainak 6sszege. Ezek egyesével azonosithatok példaul a
FluorTools szoftver spektralis illesztésével.

A tranziens abszorpcidos spektrum harom hatds szuperpozicidjaként all eld: a

kifehéredés, a stimulalt emisszio €s a fotoindukalt abszorpcio (1.6 abra).

L
Fotoindukslt abszorpcid

- A
S; i sl
I
ESA
—1 é A .
< Stimuldlt emisszié
sl
Stimulalt emisszié
Kifehéredés (bleach)

SE (SE)

A(mOD)

Alapéllapotbeli
bleaching

(GSB) H Hullimhossz (nm)

450 500 550 &00

1.6 abra: Az abszorpciovaltozdas a hullamhossz fiiggvényében (kozépen) és a valtozast kelt jelenségek

(Forrds: https://gobertpartners.com/by-transient-absorption-spectroscopy)

A bleaching (kifehéredés) az alapallapotbeli populécio lecsokkenése miatt az abszorpciod

nullahoz kozeli értékével jar. Stimulalt emisszio esetén a gerjesztett allapoth minta ijabb
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fotonokat bocsat ki, ami negativ abszorpcidvaltozasként jelenik meg. A gerjesztett allapotbeli
(fotoindukalt) abszorpcio a gerjesztett allapotbeli minta tovabbi fotonelnyelését jelenti, azaz
gyengiilé probaimpulzust: pozitiv abszorpciovaltozast (1.6 abra).

A gerjesztett allapotbeli spektrum (pumpanyaldb hianyaban) alapallapoti spektrumbol
valo kivonasat kovetdéen kapjuk meg az abszorpcid valtozast (AA). AA=A>-Ay, ahol A az
alapallapoti, A> a pumpa indukalt abszorbancia. AA<O azokban az esetekben, amikor a
gerjesztett allapoti abszorbancia kisebb az alapallapotbelinél. Ilyen két esetben fordulhat el6:
az 1.6 abran pirossal jelolt kifakulaskor (a probanyaldbbal valo atvilagitas soran kisebb az
elnyeldédés, mivel a gerjesztett allapotban nagyobb aranyt populacié taldlhatdo, mint
alapallapotban) és a kékkel jelolt stimuldlt emisszional (a gerjesztett allapotban kibocsatott,
stimulalo foton a magasabb energiaallapotban 1évé elektronokat emissziot okozva ,,leloki” a
helyiikrél), ahol - mivel az emisszié mértéke né -, a probanyalab elnyelédése Kisebb. AA>0,
vagyis pozitiv az abszorpciovaltozas, amikor gyengiil a probasugar intenzitasa. Gerjesztett
allapotbeli abszorpcid esetén a minta tovabbi fotonokat nyel el. A cstcsok (AA) valtozasanak
hullamhossz szerinti, illetve idébeli dinamikajat elemezziik, idéallandot szamitunk. A spektrum
valtozésa kiilonbozd késleltetéseknél a fotokémiai folyamat (pl. a flavoproteinek
elektronatviteli 1épései) id6beli 1épéseinek kirajzolasa, mivel pl. a flavin redoxallapotainak

hatérozottan elkiilonithetd abszorpcids spektrumai vannak.

1.4 Afluoreszcencia emisszid mérése (spektrofluorimetria)

A fluoroforok emisszids szinképeit fluoriméterrel vessziik fel. A fluoriméter elvi
elrendezésén jol lathato (1.7 abra), hogy a gerjesztés fényutjahoz képest merdlegesen torténik
az emisszio detektalasa.

A fluoriméter feladata, hogy a vizsgalt kromofort megvilagitsa meghatarozott
hulldmhosszu fénnyel, majd elkiilonitve a gerjesztd fénytdl, mérje a minta altal kibocsatott fény
intenzitasat, hulldmhossz szerinti eloszlasban. A fluoreszcencia intenzitdsa a megvilagito fény
intenzitasanak a toredéke. A fluoriméter merdleges elrendezése azért Iényeges, mert a gerjesztd
fényhez képest kis intenzitasti emissziot igy lehet alacsony hattérintenzitassal és jobb jel/zaj

viszonnyal mérni, a sz0rt fény jelentds része ugyanis kisziirhetd ezzel az elrendezéssel.
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1.7 abra: A fluoriméter sémaja A széles spektrumu fényforrasbol monokromatorral vagy szinsziirével kivalasztott
gerjesztd fény a minta iranyaba halad, ahonnan az emittalt fény hullamhosszat dikroikus tiikor és a merdleges
elrendezés valasztia szét a gerjesztotdl. Az emisszios oldali szinsziirével vagy monokromdtorral kivdlasztott

Sfluoreszcens fényt detektdljuk.

A gerjesztés altalaban széles spektrumu fényforrassal torténik, monokromator segit a
szlikséges megvilagitasi hulldimhossz kivélasztasaban és az emisszios oldalon is a gerjesztési
spektrum felvételekor. Steady-state fluoreszcencia spektrumok felvételekor nem vizsgaljuk a

fluoreszcencia id6beli megvaltozasat, hanem allandosult allapotunak tekintjiik.

1.5 Atriptofan mint alkalmas fluorofor

A fluoreszcencia emissziora képes molekulak (fluoroforok) delokalizalt elektronokat
(konjugalt kettds kotéseket vagy aromas gytiriiket) tartalmaznak. Belso és kiilsé fluoroférokat
kiilonboztetiink meg aszerint, hogy azok kiviilr6l a molekularis rendszerhez csatoltan vagy
természetesen vannak jelen, mint példaul a fehérjékben megtalalhato harom aminosav: a
triptofan (1.8 abra), a tirozin és a fenilalanin. A harom, delokalizalt elektronokat tartalmazo
aminosav koziil a triptofan kvantumhatasfoka a legmagasabb és spektralis tulajdonsagai miatt

szelektiven vizsgalhato akkor is, ha a masik két emissziora képes aminosav szintén jelen van.

| OH
HN NH;

Irz

1.8 dbra a.) A triptofan szerkezeti képlete (L-izomer). b.) A fluoreszcencidaert felelGs triptofan oldallanc, az

indol
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A triptofan intenzitasa, emisszidja, ¢lettartama nagyon érzékeny a kornyezetének valtozasaira.
Ezt az eldnyos tulajdonséagat lehet a kioltasi kisérleteknél jol haszndlni.

A triptofan tehat fluoreszcens tulajdonsagai és a kornyezetének koriilményeire vald
érzékenysége miatt a fluoreszcencia spektroszkopiaban alkalmas €s gyakran hasznalt belso
fluorofér. A triptofan — s vele szoros egységben a fehérje — miikodése (kis intenzitasa) UV
fénnyel torténd gerjesztés hatdsara nem valtozik, nem sériil. Képes elnyelni az UV fény
energidjat, elektronjai gerjesztett allapotukbol kisugéarzas révén relaxalodnak. A triptofan
gerjesztése 295 nm koriil lehetséges, mig fluoreszcencia emisszioja a 310 - 400 nm-es

tartomanyba (1.9 4bra), fluoreszcencia élettartama altalaban 1-6 ns kozé esik®.

02 :::
a = 361 nm a
278 nm 8
! Z 2x107
c
o 2
‘c £
= @
R 0,11 2
4 Q 7
2 © 1x101
3
295 nm 5]
>
[
0,0 T T 0 T T T 7
250 300 350 400 450 500
Hulldmhossz (nm) Hullamhossz (nm)

1.9 dabra. Az L-triptofan abszorpcios (a) és emisszios spektruma (b) a 200-600 nm tartomanyban Puffer: 10 mM
NaCl, 50 mM NaHzPO4, pH 8. Gerjeszté hullamhossz: 295 nm.

1.6 Akvantumhatasfok

A fluoreszcens energia hatasfoka egyenld a mintabol minden iranyba kisugarzo fény ¢és a
megvilagitd fény energidjdnak hdnyadosaval. A kvantumhatasfokot (Q) az elnyelt és
kibocsatott fotonok szadmaval Q = Nemitta/Nabszorbeslt Vagy a sebességi allandokkal Q=ks/Kssszes
fejezhetjiik ki, ahol kr a fluoreszcens atmenet valoszinliségét, a ,,Kssszes” pedig a fluoreszcens és

a nonradiativ (vibracios és rotacios) atmenetek valoszinlis€gét jelenti.

19



1.7 Afluoreszcencia élettartam és mérése

1.7.1 Afluoreszcencia élettartam (t)

A gerjesztett allapoti molekula fotonemisszidval keriilhet vissza alapallapotba. A gerjesztett
allapotban levé molekuldk szama — igy intenzitdsa is — az id6 fiiggvényében a radioaktiv

bomlashoz hasonldéan exponencialisan csokken (1.10 abra).

S

Intenzitas

lo/e | 5

I(t)=loe Ve

{ 1dé (ns)

1.10 dbra: A gerjesztés megsziinését kévetéen a fluoreszcencia intenzitds exponencialisan csékken az idével

Az intenzitas aranyos tehat a gerjesztett atomok szdmanak idébeli valtozasaval ilyen forméaban:
I=dN/dt=—Ks- N, (12)

ahol | az emisszi6 intenzitasa, kf az emisszio sebességi allanddja, N a gerjesztett atomok szama.

A differencidlegyenletbdl integralassal jutunk az
N(t)=Ng-e (13)

egyenlethez, amelyben No a t=0 iddpillanatban, a gerjesztés megsziinésekor a gerjesztett
atomok szama, kf = 1%, ahol 7 az az élettartam, amely alatt a gerjesztett allapotban levo
molekulak szama e-ad részére csokken, vagyis a gerjesztett allapot atlagos idétartama. Ez
tulajdonképpen a lumineszcencia csillapoddsat jellemzé 1d6, azaz maga a

fluoreszcencia/foszforeszcencia élettartam.
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N(t):NO'e_(karknr)t, (14)
ahol N(t) a gerjesztett molekuldk szama barmely t idOpillanatban, No a t=0 iddpillanatban
gerjesztett allapotban levd elektronok szama. Ebbdl kovetkezik, hogy a fluoreszcencia-

¢élettartam:

=1/(k+Kic+Kisc)=1/(Ks+Knr), (15)

ahol Kn=kictkisc és ki a fluoreszcencia atmenet valdszinilisége, iC a belsé atmenet (internal
conversion), isc a rendszerek kozti atmenet (intersystem crossing), Nr a sugarzas nélkiili
(nonradiativ) atmenet.

Altaldban a fluoroférok tobb populécioban lehetnek jelen egyidejiileg, amely tobb
¢lettartam megjelenésével monitorozhatd — ezeket az illesztéseknél kell figyelembe venni. Az
illesztett ¢lettartam gorbe az aldbbi alakban felirhat6 exponencidlis fliggvények linearis

kombindaci6jabol all elo:

t

I(t)=Zoi- e ©. (16)

Az q; preexponencidlis faktorok az egyes élettartam komponensekhez tartozd populaciok
aranyat, 7j az egyes ¢lettartamokat jeloli.
Szamos eljaras ismert a fluoreszcencia élettartamok mérésére, azok nagysagrend;jétol

fliggden. A tovabbiakban a méréseim sordn alkalmazott eljarasokat részletezem.

1.7.2 Id6korrelalt egyfoton szamlalas

Az idoékorrelalt egyfoton szamlalas (Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC)
id6tartomanyban. A fluoreszcens jel detektdlasa megtorténhet egy fotodiodaval, gyors
oszcilloszkoppal vagy valamilyen gyors elektronikus tranziensrogzitdvel. A sziikséges iddbeli
felbontés és a gyenge jel miatt azonban ezek a megoldasok nem célravezetok. Az idékorrelalt
egyfoton szamlalasnal a minta periodikus gerjesztése lehetdvé teszi a gerjesztés és emisszid

tobb ciklusabol torténd adatgyiijtést a photobleaching elkeriilésével. Tovabba elfogadhato a
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begylijtott fotonok ritkasdga és a sok cikluson keresztiil gytijtott egyedi fotonesemények
sokasagabol rekonstrualhato6 a fluoreszcencia bomlasi profilja.

A modszer alapja az egyes fotonok (fluoreszcens jelek) ismétlédd, pontosan idézitett
regisztralasa. Az idozités referenciaja a kovetkezd gerjeszté impulzus®. Egyetlen fotonra is
érzékeny detektorként fotoelektronsokszorozé (PMT: Photomultiplier Tube), tébbcsatornas
lemez (MCP: Multi Channel Plate), egyfotonos lavinadioda (SPAD: Single Photon Avalanche
Diode), vagy hibrid PMT hasznalhato. Feltéve, hogy alacsony a valdszintisége annak, hogy a
detektorok  ciklusonként egynél tobb  fotont regisztralnak, a fotonérkezések
idétartomanyonkénti hisztogramja azt az idébeli csokkenést mutatja, amelyet egy “egyszeri
felvétel" idofelbontast analdg rogzités esetén kapnank. Az egyetlen foton valdszinliségének
elofeltétele teljesithetd (és teljesitendd) a mintabol érkezd fény intenzitasdnak egyszerii

csOkkentésével, ha sziikséges.

Lézermm d

i
Fluoreszcens foton

.

-

LT «——
I start-stop id6 1 start-stop id6 2

@ 34ns ® 47ns

1.11 dbra A start-stop idék mérése idékorreldlt egyfoton szamldldassal (Time-Correlated Single Photon

Counting). (Forrds: https://www.picoquant.com/images/uploads/page/files/7253/technote _tcspc.pdf )

Az 1.11 abran jol 1athato, ahogyan a fluoreszcenciat a rovid 1ézer vagy LED-impulzusok
ismétlédden gerjesztik. A gerjesztés €s az emisszid kozotti 1dokiilonbséget stopperdrakeént
miikodé elektronika méri (TCSPC: Time-Correlated Single Photon Counting). Ezen
iddkiilonbségek tobb cikluson keresztiil torténd eldfordulasi valdszinliségeibdl épiil fel a
lecsengést mutato hisztogram (1.12 abra).

Ha egy foton kibocsatasanak és detektalasanak valosziniisége 100%, akkor megjelenik
egy impulzus a hisztogramban, amint azt az 1.11 4bra 1. és 3. eseménye mutatja. Am sok
ciklusban egyaltalan nem lesznek fotonok vagy altaluk keltett impulzusok. Az abran ez a
helyzet a masodik lézerimpulzusnal lathato. Meg kell jegyezni, hogy (a kvantumfizika

torvényei szerint) egy foton vagy egy {lres ciklus teljesen véletlenszerli, és csak
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valoszintiségekkel lehet leirni. Kovetkezésképpen ugyanez érvényes az egyes stopperorak
leolvasésaira is. A fluoreszcencia intenzitasanak folyamatos mérése helyett tehat a gerjeszto és
a detektalt impulzus kozotti idtartam mérése torténik. A fluoreszcencia lecsengési gorbét (1.12

abra) nagyon sok mérés statisztikaja adja (~10000 beiitésszam).

Eredeti hullamforma

. (fluoreszcencia)

Gerjesztés: t=0 iz
) idé
1. ciklus
2. ciklus A

3. ciklus

A

A gerjesztést kdvetSen
a detektorba érkezé
elsé fluoreszcens foton

A

Gerjesztési ciklusok

n. ciklus A

Fotonok eloszlasa

1.12 abra A fluoreszcencia lecsengési gorbe létrejotte. Az egymds utdani mérések soran az emittalt fotonok
megfelel6 idéablakba valo érkezésének regisztralasa torténik, azaz az egyes idécsatornakba érkezett fotonok

szamlalasa a fotodetektorban kivaltott, a fotonok szamaval aranyos aram réogzitésével. A sokszor ismételt

meérések hisztogramja alapjan rekonstrualhato a fényintenzitas idébeli csokkenése. (Forrds: Becker&Hickl)

A gerjesztést impulzus-lézer vagy impulzus-LED fényforrds végzi, amelyek
impulzushossza 6sszemérhetd a fluoreszcencia élettartamaval (dekonvoluciot igényel, amikor
nem tud pillanatszerii/femtoszekundumos lenni a gerjesztés). Az impulzus egy része
fényosztoval van kicsatolva, ez referencianyalabként akadaly nélkiil jut a fotodetektorba (1.13
A ébra).

A mintat atvilagitd nyalab okozta fluoreszcens fényimpulzus adja a start jelet a nagy
erdsitésti fotodetektorba, mig a referencia nyaldb a stop jelet. Az inditéimpulzus
fesziiltségnovekedést indit el az id6-amplitddo atalakiton (Time-to-Amplitude Converter,
TAC). A gerjesztd fény intenzitasat ugy kell beallitani, hogy egyetlen foton aramot valtson ki
a fotokatodon. Amikor a stop jel eléri az id6-amplitudo atalakitot, a TAC jel fesziiltségének
novekedése megall. Ez a fesziiltség aranyos tehat az eltelt idovel, vagyis a fluoreszcencia
idokésésével (1.13 B abra).
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adatfel-
/ > PMT ,
dolgozas

START J
Fényforras I%é Minta CFD 2 1ac | —> | mca

(Lézer)

(emisszid)

U’ STOP

MCP-PMT | =»| CFD

1.13 A dbra A fluoreszcencia élettartam TCSPC-vel valé mérésének kisérleti elrendezése. A TCSPC elektronika
6 alkotéelemei: foto-elektron sokszorozé (PMT: photomultiplier tube), MCP-PMT (micro channel plate PMT),
konstans aranyi diszkrimindtor (CFD: Constant Fraction Discriminator), idé-amplitidé datalakité (TAC: Time-

to-Amplitude Converter), t6bbcsatornds impulzus-analizator (Multi Channel Array, MCA) és az adatfeldolgozo

egység.

A start és stop jeleket a konstans arany diszkriminator (CFD: Constant Fraction
Discriminator) fogadja, ahol az impulzusnak meg kell haladnia a kiiszobfesziiltséget. Ez
megakadalyozza, hogy az alacsony amplitudoju zaj valodi jelnek szamitson. gy egy
amplitadotol fiiggetlen elektronikus impulzus tovabbitodik a TAC-nak. A nagy szamu
impulzusbol beérkezd sok TAC jelet a tobbcsatornas impulzus-analizator (Multi Channel
Array, MCA) dolgozza fel. A csatornak legkisebb szélessége (és a gerjeszté impulzus idébeli
kiszélesedése) hatarozza meg az idébeli felbontast. Fontos, hogy csatornanként egyszerre 1-nél

tobb foton ne érkezzen be (kb. 100 start jelre 1 stop jel érkezzen) a jelalaktorzulés elkeriilése

miatt.
inditd
impulzus
START
0 . sokcsa-
ICI(.)-’ ) Upac tornas
a’mplltt.!d’o > impulzus-
A atalakito analizator
b\
PMT-bs TAC MCA
szarmazo pr— , —
impulzus | 1dS(kiilonbség) > elektromos jel (amplitido) |
STOP

1.13 B abra Az idékorrelalt egyfoton szamlalas idomérési mechanizmusa
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1.8  Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkdpia

A fluoreszcencia emisszios spektroszkopiai jel gyors lekdvetésére a TCSPC technikaval
elérheté nanoszekundumos iddbeli felbontdsndl is finomabb érhetd el a polariméteréhez
hasonl6 logikaval kigondolt Kerr-kapus spektroszkopiaval®.

A fehérjékben lejatszodd néhany 10 pikoszendumos, fénnyel indithaté ultragyors
jelenségek vizsgalatara alkalmas technika a femtoszekundumos imupulzushosszu gerjesztd
1ézerek altal lehetséges, igy 100 fs-os nagysagrendiire szlikitheté az idéablak.

A spektralisan szélesebb tartomanybeli mérés lehetdsége miatt a Kerr-kapuzott
fluoreszcencia spektroszkopia az élettartamhoz képest tovabbi tobbletinformacioval szolgal a
tranziens folyamatokrdl: az intenzitas és az id6 mellé a hullamhossz dimenziét is tartalmazza a
spektrum. Ez a tobb fluorofort tartalmazo rendszerekben kiilondsen fontos.

Az ilyen rovid idStartomanyban megbizhaté eredményre vezetd mérési eljardsok
tobbsége a pumpa-proba elven alapszik. Ennek soran a 1ézerimpulzusok késleltetését az optikai
uthosszak finom valtoztatasaval lehet elérni. A pumpaimpulzus elinditja a mintaban a vizsgalni
kivant reakciot. A probaimpulzus idoben késleltetve indul. Minden mérésnél 1épésrol 1épésre
valtozik a probaimpulzus idobeli késleltetése a vezérelhetd és mozgathatd késleltetd padnak
kdszonhetden. Tehat az idébeli késés tavolsagnoveléssel valosul meg. A probaimpulzus ennél
a technikénal nem a mint4ban talalkozik a pumpéval, hanem az un. Kerr—kézegben. Szerepe a
mintabeli fluoreszcens folyamat megfeleld iddablakanak kinyitdsa, amely utan az emittalt
fotonok intenzitasa és hullamhossza mérhetd. A megfeleld iddablak 1ézerimpulzus hatasara
optikai Kerr—effektus soran a specialis kozeg (in. Kerr—anyag) akkor valik a 1ézerfény altal
keltett elektromos mezd hatdsara ,atlatszovd”, ha a torésmutatdja iranyfiiggé moddon
megvaltozik; ekkor a ra es6 fény polarizacios sikjat elforgatja. Ilyen anyag példaul a CSz, a
benzol vagy kis mértékben az iiveg is. Az elforgatds mértéke fiigg az anyag vastagsagatol és a
kettOstorés meértékétdl. Kettdstorés esetén a kiillonbozdé irdnyokban mas-mas az anyag
torésmutatoja. Legalabb két, de tipikusan inkdbb harom 6 (fétengely menti) torésmutato alakul
ki a kozegben. Ezt masik fénnyel megvildgitva — ami mar nem befolydsolja az anyag
torésmutatojat — annak polarizacids vektorat elforgatja.

A probaimpulzus nagy intenzitasdnak hatdsdra a kettdstorové valt Kerr—kozegen
athalad6, sikban polaros (jelen esetben fluoreszcens) fény polarizacios sikja elfordul,
(elliptikusan polarossa valik). Az 1.14 abran lathat6 elrendezés mutatja, hogy a mintabol kijovo

fluoreszcens fény a P1-es polarizatoron athaladva valik sikban polarossa. A P2-es polarizator

25



erre merdlegesen van bedllitva, tehat fény csak akkor juthat 4t a masodik polarizacios sziiron,
ha a Kerr—effektus miatt a nagyenergiaju probaimpulzus a Kerr—kdzeget kinyitja. Ekkor a
fluoreszcens fény sikja elfordul, és maris nem lesz keresztirdnyll a polarizacidja a P2-hoz
képest, tehat a fény egy része atjut. A fénydateresztés pontos idejének vezérlésével a
fluoreszcencia intenzitasanak mérése altal a lecsengés menete rekonstrualhatd. A |, kapunyitas”
hossza nem minden Kerr-kozeg esetén azonos, tehat a vizsgalt fluoreszcencia élettartamanak
megfelel6t érdemes valasztani. Olyan anyagot, amely példaul egy gyors lecsengés esetén

ugyanolyan nagysagrendii idétartam alatt keriil vissza izotrdp (a polarizaciot nem befolyasolo)

allapotba.
PO < FiP . K & PoF
171 ;;_ 2
D ‘ ' My )
A2 plate ]
A2 lemez /@5 keslelteto\egyseg
=== 54-?0' M"I\ u L J>
BBO L 4
J 400 nm a 3 I 800nm
N ' 5050

1. 14 abra A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopiai elrendezés vazlata.®

A 1ézerbdl kijovo fény kettéosztasa utan a pumpa impulzus (4 = 400 nm) az S mintat
gerjeszti. Az ennek hatasdra 1étrejovo fluoreszcencia emissziot nagy térszogbdl begylijtd és
tovabbiranyito O1-O2 Cassegrain-objektiveken athalado fény a Pi1 polarizacids szliré miatt
sikban polarossa valik és halad a Kerr-cella felé. Ezzel parhuzamos uton a probaimpulzus a
késleltetd egységen athaladva jut a Kerr celldba, ahol l1étrehozza a kozeg valtozasat; megnyitja
az utat a fluoreszcens fénynek. A fluoreszcens fény egy része, a polarizacios sikjanak
elfordulasa miatt a masodik (P2) polarizacios sziirdn atjut és igy az SPi-es spektrométerrel
egybekotott detektorral felfoghatd lesz. SP» a referencia spektrométer. F1 sziird a pumpa, F2 a
kapunyit6 nyalébot blokkolja.

A hulldmhosszat és a gerjesztés id6pontjahoz viszonyitott iddadatot tartalmazd
fluoreszcencia-adatok F(A,t) matrixokként gyiilnek Ossze a detektalds sordn. A globalis- és cél
analizis nevi eljarassal (global and target analysis) torténik a kiértékelés, amellyel lehetséges a
tobb adatsor kombinalasa®. A globalis elemzési eljarasok gyakran exponencidlis atviteli

fliggvények formdjaban veszik figyelembe az ilyen Osszetett adatsorokat. Az elemzés célja,
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hogy az idofelbontasu adatok rendszerspecifikus-modell alapt leirasat kapjuk meg szdmos
sebességallando €s fluoreszencia-spektrum formajaban.

A globdlis elemzés alapja a szuperpozici6 elve, amely feltételezi, hogy a mért adatok a
kiilonb6zé komponensek linearis kombinacidjabol szarmaznak, amelyek mindegyike kiilon
idéallandoval ¢és spektrummal rendelkezik. Tehat a rendszert spektralisan kiilonb6zo
komponensekbdl allonak felételezi; stlyozottan Osszegzi a spektrumokat. Mivel tranziens

folyamatokat vizsgalunk a fehérjékben, a koncentracid és a komponensek aranya is idofiiggo:
Nkom
FOL0=2, 5 ci(D)ai(A) (17)

ahol F az n komponensbdl allo teljes spektrum, Ci(t) a komponensek aranyat is mutato id6fiiggd

koncentraci6 és ai() a komponensek spektruma.
Instrumentacio

A sajat épitésti berendezés lehetdvé teszi a fluoreszcencia-spektrumok mérését 100 fs-
ig terjed6 iddébeli felbontassal és akéar nanoszekundumos iddskalan is. A 390 nm-es gerjesztd
impulzust egy béta-barium-borat kristaly segitségével a 780 nm-es 1ézerimpulzus egy részének
frekvenciakettozésével kapjuk, amely 1 kHz-en mikodik. A fennmaradé 780 nm-es
sugarnyaldabot egy motoros késleltetdé vonalon keresztiil vezetjiik és a Kerr-médiumba
fokuszaljuk, ahol térbeli atfedésben van a minta fluoreszcencidjaval. Az alkalmazott Kerr-
médium a CSy volt (valaszfliggvény szélessége 1,2 ps). A mintat perisztaltikus pumpa
segitségével daramoltattuk 4t az 1 mm-es Uthosszisdgi optikai cellan. A tranziens
fluoreszcencia-spektrumokat minden minta esetében 1500 ps-ig terjedd id6késéssel mértiik. Az

1d6- és spektralis felbontast adatsorok globalis elemzését a Glotaran segitségével végeztiik.

1.9  Fluoreszcencia kioltas (quenching)

A fluoreszcencia kioltas soran a fluoreszcencia emisszid megakadalyozéasa torténik
specialis, un. kioltd molekulak altal; a folyamat tehat a minta fluoreszcencia-intenzitasanak
csokkenésével jar. Olyan kiilonb6z6 molekularis kolcsonhatasok eredményezhetnek kioltast,
mint példadul a gerjesztett allapotu reakciok, molekuléris atrendezddések, energiaatvitel,

alapallapoti komplexképzddés és iitkdzéses kioltas®. Latszolagos kioltas is bekovetkezhet a
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minta optikai tulajdonsdgai miatt (a fluorofor talzott koncentracioja, nagy optikai stiriség vagy
zavarossag csOkkentheti a fluoreszcencia intenzitast). Ez a trividlis tipust kioltas kevés
molekularis informaciot tartalmaz. Ebben a fejezetben azt feltételezziik, hogy nem az ilyen
trivialis hatasok okozzak a fluoreszcencia-intenzitas csokkenését.

A fluoreszcenciara képes anyag gerjesztett allapotu elektronja tobbféleképpen
relaxalodhat (1.1 abra). A kioltds sordn a gerjesztési energia atvétele torténik olyan
elektronszerkezetli molekulédk altal, amelyek iitk6zések soran az energiat atveszik, majd azt pl.
ho forméjaban képesek leadni a kdrnyezetiiknek, igy a fluoreszcencia intenzitdsa csokken, ami
mérhetd.

A fluoreszcencia kioltas jelenségén alapuld molekularis szintli folyamatok eltérése miatt
két tipus ismert: a statikus és a dinamikus kioltas. A diffiizio altal nem befolyasolt statikus
kioltds sordn — a szd6 mozdulatlansdgra utald jelentésébdl fakaddoan — mar a gerjesztést
megel6zden blokkolja a kioltd molekula a fluorofort, mégpedig azzal komplexet alkotva (1.15
abra). A sotét komplex nevii egység nem képes fénykibocsatasra. A statikus kioltas
kimutatasara a fluoreszcencia élettartam nem érzékeny (1.18 abra), mert amelyik fluorofor nem
hoz létre komplexet a kioltoval, az tovabbra is emittal fényt adott élettartammal. A
fluoreszcencia emisszi6 intenzitasa azonban csdkken, mivel lecsdkken a sikeresen gerjeszthetd

fluoroférok szdma a populacioban.

Q + O‘ Q_Q s Nincs emisszio
——

Fluorofor Kiolto Sétét komplex

(a gerjesztés el6tt jon létre)

Gerjesztés

1.15 abra A statikus kioltas sémaja (Forras:

http://www.biofizika.aok.pte.hu/data/2014/0507/373/Anizotr%C3%B3pia-FRET-Kiolt%C3%A1ls 2014.pdf)

A statikus kioltas értékes informdacioforras lehet a fluoreszcens minta €s a fluoreszcens anyag
kozotti kotddésrdl (pl. Purin és pirimidin kozott tipikus), tovabba jelenléte az adatok elemzését
is megnehezitd tényezo.

Dinamikus kioltaskor a gerjesztést kovetden, diffuzios folyamatok révén jon létre a
tranziens, un. {itkdzési komplex a kiolto és a fluorofor molekulabol (1.16 abra). Az {itkdzési
komplex molekuléi olyan kdzel kerlilnek egymashoz, hogy a gerjesztést kovetd és a kibocsatast

megeléz6 rovid id alatt lezajlo 10%-10% {itkdzés révén atveszi a gerjesztési energia egy részét a
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kioltdo a fluorofortol, igy az intenzitas és az élettartam is lecsokken (1.18 abra). A mért
paraméterek alapjan a fluorofor megkozelithetdségérdl, a vizsgalt objektum (fehérje)
szerkezetér6l kapunk informaciot, hiszen az litkdzéses kioltas esetén a kioltoszernek a
fluoroforhoz kell diffundalnia a gerjesztett allapot (a fluorofér) élettartama alatt. Az titkozéses

kioltds sebességi allanddja felhasznalhato a kioltbanyag diffuzids egylitthatojanak

meghatdrozasara.
Fo/F= 14/7
®: 00000
Fluorofor Kiolto Fluorofor Kiolto
h*v Utkoze5| komplex
(a gerjesztés utan
jon létre)
Gerjesztés

1.16 abra: A dinamikus kioltds részletei (Forras:

http://www.biofizika.aok.pte.hu/data/2014/0507/373/Anizotr% C3%B3pia-FRET-Kiolt%C3%A1ls 2014.pdf)

A kutatdsaimban felhasznalt fehérjék instabilitasat vizsgald kisérletsorozat a dinamikus
kioltas esetében vet fel modszertani kérdéseket, ezért ezt a modszert részletezem.
a mért emisszids intenzitds csokken. Az egyes kioltd koncentracidk mellett mért emisszids
intenzitds (fluoreszcencia ¢lettartam) értékeket a kioltdé hianydban mért intenzitassal
(élettartammal) elosztva, majd a koncentracio fliggvényében abrazolva, pozitiv meredekségii
gorbét kapunk, amelynek tengelymetszete 1. A gorbe meredeksége megadja a Ksv —vel jelolt

Stern-Volmer allandét (1.17 abra).
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1.17 abra: A Stern Volmer allando meghatdrozasa
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A Stern-Volmer egyenlet mutatja meg a kiolto hatas mértékét:

Fo/lF=1+ Ksv[Q)], (18)

ahol Fo a vizsgalt fluorofor emisszids intenzitasa kioltd anyag nélkiil, F pedig annak

jelenlétében, Q a kioltod koncentracioja.

A kioltas hatékonysaga fluoreszcencia élettartammal leirva:

to/t=1+ Ksv[Q], (19)

ahol 7o a kiolt6 anyag nélkiili, 7 pedig annak jelenlétében mért élettartama a fluorofornak.

Ksv=K+ ‘10 (20)

jellemzi a fluorofor és a kioltd relativ transzportjat és a hozzaférhetdséget. k+ neve:
bimolekularis kioltasi allando.

A (19) egyenlet sotét komplex jelenlétében is alkalmazhato, hiszen annak kialakulasa
nem befolyésolja az élettartamot, tehat az esetleges statikus komponensnek nincsen hatasa a
dinamikus mérésre.

Erdemes megjegyezni, hogy Ksv* az a kioltd-koncentracio, amelynél az Fo/F=2, vagyis
az intenzitas 50%-a kioltodik. A linearis Stern-Volmer gorbe altalaban egyetlen fluorofor-
osztalyra utal, amelyek mindegyike egyforman hozzaférhetd a kioltd szamara. Ha két fluorofor
populacié van jelen, és az egyik nem hozzaférhet6 a kioltdé szamara, akkor a Stern-Volmer-
diagramok elhajlanak a linearistol az x-tengely felé. Ez torténik példaul abban az esetben, ha a
kioltd nem, vagy csak részben képes bejutni a fehérjében elfedetten levd fluoroforhoz, tehat
csak a felszinen levd fluorofor kioltasa torténik meg (pl. tobb triptofant tartalmazo fehérje
esetén az egyik nem, vagy csak kis mértékben hozzaférhetd a kioltd szamara). A konformaciod
valtozas kovetkeztében fellépd fluorofor arnyékolasi hatas a Stern-Volmer gorbe nagyobb
meredekségében mutatkozik meg.

Csupan a linearis Stern-Volmer-diagram megfigyelése nem bizonyitja, hogy a
fluoreszcencia dinamikus kioltasa megtortént. A statikus kioltas is linearis Stern-Volmer-

diagramot eredményez. A statikus és a dinamikus kioltds megkiilonboztethetd a hdmérséklettol
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¢s a viszkozitastol valo eltérd fiiggés, illetve leginkabb élettartam-mérések alapjan. A magasabb
hémérséklet gyorsabb diffuziot és ezaltal nagyobb mennyiségii iitkdzéses kioltast eredményez.
kisebb mértékii statikus kioltast eredményezi. Tisztan dinamikus a kioltas, ha az intenzitasra és
az élettartamra vonatkozo6 Stern-Volmer gorbék is linearisak.

A kioltd szamara nem egyforman hozzaférhetd fluoroférokndl a hozzaférhetd és a
kevésbé hozzaférhetdk altal emittalt intenzitasok hanyadanak felirasaval a fluoreszcencia igy

csokken:

KSV[Q]

1+KSV[Q]’ (21)

AF=Fo-F=aFo+(1-0))Fo - aFom ~(1-0)Fo=aFo

ahol Fo intenzitas o hanyada hozzaférhetd, igy kiolthat6, mig a maradék (1-a) hanyad nem. A
fenti egyenlet linearizalt formdja a modositott Stern-Volmer egyenlet, masik nevén Lehrer

egyenlet:

Fo 1,1 1
AF o  aKSV[Q]

: (22)

A koncentracié fiiggvényében % abrazolasbol kapott egyenes paramétereibdl a és Ksv

meghatarozhato.

Ugyanaz a kioltd viselkedhet statikus és dinamikus kioltoként is. Ezek aranyat
meghatarozhatjuk, ha az élettartam mérések eredményeként eléallo Ksv érték meredekségének
és az intenzitas-mérésekbdl adodd Ksv meredekségének kiilonbségét képezziik. Mivel az
¢lettartam mérés csak a dinamikus kioltds jelenségére érzékeny, a két meredekség
kiilonbségébol a statikusan kioltott fluoroforok mennyiségére kovetkeztethetiink. Amikor a
fluorofor kiolthatd statikusan ¢€s dinamikusan is ugyanazzal a kioltoval, az intenzités
mérésekbdl adodd Stern-Volmer-diagramok jellegzetes vonasa a felfelé iranyuld gorbiilet

(Fo/F), azaz konkav formaju az y-tengely felé.
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DINAMIKUS KIOLTAS STATIKUS KIOLTAS
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1.18 abra Intermolekularis fotofizikai folyamatok hatdsai a fluoreszcencia emissziora: a statikus és dinamikus
kioltas kiilonbozéségei

(Forras: Molecular Fluorescence: Principles and Applications. Bernard Valeur, 2001)

Ha ugyanazzal a mintaval és kioltd koncentraciokkal magasabb hdmérsékleten ismételve a
mérést nagyobb meredekségli gorbét kapunk, mint az eredeti hdmérseklet esetén, a kioltas
dinamikus. A statikus kioltasnal kisebb a meredekség hdmérséklet ndvelés hatasara.

A fluoreszcencia kioltds modszerével a fluorofor kornyezetének hozzaférhetdségén
keresztiil a fehérjék szerkezetérdl, annak megvaltozasardl, a fluorofor mikrokornyezetének
valtozasarol kaphatunk informécidt; tovabba alkalmas a fehérjék konformécids allapotanak és
toltés-viszonyainak feltérképezésére, membranok permeabilitdsanak és a difftizids allandoknak
a meghatarozasara.

A kioltok semlegesek és toltéssel rendelkezok lehetnek. A semleges kioltok (pl.
akrilamid) a szférikus viszonyok feltérképezésére, a toltéssel rendelkezok (pl. kalium-jodid) a

toltésviszonyok meghatarozasara alkalmasak.
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1.10 A fluoreszcencia kioltds mérések kiértékelése

A fluoreszcencia ¢€lettartam adatok kiértékelésére diszkrét vagy folytonos fiiggvények
alkalmazhatok. Diszkrét fiiggvények esetén egy vagy tobb exponencidlis komponenst
feltételeziink. Bizonyos fluoroférok egyszerre tobb ¢€lettartammal rendelkeznek, amit akkor
érdemes az illesztésnél is figyelembe venni, ha ténylegesen tobbféle populacidban (pl. nativ és
denaturalt allapotokban egyszerre) vannak jelen, nem csak matematikailag mutatkoznak meg.
Ezekben az esetekben az illesztett gérbe az exponencidlis fliggvények linearis kombinaciojabol

all elo:

t

I(t)=Zoi- e ™, (23)

ahol 7; jeloli a fluoreszcencia élettartam komponenseket, a; a komponensek amplitadojat.
Mivel az exponencialis fiiggvények nem alkotnak ortogonalis rendszert, ezért teljesen 6nkényes
az, hogy hany ilyen fliggvényt illesztliink a mért eloszlasokra.

A legtobb fluorofor élettartama leirhatd két exponencialis komponenssel, ami nem utal
egyértelmiien a fluorofor heterogén voltara. A kiilonbozd élettartam értékekbdl szamitott

atlagos élettartamnak inkabb van fizikai jelentése:

2.0
Tétlagzztl al- (24)

2tia;

Mivel egyszerre tobb folyamat megy végbe a relaxacio folyaman (a kiilonb6z6 vibracios,
rotacios szintek miatt sokféle elektron energiadllapot van, innen kiilonb6zd élettartamt
atmenetek lehetségesek; felhasadt allapotok vannak) a fluoreszcencia élettartam gorbék
kiszélesednek. Ezért indokolt a sok exponencialis fliggvénnyel vald illesztés helyett a Gauss-
eloszlas szélességével torténd jellemzés.

A folytonos eloszldsok kozil a Gauss-, Lorentz-, és az egyenletes eloszlasokat
alkalmazzak leggyakrabban a fluoreszcencia €lettartam adatok kiértékeléséhez. A diszkrét
eloszlasokhoz képest a folytonos eloszlasokndl megjelend paraméter az eloszlas
félértékszélessége (1.19 abra), amely alkalmas a fluoroférok heterogenitdsanak kimutatasara.
A félérték-szélesség (Full Width at Half Maximum, FWHM) a félmagassagban mért
csucsszélesség, a mi esetlinkben 1d6 dimenzi6ju (ns). A folytonos fliggvények koziil a legjobb

josagi paraméterrel rendelkezOnek a Gauss-eloszlas bizonyult, igy ezt valasztottuk.
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1.19 dbra A félérték szélesség (Full Width at Half Maximum, FWHM), vagyis a félmagassagban mért

csucsszélesseg értelmezése, ami a mi esetiinkben idé dimenzioju (ns)

Minden energiadllapotnak/nivonak van élettartama (t) ¢és energia bizonytalansaga

(kiszélesedése, AE). A Heisenberg-féle hatarozatlansagi relacio értelmében ezek kapcsolata:
AE -1 > h/2, (25)

ahol 7 a redukalt Planck-allando, vagy masik nevén Dirac-allando; értéke a Planck allandobol

(h): A = & = 1,055 - 10734] - s.

211'_

A Gauss-eloszlas strtiségfiiggvénye:

_ (x—#)2

f(x) = oa/% e 202 , (26)

ami egy o szélesség-paraméterti, u kozéppontl gorbe. A félmagassagnal vett szélesség:
FWHM=2-¢ - V2 -In2=2.3548 ¢ (27)

A természetben a centralis hatareloszlas tétel értelmében 4altaldban a mérhetd
mennyiségeknek Gauss-eloszldsa van, vagyis, ha egy mérhetd mennyiség varhato értéke w,
akkor a mért értékek eloszlasa egy u koriili Gauss-gorbe lesz. Ennek a +-c kozotti teriilete a
teljes gorbe 68%-a (standard deviacid). A (27) szerinti, az élettartam mérésekre jellemzé

FWHM értékhez tartozo6 valdsziniiség a teljes Gauss-fliggvény teriiletének 76,1 %-at adja.
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1.11 Fluoreszcencia anizotropia

Steady-state fluoreszcencia anizotrépia

A mintédban levé molekuldk (Brown-mozgason feliili) orientacios, forgasi, diffizids
tulajdonsagair6l ¢és az ezeket befolyasold folyamatokrél szerezhetiink informéciot az
anizotropia mérésével (pl. rotacids diffizié meghatarozasa), amelybdl a fluorofér molekulakon
keresztiil a vizsgalni kivant molekulak ko6zotti interakcidkra, konformacids valtozasokra,
molekularis orientaciora és mobilitasra kovetkeztethetiink.

Izotrép rendszereknek nevezziik, amelyekben nincsenek, anizotrépnak, amelyekben
vannak Kkitiintetett irdnyok. A fluoreszcencia anizotropia fogalménal az ,irdny” a
fénypolarizacio szempontjabol 1ényeges. A sikban polarizélt fény elektromos térerdsség
vektoranak sikja a terjedés sordn allando. A polaros fénnyel gerjesztett izotrop fluorofor
populacié a megyvilagitast kovetéen anizotroppa valik, de sikban polaros fényt emittal.

Azok a molekulak élveznek eldnyt a gerjesztés szempontjabol, amelyek szerkezete altal
meghatarozott abszorpcids atmeneti momentuma (abszorpcios atmeneti momentum vektora) a
gerjesztés polarizacids sikjahoz igazodik. Ezt nevezziik fotoszelekcionak. A gerjesztés
polarizacios sikjara merdlegesen tajolt abszorpciés atmeneti momentummal rendelkezd
molekuldk nem gerjesztddnek, alapallapotban maradnak. A kibocsatott fluoreszcens foton
polarizacios sikjat a molekula emisszios &tmeneti momentumanak orientécioja hatarozza meg,
ez maga a molekula orientacidja az emisszi6 pillanataban.

A fluoreszcencia polarizacido mértéke anizotropiaban kifejezve dimenzid nélkiili szam,
amely a rendszer mozgékonysagatol fiigg: minél mozgékonyabb, ,forgékonyabb” a
fénykibocsatas idOtartama alatt, annal kevésbé lesz polarizalt a fluorofor populacio altal emittalt

fény. Az anizotropia nem fligg a fluorofor koncentracigjatol.

r= Iyy—G-lyy (28)

_IVV+2'G'IVH

ahol | az intenzitast jel6li, V és H also indexek a vertikalis és horizontalis polarizator allasokat
a gerjesztés ¢és emissziod sorrendjében, G pedig a miszerre vonatkozo G-faktor, amely Inn/lnv
hanyadossal szamolhato. A teljes emissziohoz képesti eltérés az informativ a két sz&lsOséges
(vertikdlis és horizontalis) helyzetben. Teljes rendezetlenség és kotottség nélkiili elfordulas

esetén kozel azonos lenne az eltérés a két irdnybeli emisszids intenzitdsban, ami a képlet alapjan
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nullara csokkent anizotropiat jelent. Fehérjékhez kotott fluoroforok esetén az anizotropia érték
a-0,2 és 0,4 kozotti tartomanyban van.

A méréseim soran alkalmazott steady-state anizotropia idében atlagolt értéket kozol. Az
anizotropia valtozasait a fluorofér mozgékonysaganak valtozdsa okozza. A méréshez a
gerjesztési és emisszios oldalon polarizatorral ellatott fluoriméter alkalmas. A gerjesztési
oldalon levé polarizator allando éallasban van a mérés soran, a megvilagitdé fény vertikalis
polarizaciojat biztositja. Az emisszids oldalon levd polarizator a mérés soran folyamatosan
forog vertikalis és horizontalis allasokba a detektalas idejére. A mérés idOtartama alatt a
megfeleld polarizator allasokban felvett intenzitas értékekbdl szamol a miiszer anizotropiat,

majd atlagolja.

1.12 Differencialis pasztazoé kalorimetria (DSC)

A differencialis kalorimetria olyan termikus analitikai modszer, amely soran a kozel
azonos hdkapacitasi vizsgdlandod és referencia mintdk hémérsékleteit iker elrendezésben
monitorozzuk. A cellakban levé anyagok egyforma, lassti melegitése kozben (0,3 K/perc) a
koztiik levé homérsékletkiilonbség 0 értéken tartdsa a cél, amelyet hokompenzacidval (a minta
vagy a referencia flitése altal) lehet elérni. Amennyiben a minta és a referencia termikus
tulajdonsagai kiilonboznek, a koztiik mérhetd kiilonbség zérustol eltér. A minta endoterm
szerkezeti valtozéasa esetén a hdmérséklet adott litemli emeléséhez és a hdmérsékletkiilonbség
0-n tartdsdhoz tobb hére van sziikség, mint a referencia esetén. Exoterm valtozas esetén a
referencia cella igényel tobb hét. Az iddegység alatt befektetett hdaram (mW egységben)
kozvetleniil mérhetd a hdmérséklet fliggvényében. A moddszer érzékeny a makromolekularis
rendszerekben zajlo kicsiny termodinamikai valtozasokra azok hékapacitasanak megvaltozasan
keresztiil. Mivel a hoOmérséklet emelése/csokkentése a  fehérjék szerkezetének
rendszerspecifikus modosulasaval jar (jellegzetes DSC gorbe), barmilyen kornyezeti vagy
strukturalis eltérés kimutathatdo a tipikus gorbétdl kiilonboz6é kalorimetrids méréssel. A
termogram (dQ/dt a T fiiggvényében) alapvonala alatti értékeket kapunk exoterm, és felettieket

endoterm esetben.
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2 Fotoaktiv fehérjék

A fény szamos fehérje biologiai mikddésében jatszik fontos szerepet. A fotoaktiv
(masnéven fotoreceptor) fehérjék széles korben elterjedtek a természetben; lehetové teszik a
biologiai fotoreceptorokban a jelatvitelt, amelyet egy adott hulldmhosszusagu foton elnyelése
valt ki. A jelatviteli kaszkadd végeredménye rendkiviil véltozatos lehet: latds, a fény
energiajanak felhasznélasa, a fény kovetése vagy éppen elkertilése.

Mig a "fotoreceptor" kifejezés a zooldgidban fényre reagalo sejtet (mint példaul a palcikak
¢s a csapok a szemiinkben), a ndvénytuddsok szamara olyan pigmentmolekulat jelent (mint
példaul a rodopszin vagy a fitokrom), amely elnyeli a fényt és a fényérzékeléshez vagy egy
fiziologiai folyamat fény altali szabalyozasdhoz vezetd események lancolatanak kezdetén all.
A fotoreceptor fehérjék nagy valtozatossdgot mutatnak funkcidjuk, fényérzékeld és jelatviteli
mechanizmusuk, fényérzékeld egységiik szerint.

A fényfiiggd enzimeknek folyamatosan fényre van sziikségiik a funkcioik ellatasahoz. Ebbe
a csoportba tartoznak a DNS-fotoliazok, az OaPAC, a NADPH-protoklorofilid-oxidoreduktaz
¢s az aszpartat-transzaminaz. A fényaktivalt enzimek, ha egyszer megvilagitas hatasara
aktivalodnak, sotétben is képesek katalitikusan aktivak maradni és gyakran inaktivalhatok az
aktivalo fénytdl eltéré hullamhosszisagti fény hatasara (pl. Dronpa). A fényszabalyozott
ionpumpak (pl. rodopszinok) ionokat pumpalnak ki a sejtbdl a membranon keresztiil, ezaltal a
fényt kémiai energidva alakitjak, a fényvezérelt ioncsatornak (pl. channelrhodopszinok) fény
altal szabalyozott kationcsatornaként a sejt belsejébe szallitanak kationokat.

A fotoreceptor fehérjék legismertebb csaladjai koziil a rodopszinok, xantofinok és
fitokromok esetén a fény hatdsara jelentds, mig a flavoproteinek esetén csekélyebb szerkezeti

valtozésok mennek végbe a fehérjében.

2.1  Afotoaktiv flavoproteinek

A fotoaktiv flavoproteinek tudoméanyban valé megfigyelése hosszi multra tekint vissza,
a flavinhoz ko6t6do6 kék/UVA fényérzékelok tanulmanyozasa azonban az elmult évtizedekben
élénkiilt fel. Winslow Briggs 2006-ban lenyligdzo torténeti attekintést irt tobbek kozott arrol,
hogy csaknem 200 éve szamoltak be a tuddsok a fény szinének a novények novekedésére és
morfogenezisére gyakorolt hatdsarol, de a titokzatos kriptokrom és a régota keresett
fototropinok azonositasa csak az elmult hiisz évben tortént meg. Vilagossa valt, hogy a novényi

kék fényt érzékeld fotoreceptorok riboflavin szarmazékokat kotnek; a fotoizomerizacio
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dogmaja megddlt. A kék fényt érzékeld flavoproteinek vilaga 2002-ben Iépett 0j kutatéasi
korszakba, amikor az egysejtii ostoros Euglena gracilisben talalhat6 fotoaktivalt adenil-ciklazt
(PAC) tgy karakterizaltak, mint a BLUF (Blue-Light sensing Using Flavin) nevii 0j tipusa,
FAD-ot kot6 domént tartalmazé fehérjét. Ugyanebben a 2002-es évben egy tovabbi BLUF és
egy LOV (Light Oxygen Voltage) fehérjét irtak le baktériumokban: az elébbit, az AppA-t a
fotoszintetizald  cianobaktérium  Rhodobacter  sphaeroides fotoszintézis  génjeinek
szabalyozasaban részt vevd fény- és redoxszenzor keresése soran izolaltdk, az utdbbit, a
Bacillus subtilis YtvA-t egy kombinalt in silico és molekularis biologiai megkozelitéssel
fedezték fel. Azota az azonositott prokariota LOV és BLUF fehérjék szama folyamatosan

novekszik €s fényérzékelé mechanizmusukrol is egyre tobbet tudunk.

1. tdblazat: A fotoaktiv flavoproteinek csoportjai, fotokémidja és funkcioi
(A4 tablazat forrasa: A. Lukacs, PJ Tonge, S. Meech, Acc. of Chem. Res., 2022.)

Flavoprotein Fotokémia Funkcié
Fotoliaz/kriptokromok elektron transzfer DNS javitas, cirkadian ritmus
szabalyozasa, magneses tér
érzékelése
Light Oxygen Voltage kovalens kotés a flavin és Fototropizmus és fototaxis
(LOV) egy kozeli cisztein kozott szabalyozasa ndovényekben €s
baktériumokban
Blue Light Using FAD Hidrogén kotés rendszer Szabalyozas
(BLUF) atalakulasa, 1) cAMP — termelés
elektron/protontranszfer (?) szabalyozasa

Photoactivated
adenylyl cyclase
(PAC)

2) A fotoszintetikus
gének
bioszintézisének
szabalyozasa

A fotoaktiv flavoproteinek olyan fehérjék, amelyek flavin segitségével reagalnak a
megyvilagitasra. A flavint tartalmaz6 fehérjék toredéke fotoaktiv; harom csoportba soroljuk dket
aszerint, hogyan reagdlnak a fényre (1. tabldzat). A harom flavoprotein csoport: a
fotolidazok/kriptokromok, a Light Oxygen Voltage (LOV) fehérjék és a Blue Light sensing
Using FAD (BLUF) domén fehérjék. Mig a legismertebb fotoreceptor csalddokban (pl.

rodopszin, fitokrom, és xantofin) a fény érzékelése a kromoforbeli cisz-transz izomerizaciot
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kovetden jon létre, a flavoproteinek esetén a megvilagitast kovetd elsodleges 1épés
elektron/proton transzfer, cisztein addukt kialakulasa vagy a hidrogénkdtés rendszer atalakulasa
lehet (1. tablazat).

A kriptokromok és a fotoliazok két kromoforral rendelkezé fehérjék, 55-70 kDa tomegliek,
amelyek két nem-kovalens modon kotott prosztetikus csoportot tartalmaznak: egy foto-redox
aktiv FAD-ot és egy antenna kromofért (MTHF). A fotolidz feladata az UV-indukalt 1ézidk
javitasa a DNS széalban. UV-fény hatasara ugyanis a DNS szalban ciklobutén pirimidin dimerek
(CPD) alakulnak ki. Az enzim megkdti a hibas DNS szakaszt, majd fény hatasara a flavinrol
egy elektron keriil a CPD-re, aminek kovetkeztében ez felbomlik. DNS javitasara a flavin csak
a kétszeresen redukalt — FADH™ — allapotdban alkalmas. A kriptokromok nagyfoku
szekvencialis homologiat mutatnak a fotolidzokkal, de nem képesek DNS javitasra. Kék fény
hatasara aktivalodé enzim funkcidval rendelkeznek, a novények ndvekedésének
szabalyozasaban, a cirkadian ritmus szabalyozasdban vesznek részt. Mindkét fehérjecsoport
elektrontranszferen keresztiil képes a fény érzékelését kovetden szerepét ellatni. A gerjesztett
flavinhoz elektron keriil egy kozeli triptofanrdl, majd tovabbitodik tobb 1épésben. A LOV
fehérjékben a fényabszorpcid hatasara a flavin triplett allapotba keriilését kovetden létrejovo
kovalens kotés (a flavin C4-es atomja és egy kozeli cisztein kozott) inditja el a konformacios
valtozast. Szamos magasabb rendli novény, alga, gomba és baktérium hasznalja a PAS
(PerArntSims) szupercsaladba tartozo LOV fehérjét a kornyezeti feltételek érzékelésére.
Magasabb rendii novényekben a fototropizmus, a kloroplasztiszok athelyezddésének és a
sztdmanyitasnak a szabalyozasara, mig gombaknal a sejtek cirkadian idébeli szervezddésének
a napi és szezonalis id6szakokhoz valo igazitasara szolgal.

Mig a kriptokromok és fotolidzok esetében az elektrontranszfer jatszik kulcsszerepet a

funkciéban®12

, @ BLUF domén fehérjék esetén annyi tisztazott, hogy a flavin koriili hidrogén-
kotés rendszer fény hatdsara torténd atrendezédését kovetden valnak funkcionalissa®® (pl.
AppA). A szerkezetvaltozast kelté mechanizmus azonban nem minden esetben teljesen vilagos,
ugyanis az ismert BLUF domén fehérjék mintegy felénél fényindukalt elektrontranszfer
(valdjaban proton kapcsolt elektron transzfer) folyamatok jelenléte is igazolt a hidrogénkdotés
rendszer atalakulasaval parhuzamosan vagy azt megelézéen. Az elektron/proton transzfer
szerepe az OaPAC funkcidjaban is nyitott kérdés.

A LOV és BLUF domének Kicsi (kb. 100-110 aminosav; ,,rovid szenzoroknak™ is nevezik
6ket), kompakt és modularis fényérzékeld egységek. A LOV vagy BLUF domének kiilonféle
enzimatikus tartomanyokhoz kapcsoldodnak, amelyek a legtobb esetben meghatarozzak a

fehérje funkcidjat (pl. kindzok, foszfodiészterazok, DNS-koté fehérjék). A LOV-
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fotofunkcionalitdsanak egyetlen kritériuma a flavin-cisztein-addukt 1étrejétte, a LOV és BLUF
esetén pedig egy hosszabb hulldmhosszak felé tol6dd abszorpcids spektrumu atmeneti allapot

képzddésének képessége.

2.2 Flavin, a fényérzékel6 kofaktor

Szamos kék fényt érzékeld fotoreceptor kromoforként flavint (a ,,flavus” szé latinul
sargat jelent) hasznal, ahol a fényelnyelés a flavin (izoalloxazin) gytriiben lokalizalodik. A
flavin FMN (flavin mononukleotid) vagy FAD (flavin dinukleotid) formaja jelenik meg a
flavoproteinekben (2.1 abra) prosztetikus csoportként. Az izoalloxazin gylri harom gytrt
tartalmazo heterociklusos vegyiilet, ami egy pteridin magra épiil; ribitil-foszfat és ribitil-adenin

difoszfattal egésziil ki flavinna.
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2.1 abra: A flavin szerkezete (A) és redox allapotai (B) (forras: Miura, 2001)

A semleges vagy anionos formaban eléfordulo flavinok harom kiilonb6z6 redoxallapot
kozott képesek valtani: a teljesen oxidalt (FADox), az egy elektronnal redukalt vagy
félkinonikus/szemikinon (FADH*) forma ¢és a hidrokinon (FADH?>), a két elektronnal teljesen
redukalt forma ko6zott. A FAD ezen allapotok kozott elektronok felvételével vagy leadasaval
alakul at. Redukciojukat hidrogénatomok hozzaadasaval hajtjak végre az izoalloxazin gytrii
bizonyos nitrogénatomjaihoz. Fizioldgias pH-n vizes oldatban a szemikinon és a hidrokinon
tovabbi ionos egyensulyban is jelen lehet, a pKa értékiik 8,3, illetve 6,7.

A FAD teljesen oxidalt form4jaban, azaz kinon forméjaban két elektron és két proton
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felvételével alakul FADH2-v¢ (hidrokinon formava). A félkinon (FADH®) a FAD redukciojaval
vagy a FADH; oxidaciojaval képzddhet egy elektron és egy proton felvételével vagy
leadasaval. A kiilonb6z6 oxidacios allapotua flavinok vizes oldatban mas-mas szintiek. A FADox
sarga (2.2 A ébra), a FADH (félig redukalt) a pH-t61 fiiggden kék vagy vords, a teljesen redukalt
forma pedig szintelen. Az 6t redoxallapot koziil két redoxpar, az oxidalt flavin/anionos
szemikinon (FADox és FAD™) és a semleges szemikinon/anionos hidrokinon (FADH" és
FADH") gyakran vesz részt elektronatviteli folyamatokban.

A FAD kiilonboz6 oxidalt allapotainak spektroszkdpiai tulajdonsagai lehetdvé teszik az
oxidacios allapot valtozasaval jard reakciok nyomon kovetését UV-lathatd abszorpcids- és
fluoreszcencia spektroszkopiaval. A FAD minden egyes forméja eltérd abszorbcios
spektrummal rendelkezik (2.2 B ébra), igy konnyen megfigyelhetd az oxidacidos allapot
valtozasa. Az UVB-lathat6 tartomanyban a FADox abszorpcios spektruma (2.2 C abra) harom
f6 mn* savbol all, amelynek csticsai kb. 446, 370 és 265 nm-en vannak, (¢*46=11300 Mcm™).
A szemikinon forma abszorpciés maximuma a magasabb hullamhosszak felé erésen eltolt, kb.
650 nm-nél talalhato. A hidrokinon strukturalatlan spektrumot mutat, amelynek maximuma az

UVB tartomanyban van.
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2.2 A abra A semleges flavin gyok kékes szinii, az oxidadlt FAD citromsdgra. 2.2 B abra A FAD abszorpcids
spektrumai oxidalt, anionos szemikinon gyok, semleges szemikinon gyok és anionos hidrokinon gyok dllapotaban
(Az abra forrasa: https://www.researchgate.net/figure/Absorption-spectra-of-FAD-in-various-oxidation-and-
protonation-states-Adapted-from-52_figl 260132167)
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2.2 C dabra Az FMN abszorpcids spektruma (10 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4, pH 8 pufferben oldva)

A flavinok altaldban fluoreszcens aktivitassal is rendelkeznek. Ezt a tulajdonsagot ki
lehet hasznalni a fehérjék kotddésének vizsgalatakor, megfigyelve a fluoreszcencia intenzitas
megvaltozasat, amikor kotott allapotba keriilnek. Az oxidalt flavinok legnagyobb elnyelése
450 nm koril van, és kortilbeliil 515-520 nm-en fluoreszkalnak. A flavinok fotokémidjanak
megértéséhez alapvetd paraméter a fotogerjesztés hatasara bekdvetkezé redoxpotencial-
valtozas (kb. -0,3 V-rol kb. +1,9 V-ra), ami azt jelzi, hogy a flavinok a gerjesztett allapotban
sokkal erdsebb oxidaloszerek, mint alapallapotban. A masodik fontos tulajdonsaguk a
meglehetdsen magas fluoreszcencia kvantumhatasfokuk (0,25-0,3), az oldatban levé FAD
kivételével. A flavinok a fehérjékben és még oldatban is elektron akceptorként viselkednek,
vagyis gerjesztett allapotban a kornyezetiikbdl (kozeli molekuldktol) elektront vesznek fel.
Tovabba jellemzd6 rajuk a molekularis oxigénre torténd hatékony energiadtadas.

A flavin molekula két aromas gylirij¢ébdl az izoalloxazin csoport képes
fluoreszcenciara, az ADP csoport nem. Amikor a két csoport tdvol van egymastol (nyitott
allapot), a FAD fluoreszcencia élettartama a nanoszekundumos tartomanyba esik (~3 ns). Az
ADP csoport az izoalloxazin gytlirti kozelébe keriilve (6sszehajtott konformécio) kioltja annak
fluoreszcenciajat, igy az élettartam ps-os nagysagrendre csokken (~9 ps). Zart konformaciod
esetén a rovid lecsengés oka a gyors intramolekularis elektron transzfer az adenin és a

gerjesztett izoalloxazin csoportok kozott: a gerjesztést kovetden a ribitil ldnc végén talalhatd
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adenin gytiriirél egy elektron ,ugrik” az izoalloxazin gyiiriire'®. Az izoalloxazin koriili
kornyezet valtozasara a fluoreszcencia élettartam érzékeny'’°,

A flavin kémiai sokoldalusdga miatt a flavoproteinek széles korben elterjedtek és a
biologiai tevékenységek széles spektrumaban vesznek részt, példaul a sejtek apoptozisaban,
méregtelenitésében, metabolitok dehidrogénezésében, oxigénaktivalasban, redoxireakciokban,

aromds szubsztratok halogénezésében, fényvezérelt DNS-javitdsban ¢és kék fény

fotoreceptorokban.

2.3 A BLUF domén fehérjék

A 2002-ben felfedezett BLUF-domén kiilondsen érdekes, mivel ez egy olyan modularis
egység, amely szamos kék fényt érzékeld fehérjében megtalalhato; a bakteriumok tizede
rendelkezik BLUF fehérjékkel. A kék fény érzékeléséhez flavint hasznalod fehérjecsaladba
(BLUF: Blue Light sensing Using FAD roviditése) tartozok funkcidja lehet az enzim aktivitas
(pl. OaPAC-ben a cAMP szintjének szabalyozasa), a fototaxis, a fotofob valasz (Euglena
gracillis, PixD /Synechocystis sp. PCC6803), vagy a génexpresszio szabalyozasa (pl.
AppA/Rhodobacter sphareoides — fotoszintetikus gének expresszidjanak a szabalyozasa)>20-%4,

A kutatocsoportunk altal is régota vizsgalt AppA (Activation of Photopigment and puc
expression A) fehérje a fotoszintetikus gének bioszintézisét szabalyozza a fény és az
oxigeénszint fliggvényében. A fehérje két doménbdl all: egy N-termindlis kék fényt hasznosito
flavin (BLUF) doménbdl, amely a flavin adenin-dinukleotid (FAD) kromofort kéti és egy C-
terminalis doménbdl, amely a transzkripcids faktor, a PpsR kotShelye. Alacsony fény- és
oxigénszegény kornyezetben az AppA hozzakapcsolodik a PpsR-hez, de kék fény
megvilagitasakor konformécids valtozdson megy keresztiil, ami a transzkripcids faktor
felszabadulasat eredményezi, amely aztdn a DNS-hez kotdédve gatolja a fotoszisztéma
bioszintézisét (2.3 bal oldali abra)®. A konformacié valtozashoz a FAD kériili aminosavak
hidrogénkotés halozatanak pikoszekundumok alatt bekovetkezd atrendezddése vezet. (A

fehérje vilagos allapota mikro- vagy milliszekundumok alatt jon 1étre.)
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2.3 abra: Bal oldali abra: kék fény hatasara az AppA-PpsR komplex disszocialodik (forras: Peter J. Tonge).
Jobb oldali abra: az AppA abszorpcios spektruma sétét (kék) és vilagos (vords) allapotban, ahol a flavin 450 nm
koriili csucsa 10 nm-rel a hosszabb hullamhosszak fele tolodik.

A korhazi kornyezetben tenyész6 és fertézéseket okozo, multirezisztens Acetinobacter
baumanii-ban talalhaté BLUF domén fehérje, a BISA fényérzékelése révén a baktérium
motilitdsa és biofilmképzése leall, a virulencidja fokozodik?®.

Mindegyik BLUF esetében megfigyelhetd a flavin 450 nm kortili abszorpcids csucsanak
10-15 nm-es eltoloédasa (2.3 jobb oldali abra) a megvilagitds hatdsira a FAD korili
hidrogénkotés rendszer 4atrendezédése miatt. Az Osszes BLUF domén szerkezetében

megtalalhat6 egy flavinhoz kozeli tirozin, glutamin és egy kivétellel egy triptofan.

2.4 Az OaPAC szerkezete és rendeltetése

A fénnyel aktivalhato adenilat-ciklazok (Photoactivated Adenylyl Cyclase, PAC) olyan
fotoaktiv flavoenzimek, amelyekben az ATP-t CAMP-vé ¢és szervetlen pirofoszfatta torténd
atalakitasanak funkcioja a kék fényt érzékeld képességgel tarsul. A PAC-ok esetén az ATP-
cAMP konverzié G-protein jelenléte nélkiill megy végbe. A fotoaktivalt adenilat-ciklazok
(PAC) csaladdjaba tartoz6 OaPAC (az ,,0a” a fotoszintetizald6 cianobaktériumbol, az
Oscillatoria acuminatdbol valo szarmazasra utal) egy 366 aminosavbol allo, 87,02 kDa tomegii
homodimer fehérje, amely egy N-terminalis BLUF doménbdl és egy C-termindlis III. tipust
adenil-ciklaz (AC) doménbdl 4ll (2.4 abra)?"?8, A fehérjét monomerenként 12 p-lemez és 11 a-
hélix épiti fel. Az, hogy mindkét domén egyszerre vizsgalhatd objektumban van jelen, a teljes

folyamat megfigyelését teszi lehetdve, vagyis a fényérzékeléstdl a cAMP termelésig torténd
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valtozasok teljes sorozatat. Az Appa BLUF domén fehérje esetén a Ppsr kompex nélkiili domén

vizsgalatai a folyamatnak csak egy részére korlatoznak.

2.4 dabra: Az OaPAC (PDB 5XA4T) szerkezete a fényérzékelésben részt vevé BLUF doménnel és az ATP-CAMP

konverzio feleldse, az AC domén (Az dbra forrdsa: Lukdcs et al 2022.)

A fotoaktivalast az enzim N-termindlis végén talalhatd6 BLUF domén vezérli. A
katalitikus domén az adenilét-ciklaz (AC), amelyben ATP-kot6 hely taldlhato. Az OaPAC két
BLUF doménje kozel van egymashoz; egymasba fonddo coiled-coil struktirat alkot egy par
alfa-hélixen (a3 ¢és szimmetriatarsa) keresztiil, amelyek az AC doménhez kapcsolodnak. A
BLUF doménen talalhato B5-lemez egy rovid hurokrégioval kapcsolodik a kdzponti a3 hélix
N-termindlis végéhez. A BLUF domének nem érintkeznek kozvetleniil az AC doménnel, de az
a3 hélix C-terminalis vége érintkezik a partner alegység AC doménjével. A dimer ellentétes
oldalan levé két flavin mononukleotid (FMN) kotéhely tobb mint 45A tavolsagra taldlhato
egymastol; az ATP kotd zseb is hasonld tavolsagra van a fényérzékeld csoportoktol, egyenld
oldalt haromszog modjara.

A szamos fényérzékeny fehérjében megtalalhato BLUF egységek FMN vagy FAD
kozvetitésével reagdlnak a kék fényre és ezaltal szabalyozzédk a hozzdjuk kapcsolt enzim
aktivitasat (vagy megvaltoztatjak annak aktivitasat egy represszor fehérjéhez). igy a fehérjének

sOtét (inaktiv) és vilagos (aktiv) allapotat kiilonboztethetjiik €s nevezhetjiik meg. A sotét és
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viladgos allapotbeli szerkezeti kiilonbségek - kristalyositott fehérjék esetén vizsgalva - nagyon
kicsik, de olyan dsszehangolt eltolédasok, amelyek (akar 20-szoros) enzimaktivitast valtanak

ki tobb tiz angstromnyire a kromofortol.

NH, NH,
N B N =
N
¢ .y o o
o o o NT™N AC NTN N W
HO-P-0-P-0-P-0 0 S o + HO-P-0-P-OH
OH OH OH o 0 d OH OH
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OH OH ng O OH

2.5 dbra Az aktivalt adenilat-ciklaz ATP-b6l cAMP konverzidja. A reakcio Mg-ionokat igénylo folyamat.
(Az abra forrasa: https://hu.wikipedia.org/wiki/Adenil%C3%A1t-cikl%C3%A1z)

A BLUF doménhez kapcsolt adenildt-cikldz ATP-bél ciklikus adenozin-3’,5’-
monofoszfatot (cAMP) képez, amely molekula masodlagos hirvivoként kiilonbozd jelatviteli
folyamatokban vesz részt, temérdek sejtfunkciot szabalyoz. Mivel az OaPAC mutatja az eddig
leirt PAC fehérjék koziil a legalacsonyabb aktivitast sotétben, a kék fény hatasara azonnal
megindul a cAMP termelés, azaz hirtelen n6 meg az ATP cAMP-v¢ torténd atalakulasanak
sebessége. A cAMP termelés fénnyel torténd finomhangolt vezérlésének lehetésége miatt tehat
az OaPAC az optogenetikai kutatdsokban kiemelt jelentdségli modellrendszer. Eléremutato,
hogy az Euglena gracilis nevii csillos ostoros egysejtiibdl izolalt EuPAC a tengeri haslabu
Aplysia neuronjaiban kifejezve lehetévé tette a neuronok stimuldcidjanak fotokontrolljat?®; a
szulfidoxidalé baktériumban (Beggiatoa) talalhatd bPAC enzimet pedig transzgenikus
egerekben hasznaltak a spermiumok fényvezérelt flagellaris ostorszerii mozgatasa soran®, Ez
utobbi 300-szorosara noveli a cAMP atalakito aktivitasat az OaPAC-hez képest.

Az ATP cAMP-v¢ valo atalakulasa tgy torténik, hogy az enzim ciklikus foszfodiészter
koteést hoz 1étre az ATP a-foszfat csoportja és a ribdzban levé 3° C atom OH csoportja kdzott.
Ekozben pirofoszfat szabadul fel (2.5 abra). A foszfatcsoportok kozotti kotésekben energia
raktarozodik, amely hasitasaval atlagosan 30 kJ energia szabadul fel molonként.

Az OaPAC fehérjében a fénygerjesztés aktivalta adenilat-ciklaz hirtelen megnoveli az
ATP CcAMP-vé vald atalakulasanak sebességét, amely intracellularis CAMP szint
novekedésé¢hez vezet (2.6 4bra). Az OaPAC AC-aktivitdsat a fény akéar 20-szorosdra is
serkentheti a sotétben mért alapszinthez képest. (Az optimalis optogenetikai eszkdznek

"csendesnek" kell lennie a s6tétben, fény hatasara azonban nagymértékben kell reagalnia.)
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2.6 abra Az OaPAC fehérjében fénygerjesztés aktivalja az adenilat-ciklazt (Forras:
https://www.optobase.org/switches/BLUF-domains/OaPAC/)

2.4.1 Az OaPac spektrdlis sajatossagai

A BLUF-doménben a kék fény flavin altali abszorpciojat a hidrogénkotés-halozat
atrendez6dése jellemzi, amit a n—n* (So—S1) flavin atmenet (444 nm-es cstcs) ~ 10 nm-es
voros eltolodasa tiikkroz. Az So— Sz dtmenetnek a 360 nm kortili csucs felel meg. Az OaPAC
abszorpcids spektruma tehat nagyon informativ: a sotét és vildgos allapotok jelentdsen
elkiiloniilnek; konnyen megkiilonboztethetdk a spektrum alakja (un. vall megléte vagy hianya)

¢s a 450 nm koriili abszorpciés maximum elhelyezkedése miatt (2.7 4bra).

— sotét
—vilagos
—V-S

vad tipusu baPAC . .
0.5} 444 458
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2.7 abra A vad tipusu OaPAC abszorpcios spektruma sotét (fekete vonal) és vilagos (piros vonal) allapotban.
Kékkel lathaté a kiilonbség spektrum. (Forras: Collado et al., 2022)
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A sotét allapot (fekete vonal) lathato spektrumanak nagyjabol 10 nm-es voroseltolodéasa lathato
a vilagos allapotban (piros vonal); ezt tekintjiik a fotoaktivitasra valo képesség markerének. A
kiilonbséget az abran a kék vonal jelzi. Az OaPAC legnagyobb abszorpcids kiillonbsége (vilagos
allapot minusz sotét allapot) 493 nm hullamhosszon lathatd. Ezért ezen a hulldamhosszon
érdemes leginkabb olyan id6fiiggd abszorpcio-méréseket végezni, amely a sotét és vilagos
allapotok kozotti atmeneteket vizsgalja (2.8 abra). Latvanyosan demonstralja a spektralis
valtozéasokat a 2.9 dbran bemutatott teljes spektrum valds idejii visszatérése a vilagos allapotbol

a sotét allapotba.
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2.8 dabra Az OaPAC vilagos allapotanak kialakulasi és bomlasi kinetikaja. Az aktivalodas a 492 nm-en mért

abszorbancia-vadltozdssal van nyomonkévetve. A kék vonal a 405 nm-es lézerrel torténd besugdrzads alatti

fotoaktivalast, a piros vonal a stimuldcié megsziintetése utani relaxdciot jelzi. (Okhi, 2017)

Absorbance

2.9. dbra Gyors pdsztazo spektrofotometridas felvétel a vilagos dllapotbdl a sotét allapotba valo atvaltozasrol (az

ido logaritmikus skdlan mutatva). (forras: Okhi, 2016.)
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Az OaPAC aktivalodasi és deaktivalodasi folyamatait - hiban beliil - egyetlen exponencidlis
fliggvény irja le (2.8. abra E és F). Az idoskalat kovetve egyik folyamat sem torténik koztes
allapotokon keresztiil. Ez nem egyértelmii, hiszen példaul az AppA BLUF domén a
fényaktivalas hatarozott kétfazisu kinetikajat mutatja, a gyors fazis szubmikroszekundumban,

a lassu fazis pedig milliszekundumokban kovetkezik be.

2.4.2 A OaPAC fotofizikaja

A kék fény hatasara bekovetkezd valtozasok az OaPAC fehérjében az FMN izoalloxazin
gylirije és a B3 redén levo kozeli aminosavak kozotti kolesonhatasokon mualnak. Az OaPAC
BLUF-doménjének kékfény-gerjesztése protonhoz kapcsolt elektrontranszfer-folyamatot
eredményez, ahol az elsddleges elektron- és proton-donor a flavin kozelében 1évd tirozin
(Y6)?831:32 A flavinra torténd elektronatvitelt a hidrogénkotés-halozat atrendezédése kiséri. Az
indukalt szerkezeti valtozasok feltehetéen az AC-domén felé terjednek, lehetévé téve az ATP

CAMP-v¢é torténd atalakulasat.

2.10 dbra Az izoalloxazin gyiirii kornyezete az OaPAC-ben: az OaPAC fotofizikajaban kiemelt szerepet jatszo
Y6, D67 és W90 aminosavakkal (PDB: 4yus[22]).

Az OaPAC elsddleges fotokémiajat tehat egy protonhoz kapcsolt elektrontranszfer
folyamat (PCET: proton coupled electron transfer)®® hatarozza meg (2.10 4bra): a kék fény

fotonjanak elnyelésekor egy elektron a kozeli tirozinrdl (Y6) atkeriill a flavinra - az
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elektronatadasi 1épés utan a flavin kornyezetétol fliiggéen anionos (FAD™) vagy semleges
(FADH") flavin gyok keletkezik (2.11 abra) - és ezzel egyidében az Y6-rol egy proton a
szomszédos glutaminra (Q48). Ez a proton késébb a flavinra keriil, stabilizalva a flavin
semleges félkinon allapotat (a flavingyok félkinon formava protonalodik)[3]. A PCET-
folyamat soran a Q48 glutamin elfordul vagy tautomerizalodik, ami feltehetéen fontos a jel

tovabbitasaban a fehérje C-terminalis részéhez, ahol az ATP — cAMP atalakulas zajlik.

e FADH®
\ Y6 ‘ 7 (semleges flavin gyok)
FAD — FAD* ps |
fs A v = Q48 tautomerizicidja
\“x.________. Q48 l

PCET: proton coupled

Kis konformacios valtozas
electron transfer

terjed az AC iranyaba

| ms

ATP =>cAMP atalakulas

2.11 abra A kék fény elnyelését kovetd lepések az OaPAC fehérjében, amig az AC doménben bekovetkezik az
ATP-cAMP konverzio

Az elektronatvitel szerepe a BLUF domén fehérjékben még mindig vita targya, mivel az
AppA**, BIsA? vagy BIrB**2® esetében nem volt megfigyelhets, de a PixD%'® ¢és PapB*®

esetében kulcsfontossagiinak bizonyult.

2.4.3 A D67N mutans

Az OaPAC BLUF doménjével jelentés homologiadt mutaté BLUF domént tartalmazo
masik  fehérjén, az  SIrl694-en (mas néven PixD)  végzett  adiabatikus
kvantummechanikai/molekulamechanikai (QM) szimulaciok alapjan a szerzOk azt vetették
fel*°, hogy a negativ toltésii D69-es aszparaginsav semleges vagy pozitiv toltésii aminosavra
valo cseréje komoly hatéassal lehet az elektronatviteli folyamatra. Mivel a 69-es pozicidoban

1év6 negativ toltésti aszparaginsav semleges aszparaginra torténé cseréje a PixD-ben az
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elérejelzések szerint fokozza az eclektronatviteli folyamatot, érdekelt benniinket, hogy az
OaPAC-ban egy analog mutacionak (a 67-es pozicidban 1évé negativ toltésii aszparaginsav
semleges aszparaginra vald cseréjének (D67N)) milyen hatasa lehet a fehérje funkcionalis
dinamikdjara. Mivel a modellszadmitasok alapjan ugy tiinik, hogy a H-kotések megbontasa
hatassal van a PCET-re és az enzimatikus tulajdonsagokra, a D67N kivalo jeldltnek tlinik
hatékonyabb optogenetikai rendszerek eléallitasara, annak ellenére, hogy a Y6-t6l messze van
a D67.

2.5 Pirofoszfat esszé

Az OaPAC vadtipusdban ¢és a D67N mutansban zajlé ATP-cAMP konverzid
sebességének szamszerlsitésére az EnzChek® pirofoszfat esszét hasznaltuk. Az eljaras a 2-
amino-6-merkapto-7-metilpurin 360 nm-en torténd fényelnyelésének pirofoszfat fiiggd

emelkedésén alapszik.

2.5.1 Pirofoszfat keletkezése ATP hidrolizis soran

Pirofoszfat keletkezhet DNS, RNS polimerizacio soran az 4j nukleotidok beépiilésekor
illetve adenilat-ciklaz (AC) hatasara. Az ATP-t kotni képes aktivalt AC enzim az ATP-bdl ugy
szintetizal cAMP-t, hogy ciklikus foszfodiészter kotést hoz létre az ATP a-foszfat csoportja és
a 3’ C atom OH csoportja kozott. Ekdzben pirofoszfat (difoszfat) szabadul fel (2.5 abra).

2.5.2 Azeljaras

Az ATP hidrolizis soran elengedett difoszfat nagyenergiaji kotése inorganikus
pirofoszfataz (IP) hozzaadasaval, annak katalizalo hatasara kettévalaszthato: a konverzid
eredményeként két egyforma Pi keletkezik. A mintahoz adott MESG (2-amino-6-mercapto-7-
methylpurine ribonucleoside) a foszfor altal foszforilalodik. A MESG abszorpcidés maximuma
330 nm-en van. A foszforilaci6 egy olyan jelzés a MESG molekuldn, ami miatt a MESG-t a
tovabbiakban hozzaadott PNP (purine nucleoside phosphorylase) képes ribozra és purinra (2-
amino-6-merkapto-7-metilpurin) bontani. A keletkezett purin molekula abszorpcids maximuma
360 nm-en van, ami jol elvalik a MESG 330 nm-es cstcsatol. Tehat akkor latjuk a 360 nm-es

hullamhosszon val6 abszorpcid novekedését (2.13 abra), ha a MESG foszforilalodik, ami akkor
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tud bekovetkezni, ha a pirofoszfat szervetlen foszfatként van jelen, ami akkor all rendelkezésre,

ha az enzim az ATP-t hidrolizalja (2.12 abra).

2-amino-6-mercapto-7-

CH. S methylpurine ribonucleoside
43 MESG
T N ~N _
p ~— {/ | %— 330 nm
! PN
N™ N7 NH
OaPAC +ATP — (C)AMP + PP, < HOCH, 2
P o
inorganic
pyrophosphatase HO OH
P purine nucleoside
phosphorylase
PNP
0
| -
CH, |s|, HOCH% o—P -0
S | -
— —— N- 0
/// & 1 NH +
‘//" N A
- N©NH, HO OH
ADS gy = 360 nm 2-amino-6-mercapto-7- )
methyl-purine ribose 1-phosphate

2.12 dbra: A pirofoszfit kozvetett detektaldsa (Abra forrdsa: Dr. Bédis Emdke, Referdtum, PTE AOK Biofizikai
Intézet, 2022. 12. 02.)

A 360 nm a fehérjék abszorpcids tartomanyatol is messze van, jol kiillonvalik a MESG
330 nm-es csucsatol, tehat tisztan detektalhato az id6 figgvényében (2.14 abra). A
reakciosebességet a linedris illesztéssel kapott egyenes meredekségébdl (AOD/s) ugy
fejezhetjiik ki mM/percben, hogy az ODsso=¢"C-x Osszefiiggésbdl a koncentracio kiszamithato

(a purin extinkcios koefficiense 360 nm-en 11000 M*cm™).

ODSGO

|dé

2.13 abra: A feldusulo purin latvanya az ido mulasaval az abszorpcios spektrumon (abra forrasa: Dr. Bodis

Emdke, Referatum, PTE AOK Biofizikai Intézet, 2022. 12. 02.)
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2.14 dbra Szervetlen foszfat jelenlétében a MESG-t a purin-nukleozid-foszforilaz 2-amino-6-merkapto-7-
metilpurinnd alakitia at. Az abszorpcios csucs véroseltolodasaval, vagyis ATP nélkiil a MESG abszorpcios

maximuma 330 nm, ATP jelenlétében 360 nm-re tolodik.

Szamitasaink soran korrekcioval éltiink az ATP hidrolizisbdl keletkezé 2 foszfat miatt (2
MESG 1 ATP bomlast jelent, tehat 2-vel kellett osztani a mM-ban kifejezett koncentraciot). igy
szamszerisitve is 0sszehasonlithatd, hogy a vizsgalt fehérje (az OaPAC vadtipusa és a D67N
mutans sotét és vilagos allapotdban) percenként hany mM ATP-t bont. A moddszer nagy

érzékenységii: 1 nM PPj mar detektalhato.

2.5.3 A pirofoszfat esszé kisérleti kivitelezése

Az 1 uM koncentracioban kimért OaPAC vadtipus és D67N mutans ATP-4z aktivitasat
sOtétben és folyamatos, 473 nm-es, 9 mW-os 1ézerfény megvilagitas mellett mértiik 500 pM
ATP jelenlétében. A fehérjéhez hozzamértiik a reakciopuffert (20x: 10 mL 1.0 M Tris-HCl,
20 mM MgCly, pH 7.5, 2 mM Na azid), az IP-t 3uM/ml), 1 mM MESG-t (20 uM), PNP-t
(100uM/ml), 1-2 percig inkubaltuk 22°C-on, majd az ATP hozzaadéasaval indult a reakci6. A
360 nm-en mért abszorbancia valtozasanak meredekségébdl meghataroztuk a purin bazisu
molekula (2-amino-6-merkapto-7-metipurin) reakciosebességét (uWM/s-ban), amely pontosan
megegyezik az ATP-bdl szarmazo pirofoszfat reakcidsebességével.

A Michaelis-Menten-alland6 meghatarozasahoz a vizsgalatot 1 uM vadtipuson és a

D67N mutanson végeztiik el 0-500 uM ATP-koncentracio jelenlétében, kilenc kiilonb6zd
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koncentracid értéken, a folyamatos megvilagitis azonos feltételei (a fényforras magassaga,
teljesitménye, nyaldbméret, ami a mintat éri) mellett. Az igy kapott sebességallandokat az ATP
koncentraci6 fiiggvényében abrazoltuk. Az enzimreakcido Michaelis-Menten telitési gorbéjének
illesztésével meghataroztuk a maximalis reakcidsebességet (Vmax) és a megfelelé Kwv-et, ami a
maximalis reakciosebesség feléhez tartoz6 ATP koncentracio. A korrigalt reakcidsebesség

szamitasanal figyelembe vettiik, hogy egy ATP-hidrolizisbdl két foszfat keletkezik.
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Célkitlizések

1.) A fluoreszcencia quenching kisérletekben a fehérje-kiolté interakcio a fehérjematrix és
az akrilamid molekula kozotti kolcsonhatas lehetséges kovetkezményeként esetleges
destabilizald, denaturdld hatasa konformacidvaltozast eredményezhet, amely jelentosen
torzithatja a kisérletek végkifejletét, az eredmények félremagyarazasahoz vezethet. Az
esetleges akrilamid-fehérje kolcsonhatasok torzité hatasait vizsgaljuk meg fluoreszcencia
¢élettartam mérések segitségével. Célunk ezen mellékhatasok azonositasa olyan informativ és
érzékeny paraméter leirasaval, amely a fluoreszcencia élettartam-kioltasi kisérletek soran

kinyerhetd tovabbi kisérletek elvégzése nélkiil.

2.) Masik kiemelt célunk az Oscillatoria acuminata nevii fotoszintetikus
cianobaktériumbol szarmazo fotoaktivalt adenil-ciklaz, az OaPAC enzimaktivitasanak
mutagenezissel torténé novelése volt a BLUF doménben zajlo elektrontranszfer folyamat
optimalizalasaval. Korabbi QM-szamitasok alapjan feltételezhetd volt, hogy a flavin kromofor
kotéhelyéhez kozeli aminosavat érintd mutacio (egy aszparaginsav aszparaginra torténd cseréje
ebben a régioban) oly modon befolyasolja a rendszer fotokémiai tulajdonsagait, amely hasznos
lehet optogenetikai célokra. Kivancsiak voltunk, hogyan hat a mutacié a fehérjében lezajld
elektrontranszfer folyamatra és az ATP-CAMP atalakulasra. Ennek vizsgalatahoz célul tiztiik
ki az OaPAC D67N mutansanak fotofizikai jellemzését tranziens abszorpcids és id6fliggd
fluoreszcencia spektroszkopiaval, amelyet enzimaktivitasi mérésekkel, valamint fluoreszcencia
anizotropia és differencialis kalorimetriai modszerekkel egészitettiink ki. Célunk volt a D67N
mutansban a reakcid elsé 1épésében az elektrontranszfer jellegének ¢€s az aktiv allapot
¢lettartamanak kisérleti vizsgalata, valamint az elektrontranszfer szerepének megértése az

OaPAC funkciojaban.

55



3 EREDMENYEK

3.1 Fehérjék destabilizaciéjanak fluoreszcencia élettartam eloszlasa
kioltasi (quenching) kisérletekben

3.1.1 Bevezetés

Vizsgalati objektumaink a sejtfolyamatok elengedhetetlen résztvevoi, a fehérjék.
Tobbek kozott katalizatorként, stabilizdld, mozgatd szerepben, transzportfolyamatok
iranyitoiként miikodnek. Biologiai rendeltetésiik jelentdsen fiigg kozvetlen kdrnyezetiiktol, az
Oket 6vezd kozeg fizikai és kémiai paramétereitdl. A fehérjék szerkezetének, funkcidinak
vizsgalata soran hasznélatos technikdk alkalmazdsakor fontos a kdrnyezeti tulajdonsagok
pontos ismerete, sziikség esetén stabilan tartdsa oly modon, hogy lehet6leg minimalis legyen a
hatasuk a vizsgalt mennyiségre. Tehat alapvetd, hogy maga a mddszer, a hasznalt anyag,
miiszer ne befolyasolja a mérést.

A fluorofor fluoreszcencia-emisszidjanak kioltasara (’quenching’) eredményes

modszerként tekint a szakirodalom**®

a fehérjék dinamikédjanak ¢és konformacios
valtozésainak vizsgalatdban, tovabba a kornyezet toltésviszonyainak megismerésében a
fluorofér mikrokdrnyezete révén. Az akrilamid gyakran alkalmazott kioltoszer ezekben a
kisérletekben. A jol kidolgozott kisérleti protokollok ellenére azonban kevesebb figyelem
fordult a fehérjematrix ¢és az akrilamid molekula kozotti kolcsonhatds lehetséges
kovetkezményeire. A fehérje-kioltd interakcid esetleges destabilizalo, denaturald hatasa
konformdciovaltozast eredményezhet, amely jelentOsen torzithatja a kisérletek végkifejletét, az
eredmények félremagyarazasahoz vezethet. Az oldat kdérnyezeti paramétereinek — példaul a
viszkozitdsnak — a kiolt6 altal kivaltott valtozasai is okozhatnak hibékat a mérésekben.

Az esetleges akrilamid-fehérje kolcsonhatasok torzitd hatasait vizsgaltuk meg
fluoreszcencia élettartam mérések segitségével; célunk ezen mellékhatdsok azonositasa volt.
Tehat egy olyan informativ és érzékeny paraméter leirasa, amely kényelmesen hasznalhatod
abban az értelemben, hogy a fluoreszcencia élettartam-kioltasi kisérletek sordn mindig
kinyerhetd legyen tovabbi kisérletek elvégzése nélkiil. Igy fluoreszcencia élettartam-kioltasi és
cirkularis dichroizmus-kisérletek (CD) sorozatat végeztiik el, hiszen ezek egyszerii és gyakran
hasznalt technikdk a fehérjék konformacids valtozasainak vizsgélatira. Mindkét modszer
érzékeny az aromas aminosavak, pl. a triptofdn csoportok helyi kornyezetére 4. Ha a fehérje

tobb triptofannal rendelkezik, akkor a mért fluoreszcencia- és CD-jelek az egyes triptofan-jelek

crcr
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referencia adatokat kapjunk az akrilamid hatas értelmezéséhez, a fluoreszcencia ¢élettartamokat
hatésa jol jellemezhetd kiilonbozd kisérleti modszerekkel®*?, amelyek konkluzidja az, hogy a
GuHCI még a viszonylag stabil fehérjéket is képes denaturalni. A hét, triptofan tartalmu fehérje
vizsgalata soran a kapott fluoreszcencia élettartam adatokbol képzett Gauss-eloszlas relativ
félérték-szélességének (FWHM) megvaltozasat tekintettiik hipotézisiink szerint a
legalkalmasabb paraméternek az akrilamid fehérjékre gyakorolt nemkivanatos hatdsanak
nyomonkovetésére.

Az akrilamid és a fehérjematrix tobbféleképpen is kolcsonhatasba 1éphet egymassal:
a % -beli modell szerint az akrilamid a fehérjematrixba valé diffundalassal fejtheti ki hatasat.
Egyensulyi dializis mérések viszont azt bizonyitottak, hogy a fehérjék képesek az akrilamidot
megkotni®®>®0. Az irodalomban leirt fehérjékhez torténd akrilamid kotddés is azt erdsiti, hogy
az eredmények értelmezésénél figyelembe kell venni a kioltasi folyamatok Osszetett voltat: az
egyszerl litkozéses kioltastol eltéré mechanizmusok megjelenését.

Az oldatbeli fehérjék szamos konformacios alallapotot képesek felvenni®°. A vizsgalt
fehérjék konformacids heterogenitdsanak jellemzésére fluoreszcencia élettartam eloszlasokat
hasznéltunk a korabban leirtak szerint®®®l, A folytonos élettartam-eloszlast feltételezd analizis
soran kapott paraméterck és a fehérjék tulajdonsagai kozotti osszefiiggés elméleti alapjat a
landscape modell adja, amelyet el8szor Frauenfelder és munkatarsai javasoltak®. Kimutattak,
hogy a fluoreszcencia ¢élettartam-eloszlasok félérték-szélessége (FWHM) Osszefiigg a fehérje-
alallapotok eloszlasaval ¢és az aldllapotok kozott zajlo egymasba vald 4talakulas
dinamik4javal®®%. Ezen eloszlasok szélessége a fluorofor populacié heterogenitasat méri, azaz
a kiilonb6z6 fluoreszcencia-¢élettartamokkal jellemezhetd tobb aldllapot jelenlétét mutatja.
Mivel azonban még egyetlen triptofan aminosav is rendelkezik élettartam-eloszlasokkal, a
fluoreszcencia-paraméterek értelmezéséhez maganak a fluorofornak az alapvetd jellemzdbit is

figyelembe kell venni.

3.1.2. Anyagok és moddszerek
3.1.2.1 Vegyszerek
A vizsgalt fehérjék mindegyike triptofan tartalmi: HSA, BSA, lizozim, hexokinaz,

RnéazTi, foszforilaz b, aktin. A hasznélt anyagok koziil a HSA, BSA, lizozim (csirke
tojasfehérjébdl), hexokinaz (I1I. tipus, Baker Yeast), foszforilaz b (nytl izombdl), glikogén (I11.
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tipus, nyul majabol), tris-(hidroxi-metil)amino-metan (Tris), akrilamid, I-tripthofan a SIGMA
Chem. Co. —tdl (St. Louis, MO), az RNase T1 a Thermo Scientific-t6] szarmazik. Az adenozin-
5'-trifoszfatot (ATP) és a B-merkaptoetanolt (MEA) a MERCK-t61 (Darmstadt, Németorszag),
a natrium-azidot (NaNs) pedig a FLUKA-t6] (Svajc) szereztiik be.

3.1.2.2 A fehérjék el6készitése

A SIGMA Chem. Co. ¢és a Thermo Scientific cégektdl vasarolt fehérjéket tovabbi
tisztitas nélkiil hasznaltuk fel. A fluoreszcenciakisérletek eldtt a liofilizalt HSA-t, BSA-t,
lizozimet, RNaz Tl-et, foszforilaz b-t és hexokinazt 4 mM TRIS-t pufferben, pH 7,4-ben
oldottuk fel. Az aktint Spudich és Watt [34] protokollja szerint tisztitottuk, ¢s 4 mM Tris-HClI,
pH 8,0, 0,2 mM ATP, 0,1 mM CaClz, 0,5 mM MEA ¢és 0,005% NaN3 (puffer A) oldatban
taroltuk. A glikogént mint referenciafehérjét kozvetleniil a felhasznalas eldtt desztillalt vizben
oldottuk fel, hogy kihasznaljuk triptofan-mentes jellegét a triptofan fluoreszcencia-¢lettartam

mérésekben. A fehérjék koncentracidja 25-30 uM volt a mintdkban.

3.1.2.3 Fluoreszcencia-élettartam mérések

A fluoreszcencia-¢lettartamokat 20 °C-on mértiik az akrilamid- vagy guanidin-
hidroklorid-koncentracio fliggvényében. A méréseket egy Horiba Jobin-Yvon Nanolog FL3-
2lhr spektrofluorométeren végeztiik, amely TCSPC (time correlated single photon counting)
tizemmodban miikodott R928P Hamamatsu tipusu fotoelektron-sokszorozoval. A detektor
fesziiltségét 950 V-ra allitottuk be. A fehérjeminta gerjesztéséhez 295 nm-es
csticshullamhossztsagi impulzus-LED-et (NanoLED 295, Horiba Jobin-Yvon) hasznaltunk,
amely ~ 1 ns hosszu impulzusokat generalt. A gerjesztés ismétlési frekvenciaja 1 MHz volt. A
triptofan gerjesztését kovetden 340 nm-en, 10 nm-es résszélesség mellett detektaltuk a
fluoreszcencia emissziot. A miszer valaszfiiggvényének (instrument response function; IRF)
félértékszélessége ~1 ns volt, amelyet frissen készitett glikogénoldat felhasznalasaval mértiink.
Ez a dekonvolucios miivelet elvégzéséhez kellett. A lecsengési gérbék pontjai 4096 darab 55
ps-os szélességli csatornaba akkumulalédtak sokcsatornds analizatorokban. A méréseket akkor
fejeztik be, amikor a csucscsatornaban 10 000 beiitést gyUjtottiink. A  kiivettatarto
hémérsékletét Thermo Scientific AC200-A25 fiirdd keringtetd rendszerrel szabalyoztuk. A

kvarckuvettak mérete 10 mm X 3 mm.
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3.1.2.4 Az adatok elemzése

A nyers adatok elemzését a FluoFit (PicoQuant) elemz0 szoftverrel végeztiik, amely a
Levenberg-Marquardt algoritmuson alapuldé nemlinearis legkisebb négyzetek moédszerével
szamol. A fluoreszcencia-¢lettartam mérések adatait folytonos (Gauss-féle) éElettartam-
eloszlasokkal illesztettiik (3.1 abra). A triptofanok élettartamanak (pc) Gauss-eloszlasat az

intenzitas (I) lecsengési gorbéibol a kovetkezd egyenlet szerint irhatjuk fel:

o _t=t!
1(t) = [*_IRF (t") [~ pg(x)e” = drdt’ (29)
(0) = S, —A T gy = L (30)
Pe =1 5,(2m)05 77l (8In2)05

ahol 7z és Ai az i-edik eloszlasi komponens ¢lettartama és amplitidoja, FWHM;
closzlasszélességgel. oi az i-edik komponens Gauss-értékének szorasat jelenti. Az illesztést ugy

kaptuk, hogy minden esetben egyetlen ¢élettartam-komponenst feltételeztiink.
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3.1 dbra. A hexokindz triptofin emissziojanak vizsgalata 0, 0,27 és 2,0 M akrilamid jelenlétében 20 °C-on.
A) A fluoreszcencia-lecsengési iddk eloszlasai. A kisérleti adatokhoz illesztett Gauss-fiiggvény 3,31 ns, 2,95 ns és
1,31 ns fluoreszcencia-élettartamot adott, 6,76 ns, 3,03 ns és 3,86 ns FWHM értékekkel.

B) A Gauss-illesztések sulyozott reziduumai kiilonbozé akrilamid koncentrdcidk esetén.

Az illesztés josagat a redukalt y® értékébol hataroztuk meg®. A félértékszélesség (FWHM)

2,3450, ami a fehérje konformaciok (részallapotok) eloszlasat tiikrozheti®°.
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3.1.2.5 Fluoreszcencia kioltasi kisérletek

A kioltasi kisérletek soran hét kiilonb6z6 fehérje triptofanjanak fluoreszcencia-
¢lettartamat mértiik akrilamid (a fehérjemintakhoz vald) titraldsaval, a koncentracio 0 M-r6l

2 M-ra torténd novelésével.

3.1.2.6 Kisérletek guanidin-hidrokloriddal

A guanidin-hidroklorid (GUHCI) hatasat a fluoreszcencia paramétereinek mérésével
koncentracioban, kristalyos forméban adtuk a fehérjeoldathoz a kivant végkoncentracio
beallitasdhoz. A fehérjeoldatot a GuHCl-lal egyiitt egy €jszakan at 4 °C-on inkubaltuk, miel6tt
a fluoreszcencia ¢lettartam ¢és CD spektroszkopiai kisérleteket elvégeztik. A

nanoszekundumban megadott FWHM értéket minden GUHCI-koncentracional meghataroztuk.

3.1.2.7 Cirkularis dikroizmus spektroszkopiai mérések

A lizozim cirkularis dichroizmus méréseit Majer Zsuzsa (ELTE, Kémiai Intézet) végezte el
Jasco J-810 spektropolariméterrel (Jasco Ltd., Tokid, Japan). A CD-spektrumokat a 250-
350 nm-es tartomanyban vette fel szobahdmérsékleten 0,1 M Na-foszfatban 0,2 mm-es
uthosszit kvarc cellaval. A kovetkezd paramétereket alkalmazta: 1 nm-es spektralis
savszélesség, 8 $-0S valaszidd, 0,1 nm-es adattavolsag, 20 nm/perces pasztazasi sebesség.
Minden spektrumot alapvonallal korrigaltunk. A fehérjekoncentracio koriilbeliil 8 mg/ml volt.

A CD-savok intenzitdst molaris ellipticitasban ([Q]MR, fok cm?/mol) fejeztiik ki.

3.1.3 Kovetkeztetések

3.1.3.1 Fluoreszcencia kioltasi kisérletek

A fehérjék dinamikajanak és konformacids valtozdsainak vizsgalatanal jol bevalt
fluoreszcencia kioltas modszeréhez hasznalt anyagok (pl. akrilamid) egyik fontos, a kioltastol

eltéré hatasa a fehérjék denaturacidja lehet. Mivel altalaban a fehérjék denaturdlodasat a
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kisérletekben nem észlelik, igy hatasat — jollehet a nyers adatokban szerepel — nem veszik
figyelembe a kisérletek értelmezésénél sem. Bar az akrilamiddal torténd triptofan
fluoreszcencia kioltasi adatok elemzésének eléfeltétele, hogy ez a kicsi és semleges kioltd
kimutattak, hogy az akrilamid fehérjékhez valo kotdédése konformacids valtozasokat idézhet
eld. Ezért fontos az akrilamidnak a vizsgalt fehérjékre gyakorolt ezen hatdsainak azonositasa,
leirasa és figyelembevétele.

jellemzésére fluoreszcencia ¢élettartam ¢és CD spektroszkopiai méréseket végeztiink. A
fluoreszcencia élettartamokat az id6korrelalt egyfotonszamlalas modszerével hataroztuk meg,
¢s az elemzést egyszeres Gauss-¢élettartam-eloszlasokat feltételezve végeztiik (3.1a. abra, 3.1b.
abra). Az akrilamid koncentracidja ezekben a kisérletekben 0 és 2 M kozott volt. Mivel célunk
az akrilamid lehetséges hatasainak megnevezése, kiterjesztése és kihangsulyozasa volt, a felsé
hatarértéket a kioltasi kisérletekben altaldban hasznaltnal magasabb koncentraciora allitottuk
be.

A fluoreszcenciamérések soran vizsgalt hét fehérje [RNaz T1, HSA, BSA, G-aktin
(monomer aktin), lizozim, foszforilaz b és hexokinaz] nagy valtozatossagot mutat méretét,
masodlagos és harmadlagos szerkezetét, valamint a triptofanok szdmat és elhelyezkedését
tekintve. Az eredmények elemzéséhez készitett klasszikus Stern-Volmer grafikonokon (3.2 a.
¢s b. abra) nagyobb akrilamid-koncentracioknal a legtobb vizsgalt fehérje esetében nemlinearis
tendenciak jelentek meg. Az értelmezés soran kizartuk a statikus kioltasi mechanizmusok
hatasat, mivel olyan fluoreszcencia-€lettartamokat mértiink, amelyek nem érzékenyek ezekre a
statikus kioltasi folyamatokra. Az aktin és az RNaz T1 kivételével minden fehérje Stern-
Volmer-diagramja lefelé gorbiilt (3.2 a. abra, 3.2 b. dbra). Ez a nem linearis tendencia a fehérjék
belsd valtozasaval allt 6sszefliggésben, és jOl magyarazhatd a vizsgalt fehérje részleges vagy
¢lettartam adatok inherens tulajdonsagainak felhaszndlasaval. Az aktin és az RNaz T1 esetében
a Stern-Volmer-gorbék linedrisak voltak, ami arra utal, hogy ezen fehérjék integritasat az

akrilamid nem befolyasolta Iényegesen.
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3.2 abra. Stern-Volmer-diagramok az idéfelbontast fluoreszcencia-kioltasi kisérletek eredményeként
Az illesztéseket a grafikonok kezdeti linearis részein végeztiik el.
a) BSA, G-aktin, HSA és RNaz T1. A szamitott Ksv értékek: 2,66 + 0,07 M (BSA), 2,42 + 0,03 M! (G-
aktin), 1,74 + 0,05 Mt (HSA) és 0,57 + 0,06 M! (RNéz T1)
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b) Hexokinaz, lizozim és foszforildz b. A szamitott Ksy értékek: 0,97 = 0,05 M (hexokindz), 0,8 £ 0,16 M™*
(lizozim) és 1,14 £ 0,02 M (foszforildz b).
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3.1.3.2 A triptofan fluoreszcencia élettartam-eloszlasainak elemzése

Annak érdekében, hogy tovabbi betekintést nyerjlink abba a mechanizmusba, amellyel
az akrilamid a fehérjékre hat, a kioltasi kisérletek sordn gytijtott triptofan fluoreszcencia
¢lettartam adatokat az élettartam-closzlasok félérték-szélesség (FWHM) értékeinek
felhasznalasaval is elemeztilk. Ez a paraméter alkalmas a fluorofor mikrokérnyezetében
bekdvetkezé fizikai-kémiai valtozasok kovetésére®® 92, Két fontos hatas van, amelyet 4ltalaban
kritikusnak tartanak a fluoreszcencia-élettartamok eloszlasszélességének szabalyozasaban.
Mind a ,,benépesitett” (stirlin betoltott) részallapotok szdmanak valtozasa, mind a részallapotok
kozott 1évo atmenetek valtozdsa mddosithatja az eloszlas szélességének értékét. Ezért altalaban
véve ezen adatok elemzése és értelmezése soran figyelembe kell venni a két folyamat lehetséges
tendenciait. A Stern-Volmer-diagramok tendenciait 6sszehasonlitottuk a triptofan élettartam-
closzlasok félérték-szélesség értékeivel tovabbi lehetséges Osszefliggések felismerése
érdekében.

Az triptofan fluoreszcencia élettartam-adatokat folytonos — Gauss — élettartam-
eloszlasokat feltételezve elemeztilk, mivel a Gauss-fiiggvény félérték-szélessége (FWHM)
praktikus eszkdznek bizonyult az oldatban 1évd fehérjepopulacidk heterogenitasanak
feltérképezésére.®0? Az illesztés josaga egyik ilyen esetben sem volt rosszabb a Gauss-
eloszlasoknal, mint a diszkrét eloszlasok alkalmazasakor.

Az RNaz T1 és az aktin esetében az FWHM értékében (3.3 a. abra) 1 M felett csak
nagyon kis akrilamidfiiggd valtozasok voltak, ami korreldl azzal a megfigyeléssel, hogy a
megfeleld Stern-Volmer-diagramon (3.2 a. abra) nem volt eltérés a linearitastol. Az Gsszes tobbi
fehérje esetében az FWHM érték jelentésen megvaltozott megemelt akrilamid-koncentracio
esetén (3.3 a, b abra). A HSA és a BSA esetében az FWHM értéke alacsonyabb akrilamid-
koncentracional nétt, és magasabb (0,5, illetve 1 M feletti) akrilamid-koncentracional csokkent
(3.3 a abra). Alacsonyabb akrilamid-koncentracidknal az aktin, a hexokinaz, a foszforilaz b és
a lizozim esetében ¢les csokkenés volt megfigyelhetd (3.3 a. €s b. abra), amelyet a hexokinaz
esetében tovabbi novekvo €s csokkend, a foszforilaz b €s a lizozim esetében pedig kvazi allando

tendenciak kovettek (3.3 b. 4bra).
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3.3 a. abra. A triptofan fluoreszcencia-élettartam eloszlasok félérték-szélesség (FWHM) értékei az akrilamid-
koncentracio fiiggvényében BSA, G-aktin, HSA és RNdz T1 esetében.
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3.3 b. abra. A triptofan fluoreszcencia-élettartam eloszlasok FWHM értékei az akrilamid-koncentrdcio

fiiggvényében a hexokindz, a lizozim és a foszforildz b esetében.
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3.1.3.3 A GuHCl denaturalo hatasa

A guanidin-hidroklorid (GuHCI) nagy koncentracidban ismert médon denaturalja a
fehérjéket. Megvizsgaltuk, hogy a hét fehérje triptofan fluoreszcencia lecsengési
idofiiggvényének félértékszélessége (FWHM) érzékeny-e a denaturdldsra. A triptofan
fluoreszcencia ¢lettartamat mértilk ugyanezen fehérjék esetében a GuHCI koncentracio
fliggvényében a 0-7 M tartomanyban. A GuHCI-t nagyobb koncentracioban (0-7M)
alkalmaztuk, mint az akrilamidot (0-2 M), mivel a fehérjékre gyakorolt hatasuk eltér6 jellegii.
Az FWHM értékeket a GuHCIl koncentracié fliggvényében abrazoltuk (4a, b abrak). E
grafikonok alapjan mind a hét fehérje FWHM értékei kiszélesedtek alacsony GuHCI-
koncentraci6 esetén. Ez a kiszélesedés kiilonb6zé GuHCl-Koncentracioknal kezd6dott. Magas
GuHCl-koncentracional (az érték a fehérje kivalasztasatol is fliggott) az FWHM érték csokkent,
¢s a grafikonok 0sszességében Gauss-eloszlasokra hasonlitottak. Ezen eloszlasok maximuma
viszonylag magas GuHClI-koncentracioknal jelent meg a lizozim (5-6 M) és az RNaz T1 (6-
7 M) esetében, ami azt jelzi, hogy a hét vizsgalt fehérje koziil ez a két fehérje a legstabilabb a

BSA: O
G-aktin: Y a

GuHCI indukalta denaturacioval szemben.

FWHM (ns)

3.4 a. abra. A triptofan fluoreszcencia-élettartam eloszlas FWHM értékei a GuHCI-koncentrdcio fiiggvényében
G-aktin, BSA, HSA és RNdz Tl esetén. Az adatokat Gauss-fiiggvénnyel illesztettiik és folytonos vonalakkal
Jjeloltiik.
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3.4 b. abra. A triptofan fluoreszcencia-élettartamok FWHM-je a GUHCl-koncentracio fiiggvényében a hexokindz
(kitoltott négyzet), a lizozim (kitoltott felfele mutato haromszog) és a foszforilaz b (iires kér) esetében. A Gauss-

illesztéseket folytonos vonalakkal jeloltiik.

Erdekes, hogy hasonlé megkozelitést alkalmaztak Laptenok és munkatarsai®® az
apoflavodoxin esetében, ahol a szerzOk fluoreszcencia-anizotropia lecsengés méréseket

végeztek kiilonb6z6 GuHCl-koncentraciok mellett. Biexponencialis anizotropia bomlast

t t
feltételezve (Bie @1+ P,e ®2) a szerzok megfigyelték, hogy a GuHCI koncentracio

novelésével a preexponencialis egyiitthatok hanyadosa (B1/p2 arany) is nétt, és 2,5 M koriili
koncentracional érte el a csucspontjat. A preexponencidlis egylitthatok hdnyadosa hasonl6
GuHCI flggést kovet, mint amit mi a triptofan fluoreszcencia élettartam eloszlasok FWHM
értékének tanulmanyozasaval megfigyeltiink (3.3 a. abra, 3.3 b. abra, 3.4 a. abra, 3.4 b. abra).

A fenti megfontolasokat figyelembe véve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
triptofan fluoreszcencia élettartam-eloszlasok félérték-szélesség paramétere érzékeny a vizsgalt
fehérjék konformacios heterogenitdsanak modosuldsara. E paraméter akrilamid- és GuHCI-
koncentraciotdl vald fiiggése az egyes fehérjek esetében eltérd volt. Az eredmények arra is
utaltak, hogy az ilyen kisérleti adatok értelmezése viszonylag Osszetett megkdzelitéseket
igényel. Kovetkeztetésiink csak olyan fluorforok esetén igaz, amelyek élettartama valdban
valtozik a fehérjekornyezet szerkezetétdl fiiggden. Ha a triptofan nem volna erre érzékeny, nem

lenne alkalmas paraméter a denaturacido nyomonkdvetésének vizsgalatara.
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3.1.3.4 CD-spektroszkopiai kisérletek

Az akrilamid denaturalé hatasanak kozvetlen bizonyitasara CD-spektrumokat is
felvettiink kioltd jelenlétében. A CD-spektroszkopia érzékeny a fehérjék masodlagos ¢€s
harmadlagos szerkezetének valtozasaira. A kontrollkisérleteknél a lizozim CD-spektrumat
mértiik 7 M GUHCI jelenlétében, illetve anélkiil (3.5 abra). Ez a két spektrum vazolta a fehérje
sz¢€lsdséges stabilitasi allapotait és megmutatta, hogy a fehérje jol strukturalt spektrumai (sotét,
folytonos vonal) eltiintek (halvany, zajos vonal) a denaturald szer jelenlétében. Ezutan a
kisérleteket 2 M akrilamiddal ismételtiik meg (Szaggatott vonal). Az akrilamid jelenlétében
megfigyelt CD-spektrum kevésbé volt strukturalt — Kisebbek az intenzitasok a A ~ 285 nm és a
A ~ 290 nm-nél, mint az emlitett vegyszerek (azaz az akrilamid vagy a GuHC]l) hianyaban. Az
adatok azt mutattdk, hogy az akrilamid valdéban képes volt a fehérjematrix részleges
denaturalasara, bar hatasa sokkal kisebb volt, mint a GuHCI-¢é. Ez a megfigyelés 6sszhangban

volt a fluoreszcencia kioltasi kisérletekbdl szarmazé eredményeinkkel.
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3.5 abra. A lizozim (fekete vonal), a 2 M akrilamiddal inkubdlt lizozim (szaggatott vonal) és a 7 M GuHCI-lal
inkubdlt lizozim (halvany, zajos vonal) CD-mérései lathatok. A lizozim CD-spektrumdnak csiicsai 293,9 nm,
288,6 nm, 281,4 nm és 274 nm. Az akrilamiddal inkubalt lizozim esetében a csucsok 294 nm, 287,2 nm, 280 nm,

267,6 nm. A GUHCI-lel inkubdlt lizozim esetében a csucsok eltiintek.
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3.1.3.5 Az adatok értelmezéséhez javasolt modell

Az FWHM esetében megfigyelt kiilonb6zo tendenciak megértéséhez egy egyszeri
modell szolgalhat magyarazatként. Ebben azt feltételezziik, hogy egy fehérje teljesen nativ vagy
teljesen kitekert allapota alacsony szamu konformacios allapottal rendelkezik, amit sziik

konformacios eloszlasok tiikroznek (3.6 abra).
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3.6 abra. A vizsgalt fluorofor a fehérje nativ és denaturalt allapotaban eltérd fluoreszcencia-élettartammal
rendelkezik. A ,, Half Denaturation Lifetime Distribution Broadening Model ” a vizsgdlt fehérjék tercier

szerkezetének kiilonbozo allapotahoz tartozo fluorofor jellegzetes élettartam-eloszlasait abrdzolja.

A nativ és a denaturalt konformaciok barmilyen koriilmények kozott egymas mellett
léteznek. A denaturald szer alacsony koncentrdcigjdnal a nativ, magas koncentracioknal a
denaturalt allapot dominal az eloszlasban. Kdzepes koncentracioknal mindkét fehérjedllapot
hasonl6 koncentracioban van jelen, és ezen részpopulaciok keveredése hatarozza meg a teljes
populéciora vonatkozo félértékszelesseéget. Feltéve, hogy a vizsgalt fluorofor a fehérje nativ €s
denaturalt allapotaban eltérd fluoreszcencia-¢lettartammal rendelkezik, a kisérleti adatok e
populaciok eloszlasanak valtozasait tiikrozik. Az €lettartamértékek esetében a nativ fehérjére
jellemzd értéktdl a denaturalt fehérjének megfeleld érték felé valé elmozduldst varnank, ezért

abrazoltuk az élettartamokat a GuHCI koncentracio fliggvényében a 3.7 a. és 3.7 b abran.
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Megjegyzendd, hogy az akrilamid adatainak hasonld 4brazolasa nagyon bonyolult lenne a
kozvetlen kiolt6 hatasa miatt. Bar az a&tmenet jellege a fehérjék esetében eltérd volt (3.7 a. dbra,
3.7 b. abra), az dtmenet megjelenésére vonatkozo elvaras az aktin kivételével minden fehérje
esetében teljesiilt. A masik hat fehérjénél az élettartam-atmenet a magasabb értékrol az
alacsonyabb érték felé tortént, ami azt jelzi, hogy a denaturaci6 csokkentette a triptofan
fluoreszcencia élettartamat, valdsziniileg a kdrnyez6 olddszerbdl szarmazé kioltd folyamatok
megjelenése miatt. Az aktin szokatlan esetnek bizonyult, mivel a triptofan fluoreszcencia-
¢lettartam 2 M GuHCl-ig nétt, nagyobb koncentracioban pedig csokkent. A kezdeti
novekedésre nehéz megfeleld magyarazatot talalni. Azonban hasonld perturbacios
kisérletekben, amikor a hémérsékletet novelték, az aktin mar korabban is mutatott id6leges
konformécios atmeneteket. Amikor kalcium-kotott aktint vizsgéltak, 25 °C koriil jelentOs
konformaciovaltozas jelentkezett®®, ami azt jelzi, hogy a konformacios atmenetek dsszetettek
¢s nem viselkednek monoton médon ebben a fehérjében. A mi megfigyelésiink is az aktin ezen

specialis jellegét tiikrozi.
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3.7 a. dbra. A fluoreszcencia élettartam a GuHCI-koncentrdcio fiiggvényében G-aktin, BSA, HSA és RNdz T1
esetén. Az adatokat szigmoidalis fiiggvényekkel illesztettiik (kivéve a G-aktin esetében, amelyet Gauss-

fiiggvénnyel illesztettiink).
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3.7 b. dbra. A fluoreszcencia-élettartam a GuHCI-koncentrdcio fiiggvényében a hexokindz, a lizozim és a

foszforilaz b esetében. Az adatokat szigmoid fiiggvénnyel illesztettiik.

Az FWHM vizsgalata ezekben az esetekben az €lettartamoknal figyelembe vettdl eltérd
szempontot ¢s tendenciat mutat. Ha a fehérje nativ vagy denaturdlt formdja dominal, akkor az
élettartamok viszonylag keskeny eloszlasat varjuk, amelyek a megfeleld élettartam-értékekre
kozpontosulnak (3.6 abra). Ez csak olyan fluorforok esetén igaz, amelyek élettartama valoban
valtozik a fehérjekornyezet szerkezetétdl fliggden. Ha a triptofdn nem volna erre érzékeny, nem
lenne alkalmas paraméter a denaturacié nyomonkovetésének vizsgalatara.

Ha mind a nativ, mind a denaturalt részallapotok jelentds populaciéban vannak jelen,
azaz relativ jarulékuk Osszehasonlithato, a két kiilonbozd élettartam megnyujtja a teljes
¢lettartam-eloszlast, ami nagyobb FWHM-értékeket eredményez (3.6 abra, kozépsd panel).
Ezekben az esetekben a fizikailag igazolhato fluoreszcencia élettartamok megfeleld leirasara
iranyuld elemzések az alkalmazott illesztési fliggvény egynél tobb komponensét foglalnak
magukban. A mi esetiinkben azonban a legfontosabb informaci6 a tényleges kiszélesedés, ezért
ekkor egy Gauss-closzlassal végzett elemzés a megfeleld valasztas. A GuHCI okozta valtozasok
a triptofan fluoreszcencia élettartam- és FWHM-értékekben, a fent emlitett 6sszefliggés szerint

a hexokinaz példajan lathatok a 3.8. abran.
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3.8 dbra. A hexokinazra kapott fluoreszcencia-élettartamok (jobb tengely) és FWHM-értékek (bal tengely). Az
élettartamokhoz valo szigmoiddalis illesztés 1,86 M-t adott az inflexios pontnak, és a Gauss-illesztés maximuma

az FWHM-értékek esetében 1,41 M GuHCI-nél volt.

A hexokinaz esetén kapott triptofan élettartam 3,31 ns-rdl a denaturacié fiiggvényében
2,4 ns-ra csokkent, ami az irodalmi adatokkal korrelal (1-6 ns koz¢é esik a triptofan). Az FWHM
ns-ban megadott értéke 6,76 ns-rol 2,97 ns-ra csokkent.

Ezeket a megfontolasokat figyelembe véve kozvetlen kapcsolat all fenn az akrilamid, illetve
GuHCI altal indukalt denaturacio és az egy-Gauss komponensek illesztésébdl kapott FWHM
értekek kozott. Amikor a fehérje egy sziik konformacids tartoméanyban taldlhatd — vagy a nativ
vagy a teljesen denaturdlt részallapot dominal, — az FWHM viszonylag kicsi, mig az ezen
allapotok kozotti atmenet koncentraciotartomanyaban kiszélesedik. Ez az egyszerli modell
megmagyarazza, hogy a fehérjékben vizsgalt bizonyos fluoroférok fluoreszcencia
élettartamabol nyert FWHM ¢érték hogyan mikddhet érzékeny szondaként a denaturdcid
folyamatanak kovetésére.

A fehérjék szerkezetének ¢€s dinamikdjanak kiilonb6zOdsége miatt a  kiilso
denaturdloszerekkel szembeni ellenallasuk eltér6. Ezért az akrilamid vagy GuHCI
koncentracioi, amelyeknél a fehérjék denaturalodasanak hatdsa megjelenik a grafikonokon,
szintén eltéréek, és az adatok értelmezése minden egyes esetben specialis megfontolasokat

igényel. A kisérletekben a varhato FWHM tendenciakat leird elméleti Gauss-gorbéknek csak
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egy rész¢ét tekintjiik, ugyanis nem minden esetben latszik a teljes nativ-denaturalt szerkezeti
atmenet, vagyis a teljes Gauss-gorbe. Van, hogy a Gauss-gorbének csak egy része (a felfuto,
vagy a leszallo aga) lathato, hiszen minden egyes fehérje “egyedi eset”, a denaturaloszerekkel
szembeni ellenalldsa széles tartomanyon valtozhat. Ennek megfeleléen az ebben a munkaban
vizsgalt egyes fehérjék beleillenek az altalanos sémaba, de az alkalmazott akrilamid- vagy
GuHCl-koncentraciok altal meghatarozott virtualis ablak és a fehérjék eltérd jellege miatt a
Gauss-nak kiilonboz6 részeit fedik le. Bonyolultabb esetekben a fluoreszcenciaadatok
megfeleld megértéséhez sziikség lehet kiegészité modszerek - mint itt a CD-spektroszkopia -

alkalmazasara is a mogottes molekularis kolcsonhatasok leirasara.

3.1.4. Konkluzid

Célunk az volt, hogy egy viszonylag konnyen hasznalhatdé eszkozt biztositsunk az
akrilamid nemkivdnatos hat4sainak azonositdsdra fluoreszcencia kioltdsi kisérletekben.
Megmértiik a triptofan fluoreszcencia élettartam-eloszlasok FWHM értékének akrilamid- és
GuHCl-koncentracio-fiiggését és korrelaltuk a kapott Stern-Volmer-diagramokkal. Az
akrilamidhatas és a denaturacio kozotti kozvetlen viszonyt is igazoltuk CD-spektroszkopia
segitségével. Megallapitottuk, hogy az akrilamid megzavarta a vizsgalt fehérjék konformacios
allapotait. A kisérleti adatok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az FWHM érték
meghatarozasa €s elemzése - amely az Osszegylijtott kisérleti kioltasi adatokbdl nyerhetd -
hatékony analitikai eszkz az akrilamid nemkivanatos hatasainak azonositasdhoz és leirasahoz
a kioltasi kisérletekben. Elemzésiink azért fontos, mert a nemkivanatos hatasok a kioltasi

eredmények félreértelmezéséhez vezethetnek.
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3.2 Azelektron transzfer szerepe az OaPAC funkcionalis
dinamikajaban

3.2.1 Avad tipusi OaPAC és D76N mutans expresszidja és tisztitdsa

A D67N mutaciot a Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (NEB) segitségével valositottuk
meg, a vad tipusu teljes hosszusagih OaPAC/pCold-I-t hasznaltuk templatként. A muténs
konstrukciot DNS-szekvenalassal ellendriztiikk. A teljes hosszisagu vad tipust vagy D67N
OaPAC/pCold-I konstrukciot E. coli BL21(DE3) sejtekbe transzformaltuk és 100 pg/mL
ampicillint tartalmazd LB-agar lemezen novesztettiik. Ezt kovetden beoltottunk 10 ml 2x-YT
taptalajt (Fisher Bioreagents, BP9743-5), amely 100 pg/mL ampicillint tartalmazott, ¢és
¢jszakan at 37°C-on (250 RPM) razattuk. A 10 ml tenyészetet 1 L 2x-YT taptalaj beoltasara
hasznaltuk, 37 °C-on (250 RPM) razattuk, amig az OD600 el nem érte a ~0,8 értéket. A
homérsékletet 18 °C-ra csokkentettilk, majd 30 perces inkubaciot kovetéen 1 mM IPTG
hozzdadéasaval indukaltuk a fehérjék expresszidjat. A 18 6ras sotétben torténd indukceid utan a
sejteket centrifugaltuk, a sejtpelletet felhasznalasig -20°C-on taroltuk. Fehérjetisztitas elott a
sejtpelletet felolvasztottuk és reszuszpendaltuk reszuszpenzids pufferben (50 mM NaH2POg4
pH = 8,0, 300 mM, NaCl, 2 mg/ml fenilmetil-szulfonil fluorid (PMSF), 1 mg/ml lizozim,
0,5 mg/ml DNaz, Pierce proteaz inhibitor tabletta (1 tabletta/50 ml, Thermo Fisher Scientific)).
A sejteket 4°C-on szonikaldssal roncsoltuk. A sejttormeléket ultracentrifugélassal tavolitottuk
el 30 000 rpm-en, 80 percig 4°C-on, majd a feliiluszot a reszuszpenzids pufferrel egyenstlyba
hozott Ni-NTA oszlopra toltottiik. Az oszlopot 60 ml 5 mM imidazolt tartalmazo
reszuszpenzids pufferrel mostuk, majd a fehérjét 500 mM imidazolt tartalmazé reszuszpenzids
pufferrel eluadltuk. Az eluatum puffer tartalmat azonnal kicseréltiik 20 mM Tris, 150 mM NacCl,
pH = 8,0, 20 mM MgCl. pufferre egy Econo-Pac 10 G sétalanito oszlop segitségével. A fehérjét
Superdex 200 oszlopkromatografiaval tovabb tisztitottuk. A fehérje tisztasagat és hozamat

SDS-PAGE ¢és UV-Vis spektroszkopia segitségével hataroztuk meg.
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3.2.2 Tranziens abszorpcids mérések

Az OaPAC fotokémiajat a korabbiakban ultragyors tranziens infravords és a lathato fény
hullamhossztartoméanyan miik6d6 abszorpcios spektroszkopiaval vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy a kék fény elnyelése utan protonhoz kapcsolt elektronatvitel torténik (PCET: proton
coupled electron transfer)®. A folyamat soran az elsddleges elektrondonor az Y6 tirozin,
azonban létezik egy alternativ elektronatviteli Gitvonal is a W90 és a flavin kozott®. Korabbi
munkainkban kimutattuk, hogy az OaPAC AC-aktivitdsa az elsddleges protonhoz kapcsolt
elektronatadasi folyamathoz kapcsolddik. Ahogy a dontd fontossagu tirozin (Y6) pKa értéke
9,9-r61 <7,7-re csokkent, a flavin gyok nem protonalddott (anionos (FAD™) gyok maradt), és az
enzimaktivitas csokkenését figyeltiik meg>2.

A D67N mutans elsédleges fotokémiajanak jellemzésére tranziens abszorpcios (TA)
méréseket végeztiink. A flavin kromofor kiilonbozé redoxallapotainak hatarozottan eltérd
abszorpcids spektrumai (2.2 B abra) felhasznalhatok a nyers adatok globalis elemzésével kapott
EAS-spektrumok (EAS: Evolution Associated Spetra, AOD())) spektralis modellezéséhez 23,
a gerjesztést kovetd kiillonbozo késleltetéseknél detektalt flavin- és aminosav gyokok
azonositasara. (Mivel a TyrH és a Tyr® nem abszorbeal >420 nm-en, hozzajarulasukat nem
vettiik figyelembe.) Az OaPAC D67N-es mutansa esetében mért tranziens abszorpcios
spektrumok (3.9 A abra) hasonlok mas (oxidalt) flavoproteinekéhez — beleértve a vad tipust
OaPAC-ot %¢%7: 450 nm kériil egy intenziv negativ cstcs (bleaching: kifehéredés) figyelhetd
meg, amely a flavin Sp—S; abszorpcidjanak eltiinéséhez kithets. Az 510 nm korili pozitiv
cstics a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, mig a korai idébeli késleltetéseknél megfigyelt

széles ~ 550 nm-es csucs a flavin stimulalt emissziojanak tulajdonithaté (3.9 A abra).
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3.9 dbra. A) Tranziens abszorpcios mérések a D67N mutdnson a kiilonbozo szinekkel jelolt idébeli
késleltetéseknél B) Globalis elemzés utdan kapott EAS spektrumok C) A vad tipusu és a D67N OaPAC egyedi
kinetikaja 505 nm-en mérve. Monoexponencialis illesztést alkalmazva a vad tipusu és a D67N iddallanddja

90 + 30 ps illetve 64 + & ps volt.

A globalis elemzéshez szekvencialis sémat feltételezve harom kiilonb6zd idéallanddval
(5 ps, 65 ps és végtelen) illeszthettiik az adatokat (3.9 B abra), ugy, mint a vad tipusu fehérje
esetében® . A vad tipusti mérésekhez hasonloan az elsé EAS iddallandojat 5 ps-nak talaltuk és
ennek eredményeként az EASIl-et a gerjesztett és oxidalt flavin (FAD*-FADOX)
kiilonbségspektrumahoz rendelhetjiik. A D67N mutans 65 ps-0s EAS2 idéallandoja a vad
tipushoz (EAS2= 83 ps) képest gyorsabb fazisra utal. A 65 ps-os komponenst a (FADH*-FAD)
¢s (FAD*-FADox) spektrumok linearis kombinaciojaként illesztettiik, mivel a
fluoreszcenciamérésekbdl lathatd, hogy a gerjesztett allapot a hosszabb idéallandondl is jelen
van. A 3.9 B* abran lathato FADH"® és FADox spektrumokat hasznaltuk fel a (FADH*-FAD)
spektrum megalkotasahoz, az 5-ps EAS-t pedig a (FAD*-FADox) spektrumhoz. A mutans
esetén mért rovidebb idéallando szintén a gydkpar gyorsabb rekombinacidjat mutatja. A FAD*

relaxaciojanak kinetikdja a flavinra torténd elektron- és protonatadas révén diszperziv és a
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lassabb fazisok kinetikailag nem valaszthatok el a FADH" koztes allapot kialakulasanak
kinetik4jatol. A végso allapot a voros-eltolodott FADox allapotot jelzi. A kapott idéallandokbol
az kovetkezik, hogy a FAD gerjesztett allapotat kdvetden 5 ps alatt kialakul a semleges gyok.
Ezutan 65 ps alatt a FAD oxidalédik. A FAD* gyorsabb relaxaciojara utal, hogy a FAD* relativ
hozzajarulasa az EAS2-hoz kisebb a D67N (~60%) esetén, mint a vadtipusnal (~75%). A D67N
0OaPAC mutans gyorsabb fazisa mellett az EAS2 alakjaban is kiilonbségeket figyeltiink meg a
vad tipus és a mutans kozott. 505 nm-en a gerjesztett allapott flavin csticsanak kinetikaja a
D67N esetén latvanyosan gyorsabb, mint a vad tipusa fehérjénél (3.9 C abra).
Monoexponencialis illesztést alkalmazva a vad tipusu és a D67N fehérje idéallanddja 90 + 30
ps és 64 + 8 ps-nak adddott. A gyorsabb FAD* csokkenés erdsiti azt a hipotézisiinket, miszerint
az aszparaginsav semleges vagy pozitiv toltésii aminosavra torténd cseréje gyorsitja az

elektrontranszfer folyamatot.
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3.9 B* abra Az EAS?2 (65 ps) spektrumat a flavin gerjesztett allapot és a semleges gyokallapot spektrumanak
kombinaciojaval lehetett illeszteni. Az 5-ps EAS-t a FAD*-FADox kiilonbségspektrumakent hasznaltuk.

A mért tranziens spektrumok vizsgalata azt mutatja, hogy a széles negativ tartomany a
stimulalt emissziohoz rendelhetd, tovabba az EAS2 alakja hasonlo a WO90F OaPAC mutans
esetén kapott EAS2-hoz. Erdemes megjegyezni, hogy a WOOF mutacié megsziintette azt az

alternativ Uitvonalat, amelyben a W90 elektrondonorként szolgalhat. Ezt a vadtipushoz képesti
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gyorsabb relaxacio és a semleges flavin gyok hatékonyabb képzddése jelezte. A WO0F-hez
hasonléan a D67N esetében is megfigyeltik a semleges flavin gydk nagyon hatékony
képz6dését roviddel a gerjesztés utan, ami arra utal, hogy ebben a mutansban is inkabb a PCET
utvonal részesiil eldnyben (ahol az elektron- €s a protondonor az Y6 tirozin), mint az az utvonal,
ahol az elektront a W90-b6l vonjuk ki.

A gerjesztett allapot abszorpcids maximumainal az egyedi kinetikat illesztve szintén
gyorsabb lecsengést figyelhettiink meg a D67N esetében a vadtipushoz képest, ami alatimasztja
azt az elsddleges megfigyelést, hogy a gerjesztett allapot - valoszintileg az elektrontranszfer
miatt bekdvetkezo - kioltasa hatékonyabb a mutansban.

Az iddallandok (2. tablazat) azt jelzik, hogy a FAD gerjesztés utan kozvetleniil kialakult
gerjesztett allapota 5 ps alatt relaxaldédik a kdvetkezo allapotba, ami a semleges flavin gyok
jelenlétét mutatja. A végsé allapot a FAD vilagos allapotara jellemz6 szerkezete, amely

hosszabb ideig tart, mint a mérés ablaka:

5 ps 65 ps
kék fény — FAD* — FADH® — FAD,,

2. tablazat Az ultragyors tranziens abszorpcios mérések eredményeként kapott idoallandok

vad tipus D67N
FADH-® létrejotte S5ps 5 ps
FADH:® relaxacidja 83 ps 65 ps
vilagos allapot o0 00
a gerjesztett allapoti 90 + 30 ps 64 + 8 ps

abszorpcios csucs kinetikaja

505 nm-en

A vad tipusu OaPAC-ban az ~510 nm-es cstucs ~80 ps alatt tolodik el 480 nm felé; ez
az eltolodas a vilagos allapot kialakulasanak kdszonhetd. Hasonlo eltolodas figyelhetd meg a
D67N OaPAC mutansban, de a végsé allapot EAS amplituddja kisebb a mutansban a vad
tipushoz képest. Mivel a jelatviteli allapot spektruma hasonlé a vad tipusban és a D67N
OaPAC-ban (3.17 bal oldali abra), ez a vilagos allapot kialakulasanak alacsonyabb
kvantumhatasfokara utal. A végs6 allapot és a kezdetben képzédott FAD*
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kiilonbségspektrumok amplitido-aranyai alapjan (EAS végsd és 5-ps a 3.10. abran) ugy
becsiiljiik, hogy a vilagos allapoti kvantumhatasfok ~4-szer alacsonyabb a D67N-ben, mint a
vad tipusu OaPAC-ban. A kvantumhatasfok ebben az esetben azt mutatja meg, hogy 100 elnyelt
fotonbdl hany indit meg vilagos allapotot. Ez attdl is fiigg, hogy a tirozin milyen allapotban
van; protonalt allapotban nagyobb gyakorisaggal ad protont. (A triptofan atvonal (W90) nem
vezet el a fehérje funkciodjaig, habar a triptofan redoxpotencialja nagyobb, mint a tiroziné.) A

nem normalt EAS-spektrumok a 3.10 abrakon lathatok.
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3.10 abra A WT és a D67N OaPAC nem normdalt EAS-spektrumai a vad tipus- és D67N adatok globalis

elemzése utan. A D67N mérés esetében a végso dllapot amplitudoja kisebb, mint az elsé EAS 10 %-a.
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A 3.11 abran a D67N 600 nm-en megfigyelt kinetikaja lathato, (ahol a FADH® -nak meg
kell jelennie). A semleges gyok allapot kialakulasa 5.1 £ 1.5 ps id6éallandéval, az allapot
relaxacioja (deprotonalddésa) 42.5 £ 18 ps idéallandoval torténik. A két idoallando atfedésben

van az EAS1 és EAS2 globalis illesztéssel meghatarozott értékeivel.
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3.11 abra A D67N 600 nm-en megfigyelt kinetikdaja
Tranziens abszorpcios mérések a vad tipusu és a D69N mutans PixD fehérjéken

A Goings és munkatarsai®® altal javasolt mutacié PixD-ben valo hatasanak ellenérzésére
elkészitettiik a D69N muténst és tranziens abszorpcids méréseket végeztiink a vadtipust PixD-
n és a PixD D69N mutdnson (3.12 abra). Nagyon hasonlo viselkedést és idéallandokat
figyeltiink meg (3. tablazat), mint az OaPAC-nal. A mutansban gyorsabb a visszaalakulas, mint

a vad tipusban.

3. tablazat A TA mérések erdményekeént kapott idoallandok
az OaPAC vadtipusa - D67N mutansa, illetve a PixD vad tipusa - D69N mutansa esetén

OaPAC PixD
vad tipus D67N  vadtipus  DG69N
FADH-® létrejotte 5 ps S ps 6 ps 3,5 ps
FADH:® relaxacidéja 83 ps 65 ps 81 ps 59 ps
vilagos allapot 0 0 0 0
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3.12 abra EAS-spektrumok az A) WT és B) D69YN adatok globalis elemzése utan

3.2.3 Ultrardvid tranziens fluoreszcencia spektroszkdpiai kisérletek

Az ultrarvid tranziens fluoreszcencia méréseket sajat épitési  Kerr-kapus
elrendezésiinkon végeztiik, azzal a szandékkal, hogy tovabbi informéciokat nyerjiink a D67N
mutacio elektrontranszportra gyakorolt hatasar6l. A Kerr-kapus megoldas elénye a
fluoreszcencia upkonverzidés rendszerekkel szemben, hogy minden iddkésleltetésnél
megkapjuk a fluoreszcencia emisszids spektrumot is, mig a fluoreszcencia upkonverzios
madszer esetében a fluoreszcencia intenzitas lecsengését egy adott hulldimhosszon mérjiik. A
3.13 A) és B) abran a tranziens fluoreszcencia-adatsor globdlis illesztésével kapott EAS-
spektrumok lathatok. A fluoreszcencia emisszid6 maximuma ~ 513 nm-nél jelentkezett, ami
valamivel magasabb, mint az AppA fehérje esetében megfigyelt érték (ahol kézel 500 nm) és
lényegesen alacsonyabb, mint a szabad flaviné (~ 530 nm)%. A fluoreszcencia emisszi6
hulldmhossza azt mutatja, hogy a flavin kompakt (nem a felszin iranyéba kitett) kornyezetben
rejtézik, és nincs jelentds kiilonbség a vad tipust és a mutans fehérje emisszios maximumai
kozott. Mindez arra utal, hogy a mutacid nem eredményezett jelent6s valtozast a flavin
kdrnyezetében.

A vad tipusit OaPAC fluoreszcencia emisszidjanak lecsengése erésen diszperzivnek
bizonyult, ahogyan azt az AppA esetében is megfigyelték. A globalis illesztés mindkét
mintaban, a TA kisérletekkel analog harom EAS-komponenssel irhaté le, a D67N esetében a

vad tipushoz képest kisebb idéallandoval (4. tablazat). A tranziens fluoreszcencia-adatsor tehat
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jol leirhato volt ugyanazzal a harom élettartammal (5 ps, 83 ps és végtelen a vad tipusu, illetve
5 ps, 60 ps, végtelen a mutans fehérje esetén), mint a TA kisérletekben. A megfeleld EAS
(szekvencialis sémat feltételezd (1—2—3)) spektrumok mindegyikének 513 nm kdrnyékén van
a maximuma, ami arra utal, hogy fehérjéhez kotott flavinbol szarmaznak, mivel a szabad flavin

fluoreszcencia-emisszios maximuma ennél jobban tolodik a vords felé (~ 530 nm).
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3.13 dbra. A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopiai mérések eredménye A) A vad tipusi tranziens

fluoreszcencia-adatainak globdlis elemzésével kapott EAS-spektrumok. A globalis illesztés eredménye a flavin

crer

kapott EAS-spektrumok C) Az 513 nm-en megfigyelt fluoreszcencia-csokkenés egyedi kinetikdja.
Monoexponencidlis illesztést alkalmazva a vad tipusu fluoreszcencia relaxacié dtlagos élettartamara 40 £ 2 ps,

a D67N esetében pedig 25 + 2 ps adodott.

A vad tipusu és a D67N mutans fehérje fluoreszcencia emisszidjanak lecsengése kozotti
kozvetlen 0sszehasonlitas érdekében dsszevetettiik az 513 nm-en megfigyelt kinetikat. A 3.13
C) abrabol lathatd, hogy a gerjesztett allapot relaxacidjanak élettartama a D67N mutansban

kozel a fele (25+2 ps) a vad tipusu fehérje esetében megfigyeltnek (40 + 2 ps). Ez az eredmény
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egyértelmiien bizonyitja, hogy a D67N OaPAC mutansban az elektronatvitel dsszességében
gyorsabb. Mégis, mint fentebb kimutattuk, ez a gyorsabb kezdeti elektronatvitel nem vezet a
vilagos allapot nagyobb hozamahoz (kvantumhatasfokahoz) - feltehetden a FADH' -bol a sotét
allapotba torténé erételjes ellenkez6 iranyu transzfer (a Y6-ra visszafelé iranyuld proton- és

elektrontranszfer) miatt.

4. tablazat A Kerr-kapuzott fluoreszcencia kisérletek soran kapott élettartamok

OaPAC
vad tipus D67N
FADH-® létrejotte 5ps 6 ps
FADH-® relaxacidéja 83 ps 60 ps
vilagos allapot 0 ©
a fluoreszcencia intenzitas 40 £2 ps 25 £2 ps

lecsengése 513 nm-en

Tranziens fluoreszcencia mérések a PixD vad tipusu és a D69N mutdns fehérjéken

A PixD esetében feltételezett elektronatmenet-kinetika fokozodas az aszpartat
aszparagin helyett térténd bevezetésének hatasara az altalunk készitett homoldg PixD mutacio
(D69N) esetén is igazolodott: szintén gyorsabb fluoreszcencia-csokkenést és rovidebb

idéallandokat eredményezett (3.14 abra).

5. tablazat A Kerr-kapuzott fluoreszcencia kisérletek soran kapott élettartamok az az OaPAC
vadtipusa - D67N mutansa, illetve a PixD vad tipusa - D69N mutansa esetén

OaPAC PixD
vad tipus D67N  vad tipus D69N
FADH?e létrejotte 5ps 6 ps 20 ps 6 ps
FADH® 83 ps 60ps  139,6 ps 60 ps
relaxacioja
vilagos allapot o0 o0 o0 00
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A vad tipusu PixD fluoreszcencia-csokkenése heterogén volt, hasonloan a vad tipusa OaPAC-
hoz, hosszabb iddallandoval. A D69N muténs iddallanddéi nagyon hasonlonak adodtak az
OaPAC D67N mutansnal megfigyelt értékekhez (5. tablazat). A vad tipus és a D6IN
fluoreszcencia-csokkenését 520 nm-en figyelve csak a mutansban lathato a fluoreszcencia-

emisszid kissé gyorsabb kezdeti csokkenése (3.15 abra).
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3.14 dbra A) A PixD vad tipus és a B) D69N mutdns esetében kapott EAS-spektrumok

83



PixD WT (s6tét dllapot)
PixD D69N (sotét allapot)
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3.15. dbra A vad tipusu PixD és a D69N PixD egyedi kinetikaja 520 nm-en megfigyelve

3.2.4 cAMP hozam mérések

Elsoként a vad tipusa OaPAC és a D67N OaPAC adenilat-ciklaz aktivitasat egy olyan
spektrofotometrids teszttel kovettiik nyomon idében, amely az OaPAC altal felszabadulo
pirofoszfatot kozvetetten mutatja ki (OD3e0), amikor az ATP-t atalakitja cAMP-vé.

A 3.16.A abra az 1 uM vad tipusa OaPAC, illetve az 1 uM D67N mutans OaPAC sotét-
¢s fényindukalt enzimaktivitasdt mutatja 500 uM ATP jelenlétében. Sotétben a mutans
enzimaktivitasa kiss¢é magasabb, mint a vad tipusé, de még mindig nagyon alacsony.
Megyvilagitas hatdsara a konverzids ratdk erdsen megndttek a vad tipusti és a D67N mutans
esetében. A D67N mutans azonban nagyobb sebességgel (hatékonyabban) alakitja 4t az ATP-
t, mint a vad tipus, igy ez a mutans kiindulopontként szolgal a PAC fehérjék optogenetikai
hangolasahoz.

A kinetikai allandok meghatarozasahoz névekvé mennyiségli szubsztrat (ATP)
felhasznalasaval végeztiink enzimatikus vizsgalatot. Az eredményeket a klasszikus Michaelis-

Menten fiiggvény segitségével értékeltiik ki (3.16.B abra).
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3.16 dbra. A vad tipusii és a D67N OaPAC enzimatikus aktivitisa. A) az ATP datalakitisdnak kinetikdja a vad
tipusu és a D67N OaPAC sotét és fényadaptalt dllapotiban — a 2-amino-6-merkapto-7-metilpurin termelésének
sebessége. A sotét dllapotban a D67N mutinsban (piros) az ATP-dtalakulds sebessége kissé nagyobb, mint a vad
tipusban (fekete). A fényhez adaptalt allapotban 0,5 mM ATP jelenlétében az atalakulds sebessége a mutans
(zold) esetében nagyobb volt, mint a vad tipusu fehérje esetében (kék). B) A vad tipusu (piros) és a D67N (kék)
enzimaktivitisanak Michaelis-Menten-diagramja. Megvildagitdas hatdsdra a Vmax megndvekedett a D67N

mutansban.

Ezek a vizsgalatok a D67N OaPAC-ban megndvekedett cAMP-termel6dést mutattak: az
atalakulasi  sebesség maximalis értéke 1,5-szer nagyobb volt a mutdnsban
(0,200 + 0,002 mM/perc), mint a vad tipusban (0,064 + 0,007 mM/perc). A félmaximalis
sebesség koncentracidja (Kwm) szintén kissé magasabb a mutansban, mint a vad tipusban, de ami
még fontosabb, hogy a katalitikus allando (kcat) - amely megadja az egyes enzimhelyek altal
egységnyi id6 alatt termékké alakithatd szubsztratmolekulak szamat - ~1,5-szer magasabb a
D67N-ben (50,05 1/perc), mint a vad tipusa OaPAC-ban (32,2 1/perc) (1asd a 6. tablazatot).

6. tablazat A tablazatban az enzimatikus esszé soran kapott paraméterek lathatok.
Ennek alapjan a vmax és a keat is jelentosen megné a D67N mutansban

Kinetikai értékek  Vad tipus D67N
Vmax (MM min) 0.0644 £ 0.0069  0.1001 +0.002

Keat (Min'L) 32.2 50.05
Km (MM) 0.031 + 0.001 0.412 +0.005
Keat/ Kna (MM/min) ~ 1038.7 1215
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3.2.5 Visszatérési kisérletek

Mas BLUF domén fehérjékhez hasonléan a D67N mutans abszorpcids spektruma az So-
S1 atmenetet jellemz0 abszorpcios cstcs tipikus voros eltolodasat mutatja (442 nm-rél 455 nm-
re) kék fénnyel torténd besugarzas utan. A BLUF-domén fotofizikéja és a mutans funkcionalis
dinamikdja kozotti kapcsolat jellemzésére visszatérési kisérleteket is végeztiink. A BLUF-
domének vilagosbol sotét allapotba vald regeneralddasa - a fotoaktivalt allapot relaxacidja -
néhany masodperct6l néhanyszor tiz percig is terjedhet. Az AppA-ban a fotociklus viszonylag
hosszt, majdnem fél 6ran 4t tart (a regeneracios élettartam ~ 25 perc)®®, a PixD-ben 1ényegesen
rovidebb (~ 26 s) %, az OaPAC-ban ez csupan néhany masodperc®. A D67N mutans és a vad
tipusi OaPAC regeneralodasat a 492 nm-en mért abszorpcidval kovettiik nyomon. A mutans
regeneralddasi sebessége 1ényegesen Kisebb (~ 5-6d része), mint a vad tipustt OaPAC esetén

mért visszatérési sebesség (3.17 B abra).
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3.17 dbra A) A vad tipusu és a D67N OaPAC abszorpcios spektrumai sétét és vildgos allapotban B) A vad tipusi
és a D67N OaPAC séteét allapotba valo visszatérésenek sebessége 490 nm-en megfigyelt abszorpcio nyomon

kovetésevel. A vad tipusit OaPAC 3,6 s alatt relaxal sétét allapotba, a D67N esetében ez az idé 15,3 s

A 3.17/A ébran a vad tipusu és D67N OaPAC sotét és vilagos allapotban felvett
abszorpcids spektrumai, a B dbrdn a vad tipusti és a D67N OaPAC sotét allapotba vald
visszatérése, helyreallasa figyelhetd meg. Az abszorpcids spektrumokon jol latszik, hogy a vad
tipusu (piros) és a mutans (zo6ld) abszorpcioi nagyon hasonlok a sotét allapotban: az So-Si

atmenet csucsa mindkét fehérjénél azonos, maximuma 442 nm-nél van. A mutans esetében az
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So-S2 atmenet 4 nm-es kék eltolodasa figyelheté meg (376 nm a vad tipusu esetében és 372 nm
a mutans esetében). Vilagos allapotban az So-S1 csucs a vad tipusban 452 nm-re, a mutansban
pedig 456 nm-re tolodik. Az So-S2 cstcs a vad tipusban 376 nm-rél 379 nm-re, a mutansban
372 nm-r6l 376 nm-re tolddik (7. tablazat).

7. tablazat Az abszorpcios csucsok eltoloddsa

sotét allapot vilagos allapot

vadtipus D67N  vadtipus D67N
So-S1 atmenet csicsa (nm) 442 442 452 456
So-S2 atmenet cstcsa (nm) 376 372 379 376

A D67N lassabb regeneralodasa arra utal, hogy a fehérje a fénygerjesztés utan tobb idot
t6lt olyan szerkezetben, amely lehetévé teszi a CAMP termelését. Osszességében a mutans
olyan szerkezetet vesz fel, amely nem csak kedvezdbb az ATP-cCAMP-ra 4talakulashoz, hanem

lassitja is az eredeti szerkezetbe vald visszarendezddést.

3.2.6 Differencialis pasztazo kalorimetrias (DSC) mérések

Az enzimatikus aktivitdisban és a sotét allapotba vald visszatérésben tapasztalt
kiilonbség azt sugallja, hogy a bevezetett mutacido megvaltoztatta a fehérje szerkezetét. Annak
érdekében, hogy betekintést nyerjink a cAMP-termelés novekedésének eredetébe,
differencialis pasztazé kalorimetrids (DSC) kisérleteket végeztiink a vad tipust és a D67N
OaPAC fehérjén, hogy megvizsgaljuk a termostabilitasukat. Ezek a mérések jelentds
kiilonbséget mutatnak a mutans és a vad tipusi OaPAC kozott (3.18 abra).

A DSC-t méréseket SETARAM Micro DSC-III kaloriméterrel, 20 és 100 °C kozotti
tartomanyban végeztiik 0,3 K-min fiitési sebességgel. A mintat (vad tipusti és D67N fehérje)
és a referenciat (puffer) = 0,05 mg pontossaggal egyensulyoztuk, hogy elkertiljiik az edények
hdkapacitasanak korrekciojat. A denaturalt minta masodik hémérését az alapvonal korrekcidja
céljabol végeztiik el. A termikus kibomlasi gorbék olvadasi hémérsékletét (Tm) az OriginLab
Origin2021 szoftverrel allapitottuk meg.

Az olvadasi hdmérséklet (Tm) az a hdmérséklet, ahol a fehérje 50%-a denaturalodik,
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mig a gorbe alatti teriilet a fehérje kitekeredéshez sziikséges energiat mutatja, amely az
entalpiavaltozashoz (AH) kapcsolodik. A vad tipus termikus denaturdcidja meredek
endotermikus denaturalédast mutatott 68,1 °C-os Tm ¢és 0,078 J/g AH értékkel. A D67N
mutanson végzett mérés alacsonyabb Tm értéket (62,1 °C) eredményezett, alacsonyabb AH-val
(0,069 J/g).
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3.18 abra. A vad tipusu (WT) és a mutdns (D67N) OaPAC termikus kitekerése DSC-vel mérve.

A D67N kisebb AH értéke és a 6°C -kal alacsonyabb Tm értéke azt mutatja, hogy a

D67N OaPAC termodinamikai stabilitdsa a mutacioval jelentdsen csokkent. Ez a D67N mutdns

crer

mérések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a D67N OaPAC fehérje megnovekedett
enzimaktivitasanak hatterében a flexibilisebb szerkezet, vagyis a kedvezébb struktura all és

nem az elektron transzfer folyamatban megfigyelt kiilonbségek.
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3.2.7 Nukleotid-kotési vizsgalatok fluoreszcencia anizotrépia mérésekkel

A fluoreszcencia-anizotropia érzékeny a ligandumok fehérjékhez valo kotodésére®. Az
anizotropia valtozasait a fluorofor mozgékonysaganak valtozasa okozza. Az OaPAC
hozzaadasa a MANT-ATP-hez noveli az N-metilantraniloil (a MANT-ATP fluoreszcens része)
fluoreszcencia anizotropiajat, mivel a MANT-ATP kotédése az OaPAC-hoz a jeldlt egység
forgasi tehetetlenségének novekedését eredményezi és igy lelassitja annak forgasat. Mivel nem
volt ismert, hogy az ATP-nek milyen az affinitasa a fehérje s6tét vagy vilagos allapotaban, ezért
fluoreszcencia anizotropia mérésen alapulo nukleotid-kotési esszé segitségével megmértiik egy
fluoreszcensen jelolt ATP-analog (MANT-ATP) kotési affinitasat (Kp) a vad tipusu fehérje és
a D67N mutans esetén.

A fluoreszcencia-anizotropia alapt nukleotid-kotési vizsgalatokat szobahdmérsékleten
végeztiik 2 uM MANT ATP felhasznélasaval. Ez egy hidrolizalhato, fluoreszcensen jelolt ATP,
amely 350 nm-es gerjesztés mellett 450 nm-en emittal. A méréseket egy L formatumi,
polarizacios tartozékkal felszerelt Fluorolog Jobin Yvon Horiba spektrofluorométerrel
végeztiik. A Kp-értékeket az alabbi kvadratikus kotési egyenletre valo illesztéssel hataroztuk

meg:

r—ra __ Ag+To+Kp—+/(Ag+To+Kp)2—4-A9-To (31)

raT—TA 2

ahol Ao és To az 6sszes MANT-ATP/cAMP és OaPAC koncentracio, ra a MANT-ATP/cAMP
steady state anizotropidja az OaPAC tavollétében, ratr a MANT-ATP/CAMP anizotropiaja
telitdod6 OaPAC-mennyiségnél és Kp a MANT-ATP/CAMP-OaPAC-komplex disszociacios
allandoja.

A 2 uM MANT-ATP-t 350 nm-en gerjesztettiik, a fluoreszcencia emissziot pedig
mellett (3.19 abra). Mivel az OaPAC 350 nm-en gerjesztve >500 nm felett emittal, ezért a flavin
emisszi6 nem jarul hozza az anizotropia mérésekhez (ld. FAD emisszios spektruma az 1.2
abran). A vad tipusu és a D67N OaPAC MANT-ATP-hez val6 affinitasara (Kp) a vad tipus
esetében 2,2 + 0,4 mM, a mutans esetében 7,7 + 1,6 mM értéket kaptunk. A mutans esetében

tapasztalt alacsonyabb affinitds ismét arra enged kovetkeztetni, hogy a mutaci6 olyan — mar a
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DSC mérésekben is tapasztalt — szerkezeti valtozast idézett el6, amely befolyasolta az ATP

kotési affinitasat, valamint a cAMP termelés hozamat.
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3.19 dbra. A MANT-ATP nukleotid fluoreszcencia-anizotrépia mérése vad tipusu és D67N OaPAC-ben a MANT-

crer

crer

anizotrdpiat eredményez. A kotési affinitds a vad tipusi esetében magasabb volt. *MANT: 2’-(vagy-3°)-O-(N-

metilan-tranilil)adenozin 50 -trifoszfat, trindtrium so;
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Zard gondolatok, értelmezés

Eléallitottuk a fotociklus kinetikdjanak megvaltoztatasa szempontjabodl igéretes OaPAC
mutanst, a D67N-t. Az OaPAC kristalyszerkezete alapjan a D67 hidrogénkoétési tavolsagban
van az R79 (3 A) aminosavtol és a flavin ribitil-lancatol (3,2 A). Mivel a D67 hidrogénkotés-
akceptor, aszparaginra - egy semleges aminosavra - térténé mutacidja a hidrogénkotés-halozat
megvaltoztatasaval modositja a flavin elektrosztatikus potencialjat. Goings és munkatarsai®
szerint a flavin kozéppontjaban 1€évo elektrosztatikus potenciadl médosithatd a pozitiv toltésnek
a gyurt felé torténd mozgatasaval vagy a negativ toltésnek a gytiriitdl valo eltavolitasaval.

A PixD-ben a D69-R71 paros jo példa az egymashoz hidrogénkdtéssel kapcesolodo
aminosavakra, amelyek ellentétes hatast gyakorolnak az aktiv hely potencialjara. A Goings-
csoport® 4ltal végzett kvantummechanikai/molekulamechanikai vizsgalat szerint, amikor a
D69-R71 par kozelebb keriil a flavin gylrihoz, a negativ toltéstt D69 destabilizalja a
toltésatvitelt, mig a pozitiv toltésti R71 stabilizalja azt, és forditva. Ha a D67-et N-re mutaljuk,
az N67 oldallanca és a flavin ribitil-lanca kozotti hidrogénkotés hossza varhatdoan megnd, ami
potencialisan kedvez a toltésatadasnak.

Ultrardvid tranziens fluoreszcencia méréseink azt mutattak, hogy a mutansban a vildgos
allapot 1étrejottének irdnyéaban zajlo elektronatvitel teljes kinetikdja jelentésen gyorsabb volt a
vad tipushoz képest, ami dsszhangban van Goings és munkatarsai®® elSrejelzéseivel. A TA
mérések 4-szer gyengébb fotoaktivacios kvantumhatasfokot is mutattak, ami a vilagos allapot
kialakulasaval versengd relaxacio (,,visszatranszfer”) jelentdsebb felgyorsuldsat tiikrozi a
mutansban. (Ha nem lenne visszafelé torténé proton/elektron transzfer, relaxacio, akkor a flavin
protonalt allapotban maradna.) A mutaci6é tovabbi kinetikai hatisa a sotét allapotba vald
visszatéréshez sziikséges relaxacios sebesség negyed részére torténd lassulasa. Ezek a hatasok
Osszességében hasonld enzimsebességhez vezetnek a vad tipusu és a D67N OaPAC esetében.
Mivel a D67N aktivitasa sotét allapotban valamivel magasabb, mint a vad tipusé, a maximalis
enzimsebesség (Kcat) a vilagos allapotban a 1,5-szeresére nd. Ez teszi ezt a mutanst jobb
potencialis optogenetikai eszkdzzé, mivel a sotét allapoti aktivitds még mindig alacsony, de a
fény altal aktivalt cAMP-termelés magasabb, mint a nativ fehérjében.

A D67N mutans gerjesztéskor hosszabb iddt tolt az ATP-cAMP atalakulast eldsegitd
szerkezetben. Ez arra utal, hogy az enzimatikus aktivitds megndvekszik, mivel a fehérje az
alacsonyabb kvantumhatasfok ellenére tovabb van a vilagos allapotban. Kalorimetrias
méréseink azt mutattak, hogy az olvadasi hémérséklet jelentdsen alacsonyabb, mint a vad

tipusnal megfigyelt, ami arra utal, hogy a D67N mutans konnyebben bomlik ki. Ugy tiinik tehat,
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hogy a mutans fehérje kevésbé kompakt szerkezettel rendelkezik, mint a vad tipus. A kotési
kisérletek szintén egy megvaltozott enzimatikus doménszerkezetre utaltak, mivel a vad tipusu
0aPAC valamivel erésebben koti az ATP-t, mint a mutans. Osszességében a relevans kinetikai
sebességek tovabbi hangolasara iranyuld jovobeli vizsgalatok jo utat jelenthetnek a PAC-ok

enzimaktivitasanak noveléséhez.

Osszefoglalds, kovetkeztetések

Kisérletsorozatunkban az OaPAC fotoszenzoros BLUF-doménjében zajlé elsédleges
elektrontranszfer hatasat vizsgaltuk a fehérje enzimatikus aktivitasara. Az OaPAC AC
aktivitasat a BLUF doménben zajlo elektrontranszfer folyamat optimalizalasaval noveltiik:
célzott mutagenezissel egy aszparaginsavat aszparaginra cseréltink a flavin kromofor
kozelében. Szimulacion alapuld elbrejelzések azt mutattak, hogy a mutacio (D67N)
megvaltoztatja az elektronatviteli folyamat kinetikdjat. Ultrarovid tranziens abszorpcids €s
tranziens fluoreszcencia méréseink alapjan a mutdnsban az elektronatvitel sebessége
szamottevOen nagyobb volt a vad tipusa OaPAC fehérjéhez képest. Az ATP-cAMP atalakulas
szamottevd sebességnovekedése nagyobb enzimaktivitast eredményezett: 8 Vmax tobb mint
kétszeres, a Km négyszeres volt a mutans esetében. Az enzimatikus vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy kék fénnyel vald6 megvilagitas hatdsara a mutédns ~1,6-szor tobb cAMP-t
termel, mint a vad tipusa OaPAC. Erdekes modon a vildgos allapotbél a sétét allapotba vald
visszatérés sebessége ~4-szer hosszabb volt a mutansban, mint a vad tipusa OaPAC-ban. A
gyorsabb elektronitadasi sebesség, valamint a nagyobb enzimaktivitas ugy tlnik,
Osszefliggésben van a fehérje szerkezetével: a kalorimetrids €s az anizotropia mérések azt
mutatjadk, hogy a mutans kevésbé kompakt, és rugalmasabb szerkezetli, mint a vad tipus.
Szerkezeti kisérleteink értelmében a mutacio strukturalis valtozast is eldidézett, ami szintén

hatassal lehet az enzimatikus aktivitasra.

A D67N OaPAC mutanson végzett kisérleteink igazoltak azt a hipotézist, miszerint az
aszparaginsav aszparaginra valo cseréje felgyorsitja a fotoindukalt elektrontranszfert, valamint
a flavin oxidaciojat. A mutacido egyuttal a cAMP konverzid novekedéséhez is vezetett,
amelynek az elsddleges oka valdszinilileg nem az elektrontranszfer folyamataban megfigyelt

kiilonbség, hanem a mutans szerkezetének megvaltozésa.
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8. tabldazat: A modszerek és eredmények dsszefoglaldsa

Mérési eredmények

Mért paraméter

Mérési eljaras neve, jele Vad tipusi D67N Vziltozzi_s, Ertelmezés
A OaPAC mutans tendencia
mértékegysége
Atal?kglés Nagyobb
gab’ssr:éaglf 0,064+0,007| 0,120,002 | 4 _ 1 G| crzimakiivitis a
Enzimatikus ' mutans esetén
aktivitas mérés: Vinax [MM/perc] -
CAMP hozam . o Egy§égny1 1.d6 2.1.1att a
mérések abszorpeios I’<ataI|t’| kus A mutans enzim tobb’
spektro- allando 32,2 50,05 —_~ 1 6X sz’ubsztrat glole’kulat
fotometriaval Kea[ 1/perc] ) képes temekke
. lakitani
(pirofoszfat esszé) - — a
Felmagmahs Nagyobb
sebesség 1 0.031£0,001 | 0,04120,005| 4N _ 1 3| enzimakiivitis a
koncentracitja ' X mutans esetén
Km [MM]
A mutans hosszabban
tartdzkodik vilagos
Id6fugg6 Sotét éllapotba A éllapotban, azaz az
abszorpcios valo visszatérés | 3,6 15,3 ~ 4X ATP-CAMP
spektrofotometria | ideje [s] atalakulast el8segitd
szerkezetben
Ultragyors tranziens | Gerjesztett A mutansban az
abszorpcios allapoti relaxacio | 90430 64+8 ~O 7 X elektropétvitel
spektroszkopia ideje [ps] W ) sel?essage .
szamottevoen
Kerr-kapuzott Fluoreszcencia nagyobb a vad tipusu
et |G | 02|22 ] [ ~0,6X|osPAChoriin
Olvadasi ﬁomﬁtsisi konnyebben
hémérséklet 68,1 62,1 _ 6 o) C rugalmase{bb a
D’iffefer}ciélis Tm [°C] \\ 4 szerkezete.
A, A mutans kisebb
Entalpiavaltozas energiat igényel a
AH [J/g] 0,078 0,069 l ~O 9X denaturaciohoz, tehat
) a szerkezete kevésbé
kompakt
A mutaci6 olyan
szerkezeti valtozast
Steady-state e - idézett €16, amely
fluoreszcencia Kaotési affinitds 2,240,4 7,7£1,6 befolyasolta az ATP

anizotropia

Kp [MM]

kotési affinitasat,
valamint a cAMP
termelés hozamat.
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3.3 Elektrontranszfer és fluoreszcencia kioltas — kapcsolat a két projekt kdzt

Az ¢lettani folyamatokban gyakran taldlkozunk elektron- ¢és protontranszfer
folyamatokkal. Ilyen példaul a fotoszintézis is, ami fény hatdsara bekovetkezo elektrontranszfer
folyamat. A flavoproteinekben a fénybesugarzast kovetden a funkcidhoz vezetd elsd kdzvetitd
1épés elektrontranszfer folyamat. A fénnyel gerjesztett molekulak a kornyezetiikbdl elektront
vonnak el, aminek eredményeként megsziinik gerjesztett allapotuk, a fluoreszcenciajuk
gyorsabban lecseng, vagyis kioltodik. A kozeli elektronok fluoreszcencia kioltd hatasa oldatban
¢s fehérjékben egyarant megfigyelhetd. Flavoproteinekben a gerjesztett flavin fotoredukcioja
kozeli aminosavak (tirozin vagy triptofan) elektron donacidja révén torténik, ami hatékony

fluoreszcencia kioltast eredményez.

REDUKTIV ELEKTRON TRANSZFER OXIDATIV ELEKTRON TRANSZFER
A* + D A+ DV D* + A D"+ AT
HOMO _— LUMO —F _—
LUMO —}— — /\“— LUMO —
LUMO —4— | Homo—4— —+—
HOMO —F/\ e —— Homo —
Gerjesztett Elektron-gazdag Redukalt  Oxidalt Gerjesztett  Elektron-szegény Oxidalt  Redukalt
fluorofor kioltd fluorofér kiolté fluorofor kiolté fluorofor kioltd

3.20 abra Az elektron transzfer folyamat elektron donor (balra) és elektron akceptor esetében (jobbra) (Forras:

Bernard Valeur, Molecular Fluorescence)

A 3.20 bal oldali abran az lathatd, ahogyan egy gerjesztett allapota molekula elektront
kap egy kozeli, elektronban gazdag molekulatol, aminek eredményeként anionos gyok lesz
beldle, a donor molekulabdl pedig kationos gydk. A jobb oldali dbran a gerjesztett molekula az
elektron donor, igy elektront ad at egy kozeli akceptor molekulanak. Ezesetben a gerjesztett
molekula lesz kation gyok, az akceptor pedig anionos gydk. A flavinok elektron akceptorok, a
naftalin, antracén vagy pirén elektron donor. A Fehérjék destabilizaciojanak fluoreszcencia
élettartam eloszldsa kioltdsi (quenching) kisérletekben cimii fejezetben vizsgalt fehérjék esetén
a triptofanok fluoreszcencidjanak kioltasahoz akrilamidot hasznaltunk. A triptofan
elektrondonornak, az akrilamid elektronakceptornak tekinthetd.

Az olyan karbonil és amid tipusu kioltok, mint a sokat vizsgalt akrilamid és

szukcinimid kioltasi mechanizmusat altalaban ugy tekintik, hogy a gerjesztett allapot €s a
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kiolto kozo6tt bizonyos foku elektronatvitelre kertiil sor (Ricci €s Nesta, 1976; Froehlich és
Nelson, 1978; Johnson, 1980). Az a tény, hogy mind az akrilamid, mind a szukcinimid
kivaloan elnyeli a hidratalt elektronokat (Steiner és Kirby, 1969; Simic és Hagon, 1973),
alatamasztja ezt a feltevést. Az indol fluoreszcencia szukcinimiddel torténé Kkioltasi
hatékonysaganak oldoszerfiiggése szintén arra utal, hogy a toltésszétvalasztas torténik a
kioltasi folyamat soran (Eftink, 1986). Altalaban azonban nehéz hatarozottan megéllapitani
a kioltasi mechanizmust egy adott rendszer esetében, és gyakran kozvetett bizonyitékokra
kell tamaszkodni az ilyen folyamatok jellemzésére.

A fluoreszcencia-kioltasi reakcid hatékonysagat gyakran a y paraméterrel adjak meg,
ahogyan azt Weller 1961-ben a fluoreszcencia-oltasi folyamatok dinamikajarol szo6lo
értekezésében leirta. A y kifejezésben hangsulyos a koncentracidfiiggés. Az abran lathato
fotokémiai séma feltételezi, hogy a kioltdsi mechanizmus egy toltésatviteli koztitermék
képzddését foglalja magéban. A levezetett egyenletek barmely érintkezéses kioltasi

mechanizmusra vonatkoznak.

A* le - k2

Kk,
(A" .. Q)—>A+Q+ A

k1Q
K.,

A (A ... Q)

k1 és k.1 az litk6zési komplex diffuziolimitalt képzodési és disszociacios sebességi allandodja, k2
és k-2 az iitkdzési komplex atalakulasanak iddallanddja toltésatviteli komplexsze, A jeloli a
fluorofért, Q a kioltd, ami az A* gerjesztett flourofort elektrontranszfer mechanizmussal oltja
Ki, kr és knr a radiativ és nonradiativ energiaveszteségek sebességi allandéi, (A'....Q) a
toltésatviteli komplex, ami A* hullamhosszan biztosan nem fluoreszkal, ks a toltésatviteli
komplex A-ra és Q-ra vagy fotokémiai termékké vald lebomlasanak sebességi allandoja. A

fluoreszcencia kioltas hatékonysagara (y) vonatkozo legfontosabb egyenlet:

ko

y = k2+k_1+T0_1+k1(Q) (32)
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A Stern-Volmer egyenlet standard alakja:

% =14 Ky (Q) = 1+ kg, (33)

ami kiterjeszthetd

B = (1 + vt [1+22 )] (34)

a modositott Stern Volmer egyenletté.
Eftink és munkatarsai megallapitottak, hogy az akrilamid ¢€s a szukcinimid toltésatviteli

mechanizmus révén oltja ki az aromds vegyiiletek fluoreszcenciajat, illetve, hogy a

crer

crer

jo az elektronatviteli mechanizmus), a hasznalt oldoszert6l és hogy mennyire jo
elektronmegkot6 a kioltd. Fontos megjegyezni, hogy ezek a szerkezet-aktivitas dsszefiiggések
nem mutatjak meg, hogy milyen mértékben torténik teljes vagy részleges toltésatvitel a kioltasi
reakciokban. A korrelaciok csak arra utalnak, hogy a folyamat sordn bizonyos mennyiségii

toltés kerul at a fluoroforrol a kioltora.
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Photoactivated adenylate cyclases (PACs) are light activated
enzymes that combine blue light sensing capacity with the
ability to convert ATP to cAMP and pyrophosphate (PPi) in a
light-dependent manner. In most of the known PACs blue light
regulation is provided by a blue light sensing domain using
flavin which undergoes a structural reorganization after blue-
light absorption. This minor structural change then is trans-
lated toward the C-terminal of the protein, inducing a larger
conformational change that results in the ATP conversion to
cAMP. As cAMP is a key second messenger in numerous signal
transduction pathways regulating various cellular functions,
PACs are of great interest in optogenetic studies. The optimal
optogenetic device must be “silent” in the dark and highly
responsive upon light illumination. PAC from Oscillatoria
acuminata is a very good candidate as its basal activity is very
small in the dark and the conversion rates increase 20-fold
upon light illumination. We studied the effect of replacing
D67 to N, in the blue light using flavin domain. This mutation
was found to accelerate the primary electron transfer process in
the photosensing domain of the protein, as has been predicted.
Furthermore, it resulted in a longer lived signaling state, which
was formed with a lower quantum yield. Our studies show that
the overall effects of the D67N mutation lead to a slightly
higher conversion of ATP to cAMP, which points in the di-
rection that by fine tuning the kinetic properties more
responsive PACs and optogenetic devices can be generated.

The photoactivated adenylate cyclase (PAC) from the
cyanobacterium Oscillatoria acuminata (OaPAC) is a recently
discovered flavoprotein that translates a blue-light signal into
the production of cAMP (1). OaPAC is a homodimer of a 366-
aa protein comprising an N-terminal blue light using flavin
(BLUF) (a blue-light using flavin adenine dinucleotide [FAD])
domain and a C-terminal class III adenylyl cyclase (AC)

* For correspondence: Andras Lukacs, andras.lukacs@aok.pte.hu; Emoke
Bodis, emoke.bodis@aok.pte.hu.

SASBMB

domain. The AC activity of OaPAC is stimulated by light up to
20-fold above basal levels in the dark (1).

Blue-light regulation of the majority of the PAC proteins is
achieved by a BLUF domain. BLUF domains act as light
sensing modules and are involved in a large range of light-
controlled Dbiological processes like bacteriochlorophyll
biosynthesis, biofilm formation, phototaxis, and controlling
levels of cyclic-cAMP (2-8). Despite the diversity in the
function of BLUF domains, the photosensing mechanism is
similar— blue-light absorption by the FAD chromophore
leads to a rearrangement of the hydrogen bonding network,
which is reflected in a red-shift of ~ 10 nm of the Sy—S; flavin
transition (8).

The photoinduced mechanism of the BLUF domain is
driven by the photochemistry of FAD—after blue light exci-
tation, the flavin attracts an electron from the neighboring
electron-rich amino acids like tryptophans or tyrosines (9—-11).
After the electron transfer step, either the anionic (FAD®") or
the neutral (FADH") flavin radical is formed depending on the
flavin environment. A similar process is crucial in the function
of cryptochromes, where excitation of the oxidized flavin leads
to electron transfer from the neighboring tryptophan, forming
the anionic flavin radical followed by protonation (on the
microsecond timescale) to yield a semiquinone flavin radical
form (12—16). However, the actual role of electron transfer in
BLUF domain proteins is still under debate, as it was not
observed in activation of photopigment and PUC A protein
(AppA) (17), BIsA (18), or BIrB (7), but was found to be crucial
in PixD (5, 19) and PapB (20).

In the OaPAC BLUF domain (Fig. 1) a concerted proton-
coupled electron transfer (PCET) process takes place: upon
excitation of FAD an electron is transferred from a nearby
tyrosine (Y6) to the flavin while simultaneously a proton is
transferred from Y6 to the adjacent glutamine (Q48) and later
to the flavin. Aside the involvement in the PCET process Q48
plays a central role in the photoactivation and the function of
the protein as it is thought to tautomerize after the light
excitation of flavin. Tautomerization of the glutamine was first
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Single mutation increases enzymatic activity of a PAC

o
- .;
é; Q48
Y6
Figure 1. Environment of FAD in OaPAC including the Y6, D67, Q48,
and W90 amino acids, involved in the photophysics of OaPAC (PDB:
4yus). Y6 is the primary electron donor, but W90 can donate an electron as
well. Q48 is crucial in the propagation of the signal from the BLUF domain
toward the AC domain. D67 is in hydrogen bonding distance to R79 (~3 A)
residue and to the ribityl chain (~3.2 A) of flavin. D67 is a hydrogen bond
acceptor and mutating D67 to N, a neutral amino acid, modulates the
electrostatic potential of flavin by altering the hydrogen boding network.
AC, adenylate cyclase; BLUF, blue light using flavin; FAD, flavin adenine

dinucleotide; OaPAC, photoactivated adenylate cyclase from Oscillatoria
acuminata; PDB, Protein Data Bank.

proposed for AppA (21-28) but later was proven to be present
in PixD (29-31) as well. Based on these findings, it is a plau-
sible assumption that during the PCET process Q48 tauto-
merizes, and this step is expected to be crucial in transmitting
the signal to the C-terminal part of the protein where ATP is
converted to cAMP. The role of Q48 should be further studied
as it is expected to play a central role in the photoactivation
and the overall function of OaPAC.

PACs are important for applications in the life sciences as
the light-controlled cAMP production is a promising opto-
genetic tool: EuPAC was expressed in the neurons of the
marine gastropod Aplysia enabling photocontrol of neuron
stimulation (32), and bPAC was utilized in transgenic mice
in light-controlled flagellar beat of sperms (33). The latter
has a 300-fold increase in cAMP conversion activity
compared to OaPAC which has around a 20-fold activity
increase (1, 34). It is therefore important to enhance control
of the cyclase activity of OaPAC. In this work, we investi-
gated the functional dynamics of D67N mutant OaPAC,
which shows an ~1.5-fold increase in light-induced AC ac-
tivity of OaPAC as well as an acceleration of the forward and
backward electron transfer processes and a decrease of the
dark state recovery rate in the BLUF domain. The mutation
slightly elevated the activity of the enzyme in the dark-
adapted state as well, which points to a structural change
extending to the enzymatic domain.

2 J Biol. Chem. (2023) 299(8) 105056

Results and discussion
Transient absorption measurements

Previously, ultrafast transient infrared and visible absorption
spectroscopy were employed to investigate the photochemistry
of OaPAC and it was established that after absorption of blue
light by the flavin, a PCET takes place (35). During the PCET
process, the primary electron donor is the conserved Y6
tyrosine (35). Photoexcitation of the flavin leads to the
extraction of an electron from the tyrosine accompanied by the
transfer of a proton from the same tyrosine resulting in the
formation of neutral (36)tyrosine and flavin radicals. In our
previous work, we demonstrated that the AC activity of
OaPAC is linked to this PCET process: as the pK, of the crucial
tyrosine (Y6) was lowered from 9.9 to <7.7, the photocycle was
halted at FAD®™ and no enzymatic activity was observed (35).

Adiabatic quantum mechanical/molecular mechanical sim-
ulations performed on Slr1694 (also called PixD), another
intensively studied (5, 19, 37) BLUF domain protein, suggested
that the replacement of the negatively charged aspartic acid
D69 (D67 in OaPAC, Fig. 1) with a neutral or a positively
charged residue will dramatically affect the electron transfer
process (38). It was predicted that such mutations may
demonstrate vastly different photocycle kinetics (38). Thus,
here we investigate experimentally the potential effect of an
analogous mutation on the photoactivation mechanism of
OaPAC and measure the resulting enzymatic activity of the
AC domain.

The primary photochemistry of the D67N mutant was
characterized using transient absorption (TA) measurements.
Ultrafast TA spectroscopy is a powerful method to characterize
the electron transfer processes in flavoproteins (4, 5, 7, 10, 14,
39-43). Depending on the protein environment the flavin
chromophore can exist in five different redox states (44), and
these redox states possess distinct absorption spectra (Fig. S1A4).
Using these spectra one can perform spectral modeling in order
to identify the flavin and amino acid radical species detected at
different time delays after excitation (10, 14, 45, 46).

The TA spectra of D67N OaPAC measured at early time
delays (Fig. 2A) are similar to those of other (oxidized) flavo-
proteins (10, 22), including WT OaPAC (35): an intense nega-
tive peak (bleach) is observed around 450 nm, which reflects
disappearance of the SO—>S1 absorption of the flavin. The
positive peak around 510 nm is attributed to the absorption of
the excited state, whereas the negative broad peak ~ 550 nm
observed at the early time delays can be assigned to the stimu-
lated emission of the flavin. The TA data for the WT protein
could be globally fitted with three different time constants (35),
5 ps, 83 ps, and an infinite value (also called final state). Analysis
of the corresponding evolutionary-associated spectra (EAS)
indicated that the 5-ps component reflects FAD* decay. The 83-
ps components reflects decay of both FAD* and formation of
FADH®. The FAD* decay kinetics, by electron and proton
transfer to the flavin, are thus dispersive (see fluorescence ki-
netics below) and the slower phases cannot be kinetically dis-
entangled from that of the formation and decay of the FADH®
intermediate state. The final state represents the red-shifted
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Figure 2. Ultrafast transient absorption spectroscopy measurements. A, transient absorption measurements on the D67N mutant at indicated time
delays B, EAS spectra obtained after global analysis. The time constants show that the excited state of FAD, formed right after excitation, decays in 5 ps to
the next state which shows the presence of the neutral flavin radical. The final state is dominated by the signaling state and exist longer than the window of
the measurement C, individual kinetics of the WT and D67N OaPAC measured at 505 nm. Applying a monoexponential fit the time constants for the WT and
D67N were 90 + 30 ps and 64 + 8 ps, respectively. EAS, evolutionary-associated spectra; FAD, flavin adenine dinucleotide; OaPAC, photoactivated adenylate

cyclase from Oscillatoria acuminata.

FADox signaling state. Similarly to the WT measurements, the
TA data of D67N was also globally fitted with three different
time constants (Fig. 2B) of 5 ps, 65 ps, and infinite. The 5-ps EAS
ascribed to FAD* decay resembles the 5 ps EAS of WT and EAS2
(65 ps phase for D67N) was equally modeled as a combination of
the spectra of the excited flavin and the neutral flavin radical
(Fig. S1B). The 5 ps component thus reflects the formation of the
neutral flavin radical and the 65 ps component reflects the
relaxation of the radical state (Fig. S2). Yet, the relative contri-
bution of FAD* to EAS2 appears smaller for D67N (~75% in
WT and ~60% in D67N), indicating also dispersive but faster
overall FAD* decay (see also below). In addition, the second time
constant is somewhat shorter in the mutant (65 ps versus 85 ps)
which also suggests a faster recombination of the radical pair. In
WT OaPAC (35) the ~ 510 nm peak shifts toward 480 nm in
~80 ps; this shift is due to the formation of the signaling state. A
similar shift is observed in D67N OaPAC mutant, but the
amplitude of the final state EAS is smaller in the mutant
compared to WT (Fig. S3). Along with the finding that the
spectrum of the signaling state is similar in WT and D67N
OaPAC (Fig. 5A below), this indicates lower quantum yield of
formation of the signaling state. Based on the amplitude ratios of
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the final state and the initially formed FAD* difference spectra
(EAS final and 5-ps in Fig. S3) we estimate that the signaling
state QY is ~4-fold lower in D67N than in WT OaPAC.
Observing the kinetics of the excited state absorption peak of
the flavin (~505 nm) the mutant’s relaxation appears slightly
faster compared to WT (Fig. 2C); applying a monoexponential
fit the time constants for the WT and D67N were 90 + 30 ps and
64 + 8 ps, respectively. This is due to faster FAD* decay kinetics
(see below) as well as to the lower asymptotic value at this
wavelength due to lower signaling state formation. The faster
FAD* decay is in good agreement with the theoretical expec-
tation that the replacement of the aspartic acid with a neutral or
even positively charged amino acid will accelerate the electron
transfer process as it alters the active site potential (38).

Ultrafast transient fluorescence spectroscopy experiments

To gain further information on the impact of D67N on the
electron transfer process in OaPAC, we performed ultrafast
transient fluorescence measurements on our home-built Kerr-
gated fluorescence setup (47). The advantage of using the
Kerr-gate approach compared to fluorescence upconversion is
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Figure 3. Ultrafast transient fluorescence spectroscopy measurements. A, EAS spectra obtained by global analysis of the transient fluorescence data of
WT. The result of the global fit shows a heterogenous decay of the flavin. B, EAS spectra obtained by global analysis of the transient fluorescence data of the
D67N mutant. C, individual kinetics of the fluorescence decay observed at 513 nm. Using a monoexponential fit, we obtained a fluorescence lifetime of 40 +
2 ps for WT and 25 + 2 ps for D67N. EAS, evolutionary-associated spectra.

that the fluorescence emission spectrum can be obtained at one certain wavelength. Figure 3, A and B) show the EAS
every time delay whereas in the fluorescence upconversion spectra obtained from the global fitting of the transient fluo-
method the decay of the fluorescent intensity is measured at rescence dataset. The maximum of the fluorescence emission
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Figure 4. Enzymatic activity of WT and D67N OaPAC. A, the kinetics of ATP conversion in the dark- and light-adapted state of WT and D67N OaPAC. In
the dark, the ATP conversion rate is slightly higher in the D67N mutant (green) than in WT (orange). In the light-adapted state at 0.5 mM ATP the speed of
the conversion was higher in the case of the mutant (blue) than in WT (red). B, Michaelis-Menten plot of the enzymatic activity of WT (red) and D67N (blue)
under irradiation, v,y is increased in the D67N mutant. OaPAC, photoactivated adenylate cyclase from Oscillatoria acuminata.
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Figure 5. Dark state recovery of WT and D67N OaPAC. A, absorption spectra of WT and D67N OaPAC in dark and light state. The absorption spectra of
WT and the mutant are very similar in the dark adapted state: the peak of the Sy-S; transition is the same for both proteins with a maximum at 442 nm; a
4 nm blue shift of the S¢-S, transition is observed for the mutant (376 nm for the WT and 372 nm for the mutant). In light-adapted state the So-S; peak
shifts to 452 nm in WT and to 456 nm in the mutant. The So-S, peak shifts from 376 nm to 379 nm in the WT, and from 372 nm to 376 nm in the mutant. B,

recovery kinetics of WT (red) and D67N (blue) OaPAC, measured at 490 nm The time constant of dark state recovery is 3.6 s for WT and 15.3 s for D67N.
0aPAC, photoactivated adenylate cyclase from Oscillatoria acuminata.

is at ~ 513 nm, which is slightly higher than that observed in
AppA BLUF (48) (~500 nm) and significantly lower than of
the free flavin (~530 nm). The fluorescence emission spectrum
indicates that the flavin is embedded in a nonsurface exposed
environment. There is no significant difference between the

emission maxima of WT and mutant OaPAC, suggesting that

the mutation did not result in significant change of the flavin
environment.

The fluorescence of WT OaPAC, which was not re-
ported before, was found to be highly dispersive as was
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observed in the case of AppA (6). The transient fluores-
cence dataset could be well described with the same three
lifetimes (5 ps, 83 ps, and infinite) as retrieved in the TA
experiments. The corresponding EAS (species-associated
spectra assuming a sequential scheme (1-2-3)) all
peaked at ~ 513 nm, implying that they arise from
protein-bound flavin, as the fluorescence emission
maximum of free flavin is ~ 530 nm.

A global fit also resolved three components for the D67N
mutant (5 ps, 60 ps, infinite, Fig. 3B), again with a shorter
second time constants compared to the WT protein. The ki-
netic traces observed at 513 nm were overlaid (Fig. 3C) to
compare the decay of the fluorescence emission of WT and
D67N. The time constant of the excited state relaxation in
D67N is almost half compared to that observed in the WT
protein. This assessment, which is not complicated by con-
tributions of product states as in TA experiments, unambig-
uously demonstrates that overall electron transfer is faster in
D67N OaPAC mutant. Yet, as shown above, this modestly
faster initial electron transfer does not lead to a higher yield of
the signaling state, presumably due to strongly enhanced back
PCET from FADH" to the resting dark state (49).

It is worth mentioning that the aspartate to asparagine mu-
tation was suggested for PixD where the authors expected that
the mutation would enhance significantly the electron transfer
kinetics (38). We performed this homologous mutation in PixD
(D69N) and it also resulted in faster fluorescence decay and
shorter time constants (Figs. S4 and S5). We also performed TA
measurements on PixD WT and D69N and we observed a
similar shortening of the time constant of EAS2 (Fig. S6).

Indirect measurement of cAMP

An enzymatic assay was employed to examine the impact of
accelerating the electron transfer process in the D67N mutant
blue light sensing domain on the ability of the AC domain to
convert ATP to cAMP plus pyrophosphate. The adenylate
cyclase activities of 1 pM of WT OaPAC and D67N OaPAC
were monitored using a spectrophotometric assay that detects
pyrophosphate released by OaPAC when it converts ATP to
cAMP. The inorganic pyrophosphatase enzyme converts py-
rophosphate into two equivalents of phosphate which is then
consumed by the 2-amino-6-mercapto-7-methylpurine ribo-
side/purine nucleoside phosphorylase reaction and detected by
an increase in absorbance at 360 nm. Figure 44 shows the dark
and the light-induced enzymatic activity of WT OaPAC and
D67N mutant OaPAC in the presence of 500 uM ATP. In the
dark, the enzymatic activity of the mutant is slightly higher
than WT but still very low. Upon illumination the conversion
rates strongly increased for WT and the D67N mutant.
However, D67N mutant converts ATP at a higher rate than
WT making this mutant a starting point for tuning PACs as
optogenetic tool.

The enzymatic assays were performed using increasing
amount of substrate and the results were evaluated using the
classical Michaelis—Menten presentation (Fig. 4B). The enzy-
matic assays show an elevated cAMP production in D67N

6 . Biol. Chem. (2023) 299(8) 105056

Table 1
Kinetic parameters for WT OaPAC and D67N mutant

Parameters WT OaPAC D67N mutant

Vimax 0.064 + 0.007 0.100 £ 0.002
mM/min mM/min

Keat 32.2 1/min 50.05 1/min
Ky 0.031 + 0.001 mM 0.041 + 0.005 mM
Dark state recovery 36s 153 s
Excited state relaxation 90 + 30 ps 64 + 8 ps
Fluorescence lifetime 40 + 2 ps 25 + 2 ps
Tm 68.1 °C 62.1 °C
AH 0.078 J/g 0.069 J/g
Kd 22+ 04 mM 7.7 £ 1.6 mM

OaPAC: the maximal velocity of the conversion rate was ~ 1.5
times higher in the mutant (0.100 + 0.002 mM/min) than in
WT (0.064 + 0.007 mM/min). The concentration of half-
maximal velocity (Ky;) is also slightly higher in the mutant
than in WT —but more importantly the catalytic constant
(kca)—which gives the number of substrate molecule each
enzyme site can convert to product per unit time is ~ 1.5 times
higher in D67N (50.05 1/min) than the WT OaPAC (32.2 1/
min) (see Table 1).

Recovery experiments

The electronic spectrum of the mutant shows the typical red
shift of the Sy—S; absorption peak (from 442 nm to 455 nm) after
blue light irradiation, resembling WT OaPAC and other BLUF
domain proteins (Fig. 5A). We measured the dark state recovery of
WT and D67N OaPAC to connect the photochemistry of the
BLUF domain with the functional dynamics of the AC domain.
Light to dark recovery of BLUF domains spans from dozens of
minutes to a few seconds. In AppA the photocycle is relatively long,
with a recovery lifetime of ~ 25 min (50), in PixD it is substantially
shorter (~26 s) (8, 19) and in OaPAC it is only a couple of seconds
(35). The dark state recovery of D67N mutant and WT OaPAC
were monitored at 490 nm and the recovery rate of the mutant is
~5 times lower (15.3 s) than the recovery rate of WT OaPAC (3.6s)
(Fig. 5B). This significant change points to a possible structural
difference between the mutant and the native protein. The slower
recovery of D67N implies that after light excitation the protein
spends more time in a structure allowing high-rate cAMP con-
version. Altogether, the mutant adopts a structure that is not only
more favorable for ATP to cAMP conversion but also slows down
the rearrangement to the original structure.

Differential scanning calorimetry measurements

The difference in the enzymatic activity and the dark state
recovery suggests that the introduced mutation has changed the
overall protein structure. To test this hypothesis, we performed
differential scanning calorimetry (DSC) experiments on both
proteins to examine their thermostability. These measurements
reveal a significant difference between mutant and WT OaPAC.
The thermal denaturation of WT showed a steep endothermic
unfolding with a Tm of 68.1 °C and a AH of 0.078 J/g. The
measurement of D67N resulted in a lower Tm (62.1 °C) with a
lower AH (0.069 J/g). The melting temperature (Tm) is where
50% of the protein is denatured, while the area under the curve
reflects the required energy for protein unfolding associated
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Figure 6. Thermal unfolding of WT and mutant (D67N) OaPAC
measured by DSC. The DSC curve of the WT shows a steep endothermic
unfolding with a melting temperature of 6 °C higher than of the mutant.
This points to a more stable or packed structure of the WT protein as
denaturing starts at lower temperature in the case of the mutant. DSC,
differential scanning calorimetry; OaPAC, photoactivated adenylate cyclase
from Oscillatoria acuminata.

with the enthalpy change (AH). The smaller AH of D67N in-
dicates a less compact conformation of the D67N mutant. This
is also reflected by the considerably (6 °C) lower Tm value

0,16

(Fig. 6). This observation suggests that this structural change is
at the origin of the elevated activity of D67N OaPAC.

Fluorescence anisotropy-based nucleotide-binding assays

It is not known what the affinity of ATP is in the dark- or
light-adapted state of the protein. Therefore, using fluores-
cence anisotropy-based nucleotide-binding assays we
measured the binding affinity (Kp) of a fluorescently labeled
ATP analog (2'-(or-3')-O-(N-methylanthraniloyl) adenosine
5'-triphosphate, trisodium salt [MANT ATP]) for the WT and
D67N mutant. Fluorescence anisotropy provides a sensitive
tool to measure the binding of ligands to proteins when a
fluorophore is attached to the ligand (36). Changes in the
anisotropy are caused by changes in the mobility of the fluo-
rophore. The addition of OaPAC protein or mutant to
MANT-ATP increases the fluorescence anisotropy of the N-
methylanthraniloyl (the labeled part of MANT-ATP) as
binding of MANT-ATP to OaPAC results in an increase in the
volume of the labeled entity and hence slows down its rota-
tional movement. MANT-ATP was excited at Aexe = 350 nm,
and the fluorescence anisotropy was detected at 450 nm with
increasing concentrations of OaPAC. It should be noted that
the flavin in OaPAC emits > 500 nm and therefore there is no
contribution from the flavin emission in the anisotropy mea-
surements. The affinity (Kp) for MANT-ATP was determined
to be 2.2 + 0.4 mM for WT and 7.7 + 1.6 mM for the mutant
(Fig. 7). The lower affinity found in the case of the mutant
generally aligns with the conclusion that the mutation induces
a structural change—as observed in the DSC measurements—
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Figure 7. Fluorescence anisotropy measurement of MANT-ATP nucleotide in WT and D67N OaPAC as a function of protein concentration at fixed
(1 pM) MANT-ATP concentration. As the concentration of protein is increasing, the population of bound nucleotide will also increase resulting in higher
fluorescence anisotropy. The obtained binding affinity from the fit was 2.2 + 0.4 pM in WT and 7.7 = 1.6 pM in D67N. MANT, 2’-(or-3')-O-(N-methylan-
thraniloyl) adenosine 5'-triphosphate, trisodium salt; OaPAC, photoactivated adenylate cyclase from Oscillatoria acuminata.
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which affected the binding affinity of ATP as well as the yield
of the cAMP production.

Concluding remarks

The D67N mutant, which was predicted to change the
photocycle kinetics, was made in OaPAC. Based on the crystal
structure of OaPAC, D67 is in hydrogen bonding distance to
R79 (~3 A) residue and to the ribityl chain (~3.2 A) of flavin.
D67 is a hydrogen bond acceptor and mutating D67 to N, a
neutral amino acid, modulates the electrostatic potential of
flavin by altering the hydrogen boding network. According to
Goings et al. (38) the electrostatic potential at the center of
flavin can be modulated by either moving positive charge to-
ward the ring or moving negative charge away from the ring.
In PixD, the Asp69-Arg71 pair is a good example of residues
hydrogen bond to each other that have opposite effects on the
active site potential. According to the quantum mechanics/
molecular mechanics study done by Goings et al. (38), when
the Asp69-Arg71 pair moves closer to the flavin ring, the
negatively charged Asp69 destabilizes charge transfer, whereas
the positively charged Arg71 stabilizes charge transfer, and
vice versa. When D67 is mutated to N the hydrogen bond
length between the side chain of N67 and the ribityl chain of
flavin is expected to increase, potentially favoring charge
transfer.

Our ultrafast transient fluorescence measurements demon-
strated that the overall kinetics of forward electron transfer was
significantly faster in the mutant compared to WT, in qualita-
tive agreement with the predictions of Goings et al. (38). The
TA measurements also demonstrated ~4-fold weaker signaling
state quantum yield, reflecting a much stronger acceleration of
the back reaction competing with formation of the signaling
state due to the mutation. A third kinetic effect of the mutation
is the ~5-fold deceleration of the recovery of the dark state.
Overall, these counterbalancing effects lead to ~similar accel-
eration of the enzymatic rate in WT and D67N OaPAC.
However, as the basal activity of D67N OaPAC is somewhat
higher than that of WT, the maximal enzymatic velocity k., in
the light state is ~ 1.5 higher in the mutant than in WT. This
makes this mutant a better potential optogenetic tool as the
basal activities are still low but the light-activated cAMP pro-
duction is higher than in the native protein.

Upon excitation, the D67N mutant spends longer in the
structure favoring the ATP to cAMP conversion. This suggests
that the enzymatic activity is increased as the protein spends
more in the signaling state despite its lower quantum yield.
Our calorimetry measurements showed that the melting
temperature is considerably lower than observed in WT,
indicating that the D67N mutant unfolds more easily. Hence,
the mutant protein seems to possess a less compact structure
than WT. The binding experiments also pointed to an altered
enzymatic domain structure as WT OaPAC binds ATP slightly
more strongly than the mutant.

Overall, future studies aiming at further tuning the relevant
kinetic rates may provide a good road to increase the enzy-
matic activity of PACs.
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Experimental procedures

Expression and purification of full-length WT and D76N
mutant OaPAC

The D67N mutation was generated with Q5 Site-Directed
Mutagenesis Kit (NEB) using WT full OaPAC/pCold-I as a
template. The mutated construct was verified by DNA
sequencing. The full WT or D67N OaPAC/pCold-I construct
was transformed into Escherichia coli BL21(DE3) cells and
grown on an LB-agar plate containing 100 pg/ml ampicillin.
A single colony was used to inoculate 10 ml 2x-YT medium
(Fisher Bioreagents, BP9743-5) containing 100 pug/ml ampi-
cillin that was shaken overnight at 37 °C (250 RPM). The
10 ml culture was used to inoculate 1 1 of 2x-YT medium.
The culture was shaken at 37 °C (250 RPM) until the Agyg
reached ~0.8. The temperature was lowered to 18 °C, and
following 30 min incubation the protein expression was
induced by adding 1 mM IPTG. After 18 h of induction in the
dark the cells were harvested by centrifugation and the cell
pellet was stored at —20 °C until needed. The cell pellet
containing WT or D76N mutant OaPAC was thawed and
resuspended in resuspension buffer (50 mM NaH2PO4 pH
8.0, 300 mM NacCl, 2 mg/ml phenylmethylsulphonyl fluoride
(PMSEF), 1 mg/ml lysozyme, 0.5 mg/ml DNase, Pierce Prote-
ase inhibitor tablet (1 tablet/50 ml, Thermo Fisher Scienti-
fic)). The resuspended cells were disrupted and lysed by
sonication at 4 °C. The cell debris was removed by ultra-
centrifugation at 30,000 RPM for 80 min at 4 °C. The su-
pernatant was loaded onto a Ni-NTA column equilibrated
with resuspension buffer. The column was washed with 60 ml
of resuspension buffer containing 5 mM imidazole, and then
the protein was eluted using resuspension buffer containing
500 mM imidazole. Buffer content of the eluate was imme-
diately exchanged to 20 mM Tris, 150 mM NaCl pH 8.0,
20 mM MgCl2 using an Econo-Pac 10 G desalting column.
The protein was further purified with Superdex 200 column
chromatography. Protein purity and yield were determined
using SDS-PAGE and UV-visible spectroscopy.

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 temporal
resolution down to ~100 fs and up to the nanoseconds
timescale. The setup was described elsewhere (47). Briefly, the
excitation pulse centered at 390 nm is obtained by frequency-
doubling, using a beta barium borate crystal, part of the
780 nm pulse operating at 1 kHz. 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 CS, (response func-
tion width ~1.2 ps). The sample was flowed through the 1 mm
pathlength optical cell using a peristaltic pump. Transient
fluorescence spectra were measured with time delays up to
1500 ps for all samples. Global analysis of the time and spec-
trally resolved data sets in terms of a linear combination of a
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discrete number of components, each with a distinct expo-
nential rate constant and a decay-associated spectrum (51),
was performed using Glotaran (52).

Ultrafast TA measurements

Transient visible spectra were recorded with 100 fs temporal
resolution by a TA spectrometer applying ~800 pJ laser pulses
centered at 800 nm at a repetition rate of 1 kHz. Ultrashort
100 fs pulses were obtained from a Spitfire Ace (Ti:sapphire)
regenerative amplifier seeded by a femtosecond Mai Tai mode-
locked (Ti:sapphire) laser oscillator and pumped by an
Empower 45 multi-kilohertz, intracavity-doubled, green
(Nd:YLF) pump laser. The output of the amplifier was split in
the ratio 1:9 to build the so-called pump—probe arrangement.
The higher energy pulses served to produce, in a BBO crystal,
the second harmonic generation 400 nm pump pulses from the
800 nm output of the regenerative amplifier and were atten-
uated to ~200 to 400 nJ/pulse before reaching to the sample.
The probe arm was provided by the lesser energy laser pulses
via white continuum generation in a rastered CaF, crystal. The
pump and probe pulses were spatially overlapped in the
sample and the polarization of the probe was again set to
magic angle compared to excitation. To avoid photo-
degradation, the cuvette was moved with the help of a
homemade Lissajous scanner, simultaneously flowed by a
peristaltic pump and kept at 12 °C temperature during the
whole measurement. A Newport (IMS Series High-
Performance Long Travel Linear Stages 600 PP) delay stage
was placed in the beam path of the pump pulse to adjust the
different pump-probe time delays. Exciting pulses were
chopped by a Thorlabs MC2000 optical chopper (to half of the
output repetition rate) to generate “pump ON” and “pump
OFF” states of the sample. Absorption spectra were recorded
by an Andor Newton CCD operating at —80 °C. Absorption
data matrices were collected, and the absorption changes
calculated, recorded, and stored by the home written NI
LabVIEW (https://www.ni.com/hu-hu/shop/labview.html)
(visual programming language) data acquisition and control
software. The absorption changes were reported as pump on—
pump off normalized difference spectra. The obtained data
matrix was analyzed by the Glotaran software assuming a
sequential scheme with EAS assigned to the obtained time
constants.

cAMP yield measurement/adenylate cyclase activity

The ATP-cAMP conversion of WT and D67N mutant
OaPAC was quantified using a pyrophosphate assay (EnzChek
Pyrophosphate Assay Kit). This assay is based on the
PPi-dependent increase of the absorption of 2-amino-6-
mercapto-7-methypurine, which was monitored as a function
of time at 360 nm. The reaction rate was determined from the
slope of a linear fit using an extinction coefficient of 11,000
M cm™ at 360 nm. From the slope of the change of the
absorbance the reaction rate (1M/s) of the purine base product
(2-amino-6-mercapto-7-methypurine) was determined which
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is the same as the reaction rate of pyrophosphate derived from
ATP.

To determine the Michaelis—Menten constant, the assay
was performed on in the presence of 0 to 500 uM concen-
trations of ATP using the same condition of the continuous
illumination. The initial reaction rate at each ATP concen-
tration was extracted from the linear part of Azgo versus time
plot. The resulting rate constants were plotted as a function of
ATP concentration. Fitting a Michaelis—Menten saturation
curve for the enzyme reaction, the maximum reaction rate
(Vmax), the concentration at the half of the maximum Ky as
well as the k.,—which is the number of ATP molecule each
OaPAC converts to cAMP per unit time—were determined.

DSC measurements

DSC was performed to measure the thermal stability of the
WT and D67N mutant OaPAC using a SETARAM Micro
DSC-III calorimeter. The measurements were carried out in
the range of 20 to 100 °C with a heating rate of 0.3 K-min ™.
The sample (WT and D67N) and the reference (buffer) were
balanced with a precision of + 0.05 mg in order to avoid
corrections for the heat capacity of the vessels. A second
thermal scan of the denatured sample was measured for
baseline correction. The melting temperature (T,,) of the
thermal unfolding curves were analyzed by the OriginLab
Origin2021 software (https://www.originlab.com/).

Fluorescence anisotropy-based nucleotide binding assays

Fluorescence anisotropy-based nucleotide binding assays
were performed at room temperature using 2 uM MANT
ATP. This is a hydrolyzable fluorescently labeled ATP, on
excitation at 350 nm, emits at ~450 nm. Steady-state fluo-
rescence anisotropy measurements were performed with a
Fluorolog Jobin Yvon Horiba spectrofluorometer in L-format
configuration equipped with a polarization accessory. The
measurements were performed at an excitation wavelength of
Aexc = 350 nm with a vertical polarization filter and by
measuring the emission at 450 nm (average of 30 measure-
ments on the same sample) with the polarization filter both
parallel and perpendicular with respect to the excitation light
polarization. Fluorescence anisotropies were calculated from
the fluorescence intensities detected according to the Equa-
tion 1.

o Iperp/perp_GO\)Iperp/pur (1)

Iperp/perp+2G(>\)Iperp/par

where r is the fluorescence anisotropy, Ierp/perp i the fluores-
cence emission intensity detected with vertical polarization,
Lperpspar is the fluorescence emission intensity detected with
vertical polarization on the excitation and horizontal polarization
on the emission, and G()) is the correction factor experimentally
determined measuring the ratio Iperp/Ipar With a horizontally
polarized excitation. Data processing was done using Origin
2020 software (OriginLab, https://www.originlab.com/) and
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Kp values were determined by fitting to a quadratic binding
equation.

_— _A0+T0+KD—\/ (Ao+To+Kp)*~4 - Ay - Tp

raT—ra o 2

@)

where A, and T, are the total MANT-ATP/cAMP and OaPAC
concentrations respectively, r, is the steady-state anisotropy of
MANT-ATP/cAMP, rar is the steady-state anisotropy of
MANT-ATP/cAMP at a saturating amount of OaPAC and
Kp is the dissociation equilibrium constant of the MANT-
ATP/cAMP-OaPAC complex.
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Tryptophan is the most often investigated intrinsic fluorophore due to its abundance in proteins and its
sensitivity to different environmental conditions. Fluorescence quenching is a powerful method to
study proteins and acrylamide is a frequently applied quencher in these investigations. Quenching
experiments are sometimes distorted by the undesired protein-quencher interactions that can result
in a misinterpretation of the results. Here we focused on the identification of the possible side-effects
of acrylamide applying fluorescence lifetime measurements. To provide reference data for protein
denaturation the fluorescence parameters were also recorded in the presence of different concentra-
tions of guanidine hydrochloride. In circular dichroism experiments we characterized directly the
acrylamide effect on the tertiary structure of the proteins. According to the obtained data in experi-
ments with seven tryptophan-containing proteins the full width at half maximum (FWHM) of the fluo-
rescence lifetime distribution is an appropriate parameter to monitor the undesired effects of
acrylamide on the proteins.
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1. Introduction

The method of fluorescence quenching was proved to be a pow-
erful tool to provide information about protein dynamics and con-
formational changes [1-11]. The quenching of the intrinsic
fluorescence of tryptophan by the neutral quencher acrylamide is
commonly applied to characterize the microenvironment of fluoro-
phores. Although both the theoretical background and the experi-
mental protocols are well developed to perform and analyze such
experiments, much less attention has been paid to the possible role
of the direct interaction between the protein matrix and the acryl-
amide molecule. This interaction can result in the denaturation of
the protein. In other cases the quencher induced changes of the
environmental parameters of the solution, such as for example vis-
cosity, can introduce artefacts to the experiments, and thus can
lead to wrong conclusions.

Acrylamide and the protein matrix can interact in many ways: it
was proposed that acrylamide could perform its effect by penetrating
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to the protein matrix [12,13]. Equilibrium dialysis measurements
also provided evidences that proteins are able to bind acrylamide
[14-17]. The binding of a considerable amount of acrylamide to
human serum albumin, ovalbumin and cod parvalbumin III is in
good agreement with the suggestions of the penetrating model
[18]. It was also demonstrated that the number of binding sites
is usually different for different proteins and sensitive to the pH
and the presence of co-solvents such as glycerol [15]. Accordingly,
it seems to be important to identify and consider the effect of
acrylamide binding to the proteins. In these cases the interpreta-
tion of the results has to include the complexity of the quenching
processes, i.e. the appearance of mechanisms different from simple
collisional quenching.

Proteins in solution can adapt a number of conformational
sub-states [19-21]. We used fluorescence lifetime distributions to
characterize the conformational heterogeneity of the investigated
proteins as described previously [22,23]. The theoretical basis of
the correlation of the parameters resolved in the analysis assuming
continuous lifetime distribution to the properties of proteins is
provided by the landscape model, which was first proposed by Fra-
uenfelder and co-workers [24]. The full width at half maximum
(FWHM) of the fluorescence lifetime distributions was shown to
be related to the distribution of the protein sub-states and to the
dynamics of inter-conversion between them [25-29]. The width
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of these distributions measures the heterogeneity of the fluoro-
phore population, i.e. the presence of a number of sub-states,
which can be characterized by different fluorescence lifetimes.
However, even a single tryptophan residue possess lifetime distri-
butions indicating that the interpretation of these fluorescence
parameters should involve the fundamental characteristic of the
fluorophore itself.

The effect of guanidine hydrochloride (GuHCl) is well character-
ized by means of various experimental methods [30,31]. The con-
clusion of these experiments is that GuHCI can denature even
relatively stable proteins. Nearby emission fluorescence and
near-UV CD spectroscopy are simple and commonly used tech-
niques to study the conformational changes in proteins. Both
methods are sensitive to the local environment of the aromatic
amino acids, e.g. Trp groups [32,33]. If the protein had more Trp
residues, the measured fluorescence and CD signals are a superpo-
sition of the individual Trp-signals.

In this work our aim was to identify a parameter, which is infor-
mative concerning the undesired effects of acrylamide binding to
proteins. This parameter was also aimed to be convenient to use
in a sense that it can always be obtained in fluorescence lifetime
quenching experiments without performing extra experiments.
For this reason the set of fluorescence lifetime quenching and cir-
cular dichroism experiments were carried out. The influence of a
denaturing agent (guanidine hydrochloride) was also studied to
provide a reference system for the interpretation of the acrylamide
effect. We found that the full width at half maximum (FWHM) of
the fluorescence lifetime distributions is an appropriate parameter
to monitor the effect of acrylamide on the proteins.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

HSA, BSA, lysozyme (from chicken egg white), hexokinase (Type
III., Baker Yeast), phosphorylase b (from rabbit muscle), glycogen
(Type III. From Rabbit Liver), tris-(hidroxy-methyl)amino-methane
(Tris), acrylamide, i-trypthophan were obtained from SIGMA
Chem. Co. (St. Louis, MO) and RNase T1 from Thermo Scientific.
Adenosine-5'-triphosphate (ATP) and R-mercaptoethanol (MEA)
were obtained from MERCK (Darmstadt, Germany), and sodium
azide (NaN3) from FLUKA (Switzerland).

2.2. Protein preparation

The proteins purchased from SIGMA Chem. Co. and Thermo
Scientific were used without further purification. Prior to the fluo-
rescence experiments the lyophilized HSA, BSA, lysozyme, RNase
T1, phosphorylase b and hexokinase were dissolved into
4 mM TRIS buffer, pH 7.4. Actin was purified according to Spudich
and Watt [34], and stored in 4 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.2 mM ATP,
0.1 mM CaCl,, 0.5 mM MEA and 0.005% NaNs (buffer A). Glycogen
as a reference protein was dissolved in distilled water just before
usage to exploit its Trp-free nature in Trp fluorescent lifetime
measurements. The protein concentration was 25-30 uM in the
samples.

2.3. Fluorescence lifetime measurements

Fluorescence lifetimes were measured as a function of acrylam-
ide or guanidine hydrochloride concentration at 20 °C. Fluores-
cence lifetime measurements were carried out on a Horiba
Jobin-Yvon Nanolog spectrofluorometer operating in time corre-
lated single photon counting (TCSPC) mode. To excite the protein
sample a 295 nm peak wavelength pulsed LED (NanoLED 295,

Horiba Jobin Yvon) was used that generated ~1 ns pulses. After
exciting tryptophan the fluorescence emission was collected at
340 nm. The instrument response function (IRF) had a FWHM of
~1 ns measured by using freshly prepared glycogen solution. Mea-
surements were completed when 10,000 counts were collected in
the peak channel (Fig. 1). The temperature of the cuvette holder
was controlled by Thermo Scientific AC200 - A25 bath circulatory
system. We used 10mm x 3 mm quartz cuvettes for the
measurements.

2.4. Data analysis

The analysis of the raw data was performed using FluoFit (Pico-
Quant) analysis software, that implements nonlinear least square
minimization based on the Levenberg-Marquardt algorithm. The
data of fluorescence lifetime measurements were fit by continuous
(Gaussian) lifetime distributions. Gaussian distribution (p¢) of life-
time of the tryptophans was resolved from the intensity (I) decay
curves according to the following equation:

t o0 ,
I(t) = / IRF(t) / pe(t)e-Sdrdt

pe(T) = iif‘i Al
o Hoen™

FWHM;

(8In2)*°

where 7; and A; are the centre lifetime and amplitude of the ith dis-
tributed component, respectively with a distribution width of
FWHM,;. o; represents the standard deviation of the Gaussian of
the ith component. The fit was obtained by assuming one lifetime
component in all cases.

The goodness of fitting was determined from the value of the
reduced x? [35]. The full width at half maximum (FWHM) is
2.345¢, which value can reflect the distribution of the protein con-
formations (sub-states) [25-27].

2.5. Fluorescence quenching experiments

In quenching experiments, the fluorescence lifetime of trypto-
phans of seven different proteins was measured by titrating acryl-
amide (to the protein samples) by increasing the concentration
from O M to 2 M. Time resolved fluorescence experiments are sen-
sitive only for the dynamic quenching. To describe the dynamic
quenching of fluorescence, the classical Stern-Volmer equation
can be used [36]:
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Fig. 1a. Fluorescence decay of tryptophan emission in hexokinase in the presence
of 0,0.27 and 2.0 M acrylamide at 20 °C. Gaussian fits to the experimental data are
also shown and gave fluorescence lifetimes of 3.31 ns, 2.95ns and 1.31 ns with
FWHM values of 6.76 ns, 3.03 ns and 3.86 ns, respectively.
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Fig. 1b. The weighted residuals of the Gaussian fits at different acrylamide
concentrations.

where Ky, is the Stern-Volmer quenching constant, 7, is the lifetime
of the fluorophore in the absence of quencher and 7 is the lifetime at
different quencher concentrations [Q].

2.6. Experiments with guanidine hydrochloride

The effect of guanidine hydrochloride (GuHCI) was investigated
by measuring the fluorescence parameters in the presence of 0-
7 M concentrations of GuHCI. The denaturant chemical was added
to the protein solution in its crystal form in the appropriate quan-
tity (0-7 M) to adjust the desired final concentration. The protein
solution with the GuHCl was incubated overnight at 4 °C before
the fluorescence lifetime and CD spectroscopic experiments were
performed. The FWHM, which is given in nanoseconds, was deter-
mined at all GuHCI concentrations.

2.7. Circular dichroism spectroscopy measurements

Circular dichroism measurements on lysozyme were performed
with a Jasco J-810 spectropolarimeter (Jasco Ltd., Tokyo, Japan). CD
spectra were recorded in the 250-350 nm range at room tempera-
ture in 0.1 M Na-phosphate using 0.2 mm path length quartz cell.
The following parameters were used: spectral band width 1 nm,
response time 8 s, data pitch 0.1 nm, scanning speed 20 nm/min.
All spectra were corrected with baseline. Protein concentration
was approximately 8 mg/ml. CD band intensities were expressed
in mean residue ellipticity ([Q]ur, deg cm?/dmol).

3. Results and discussion
3.1. Fluorescence quenching experiments

In quenching experiments, chemicals - such as acrylamide - are
often used to quench the fluorescence. These chemicals can have
effects on the proteins different from the quenching. One of these
important side effects is often the denaturation of the proteins. In a
general case protein denaturation is not detected in the experi-
ments, so the influence of denaturation - though included in the
raw data - is not considered in the interpretation of the experi-
ments. Although it is a prerequisite for the analysis of acrylamide
quenching data that this small and neutral quencher molecule
has no effect on the conformation or dynamics of the proteins, it
has been shown previously that the binding of acrylamide to pro-
teins may induce conformational modifications [37]. Therefore, it

is important to identify and describe these effects of acrylamide
on the investigated proteins.

In order to characterize the influence of acrylamide on the sta-
bility and/or conformation of proteins we applied fluorescence life-
time and CD spectroscopic measurements. Fluorescence lifetimes
were determined using the method of time correlated single pho-
ton counting and the analysis was carried out assuming single
Gaussian lifetime distributions (Fig. 1). The concentration of acryl-
amide in these experiments was set between 0 and 2 M. As our aim
was to highlight and enlarge the possible effects of acrylamide the
upper limit was set to a concentration higher than usually used in
quenching experiments. The following seven proteins were
investigated in the fluorescence measurements: RNase T1, HSA,
BSA, G-actin (monomeric actin), lysozyme, phosphorylase b and
hexokinase. These proteins show large diversity in their size,
secondary and tertiary structure, and also in the number and
location of the tryptophans. We used classical Stern-Volmer plots
to analyze the results (Figs. 2a,b). At higher acrylamide concentra-
tions nonlinear tendencies appeared in these plots for most of the
investigated proteins. We excluded the effects of static quenching
mechanisms in the interpretation because fluorescence lifetimes
were collected, which are not sensitive to these static quenching
processes. Except actin and RNase T1, all proteins showed
downward curvature in the Stern-Volmer plots (Figs. 2a,b). This
non-linear tendency was in connection with the internal change/
denaturation of the proteins and can be well explained by the
partial or complete denaturation of the investigated protein. This
possibility was further investigated using the inherent properties
of the accumulated fluorescence lifetime data. In the cases of actin
and RNase T1 the Stern-Volmer plots were linear, suggesting that
the integrity of these proteins were not influenced substantially by
acrylamide.

3.2. Analysis of fluorescence lifetime distributions

To gain further insights into the mechanism by which acrylam-
ide effects the proteins the fluorescence data collected in the
quenching experiments were also analyzed using the FWHM (full
width at half maximum) values of the lifetime distributions. This
parameter was suggested to be suitable to follow the physico-
chemical changes in the microenvironment of the fluorophore
[25-27]. There are two important effects, which are usually consid-
ered to be critical for the control of the distributional width of fluo-
rescence lifetimes. Both the change in the number of populated
sub-states and the alteration in the inter-conversion between them

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
acrylamide (M)

Fig. 2a. Stern-Volmer plots of the time-resolved fluorescence quenching experi-
ments in the case of BSA (empty square), G-actin (filled downward triangle), HSA
(filled circle) and RNase T1 (empty upward triangle). The fits were performed on the
initial linear parts of the plots. The calculated Ksy values were 2.66 +0.07 M~'
(BSA), 2.42 £ 0.03 M~ (G-actin), 1.74 £ 0.05 M~! (HSA) and 0.57 + 0.06 M~! (RNase
T1).
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
acrylamide (M)

Fig. 2b. Stern-Volmer plots of the time-resolved fluorescence quenching experi-
ments in the case of hexokinase (filled square), lysozyme (filled upward triangle)
and phosphorylase b (empty circle). The calculated Ksy are 0.97 £0.05M™!
(hexokinase), 0.8 £ 0.16 M~ (lysozyme) and 1.14 + 0.02 M~ ! (phosphorylase b).

could modify the value of the width of the distribution. Therefore,
in general the analysis and interpretation of these data should in-
volve a consideration regarding the possible tendencies in both of
these two processes. The tendencies observed in the Stern-Volmer
plots and the FWHM values were compared to identify the possible
correlations.

The lifetime data were analyzed assuming continuous — Gauss-
ian - lifetime distributions as the width of the Gaussian function
was shown to be a practical tool to map the heterogeneity of the
protein populations in solutions [25-27]. In all of these cases the
goodness of fit was not worse for the Gaussian distributions than
using discrete distributions.

In the case of RNase T1 and actin there were only very little
acrylamide dependent changes in the value of the FWHM
(Fig. 3a) over 1 M in correlation with the observation that there
was no deviation from linearity in the corresponding Stern-Volmer
plot (Fig. 2a). In all the other proteins the FWHM changed substan-
tially at elevated acrylamide concentrations (Figs. 3a,b). For HSA
and BSA the FWHM increased at lower acrylamide concentration
and decreased at higher quencher concentrations (above 0.5 and
1M, respectively) (Fig. 3a). At lower acrylamide concentrations a
sharp decrease was observed for actin, hexokinase, phosphorylase
b and lysozyme (Figs. 3a,b), which was followed by further increas-
ing and decreasing tendencies in the case of hexokinase and by
quasi constant tendencies for phosphorylase b and lysozyme
(Fig. 3b).
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Fig. 3a. The full width at half maximum (FWHM) values for the fluorescence
lifetime distributions as the function of the acrylamide concentration in the case of
BSA (empty square), G-actin (filled downward triangle), HSA (filled circle) and
RNase T1 (empty upward triangle).
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Fig. 3b. The FWHM values for the fluorescence lifetime distributions as the function
of the acrylamide concentration in the case of hexokinase (filled square), lysozyme
(filled upward triangle) and phosphorylase b (empty circle).

3.3. The denaturing effect of GuHCl

Guanidine hydrochloride (GuHCl) is known to denature
proteins at high concentrations. We tested whether the FWHM of
the investigated proteins is sensitive to the denaturation. Fluores-
cence lifetime of Trp was measured of the same proteins as a func-
tion of GuHCIl concentration in the range of 0-7 M. GuHCl was
applied in higher concentrations (0-7 M) than acrylamide
(0-2 M) because of the different nature of their effects on the
proteins. The FWHM values were plotted as the function of GuHCl
concentration (Figs. 4a,b). Based on these plots all the seven
proteins showed a broadening of the FWHM at low GuHCI
concentrations. This broadening started at different GuHCI
concentrations. At high GuHCl concentration (the value also
depended on the choice of protein) the FWHM decreased and all
together the plots resembled Gaussian distributions. The maxi-
mum of these distributions appeared at relatively high GuHCI con-
centrations for lysozyme (5-6 M) and RNase T1 (6-7 M) indicating
that these two proteins were the most stable ones against GuHCI
induced denaturation among the seven investigated proteins.

It is interesting to note that a similar approach was used
recently in apoflavodoxin by Laptenok and colleagues [38],
where the authors performed fluorescence anisotropy decay
measurements at different GuHCl concentrations. Assuming a
biexponential anisotropy decay (f; exp (—t/®1)+ B> exp (—t/D;))
the authors observed that by increasing GuHCl concentrations
the ratio of /B, also increased peaking at a concentration around
2.5 M. The /B> values follow GuHCIl dependence similar to that
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Fig. 4a. The FWHM values for fluorescence lifetime distribution as the function of
the GuHCI concentration in the case of G-actin (filled downward triangle), BSA
(empty square), HSA (filled circle) and RNase T1 (empty upward triangle). The data
were fit with a Gaussian function and indicated with solid lines.
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FWHM (ns)
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Fig. 4b. The FWHM the fluorescence lifetimes as the function of the GuHCI
concentration in the case of hexokinase (filled square), lysozyme (filled upward
triangle) and phosphorylase b (empty circle). Gaussian fits are indicated with solid
lines.

we observed by monitoring the FWHM of the lifetime distributions
(Fig. 4).

Taking into account the considerations above, we concluded
that the FWHM was sensitive to the modification of the conforma-
tional heterogeneity of the investigated proteins. The acrylamide
and GuHCl concentration dependence of this parameter was differ-
ent for the individual proteins. The data also suggested that the
interpretation of such experimental data requires relatively com-
plex approaches.

3.4. CD experiments

To provide direct evidence for the denaturing effect of acrylam-
ide we also measured CD spectra in the presence of the quencher.
CD spectroscopy is sensitive to the changes of the secondary and
tertiary protein structure. In control experiments the CD spectra
of lysozyme was measured in the absence or presence of
7 M GuHCI (Fig. 5). These two spectra outlined the extreme protein
stability conditions and showed that the well structured spectra
(solid line) of the protein disappeared (dashed line) in the presence
of denaturing agent. Then the experiments were repeated with 2 M
acrylamide (dotted line). The CD spectra observed in the presence
of acrylamide was less structured - smaller intensities at
/~285nm and 4~ 290 nm - than that in the absence of these

molar ellipticity x 10 4deg cm %dmol

270 280 290 300 310
wavelenght (nm)

Fig. 5. CD measurements on lysozyme (black line), lysozyme incubated with 2 M of
acrylamide (dotted line) and lysozyme incubated with 7 M of GuHCl are seen
(dashed line). The peaks of the CD spectra of lysozyme are 293.9 nm, 288.6 nm,
281.4 nm and 274 nm. In case of lysozyme incubated with acrylamide the peaks are
294 nm, 287.2 nm, 280 nm, 267.6 nm. In case of lysozyme incubated with GuHCl
the peaks are disappeared.

chemicals (i.e. acrylamide or GuHCl). The data showed that acryl-
amide was indeed able to partially denature the protein matrix,
though its effect was much smaller than that of GuHCI. This obser-
vation was in correlation with our results from the fluorescence
quenching experiments.

3.5. Model for the interpretation of the data

For the understanding of the various tendencies observed for
the FWHM a simple model could serve as a framework. In this
model we assume that the completely native or the completely un-
folded states of a protein would possess a low number of confor-
mational sub-states, which is reflected by narrow conformational
distributions (Scheme 1). The native and the denatured conforma-
tions coexist under any conditions. At low concentrations of the
denaturing agent the native, at high concentrations the denatured
state dominates the distribution. At intermediate concentrations
both protein states are present in comparable concentrations and
the mixture of these subpopulations determines the FWHM. Pro-
vided that the investigated fluorophore has different fluorescence
lifetimes in the native and denatured states of the protein, the
experimental data reflects the changes in the distributions of these
populations. For the lifetime values one would expect a shift from
the value characteristic for the native protein to that corresponding
to the denatured one. To test this expectation we plotted the life-
times as the function of the GuHCl concentration in Fig. 6. Note,
that similar plot for the acrylamide data would be very compli-
cated due to the direct quenching effect of this chemical. Although
the nature of the transition was different for the proteins (Fig. 6),
the expectation regarding the appearance of the transition was ful-
filled for all proteins, except actin. In the other six proteins the
transition of the lifetimes occurred from a higher to a lower value,
indicating that denaturation decreased the fluorescence lifetimes,
probably due to the appearance of quenching processes from the
surrounding solvent. Actin represented a special case as the fluo-
rescence lifetime increased up to 2 M GuHCI, and decreased at
greater concentrations. The proper explanation is difficult to find
for the initial increase. However, in similar perturbation experi-
ments, when temperature was used, actin has already shown tran-
sient conformational transitions previously. When calcium-bound

native state

mixed native and
denatured states

denatured state

Scheme 1. The investigated fluorophore has different fluorescence lifetimes in the
native and denatured states of the protein. The ‘Half Denaturation Lifetime
Distribution Broadening Model' represents the characteristic lifetime distributions
of the fluorophore belonging to the different state of the tertiary structure of the
investigated proteins.
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Fig. 6a. The fluorescence lifetime as the function of the GuHCI concentration in the
case of G-actin (filled downward triangle), BSA (empty square), HSA (filled circle)
and RNase T1 (empty upward triangle). The data were fitted with sigmoidal
functions (except for the G-actin, that was fitted with Gaussian function).
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Fig. 6b. The fluorescence lifetime as the function of the GuHCI concentration in the
case of hexokinase (filled square), lyzosime (filled upward triangle) and phosphor-
ylase b (empty circle). The data were fitted with sigmoidal function.

actin was studied, a major conformational change appeared at
around 25 °C [39] indicating that the conformational transitions
are complex and non-monotonic in this protein. Our observation
may also reflect this special property of actin.

The investigation of the FWHM in these cases shows an aspect
and tendency different from that considered for the lifetimes.
When either the native or denatured form of the protein is domi-
nating, one expects a relatively narrow distribution of the lifetimes,
that are centered to the corresponding lifetime values (Scheme 1).
When both of the native and denatured sub-states are present in
substantial populations, i.e. their relative contributions are compa-
rable, the two different lifetimes stretch the overall lifetime distri-
butions resulting in greater FWHM values (Scheme 1, middle
panel). In these cases the analyses aiming to properly describe
the physically veritable lifetimes would involve more than one
component of the used fitting function. However, in our case the
most important information is the actual broadening, and thus
the analysis with mono Gaussian distribution is the right choice.
The correlation described above for the GuHCl induced changes
in lifetimes and FWHM values is represented for the case of hexo-
kinase in Fig. 7.

Taking into account these considerations there is then a direct
link between the acrylamide or GuHCl induced denaturation and
the values of the FWHM obtained from single Gaussian component
fits. When the protein samples a narrow conformational range -
either native or completely denatured sub-state dominates - the
FWHM is relatively small, while in the concentration range of
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Fig. 7. The fluorescence lifetimes (right axis) and FWHM values (left axis) obtained
for hexokinase. Sigmoidal fit to the lifetimes gave 1.86 M for the inflection point,
and the maximum of the Gaussian fit for the FWHM values was at 1.41 M GuHCL

transition between these states it broadens. This simple model ex-
plains how the FWHM of the proteins can function as a sensitive
probe to follow the process of denaturation.

Due to the difference in the structure and dynamics of the pro-
teins their resistance to external denaturants is different. There-
fore, the concentrations of acrylamide or GuHCl at which the
effects of protein denaturation appear in the plots are also differ-
ent, and the interpretation of the data requires special consider-
ations in each individual case. In an experiment one would only
sample part of the theoretical Gaussian curves describing the ex-
pected FWHM tendencies. Accordingly, the individual proteins
studied in this work fit to this general scheme, but due to the vir-
tual window determined by the applied acrylamide or GuHCI con-
centrations and the different nature of the proteins they cover
different parts of the Gaussian. We also note that in more complex
cases the application of complementary methods - such as CD
spectroscopy here - to describe the underlying molecular interac-
tions may also be required for the proper understanding of the
fluorescence data.

4. Conclusions

Our aim was to provide a tool, which is relatively easy to use for
the identification of the undesired effects of acrylamide in fluores-
cence quenching experiments. We measured the acrylamide and
GuHCl concentration dependence of the FWHM of fluorescence life-
time distributions and correlated them with the obtained Stern-
Volmer plots. We also provided a direct correlation between the
acrylamide effect and denaturation using CD spectroscopy. We
found that acrylamide has perturbed the conformational states of
the investigated proteins. Based on the experimental data we con-
cluded that the determination and analysis of the FWHM - which
can be obtained from the collected experimental quenching data
- provide a powerful analytical tool for the identification and
description of the undesired effects of acrylamide in quenching
experiments. The importance of this analysis is underlined by the
fact that these undesired effects could lead to the misinterpreta-
tion of the quenching results.
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