Fotoreceptorok funkciondlis dinamikadjanak vizsgdalata ultragyors spektroszkopiai
mddszerekkel

Tranziens abszorpcios mérések AppA mutansok esetében

Elézetes hipotézisiink szerint a tirozin lecserélése blokkolja az elektron transzfert, amely a
gerjesztést kovetden l1éphet fel a Y21-es tirozin és az FAD kozott. Ennek tanulményozésa
érdekében ultragyors tranziens abszorpcidos méréseket végeztiink — lathaté és infravords
tartomdnyban egyarant — tobb AppA mutanson, amelyek esetében a potencialis elektron donor
tirozint mas aminosavakra cseréltiik. A mutacid kovetkeztében a fehérje fotoinaktivva valt,
vagyis nem volt megfigyelhetd az FAD spektrumaban a gerjesztést kovetd latvanyos tiz
nanométeres eltoléodds 450 nm koriil. A tranziens infravoros spektrumokat vizsgalva
megfigyelhetd, hogy a legmagasabb frekvenciaju csucs (1701 cm™) nem tolodik el a mutécié
kovetkeztében. Tekintettel arra, hogy ezt a csucsot mint az FAD Cs=0O karbonil rezgési
modusaként azonositottuk, amely rendkiviil érzékeny a hidrogén kotések atrendezddésére, arra
kovetkeztettiink, hogy mutacié kovetkeztében — annak ellenére, hogy a fehérje fotoinaktivva
valt — a flavint stabilizald hidrogénkotések nem rendezddtek at a mutacio kovetkeztében. Ezzel
szemben az Osszes Y21 mutins esetében eltiint az 1666 cm™-nél megfigyelt tranziens
abszorpcids csucs, amelyet korabban a fotoaktivitas egyik markereként azonositottunk be. Az
Y21S mutanson végzett tranziens abszorpcids mérések érdekes eredményt hoztak a feltételezett
elektron transzfer szempontjabol. Osszehasonlitva a gerjesztett allapot egyik markereként
beazonositott 1380 cm™ és az 6 alapéllapoti rezgési modus (1548 cm™) id8beli lecsengését, azt
tapasztaljuk, hogy a gerjesztett allapot gyorsabban tlinik el, mint ahogy a f6 rezgési modus
visszatér az alapallapotba, ami azt igazolja, hogy elektron transzferre keriil sor, ez az oka a
gerjesztett allapot gyorsabb lecsengésének. Az adatok tovabbi elemzésébdl kideriil az is, hogy
az 4ltalunk korabban az FAD gydk markereként azonositott 1531 cm™ médus esetében egy
lassu novekedés figyelheté meg, ami arra utal, hogy az elektron transzfer sokkal lassabban
valésul meg, mint az a korabban tanulmanyozott Y21W mutans esetében ( Lukacs et al, JACS,
2014) ahol a tirozint egy szintén elektron donor triptofanra cseréltiik. Az 1531 cm™ cstcs
megjelenése alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az Y21 mutansok (Y211, Y218,
Y21C) esetében is sor kertil elektron transzferre, az elektron donor viszont a W104-es triptofan
(mivel nincs mas potencialis elektron donor a flavin kdrnyezetében).

Az a tény, hogy az elektron transzfer az Y218, Y211 és Y21C muténsok esetében lassabb volt,
mint az Y21W estében konnyen érthetd, hiszen a 104-es pozicidban talalhaté triptofan tdvolabb
helyezkedik el flavint6l, mint amikor a 21-es pozicioban volt. A W104 triptofan elektron donor
szerepét erdsiti meg az a megfigyelésiink is, hogy az Y21IW104F mutans esetében mar
egyaltalan nem jon létre az 1531 cm™-es tranziens, vagyis nincsen gyokképzédés.

szerepet jatszik az elektron transzferben, arra kerestiik a vélaszt, hogy milyen szerepet jatszik a
fehérje fotociklusaban. Ennek érdekében létrehoztunk tobb olyan mutanst (W104A, W104T,
W104Y), amelyek esetében a triptofant egy masik aminosavra cseréltiik. Ezeknek a
mutansoknak az egyik érdekessége, hogy fotoaktivak, vagyis a gerjesztést kdvetden
megfigyelhet6 a voroseltolodas, kérdéses azonban, hogy ugyanolyan funkcionalisak-e mint a



vad tipusit AppA. Az Osszes W104 mutans esetében ugyanis megfigyelhetd, hogy a triptofan
kicserélése nagy mértékben befolyasolja a gerjesztést kovetd vilagos allapotbol az alap vagyis
sotét allapotba valod visszatérést. Vad tipus esetében a kék fénnyel vald gerjesztést kovetden
erre mintegy 30 percre van sziikség, a W104 mutansok esetében ez par percre vagy extrém
esetben néhany masodpercre rovidiil le. Felvetddik tehat a kérdés, hogy annak ellenére, hogy
spektralis szempontbol ezek a mutansok fotoaktivaknak tiinnek, nem biztos, hogy ténylegesen
funkcionalisak is.
A fent ismertetett eredményeinket a kovetkezé kozleményiinkben ismertettiik: Laptenok SP ,
Lukacs A , Brust R , Haigney A, Gil A, Towrie M, Greetham GM , Tonge PJ , Meech SR
Electron transfer quenching in light adapted and mutant forms of the AppA BLUF domain
FARADAY DISCUSSIONS 177: pp. 293-311. (2015) IF: 4.606

A projekt soran sikeriilt leirnunk az AppA fotociklusanak azt a részét, amelynek soran
a fehérje a vilagos allapotbol visszakertil sotét allapotba. Ezt a munkat a JACS-ben jelentettiik
meg, a hektikus szerkesztés sordn azonban a cikkbdl lemaradt a NKFI-nak sz616
koszonetnyilvanitas.
A. Gil, A. L. Haigney, S. P. Laptenok, R. Brust, A. Lukacs, J. luliano, J. Jeng, E. Melief, R.
Zhao, E. Yoon, I. P. Clark, M. Towrie, G. M Greetham, A. Ng, J. J. Truglio, J. B. French, S.
R. Meech, Peter J Tonge: Mechanism of the AppABLUF Photocycle Probed by Site-Specific
Incorporation of Fluorotyrosine Residues: Effect of the Y21 pKa on the Forward and Reverse
Ground-State Reactions, JOURNAL OF THE AMERICAN CHEMICAL SOCIETY 138:(3) pp.
926-935. (2016), 2016 1F:13,038

Tranziens lathato és infravoros abszorpcios és tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai
mérések az N378DE109A fotoliaz mutanson

A fotolidzok és a kriptokromok ugyanahhoz a fehérjecsaladhoz tartozo fehérjék,
amelyek nagy fokil homoldgiat mutatnak. Ennek ellenére a funkciojuk teljesen eltérd: a
fotoliazok az UV-indukalt DNS hibak javitasat, a kriptokromok viszont a cirkadian ritmus vagy
a madarak magneses t4jékozodasaért felelds. Kiinduld hipotézisiink szerint a funkcidoban
megtalalhato kiilonbségért elsésorban a fehérje altal nem kovalensen kotott flavin oxidacios
allapota felelés. Az FAD redox allapotat viszont az befolydsolja, hogy milyen aminosav
talalhato az izoalloxazin gyliri N5-6s atomjahoz kozel.
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Ahogyan a fenti abran lathato a kriptokrémokban ez egy aszpartat, a fotolidzban pedig

egy aszparagin. ElsOként tehat 1étrehoztuk az N378D fotolidz mutanst, amelynek esetében az
aszparagint egy aszpartatra cseréltilk. Ennek eredményeként az FAD oxidalt allapotba kertilt,
szemben a vad tipusndl megfigyelt félig redukalt allapottal.
A tranziens abszorpcids és a fluoreszcencia spektroszkopiai mérések eldtt 1étrehoztuk az
N378DE109A mutanst. A 109-es pozicidoban taldlhaté glutamin alaninra cserélése
kovetkeztében ugyanis a fotoliaz elvesziti a MTHF antennajat. Erre azért volt sziikség, mert az
antenna hatékonyan abszorbedl a 400 nm koriili tartomanyban és Forster tipusu energia
transzfer segitségével adja at energidjat a FAD-nak. A fotociklus vizsgalatat ez a folyamat nagy
mértékben akadalyozta volna, ezért az antennat eltavolitottuk (14sd az alabbi abrat).
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A lathato tranziens abszorpcios mérések eredményeként kapott tranziens spektrumok
hasonlitottak az oxidalt FAD esetében kapott spektrumokhoz, jelent6s eltérést az 520 — 620 nm-
es tartomanyban sikeriilt megfigyelni. Ennek az oka, hogy a fényabszorpciot kovetden a
gerjesztett allapotba keriilt FAD egy elektron von el a legkdzelebbi elektron donortol, jelen
esetben triptofantol. A triptofan kation gyok viszont egy széles abszorpcids spektrummal
rendelkezik az emlitett hullamhossz tartomanyban. A megfigyelt kiilonbség az oxidalt FAD
spektrumdhoz képest tehat az keletkezd triptofan gyok abszorpcidja miatt jon létre. A mért
adatokon spektralis és globélis analizist hajtottunk végre. A spektralis analizis soran, azt
figyeltiik meg hogy 1ps-mal a gerjesztést kovetden az N3878DEIO09A mutans tranziens
spektruma az anionos FAD gydk ¢€s a triptofan kation gyok spektrumaval illeszthetd. Ez azt
jelenti, hogy a toltésszétvalasztas nagyon hamar, mar 1 ps-mal a gerjesztést kdvetden
megvalosul. A globdlis illesztés soran két — egy 5 ps-os és egy 200 ps-0s — idéallandot kaptunk.



0004 | B i

0.002 | i

0.000 koo AT

0002 | i
—— 5ps A

-0.004 | — 201ps |
— 1pus |

-0.006 L. L . . . . . . .

450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

A spektrumok alakjat elemezve pedig azt allapitottuk meg, hogy a gerjesztést kdvetd
FAD anionos gyok — triptofan kation gyok par fennmarad a mérés idéhataranak végéig (2 ns).

Tranziens infravoros mérések a Rutherford Appleton Laboratory, Central Laser Facility nevii

kutatointézetben

Ultragyors tranziens infravords méréseket végeztiink a vad tipust és az N378D fotoliaz
mintadkon (még publikalatlan adatok).
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A fenti abran lathatd vad tipust fotolidz spektruman a félig redukalt allapotban levé FAD
tipikus rezgési modusai figyelhetéek meg (Lukacs et al., J Phys. Chem. B., 2012). A f6 rezgési
modusoknal a lathato tranziens abszorpcional is mért kinetikakat (Lukacs et al., JACS, 2008)
figyelhetjiik meg. E szerint (mint ahogyan az a fenti abran is lathato) a teljes elektron transzfer
mintegy 30 ps alatt végbemegy.

A mutacio kovetkeztében az infravords spektrum jelentésen megvaltozott és jol hasonlit
azoknak a flavoproteineknek a tranziens infravords spektruméhoz, amelyek esetében a flavin
oxidalt allapotban van (lasd Lukacs et al., 2012 ). Lényeges kiilonbség azonban a magas
frekvencias rezgési modusok (> 1700 cm™) megjelenése. Ez ugyanis sem a vad tipusit AppA
esetében, sem a gliikoz oxidaz esetében nem volt megfigyelhetd. A legtdbb fehérje esetében
ugyanis a legmagasabb frekvencia 1700 cm™ kériil jelenik meg és a C4=0 karbonil rezgésének



felel meg. A kiilonbség (a mutacid jellegébdl adoddan) az aszpartit miatt jon létre és
valdszintileg (de ez még tovabbi elemzés targya) az aszpartat deprotondcidja miatt jelenik meg.
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Ultragyors tranziens fluoreszcencia spektroszkopiai mérések

A tranziens abszorpcios mérések mellett tranziens fluoreszcencia méréseket is
végeztiink az altalunk épitett Kerr-kapus spektrométeren (Laptenok Sergey P, Niirnberger
Patrick, Lukacs Andras, Vos Marten H Subpicosecond Kerr-Gate Spectrofluorometry In:
Fluorescence Spectroscopy and Microscopy: Methods and Protocols. Springer, 2014. pp. 321-
336. (Methods in Molecular Biology) (2014)

A mérések értelmezése még nem teljes. Ahogyan az alabbi abran lathat6 az N378D mutans
fluoreszcenciaja gyorsan, mintegy 6 ps alatt lecseng. Ez azonban ellentmond annak, hogy az
oxidalt FAD gerjesztett allapota kevesebb mint egy ps alatt eltlinik, ennyi kell ugyanis ahhoz,
hogy a kozeli W382-es triptofantol elvont elektron kioltsa a gerjesztett allapotot. A tranziens
fluoreszcens mérésekbdl ez a gyors fazis azonban hianyzik (pedig az abran 440 nm kornyékén
példaul jol latszik a Raman szoras megjelenése majd eltiinése).
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Tranziens abszorpcios mérések a us —ms skaldan

A hosszabb iddskalan végzett tranziens abszorpcids mérésekre a franciaorszag Saclay-
ban talalhat6 Comissariat d’Energie Atomique nevii kutatokdzpont Bioenergetika, Struktruélis
Bioldgia és Mechanizmus nevii laboratoriuméban mértiik meg.

Ezeknek a méréseknek a soran sikeriilt a fotociklusnak a gerjesztést kovetd néhany
mikroszekundumtol a néhany milliszekundumig terjedd szakaszat megvizsgalnunk.

A Kkisérletek soran készitettiink egy olyan vad tipusu fotolidzt, amelyben 0.5 mM-0s
imidazol koncentracidval elértiik azt, hogy az FAD oxidalodott. Ennek megfeleléen
parhuzamos méréseket végeztiink a vad tipusu mintan és az N378D mutdnson. A vad tipust
mintan végzett mérésekbdl kideriilt, hogy a flavin oxidaldsa nem véltoztatta meg a fehérje
fotociklusat, ugyanazokat az iddallandokat sikeriilt megfigyelniink, mint korabbi tranziens
abszorpcidos méréseink soran a félig redukalt flavin esetében (Aubert et al., Nature, 2000;
Byrdin et al. PNAS, 2003).

A mutans fotoliaz esetében a fotociklus jelentdsen megvaltozott: 3 mikroszekundummal
a gerjesztést kovetden a flavin egy ujfajta (dltalunk FADx-nek elnevezett) redox allapotba
keriilt és mintegy 22 ms-ra volt sziikség a toltés rekombinédciora szemben a vad tipuson
megfigyelt 2 ms-mal szemben.

Ezeket az eredményeket a kovetkezé publikacioban sikeriilt leirnunk: Klaus Brettel,
Pavel Miiller, Laszlo Grama, Miklos Nyitrai, Andras Lukacs Photochemistry of Wild Type and
N378D Mutant E. coli DNA Photolyase with Oxidized FAD Cofactor Studied by Transient
Absorption Spectroscopy CHEMPHYSCHEM 17:(9) pp. 1329-1340. (2016) IF: 3,138

Tranziens infravoros mérések vad tipusu GFP-n, valamint a T203V és S205V mutdnsokon

A GFP a fluoreszcens fehérjék prototipusa, amelynek esetében a fluoreszcenciat okozé
kromofor két kiilonbozé allapotban fordulhat eld: egy semleges protonalt (A) valamint egy
anionos deprotonalt (B) allapotban, mindkettd gerjesztése zold fluoreszcencidhoz vezet.
Fluoreszcencia spektroszkopiai mérések mar korabban megmutattak, hogy ez a két allapot
proton transzferrel 4ll egymassal kapcsolatban. Munkank soran egy 1j mérési modszerrel a
teljes fotociklust sikeriilt karakterizalnunk (els6ként a vilagon) a femtoszukundumos-
mikroszekundumos idéskalan. A TRMPS (Time Resolved Multiple Probe Spectroscopy) nevii
moddszer szintén pumpa-proba tipusi modszer, a gerjesztést kdvetden azonban nem csak
egyszer, hanem elektronikus késleltetést (is) hasznalva tobbszor atvilagitjuk a mintat. Ennek az
eredménye a széles iddskala, amelyen a tranziens abszorpcids mérések elvégezhetdek.
Meéréseink igazoltak azt a korabbi feltételezést, hogy a fluoreszcencia egy gerjesztett allapoti
proton transzfer eredménye, amelynek soran a proton transzfer a kromofortol egy viz molekulan
majd az S205-6s szerinen at, az E222-es glutaminon keresztiil valosul meg. A fotociklus
vizsgalata érdekében tobb mutanst is készitettiink: az S205V mutans esetében, annak ellenére,
hogy a proton ,,drétot” szakitottuk meg, a proton transzferre tovabbra is sor keriil csak mintegy
30-szor lassabban. Ennek az oka az, hogy a proton transzfer a T203-as treoninon keresztiil
valdosul meg, amely azonban tavolabb helyezkedik el a viz molekulatol.

Ezt a munkéankat az Angewandte Chemistry International cimii szaklapban jelentettiik meg:
Laptenok, Lukacs etal., (IF:11.261)



