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Bevezetés

Fotoaktiv flavoproteinek

A fotoaktiv flavoproteinek kék fényt érzékeld novényi fotoreceptorok, amelyek riboflavin
szarmazekokat kotnek; flavin segitségével reagalnak a megvilagitasra. A flavint tartalmazo
fehérjek toredéke fotoaktiv; harom csoportba soroljuk dket aszerint, hogyan reagalnak a fényre:
a fotolidzok/kriptokromok, a Light Oxygen Voltage (LOV) fehérjék és a Blue Light sensing
Using FAD (BLUF) domén fehérjék. Mig a legismertebb fotoreceptor csaladokban (pl.
rodopszin, fitokrom, és xantofin) a fény érzékelése a kromoforbeli cisz-transz izomerizaciot
kovetden jon létre, a flavoproteinek esetén a megvilagitast kovetd elsodleges 1épés
elektron/proton transzfer, cisztein addukt kialakulasa vagy a hidrogénkotés rendszer atalakulasa
lehet. Mig a kriptokromok és fotoliazok esetében az elektrontranszfer jatszik kulcsszerepet a

funkcioban®1?

, a BLUF domén fehérjék esetén annyi tisztazott, hogy a flavin kdriili hidrogén-
kotés rendszer fény hatdsara torténd atrendezédését kdvetden valnak funkcionalissal®®. A
szerkezetvaltozast kelté mechanizmus azonban nem minden esetben teljesen tisztazott, ugyanis
az ismert BLUF domén fehérjék mintegy felénél fényindukalt elektrontranszfer (valojaban
proton kapcsolt elektrontranszfer) folyamatok jelenléte is igazolt a hidrogénkotés rendszer
atalakulasaval parhuzamosan vagy azt megel6zden.

Szamos kék fényt érzékeld fotoreceptor kromofoérként flavint haszndl, ahol a fényelnyelés
a flavin (izoalloxazin) gytriiben lokalizalodik. A semleges vagy anionos formaban eléforduld
flavinok harom kiilonb6z6 redoxallapot kozott képesek valtani elektron felvételével vagy
leadasaval: a teljesen oxidalt (FADox), az egy elektronnal redukalt vagy szemikinon (FADH?®)
forma és a hidrokinon (FADH>), a két elektronnal teljesen redukalt forma kozott. 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
kiilonbozé oxidalt allapotainak spektroszkopiai tulajdonsagai lehetdvé teszik az oxidacios
allapot valtozasaval jaro reakciok nyomon kovetését UV-lathatd abszorpcios és fluoreszcencia
spektroszkopiaval. A FAD minden egyes redoxallapota eltérd abszorpcids spektrummal
rendelkezik, igy kdnnyen megfigyelhetd az oxidacids allapot valtozasa.

Az oxidalt flavinok legnagyobb elnyelése 450 nm koril van, és ~515-520 nm-en
fluoreszkalnak. A flavinok fotokémidjanak megértéséhez alapvetd paraméter a fotogerjesztés
hatasara bekovetkez6 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
flavinok a fehérjékben és még oldatban is elektron akceptorként viselkednek, vagyis gerjesztett

allapotban a kornyezetiikbdl (kézeli molekuléktol) elektront vesznek fel.



A BLUF domén fehérjék

A BLUF-domén egy olyan moduldris egység, amely szamos kék fényt érzékeld fehérjében
megtalalhat6; a baktériumok mintegy tizede rendelkezik BLUF fehérjékkel. A kék fény
érzékeléséhez flavint hasznaldo fehérjecsaladba (BLUF) tartozok funkcidja lehet az
enzimaktivitds, a fototaxis, a fotofob vélasz, vagy a génexpresszid szabalyozasa 1>20-24,
Mindegyik BLUF esetében megfigyelhetd a flavin 450 nm kortili abszorpciods csucsanak 10-15
nm-es eltolédasa a megvildgitas hatdsdra a FAD koriili hidrogénkotés rendszer atrendezédése
miatt; ezt tekintjilk a fotoaktivitasra vald képesség markerének. Az 6sszes BLUF domén
szerkezetében megtalalhato egy flavinhoz kozeli tirozin, glutamin és egy kivétellel egy

triptofan.

Az OaPAC fehérje szerkezete és fotofizikdja

A fénnyel aktivalhato adenilat-ciklazok (Photoactivated Adenylyl Cyclase, PAC) olyan
fotoaktiv flavoenzimek, amelyekben az ATP-t CAMP-v¢é és szervetlen pirofoszfatta torténd
atalakitasanak funkcidja a kék fényt érzékeld képességgel tarsul. A fotoaktivalt adenilat-
ciklazok (PAC) csaladjaba tartoz6 OaPAC (az ,,0a” a fotoszintetizalo cianobaktériumbol, az
Oscillatoria acuminatabdl valo szarmazasra utal) egy N-terminalis BLUF doménbdl és egy C-
terminalis I11. tipusu adenil-ciklaz (AC) doménbdl 4116 homodimer fehérje (1. abra)?” 28,
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A fotoaktivalast az enzim N-terminalis végén talalhato BLUF domén vezérli. A katalitikus
domén az adenilat-ciklaz (AC), amelyben ATP-koto hely talalhato. A BLUF egység flavin
kozvetitésével reagal a kék fényre €s ezaltal szabalyozza a hozza kapcsolt enzim aktivitasat.
Igy a fehérjének sotét (inaktiv) és vilagos (aktiv) allapotat kiilsnboztethetjiik és nevezhetjiik

meg. A sOtét és vilagos allapotbeli szerkezeti kiilonbségek — kristalyositott fehérjék esetén



vizsgalva — nagyon kicsik, de olyan Osszehangolt eltolodasok, amelyek akar 20-Szoros
enzimaktivitast valtanak ki tobb tiz angstromnyire a kromofortol.

A BLUF doménhez kapcsolt adenilat-ciklaz ATP-b6l cAMP-t képez, amely masodlagos
hirvivoként kiilonbozo jelatviteli folyamatokban vesz részt, temérdek sejtfunkciot szabalyoz.
Mivel az OaPAC mutatja az eddig leirt PAC fehérjék koziil a legalacsonyabb aktivitast
sotétben, a kék fény hatdsara azonnal megindul a cAMP termelés, azaz hirtelen né meg az ATP
CAMP-v¢ torténd atalakuldsdnak sebessége. A cAMP termelés fénnyel torténd finomhangolt
vezérlésének lehetosége miatt tehat az OaPAC az optogenetikai kutatdsokban kiemelt
jelentdségli modellrendszer.

Az ATP cAMP-v¢ val6 atalakulasa tigy torténik, hogy az enzim ciklikus foszfodiészter
kotést hoz 1étre az ATP a-foszfat csoportja és a ribozban levo 3’ C atom OH csoportja kozott.
Ekozben pirofoszfat szabadul fel. Az OaPAC fehérjében a fénygerjesztés aktivalta adenilat-
ciklaz hirtelen megndveli az ATP cAMP-vé vald atalakulasdnak sebességét, amely az
intracellularis CAMP szint novekedéséhez vezet. Az OaPAC AC-aktivitasat a fény akar 20-
szorosara is serkentheti a sOtétben mért alapszinthez képest. (Az optimalis optogenetikai
eszkoznek "csendesnek" kell lennie a sotétben, fény hatasara azonban nagymértékben kell
reagalnia.)

A kék fény hatasara bekovetkezo valtozasok az OaPAC fehérjében az FMN izoalloxazin
gylrije ¢és a B3 reddn levd kozeli aminosavak kozotti kdlesonhatasokon mulnak (2. dbra). Az
OaPAC BLUF-doménjének kékfény-gerjesztése protonhoz kapcsolt elektrontranszfer-
folyamatot eredményez, ahol az elsddleges elektron- és proton-donor a flavin kozelében 1évo
tirozin (Y6)%3132 A flavinra torténd elektronatvitelt a hidrogénkotés-halozat atrendezédése
kiséri. Az indukalt szerkezeti valtozasok feltehetéen az AC-domén fel¢ terjednek, lehetdve téve
az ATP cAMP-v¢ torténd atalakulasat.

A14 2. abra. Az izoalloxazin gyiirii kornyezete az
j . OaPAC-ben az OaPAC fotofizikdjaban
D67 kiemelt szerepet jatszo Y6, D67 és W90
FAD aminosavakkal (PDB: 4yus[22]).
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Az OaPAC elsddleges fotokémiajat tehat egy protonhoz kapcsolt elektrontranszfer
folyamat (PCET: proton coupled electron transfer)®® hatarozza meg (3. abra): a kék fény



fotonjanak elnyelésekor egy elektron a kozeli tirozinrdl (Y6) atkeriill a flavinra - az
elektronatadasi 1épés utan a flavin kornyezetétdl fliggéen anionos (FADe—) vagy semleges
(FADHe) flavin gyok keletkezik - és ezzel egyidében az Y6-rol egy proton a szomszédos
glutaminra (Q48). Ez a proton késoébb a flavinra kertil, stabilizalva a flavin semleges félkinon
allapotat (a flavingyok félkinon formava protonalddik)[3]. A PCET-folyamat soran a Q48
glutamin elfordul vagy tautomerizalddik, ami feltehetéen fontos a jel tovabbitasaban a fehérje

C-terminalis részéhez, ahol az ATP — cAMP atalakulés zajlik.

o FADH*
\ e Y6 ) " (semleges flavin gydk)
P
FAD — FAD* ps |
fs A J s (48 tautomerizacidja
\“\.________. Q48 l

PCET: proton coupled

Kis konformacios valtozas
electron transfer

terjed az AC iranyaba

| ms

ATP - cAMP atalakulas

3. abra. A kék fény elnyelését koveto lépések az OaPAC fehérjében,
amig az AC doménben bekovetkezik az ATP-cAMP konverzio

A D67N mutdns

Az OaPAC BLUF doménjével jelentds homologiat mutat6 BLUF domént tartalmaz6 masik
fehérjén, az SlIrl694-en (mas néven PixD) végzett adiabatikus kvantummechanikai/
molekulamechanikai (QM) szimulaciok alapjan a szerzok azt vetették fel®, hogy a negativ
toltéstt D69-es aszparaginsav semleges vagy pozitiv toltésii aminosavra valo cseréje komoly
hatassal lehet az elektronatviteli folyamatra. Mivel a 69-es pozicioban 1évé negativ toltési
aszparaginsav semleges aszparaginra torténd cseréje a PixD-ben az eldrejelzések szerint
fokozza az elektronatviteli folyamatot, érdekelt benniinket, hogy az OaPAC-ban egy analog
mutacionak (a 67-es pozicioban 1évé negativ toltésii aszparaginsav semleges aszparaginra valod
cseréjének (D67N)) milyen hatasa lehet a fehérje funkcionalis dinamikajara. Mivel a
modellszamitasok alapjan gy tlinik, hogy a H-kotések megbontésa hatéssal van a PCET-re és
az enzimatikus tulajdonsdgokra, a D67N kival6é jeloltnek tlinik hatékonyabb optogenetikai

rendszerek eldallitasara, annak ellenére, hogy a Y6-t6l messze van a D67.



Célkitiizés

Célunk az Oscillatoria acuminata nevii fotoszintetikus cianobaktériumbol szarmazo
fotoaktivalt adenil-ciklaz, az OaPAC enzimaktivitasanak mutagenezissel torténé novelése
volt a BLUF doménben zajlo eclektrontranszfer folyamat optimalizalasaval. Korabbi QM-
szamitasok alapjan feltételezhetd volt, hogy a flavin kromofor kotéhelyéhez kozeli aminosavat
érinté mutacio (egy aszparaginsav aszparaginra torténd cseréje ebben a régioban) oly médon
befolyésolja a rendszer fotokémiai tulajdonséagait, amely hasznos lehet optogenetikai célokra.
Kivancsiak voltunk, hogyan hat a mutacio a fehérjében lezajlo elektrontranszfer folyamatra és
az ATP-cCAMP atalakulasra. Ennek vizsgalatdhoz célul tiiztiik ki az OaPAC D67N mutiansanak
fotofizikai jellemzését tranziens abszorpcios és idofiiggd fluoreszcencia spektroszkopiaval,
amelyet enzimaktivitasi mérésekkel, valamint fluoreszcencia anizotrépia és differencialis
kalorimetriai modszerekkel egészitettiink ki. Célunk volt a D67N mutansban a reakcid elsé
1épésében az elektrontranszfer jellegének és az aktiv allapot élettartamanak kisérleti vizsgalata,
valamint az elektrontranszfer szerepének megértése az OaPAC funkcidjaban.

Anyagok és modszerek

Ultragyors spektroszkopial modszerek

A nagyon rovid, pikoszekundumos-femtoszekundumos idéskalan zajlé abszorpcios
spektrumbeli valtozasok kovetésére — és ezen spektralis nagyiton keresztiil a flavoproteinek
elektronatviteli folyamatainak jellemzésére — a pumpa-proba elven alapulé lathato tranziens
abszorpcios (TA) technikat és a Kerr-kapuzott (KK) fluoreszcencia spektroszkopiat hasznaltuk.

A flavin kromofér a fehérjekdrnyezettél €s a fotokémiatdl fiiggd redoxallapotai jol
elkiiloniild abszorpcids spektrummal rendelkeznek, igy jol kimutathatok. A TA technika soran
a mintat viszonylag nagy intenzitasi lézerimpulzussal (pumpa) gerjesztjikk. Az igy kivaltott
hatas idébeli nyomonkovetésére meghatarozott idokozonként érkezd, joval kisebb energiaja
probaimpulzusok sorozata vildgitja at a mintat, igy a gerjesztett allapotbeli abszorpcid
vizsgalhato. Az id6beli felbontast a probaimpulzus hossza hatarozza meg, ami a mi rendszeriink
esetén100 fs; tehat a 100 fs - 100 ps tartomanyon lezajlé folyamatok vizsgalatara alkalmas a
méréberendezés. Az altalunk alkalmazott pumpanyaldb a frekvenciakétszerez6 BBO (béta
barium borat) kristallyal létrehozott 400 nm-es fénysugar, a probanyaldb pedig egy széles
spektrumt, a 800 nm-es impulzuslézerbdl CaF, lemezzel eldallitott 380-700 nm tartomanyt
fehér fény kontinuum.

Az altalunk hasznalt fényforras egy Nd:YLF 1ézerrel pumpalt Spectra-Physics Mai Tai
tipust Ti:Sa (100 fs impulzushosszi, 100 MHz ismétlési frekvenciaja, 1,5 W atlagos
teljesitményii, 1 nJ energiaju) l1ézer oszcillator. Ez vilagitja meg a 1ézererdsit6 (Spectra-Physics
Spitfire Ace) Ti:Sa kozegét, amit egy Gjabb 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
frekvenciaja 1-5 kHz tartomanyban allithat6, energija erdsités utan 1 mJ. A kettéosztott
lézernyalab egyik fele a BBO kristalyt kovetden mar 400 nm-es hullamhosszon halad a minta
felé, hogy rendszeresen gerjessze azt, a masik nyaladb pedig a késleltetd egység utan a CaF>
lemezen 4thaladva fehér fénytli probaimpulzusként vilagitja 4t a mintat. A két nyalab a mintdban
talalkozik: igy a 400 nm-es pumpa impulzus altal keltett hatast az idében 1épésenként
késleltetett fehér fénnyel ,,tapogatjuk le”. Az abszorpcios spektrumokat egy -80°C-on miikodo
Andor Newton CCD rogziti. Az abszorpcids adatmatrixokat, a NI LabVIEW szoftverrel irt sajat
fejlesztésti program szamolta ki. A kapott adatmatrixot a Glotaran nevii® szoftverrel elemeztiik.

A Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektroszkopia technikanal a prébaimpulzus nem a
mintaban talalkozik a pumpaval, hanem az un. Kerr—kézegben. Ennek szerepe a mintabeli
fluoreszcens folyamat megfeleld iddablakanak kinyitdsa, amely utdn az emittalt fotonok
intenzitdsa és hullamhossza mérhet6. A probaimpulzus nagy intenzitdsanak hatasara a
kettostorové valt Kerr—kozegen athalado, sikban polaros (jelen esetben fluoreszcens) fény
polarizacios sikja elfordul. A mintabo6l kijovo fluoreszcens fény polarizatoron athaladva valik
sikban polarossa. Egy mésik polarizator erre merdlegesen van beéllitva, tehat fény csak akkor
juthat at a masodik polarizacidés szlron, ha a Kerr—effektus miatt a nagyenergiaju
probaimpulzus a Kerr—kozeget kinyitja. Ekkor a fluoreszcens fény sikja elfordul, tehat a fény
egy része atjut. A fényateresztés pontos idejének vezérlésével a fluoreszcencia intenzitdsanak
mérése altal a lecsengés menete rekonstrualhato.

A sajat épitésii berendezés lehet6vé teszi a fluoreszcencia-spektrumok mérését 100 fs-ig
terjedd 1dObeli felbontassal €s akar ns-0s idéskalan is. A 390 nm-es gerjesztd impulzust egy
BBO kristaly segitségével a 780 nm-es lézerimpulzus egy részének frekvenciakétszerezésével
kapjuk, amely 1 kHz-en mikodik. A fennmaradé 780 nm-es sugarnyalabot egy motoros
késleltetd vonalon keresztiil vezetjiik €s a Kerr-médiumba fokuszaljuk, ahol térbeli atfedésben
van a minta fluoreszcenciajaval. Az alkalmazott Kerr-médium a CSz volt. A mintat
perisztaltikus pumpa segitségével aramoltattuk 4t az 1 mm-es Gthosszisagu optikai cellan. A
tranziens fluoreszcencia-spektrumokat minden minta esetében 1500 ps-ig terjedd idokéséssel
mértiik. Az 1d6- €s spektralis felbontasu adatsorok globalis elemzését a Glotaran segitségével

végeztiik.

Pirofoszfit esszé — cAMP hozam mérések

Az OaPAC vadtipusaban ¢s a D67N mutansban zajl6 ATP-cAMP konverzio sebességének
szamszerlsitésére az EnzChek® pirofoszfat esszét hasznaltuk. Az eljards a 2-amino-6-
merkapto-7-metilpurin 360 nm-en torténé fényelnyelésének pirofoszfat fliggd emelkedésén
alapszik. Az 1 pM koncentracioban kimért OaPAC vadtipus és D67N mutans ATP-az
aktivitasat sotétben és folyamatos, 473 nm-es, 9 mW-os l1ézerfény megvilagitas mellett mértiik



500 uM ATP jelenlétében. A fehérjéhez hozzamértiik a reakciopuffert (20x: 10 mL 1.0 M Tris-
HCI, 20 mM MgCl,, 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 hozzaadasaval indult a reakcio. A
360 nm-en mért abszorbancia valtozdsdnak meredekségébdl meghataroztuk a purin bazisu
molekula (2-amino-6-merkapto-7-metipurin) reakciosebességét (uM/s-ban), amely pontosan
megegyezik az ATP-bdl szarmazo pirofoszfat reakciosebességével. A Michaelis-Menten-
alland6 meghatarozasahoz a vizsgalatot 1 uM vadtipuson és a D67N mutanson végeztiik el 0-
500 uM ATP-koncentraci6 jelenlétében, kilenc kiilonb6z6 koncentracio értéken. Az igy kapott
sebességallandokat az ATP koncentracid fiiggvényében abrazoltuk. Az enzimreakcid
Michaelis-Menten  telitési  gorbéjének illesztésével —meghataroztuk a  maximalis
reakciosebességet (Vmax) €s a megfeleld Kv értéket, ami a maximalis reakciosebesség feléhez

tartozo ATP koncentracio.

Differencialis pasztazo kalorimetrias (DSC) mérések

A DSC méréseket SETARAM Micro DSC-III kaloriméterrel, 20 és 100°C kozotti
tartoméanyban végeztiik 0,3 K-min fiitési sebességgel. A mintat (vad tipusti és D67N fehérje)
és a referenciat (puffer) + 0,05 mg pontossaggal Kiegyensulyoztuk, hogy elkeriiljiik az edények
hékapacitasanak korrekciojat. A denaturalt minta méasodik hémérését az alapvonal korrekcioja
céljabol végeztiik el. A termikus kibomlasi gorbék olvadasi hémérsékletét (Tm) az OriginLab
Origin2021 szoftverrel allapitottuk meg.

Nukleotid-kétési vizsgalatok anizotrépia mérésekkel

A fluoreszcencia anizotrépia érzékeny a ligandok fehérjékhez val6 kotédésére®. Az anizotropia
valtozasait a fluorofér mozgékonysaganak valtozasa okozza. Az OaPAC hozzaadasa a MANT-
ATP-hez noveli az N-metilantraniloil (a MANT-ATP fluoreszcens része) fluoreszcencia
tehetetlenségének novekedését eredményezi és igy lelassitja annak forgasat. Mivel nem volt
ismert, hogy az ATP-nek milyen az affinitasa a fehérje sotét 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 alapu nukleotid-kotési vizsgalatokat
szobahdmérsékleten végeztik 2 uM MANT-ATP felhasznalasaval. Ez egy hidrolizalhato,
fluoreszcensen jelolt ATP, amely 350 nm-es gerjesztés mellett 450 nm-en emittal. A méréseket
egy L formatumu, polarizacids tartozékkal felszerelt Fluorolog Jobin Yvon Horiba
spektrofluorométerrel végeztiik. A Kp-értékeket az aldbbi kvadratikus kotési egyenletre vald

illesztéssel hataroztuk meg:
T‘—T‘A _A0+T0+KD_\/(A0+T0+KD)2_4"A0‘TO

TAT - TA 2




ahol Ao és To az 6sszes MANT-ATP/cAMP és OaPAC koncentracio, raa MANT-ATP/cCAMP
steady state anizotropiaja az OaPAC tavollétében, rat a MANT-ATP/CAMP anizotropiaja
telitddé6 OaPAC-mennyiségnél és Kp a MANT-ATP/cAMP-0aPAC-komplex disszociacios

allanddja.

Eredmények

Tranziens abszorpcios mérések

A D67N mutans elsddleges fotokémidjanak jellemzésére tranziens abszorpcids méréseket
végeztink. A flavin kromofor kiilonb6z6 redoxallapotainak hatdrozottan eltérd abszorpcios
spektrumai felhasznalhatok a nyers adatok globalis elemzésével kapott EAS-spektrumok (EAS:
Evolution Associated Spetra, AOD()L)) spektralis modellezéséhez 23, a gerjesztést kovetd
kiilonb6z6 késleltetéseknél detektalt flavin- és aminosav gyokok azonositdsara. Az OaPAC
D67N-es mutansa esetében mért tranziens abszorpcios spektrumok hasonlok mas (oxidalt)
flavoproteinekéhez — beleértve a vad tipusit OaPAC-ot %%%7: 450 nm koriil egy intenziv negativ
csucs (bleaching: kifehéredés) figyelhetd meg, amely a flavin So—S: abszorpcidjanak
eltinéséhez kothetd. Az 510 nm koriili pozitiv cstics a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, mig
a korai iddbeli késleltetéseknél megfigyelt széles ~550 nm-es cstcs a flavin stimulalt
emisszidjanak tulajdonithato (4A. abra).

A globalis elemzéshez szekvencidlis sémat feltételezve harom kiilonboz6 idéallandoval (5
ps, 65 ps és végtelen) illeszthettiik az adatokat (4B. abra), ugy, mint a vad tipusu fehérje
esetében®. A vad tipusti mérésekhez hasonldan az elsé EAS iddallandojat 5 ps-nak talaltuk és
ennek eredményeként az EASI-et a gerjesztett és oxidalt flavin (FAD*-FADOX)
kiilonbségspektrumahoz rendelhetjiik. A D67N mutans 65 ps-0s EAS2 idéallanddja a vad
tipushoz (EAS2 = 83 ps) képest gyorsabb fazisra utal. A 65 ps-0s komponenst a (FADH*-FAD)
¢s (FAD*-FADox) spektrumok linearis kombinécidjaként illesztettiik, mivel a fluoreszcencia
mérésekbdl lathato, hogy a gerjesztett allapot a hosszabb iddallandonal is jelen van. A FADH®
¢s FADox spektrumokat hasznaltuk fel a (FADH*-FAD) spektrum megalkotasahoz, az 5-ps
EAS-t pedig a (FAD*-FADoX) spektrumhoz. A mutans esetén mért révidebb idéallando szintén
torténd elektron- és protondtadds révén diszperziv €s a lassabb fazisok kinetikailag nem
vélaszthatok el a FADH' kdztes allapot kialakuldsanak kinetikajatol. A végso allapot a voros-
eltolodott FADox allapotot jelzi. A kapott idéallandokbol az kovetkezik, hogy a FAD
gerjesztett allapotat kovetden 5 ps alatt kialakul a semleges gyok. Ezutan 65 ps alatt a FAD
hoz kisebb a D67N (~60%) esetén, mint a vad tipusnal (~75%). A D67N OaPAC mutans
gyorsabb fazisa mellett az EAS2 alakjaban is kiilonbségeket figyeltiink meg a vad tipus és a



mutans kozott. 505 nm-en a gerjesztett allapotu flavin cstcsanak kinetikaja a D67N esetén
latvanyosan gyorsabb, mint a vad tipust fehérjénél (4C. abra). Monoexponencialis illesztést
alkalmazva a vad tipusu és a D67N fehérje id6allandoja 90 + 30 ps és 64 + 8 ps-nak adddott. A
gyorsabb FAD* csokkenés erdsiti azt a hipotézisiinket, miszerint az aszparaginsav semleges

vagy pozitiv toltésli aminosavra torténd cseréje gyorsitja az elektrontranszfer folyamatot.
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4. abra. A) Tranziens abszorpcios mérések a D67N mutanson a kiilonbozo idobeli
késleltetéseknél. B) Globdlis elemzés utan kapott EAS spektrumok. C) A vad tipusu és a D67N
OaPAC 505 nm-en mért egyedi kinetikdja. Monoexponencialis illesztést alkalmazva a vad
tipusii és a D67N idéadllanddja 90 + 30 ps illetve 64 + 8 ps-nak adodott.

A gerjesztett allapot abszorpcios maximumainal az egyedi kinetikat illesztve szintén gyorsabb
lecsengést figyelhettiink meg a D67N esetében a vad tipushoz képest, ami alatamasztja azt az
elsddleges megfigyelést, hogy a gerjesztett allapot — valosziniileg az elektrontranszfer miatt
bekovetkez6 — kioltasa hatékonyabb a mutansban. Az id6allandok azt jelzik, hogy a FAD
gerjesztés utan kozvetleniil kialakult gerjesztett allapota 5 ps alatt relaxalodik a kovetkezd
allapotba, ami a semleges flavin gyok jelenlétét mutatja. A végsd allapot a FAD vildgos
allapotara jellemzé szerkezete, amely hosszabb ideig tart, mint a mérés ablaka:

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



Ultrarovid tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek

Az ultrardvid tranziens fluoreszcencia méréseket sajat €épitésii Kerr-kapus elrendezésiinkon
végeztilk, azzal a szandékkal, hogy tovabbi informaciokat nyerjiink a D67N mutacid
elektrontranszportra gyakorolt hatasar6l. Az 5.A és B abran a tranziens fluoreszcencia-adatsor
globalis illesztésével kapott EAS-spektrumok lathatok. A fluoreszcencia emisszié maximuma
~513 nm-nél jelentkezett, ami magasabb, mint az AppA fehérje esetén megfigyelt érték (~500
nm) és lényegesen alacsonyabb, mint a szabad flaviné (~530 nm)®8. A fluoreszcencia emisszi6
hullamhossza azt mutatja, hogy a flavin kompakt kdrnyezetben rejtdzik, és nincs jelentOs
kiilonbség a vad tipusu és a mutans fehérje emissziés maximumai kozott. Mindez arra utal,
hogy a mutacid6 nem eredményezett jelentds valtozast a flavin kornyezetében. A vad tipusu
OaPAC fluoreszcencia emissziojanak lecsengése erdsen diszperzivnek bizonyult. A globalis
illesztés mindkét mintaban, a TA kisérletekkel analog harom EAS-komponenssel irhato le, a
D67N esetében a vad tipushoz képest kisebb id6allandoval. A tranziens fluoreszcencia adatsor
tehat jol leirhatd volt ugyanazzal a harom élettartammal (5 ps, 83 ps és oo a vad tipusu, illetve

5 ps, 60 ps és oo a mutans fehérje esetén), mint a TA kisérletekben.
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5. dbra. A) A vad tipusu tranziens fluoreszcencia-adatainak globdlis elemzésével kapott EAS-
spektrumok. A globadlis illesztés eredménye a flavin heterogén relaxacidjat mutatja
B) A D67N mutans tranziens fluoreszcencia-adatainak globalis elemzésével kapott EAS-
spektrumok C) Az 513 nm-en megfigyelt fluoreszcencia-csékkenés egyedi kinetikdja.
Monoexponencialis illesztést alkalmazva a vad tipusu fluoreszcencia relaxacio dtlagos

élettartamara 40 + 2 ps, a D67N esetében pedig 25 + 2 ps adodott.

10



A megfeleld EAS (szekvencialis sémat feltételez6 (1—2—3)) spektrumok mindegyikének
513 nm kornyékén van a maximuma, ami arra utal, hogy fehérjéhez kotott flavinbol
szarmaznak. A vad tipust és a D67N mutans fehérje fluoreszcencia emissziojanak lecsengése
kozotti kozvetlen 6sszehasonlitas érdekében Osszevetettiik az 513 nm-en megfigyelt kinetikat.
mutansban kozel a fele (25 + 2 ps) a vad tipust fehérje esetében megfigyeltnek (40 + 2 ps). Ez
az eredmény egyértelmiien bizonyitja, hogy a D67N OaPAC mutdnsban az elektronatvitel
Osszességében gyorsabb. Mégis, ez a gyorsabb kezdeti elektronatvitel nem vezet a vildgos
allapot nagyobb hozamdhoz (kvantumhatasfokdhoz) — feltehetéen a FADH'™ -bdl a sotét
allapotba torténd erételjes ellenkezd iranyu transzfer (az Y6-ra visszafelé iranyuld proton- és
elektrontranszfer) miatt.

cAMP hozam mérések

Elsoként a vad tipusu OaPAC és a D67N OaPAC adenilat-ciklaz aktivitasat egy olyan
spektrofotometrids teszttel kovettiik nyomon idében, amely az OaPAC altal felszabadulo
pirofoszfatot kozvetetten mutatja ki (OD3g0), amikor az ATP-t atalakitja cAMP-vé. A 6A. abra
az 1 uM vad tipustt OaPAC, illetve az 1 uM D67N mutans OaPAC sotét- és fényindukalt
enzimaktivitasait mutatja 500 pM ATP jelenlétében. Sotétben az enzimaktivitds nagyon
alacsony. Megvilagitas hatasara a konverzios ratak erdsen megnéttek a vad tipusu €s a D67N
mutans esetében. A D67N mutans azonban nagyobb sebességgel (hatékonyabban) alakitja at az

ATP-t, mint a vad tipus, igy ez a mutans kiindulopontként szolgal a PAC fehérjék optogenetikai

hangolasahoz.
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6. dbra. A) az ATP atalakitasanak kinetikaja a vad tipusu és a D67N OaPAC sétét és
fényadaptalt allapotaban. A sétét dallapotban a D67N mutansban az ATP-atalakulas
sebessége kissé nagyobb, mint a vad tipusban. A vilgos dllapotban 0,5 mM ATP jelenlétében
az atalakulds sebessége a mutdns esetében nagyobb volt, mint a vad tipusu fehérje esetében.
B) A vad tipusu (also gorbe) és a D67N (felsé gorbe) enzimaktivitasanak Michaelis-Menten-
diagramja. Megvilagitas hatasdra a Vmax megnovekedett a D67N mutansban.
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A kinetikai allandok meghatarozasahoz névekvé mennyiségli szubsztrat (ATP)
felhasznalasaval végeztiink enzimatikus vizsgalatot. Az eredményeket a klasszikus Michaelis-
Menten fliggvény segitségével értékeltiik ki (6B. abra). Ezek a vizsgalatok a D67N OaPAC-
ban megndvekedett cAMP-termelddést mutattak: az atalakuldsi sebesség maximalis értéke 1,5-
szer nagyobb volt a mutansban (0,100 + 0,002 mM/perc), mint a vad tipusban
(0,064 + 0,007 mM/perc). A félmaximalis sebesség koncentracidja (Km) szintén Kkissé
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 alakithato
szubsztratmolekulak szamat - ~1,5-szer magasabb a D67N-ben (50,05 1/perc), mint a vad
tipusu OaPAC-ban (32,2 1/perc).

Visszatérési kisérletek

Mas BLUF domén fehérjékhez hasonloan a D67N mutans abszorpcios spektruma az So-S:
atmenetet jellemz6 abszorpcids cstcs tipikus voroseltolodasat mutatja (442 nm-rél 455 nm-re)
kék fénnyel torténd besugarzas utan. A BLUF-domén fotofizikdja és a mutans funkcionalis
dinamikdja kozotti kapcsolat jellemzésére visszatérési kisérleteket is végeztink. A BLUF-
domének vilagosbol sotét allapotba vald regeneralodasa — a fotoaktivalt allapot relaxéacioja —
néhany masodperct6l néhanyszor tiz percig is terjedhet; az OaPAC-ban ez csupan néhany
masodperc®®. A D67N muténs és a vad tipusi OaPAC regeneralodasat a 492 nm-en mért
abszorpcidval kovettikk nyomon. A mutans regeneralodasi sebessége 1ényegesen kisebb, mint a

vad tipustt OaPAC esetén mért visszatérési sebesség (7B. abra).
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7. abra. A) A vad tipusu és a D67N OaPAC abszorpcios spektrumai sotét és vilagos
dllapotban. B) A vad tipusu és a D67N OaPAC sétét allapotba valo visszatérésének sebessége
490 nm-en megfigyelt abszorpcio nyomon kévetésével. A vad tipusu OaPAC 3,6 s alatt relaxal

sotét allapotba, a D67N esetében ez az idé 15,3 s.
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A 7. A abran a vad tipust és D67N OaPAC sotét és vilagos allapotban felvett abszorpcios
spektrumai, a B dbran a vad tipusu és a D67N OaPAC sotét allapotba vald visszatérése,
helyreéllasa figyelhetd meg. Az abszorpcids spektrumok alapjan a vad tipusu és a mutans
fehérje abszorpcids értékei nagyon hasonlok a sotét allapotban: az Se-Si atmenet csticsa
mindkét fehérjénél azonos, maximuma 442 nm-nél van. A mutans esetében az So-S» atmenet
4 nm-es kékeltolodasa figyelheté meg (376 nm a vad tipust esetében és 372 nm a mutans
esetében). Vilagos allapotban az So-S1 cstics a vad tipusban 452 nm-re, a mutansban pedig 456
nm-re tolodik. Az So-S2 cstics a vad tipusban 376 nm-r6l 379 nm-re, a mutansban 372 nm-r6l
376 nm-re toloédik. A D67N lassabb regeneralodésa arra utal, hogy a fehérje a fénygerjesztés
utan tobb id6t tolt olyan szerkezetii allapotban, amely lehet6vé teszi a CAMP termelését.
Osszességében a mutans olyan szerkezetet vesz fel, amely nemcsak kedvezébb az ATP-CAMP

atalakulashoz, hanem lassitja is az eredeti szerkezetbe vald visszarendezddést.

DSC mérések

Az enzimatikus aktivitasban és a sotét allapotba valo visszatérésben tapasztalt kiilonbség azt
sugallja, hogy a bevezetett mutacié megvaltoztatta a fehérje szerkezetét. Annak érdekében,
hogy betekintést nyerjiink a cAMP-termelés novekedésének eredetébe, differencialis pasztazo
kalorimetrias (DSC) kisérleteket végeztiink a vad tipust és a D67N OaPAC fehérjén, hogy
megvizsgaljuk a termostabilitasukat. Ezek a mérések jelentds kiilonbséget mutattak a mutans
¢s a vad tipusu OaPAC kozott. A vad tipus termikus denaturacidja meredek endotermikus
denaturdlodéast mutatott 68,1°C-0S Tm és 0,078 J/g AH értékkel. A D67N mutanson végzett
mérés alacsonyabb Tm értéket eredményezett (62,1°C), alacsonyabb AH-val (0,069 J/g). A
D67N kisebb AH értéke és a 6°C -kal alacsonyabb T értéke azt mutatja, hogy a D67N OaPAC
termodinamikai stabilitdsa a mutacioval jelentdsen csokkent. Ez a D67N mutans kevésbé
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a D67N OaPAC fehérje megndvekedett
enzimaktivitasanak hatterében a flexibilisebb szerkezet, vagyis a kedvez6ébb strukttra all és

nem az elektrontranszfer folyamatban megfigyelt kiilonbségek.

Nukleotid-kotési vizsgalatok fluoreszcencia anizotropia mérésekkel

Mivel nem volt ismert, hogy az ATP-nek milyen az affinitasa a fehérje sotét vagy vilagos
allapotaban, ezért fluoreszcencia anizotropia mérésen alapuld 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 2uM  MANT-ATP-t 350 nm-en
gerjesztettik, a fluoreszcencia emissziot pedig 450 nm-en detektaltuk az OaPAC
en gerjesztve 500 nm felett emittal, ezért a flavin emisszié nem jarul hozza az anizotropia
mérésekhez. 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
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esetében tapasztalt alacsonyabb affinitas ismét arra enged kovetkeztetni, hogy a mutacio olyan
— mar a DSC mérésekben is tapasztalt — szerkezeti valtozast idézett el, amely befolyasolta az

ATP kotési affinitasat, valamint a cCAMP termelés hozamat.

Osszefoglalas, kovetkeztetések

Kisérletsorozatunkban az OaPAC fotoszenzoros BLUF-doménjében zajlé els6dleges
elektrontranszfer hatasat vizsgaltuk a fehérje enzimatikus aktivitisara. Az OaPAC AC
aktivitasait a BLUF doménben zajlé elektrontranszfer folyamat optimalizalasaval ndveltiik:
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 elektrondtvitel sebessége
szamottevéen nagyobb volt a vad tipusu OaPAC fehérjéhez képest. Az ATP-cAMP atalakulas
szamottevd sebességnovekedése nagyobb enzimaktivitast eredményezett: a Vmax tobb mint
kétszeres, a Km négyszeres volt a mutans esetében. Az enzimatikus vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy kék fénnyel vald 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 elektrondtadasi sebesség, valamint a nagyobb enzimaktivitds 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 oxidéaciojat. A mutacidé egyuttal a cAMP konverzid ndvekedéséhez is vezetett,
amelynek az elsddleges oka valdszinilileg nem az elektrontranszfer folyamataban megfigyelt

kiilonbség, hanem a mutans szerkezetének megvaltozésa.
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Meért Mérési eredmények
(re ves s paraméter Vad
Mérési eljaras neve, jele, tipusi D67N Valtozas, Ertelmezés
mértékegysége | oo mutans tendencia
Atalakulas
maximalis 0,064 0,1 —_ l 6 X Nagyobb enzimaktivits
sebessége +0,007 +0,002 T ' a mutans esetén
Enzimatikus Vmax [MM/perc]
aktivitds mérés: Egyséenyi id8 alatt a
CA'\rﬂzrzsezam Katalitikus mutans enzim tobb
g allando 22 | 5005 | t~] OX | szubsztrat molekulat
abszorpcids y . 1
Keat [1/perc] képes termékké
spektro- .
e alakitani
fotometridval
(pirofoszfat essz¢é) | Félmaximalis
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