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Bevezetés
Flavint hasznalé fotoreceptorok

Eddigi ismereteink alapjan tébb szaz enzim ! tartalmaz flavint valamely formajaban, azonban ezek
kozul az enzimek koézil csak néhany fotoaktiv 23. A fotoaktiv flavoproteinek funkcidja szorosan
kapcsolédik az ket gerjeszt6 fény hatdsara végbemend valtozasokhoz, melyeknek kdszonhet6en
képesek betdlteni a szerepiiket a szervezetben. Ezeket a fehérjéket a fényre adott reakcidjuk
alapjan harom nagy csaladra oszthatjuk: az egy nagy csalddba tartozé fotolidzokra és
kriptokromokra, az LOV (Light Oxygen Voltage) fehérjékre, valamint a BLUF (Blue light sensing

using FAD) domén fehérjékre 4, jelen munka soran utdbbi kerilt el6térbe.

Flavin adenint hasznalé kék-fény szenzorok (BLUF domain)

A BLUF-domén fehérjék szamos algaban és a szekvendlt baktériumok mintegy tiz szdzalékdban
megtalalhatdk >°. A BLUF-domén proteinek szamos bioldgiai funkcidt toltenek be: szerepet
kapnak a fotoszintetikus gének bioszintézisében, biofilm képz6désben és fényelkerilési valasz
kialakuldsaban is 7. Ez a csaldd azért is kiilénleges, mert mig més fotoreceptorok fényérzékelése
esetén jelentds strukturalis vdltozasok zajlanak le a fehérje szerkezetében (pl. kovalens kotés
kialakuldsa), addig a BLUF domén fehérjék esetében csak finomabb mddosuldsok térténnek °.
2002-ben két egymastol teljesen fliggetlen kutatdcsoport egy id6ben fedezte fel 6ket. Az egyik
csoport fotoszintetikus gének expresszidjanak szabalyozdsat vizsgdlta Rhodobacter
sphaeroideben 7°, mig a masik csoport Euglena gracilis alga fényelkerulési valaszat kutatta 0. A
Rhodobacter sphaeroideshez hasonld egyéb fotoszintetikus bibor baktériumokban nagy
intenzitasu fény hatdsara a fotoszintetikus rendszer szabalyozdsa megvaltozik, melynek sordn az
addig gatolt transzkripcids represszor PpsR mikodésbe 1ép, el6segitve a fotoindukalt
kdrosoddsok elkertlését 1112, Példdul az R. sphaeroides esetén kék fény hatdsara nagy mértékben
lecsokken a fotoszintézis, ami alapjan arra kovetkeztettek, hogy a baktérium sziikségszer(ien
rendelekzik egy kék fény érzékelésre alkalmas fehérjével, amely, mint kés6bb kiderilt, a

kévetkezd bekezdésben taglalt AppA >13.

AppA
Az AppA-t 1995-ben fedezték fel ** egy olyan R. sphaeroides mutdnsban, melyben a médosult
fehérje miatt a puc operon nem aktivalddott. Ez alapjan kapta a fehérje az AppA nevet: activation

of photopigment and puc expression A °. A fehérje vizsgalata soran kideriilt, hogy a protein az N-



termindlisnal egy flavint kot, amely alapjan feltételezték, hogy redox-folyamatokban jatszik
szerepet . 2002-ben fedezték fel 7%, hogy kék fény elnyelését kbvetSen jelentds konformacios
valtozdsok torténnek az AppA-ban, aminek kovetkeztében az AppA-PpsR komplex disszocial,

majd ledll a fotoszintetikus gének bioszintézise, mivel a PpsR gatolja azok transzkripciéjat °.

Természetesen a baktériumokban mas BLUF-domén proteinek is szerepet kapnak, mint példaul
a PixD/SIr1694, melyet a Synechocystis cianobaktériumban irtak le el&szér és ami pozitiv
fototaxist eredményez fehér, kék és voros fény(i megvilatitds esetén ©17. A PixD mutdns
baktériumok ezzel szemben a fény forrdstdl intenziven tavolodnak. Ennek magyarazata, hogy a
PixD a PixE-vel pozitiv fototaxisért felel6s komplexet alkot, ez viszont intenziv fény hatdsara ez

esetben gyengul >1&23,

A BLUF-domén szerkezete

A

w104

1. dbra Az AppA-BLUF-domén rontgenkrisztallografids szerkezetének szalag diagramjai. A abra:
WT AppA (pdb:1yrx). B dbra: C20S AppA (pdb:2iyg). A szaggatott vonallal jeldlt hidrogén
kotések kapcsan fontos alkotdelemek: Y21,H44,N45,Q63. A két abra célja a W104 két
lehetséges pozicidjanak bemutatdsa. Az A dbra esetén a triptofan a FAD fele mutat, miga B

abra esetén az ellentétes iranyba all.

A BLUF doménben a FAD, a kozelében elhelyezked6 tirozin, glutamin és triptofan aminosavakkal,

egy tetradot alkot 4. A kék-fény abszorpcidja a tetradd hidrogén-kétés halézatat rendezi &t és ez



hozza létre a BLUF-domén vildgos allapotat, aminek kovetkeztében a sotét-vilagos fotoaktivaciod

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

A tetrad hidrogén-kotés rendszerében bekdvetkezett valtozas jol megfigyelhet6 a fehérje IR
spektrumaban: az FAD C, = 0, karbonil rezgéséhez rendelt hulldmszam érték 2* 20 cm™1-rel
csokken 2226 A tetrad részét képezd Y21-nek, valamint Q63-nak a folyamatban betoltott
kulcsszerepét bizonyitja, hogy ezek mutdcidval vald eltdvolitdsa esetén az emlitett voros

eltolddas nem észlelhetd 425729,

BLUF-domén W104

Az altalunk vizsgdlt W104 szintén fontos tényez6, mivel mutdcidja a fotoaktivacié folyamatanak
jelent8s megvaltozdsat eredményezi #3°. Azokban a mutansokban, ahol ezt a triptofant alaninra
cserélték AppAsur esetében, id6-felbontdsos infravoros kisérletek kimutattdk, hogy a
fotoaktivacié hatasara csak enyhébb strukturdlis valtozasok torténtek a vad-tipusu fehérjéhez
képest. Ezen felll megfigyelték, hogy a fotoaktivalt allapot relaxacidja nyolcvanszor gyorsabban
megy végbe a 104-es pozicidban alanint tartalmazé AppAswr mutdns esetében & 31, Egy masik
vizsgalat sordn, ahol az emlitett triptofant fenilalaninra cserélték AppAsLue-ben, 1.5-szeresére
nétt a fotoaktvacid kvantumhatasfoka, mig a vildgos allapotbdl sotét dllapotba vald
visszatéréshez szilkséges relaxacids sebesség enyhe ndvekedést mutatott 32. A W104A mutécié a
teljes hosszusagu fehérje esetén gatolja a voros eltolddast 33, lényegében érzéketlenné téve a

fehérjét a kék-fényre, ezzel gatolva annak megfelel§ miikodését 3.

Izgalmas kérdés, hogy a 104-es triptofan pontosan hogyan is helyezkedik el az AppA-ban és mas
BLUF domén fehérjékben a fotoaktivacid soran , f6ként mivel az utébbi években egymasnak
ellentmondd eredmények sziilettek. Az AppA els6 kristalyszerkezete alapjan a W104 sotét
allapotban a flavin kozelében helyezkedik el 3*. Ezzel szemben lime Schlichting csoportja gy
taldlta 3>, hogy a W104 a flavintdl elfelé mutat mind sétét, mind vildgos allapotban. Mdas BLUF
domén fehérjék kristalyszerkezet alapjan, ugymint a PixD 3537, a BIrB 38 és az OaPAC *° esetén
ugyanez a triptofan szintén elfele mutatott. S6t az SIr1694 protein szerkezeti modellje alapjan
csupan tizb6l egy krisztallografiai alegység triptofanja allt a flavin irdanyaba, mig a tébbi kifelé

mutatott 3.

Udvarhelyi és tarsai 4°, valamint Collette és tarsai ** egymastdl fuggetlentl ugy vélték, hogy a
triptofan a sotét allapotban a flavintdl elfelé mutat, mig Goyal és Hammes-Schiffer 42 el8z8ektél
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fliggetlen energetikai szamitasuk alapjan azt allitottak, hogy mindkét elhelyezkedés lehetséges,
s6t a befele mutatd a stabilabb. NMR szerkezeti kisérletek 3, valamint UV rezonancia Raman
kisérletek is a befele mutatd allapotot erdsitették meg a sotét allapot vizsgédlata soran 44,
Fluoreszcencia kisérletek szerint a triptofan nincs teljesen kitéve az olddszernek, ettél fliggetleniil

a pozicidja tovabbra is vitatott maradt 4334,

Célkitlizések

Az optogenetika fejl6désével egyre slirget6bb a fehérjék fény indukdlta folyamatainak pontos
megismerése. Az adekvat informacidk hozzasegithetnek benniinket bizonyos élettani események
fénnyel torténd szabalyozdsahoz. llyen folyamat az AppA fotoaktivacidja is, melynek eddigi
leirdsai ugyan ellentmondasokkal tarkitottottak, azonban ezek tisztdzdsa segitheti mas

jelenségek megértését is.

Munkank célja feltérképezni az AppA 104-es triptofanjanak fotoaktivacid soran tanusitott
viselkedését, valamint feloldani a szakirodalomban taldlhaté latszélagos ellentmondasokat. A
munka tovabbi célja a W104 pozicidjanak vizsgalata a FAD-dal térténé kdlcsénhatasanak
fényében. Ezeket a folyamatokat igyekeztiink minél tébb moddszerrel megvizsgalni, hogy
elegendd bizonyitékot szerezziink a W104 dinamikdjanak hiteles leirasahoz, ezért fluoreszcencia
élettartam-lecsengés, anizotrépia-lecsengés, kioltasi, tranziens infravoros és FRET méréseket
végeztink. A mérések soran elengedhetetlen biztositani, hogy a kinyert adatok valéban a W104-
re vonatkozzanak, ennek érdekében térekedtiink a potencialisan zavard tényezéket a lehet§

legteljesebb mértékben kizarni.



Felhasznalt anyagok és eszk6zok
Anyagok
A TCSPC mérések soran hasznalt nyul majbdl szarmazé lll-as tipusu glikogént a Sigma-Aldrichtdl,

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

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

Az AppA vizsgdlt BLUF doménjét (AppA 5-125) BL21(DE3) Escherichia coli sejtekben
expresszaltuk, melyet a s6tétben térténd fehérje preparalas és tisztitas mddszere kdvetett 6. A
W64F, W64F/W104A és Y21F/Y56F/W64F mutansokat PCR amplifikacidval, overlap extension
mutagenezissel készitettik Ndel és BamHI resztrikciés enzimek segitségével a vad-tipusu

PET15b_AppAsLur-bdl.

Az Y21F/Y56F/W64F/W104F AppAsur mutans el6allitasdhoz szikséges DNS szekvenciat a

Thermo Fisher Scientific-t6l szereztiik be.
Az elGallitott mutansokat ellendrzésképpen DNS szekvencia analizisnek vetettlik ala.

A 7-aza-W104/W64F mutanst a Belgian Coordinated Collection of Micro-Organisms-tél vasarolt
Triptofan auxotrof M5219 Escherichia coliban allitottuk el6. A W64F AppAsiur-ot kddold
plazmidot hé-sokkal M5219 E.coli-ba transzformaltuk. Egy koldniat 25 ml Luria Broth-ba
oltottunk és egy éjszakan at 37°C-on 200 rpm-en inkubaltuk, amelyet ezt kdvetéen 1 liter M9-be
ontottink, amelyben a sejtek 30°C-on novekedtek, amig az ODeoo nm nagyjabdl 0.6 nem lett.
Ezutan a sejteket Trp elvonas végett haromszor mosé pufferrel tisztitottuk 6sszesen 1 liter M9
asvanyi sos 20%-os gliikdz tartalmu médiumban. A mintat tovabbi 30 percig tenyésztettiik 30°C-
on, hogy biztos legyen a Trp elvonas #’. Ezt kévetSen 7-aza-triptofant, egy triptofan analdgot
adtunk hozza a kultirdhoz, majd tovabbi 15 percig inkubaltuk, utdana a hémérsékletet 18°C-ra
csokkentettiik 30 percre. A protein expressziét 0.8 mM izopropil B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG)-al indukaltuk. A sejteket ezt kdvetéen kinyertik, lizaltuk és tisztitottuk Ni-NTA affinitas
kromatografidval, a szakirodalomban olvashatoknak megfelelen 4. Az apoprotein a protein

expresszio soran keletkezett, és méretkizard kromatografiaval kilonitettlk el.



Steady State optikai és fluoreszcens mérések

Abszorpcios spektrumokat Perkin Elmer Lambda XLS+ és Jasco V-660 spektrofotométereken
vettlink fel. Fluoreszcencia emissziés spektrumokat pedig Horiba Jobin Yvon Fluorolog
spektrofluoriméterrel rogzitettiink. A gerjesztéshez hasznalt hullamhosszak 295 nm, 310 nm, 350
nm, valamint 455 nm voltak. A résméret mind a gerjesztési, mind az emisszids oldalon 5 nm volt.

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

Kioltasi mérések

Az abszorpcids méréseket Jasco V-660 spektrofotométeren, mig az emisszidos méréseket Horiba
Jobin Yvon Fluorolog spektrofluoriméteren végeztiik. Emissziés mérések esetén 310 nm-es

gerjesztést alkalmaztunk, 10 nm-es réssel a gerjesztési és az emisszids oldalon egyarant. A

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

Nanoszekundomos id6-felbontasos fluoreszcencia lecsengés mérések

Id6-felbontdsos fluoreszcens mérések a nanoszekundumos skalan Horiba Jobin Yvon Nanolog
FL3-2lhr spektrofluoriméteren zajlottak TCSPC (id6korrelalt egy-foton szamlalasos) izemmadban
R928P Hamamatsu fotonsokszorozd segitségével. Detektor fesziltségnek 950 V-ot alkalmaztunk.
A mérési tartomany 200 ns-t olelt fel, a gerjesztés ismétlése 1 MHz-es, a szinkronizacids
késleltetés 50 ns-os volt, a résszélesség 10 nm volt. A lecsengési gorbék pontjait 4096 csatornaba
tobb-csatorna analizator segitségével rendeztiik, 55 ps-os csatornaszélesség mellett. A
dekonvolucids mlivelet elvégezhet6sége érdekében az impulzusvalasz fliggvényt vizben oldott

glikogén segitségével vettik fel (félértékszélesség ~1ns).

A fluoreszcencia élettartam mérések esetében a gerjesztést 7-aza-triptofan esetében 321 nm-en,
mig FAD vizsgalata soran 455 nm-en impulzus GUzemmaddban m{koédé nanolLED-el (Horiba)
végeztik. Az impulzus id6k < 1 ns és 1.2 ns-ok voltak. A fluoreszcencia emissziét 321 nm-en és
455 nm-en torténd gerjesztést kovetéen rendre 380 nm-en és 520 nm-en rogzitettik. A
megfelel6 emisszids hulldmhossz szelekcidja a rendszer beépitett monokromatora segitségével
tortént. Minden mérés a Data Station v 2.6-0s szoftver segitségével zajlott, az élettartam és

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

A BLUF-domén proteinek vilagos allapotanak elérése érdekében Thorlabs M385 L2C1, 385 nm-es
csucshulldmhosszal rendelkezé LED-et hasznaltunk, amit a minta fo6lé helyeztiink, majd az

elrendezést sotét lepellel takartuk le. A vilagos allapotot 10 perc megvilagitas utan értiik el. A
7



minta koncentracidja az 5-10 pM-os tartomanyba esett. A fluoreszcens mérések soran folytonos
megvilagitassal tartottuk a mintakat vilagos allapotban. Annak érdekében, hogy a 385 nm-es
szort fény zavard hatdsat elkeriljik UG11 sz(ir6t helyeztiink a minta és a detektor kozé. A
mérések sordn 10 mm x 1 mme-es kvarc kivettakat alkalmaztunk. UV-ba és lathatd tartomanyba
es6 abszorpcids spektrumokat vettlink fel a fluoreszcens mérések el6tt és utan a vildgos allapot
ellen6rzése érdekében, Thermo Scientific Evolution 600 UV-vis spektrofotométrer

alkalmazasaval.

Pikoszekundumos id3-felbontasos fluoreszcencia mérések

IdS-felbontdsos pikoszekundomos tartomdanyba esé méréseket spektrdlisan felbontott Kerr-
kapuzott femtoszekundomos fluoriméterrel végeztiink. Az elrendezés Kerr-zarat alkalmaz 484, és
lehetdséget kindl arra, hogy a fluoreszcens spektrumot kozel 100 femtoszekundumos és
maximum néhany nanoszekundumos iddskalan vegyiik fel *°. A kezdeti 780 nm-es lézernyalabot,
melyet egy 1 kHz-es Ti:zafir |ézer/erGsit6 rendszer (Quantronix Integra-C) general, kettéosztjuk
és az egyik utvonalon egy BBO kristdly segitségével a frekvenciakétszerezés jelenségének
koszonhet6en 390 nm-es gerjeszté impulzussad alakitjuk. A masik, tovdbbra is 780 nm-es
sugarrészt egy motorizalt késleltet6 rendszer felé tereljik, majd a Kerr-kdzegre fékuszaljuk, ahol
térben atfedésbe keriil a minta fluoreszcenciajaval. A haszndlt Kerr-anyag a CS2 volt, melynek
valaszfliggvény-szélessége kozel 1.2 ps. A mintat 1 mm-es Uthosszu optikai cellan aramoltattuk
keresztlil perisztaltikus pumpa segitségével. A vilagos allapot elérése érdekében a mintatartét
ThorLabs M450LP1 450 nm-es LED lampaval vildgitottuk meg. A tranziens fluoreszcecnia
spektrumokat maximum 1500 ps-os id6ablakokkal vettiik fel. Az id6beli és térbeli felbontasu
adatok globdlis analizisét diszkrét szamu komponens linedris kombindciéjat hasznalva, mindre

kilon exponencialis sebességi dllanddt és lecsengéshez kapcsolt spektrumot feltételezve 2, a

Glotaran szoftverrel végeztik el 2.

Tranziens infravoros spektroszkopia

Az infravords tranziens abszorpcids (TRIR) mérések a Rutherford Appleton Laboratories Central
Laser Facility 10 kHz ULTRA rendszerében késziiltek 3. Az ULTRA szdz femtoszekundum alatti
id6beli felbontast, kivald stabilitast, széleskorld hangolhatdsagot biztosit a [athatd tartomanyban,
valamint nagy savszélességet az IR proba esetében. A méréseink alkalmaval a lathaté pumpa - IR

prdba elrendezést haszndltuk. A gerjeszt6 pumpa hulldmhossza 450 nm volt, impulzusonként par



szaz nJ-os energidval, melyet egy 100 pm? nagysdagu teriiletre fokuszaltunk. Az impulzus energiat
ugy allitottuk be, hogy a kinetika fliggetlen legyen a pumpalds energiadjatol. A mérés soran a
pumpa altal indukalt abszorpciévaltozast mértik az infravorés tartomanyban. Az altalunk
hasznalt préba nyalab szélessége kdzel 500 cm?, igy a méréseink tipikusan az 1300-1800 cm™-es

tartomanyba estek.

Eredmények
FRET mérések

Annak érdekében, hogy kvantitativ informacidkat szerezzlink a fotoaktivacié folyamata soran a
Trp104 poziciéjardl fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) méréseket végeztiink,
kétféle mddszert alkalmazva. Az egyik mddszer a donor fluoreszcencia élettartamanak mérése az
akceptor (FAD) hidnydban és annak jelenlétében. A masik lehet6séget az un. akceptor
érzékenyités technikdja jelenti, melynek soran a donortél szarmazé energiat az akceptor
abszorbedlja, a vizsgalat targyadt pedig az akceptor fluoreszcencidjdban bekovetkezd

intenzitasnovekedés képezi.

A 7-aza-Trp analég (7AW) hasznalatanak el6nyei

A W104-en kivil az APPAg.ur tartalmaz még egy triptofant, a 64-es pozicioban (W64). Annak
érdekében, hogy ennek a FRET-hez vald hozzajaruldsat elkeriiljik a W64F muténst hasznaltunk a
méréseink soran, melyben a triptofant egy fenilalaninre modositottuk, melynek a fluoreszcencia
intenzitasa az altalunk haszndlt gerjesztés esetén elhanyagolhatd. Annak érdekében, hogy
elkeriljiik a két tirozin (Y21 és Y56) fluoreszcencia emisszidjat, az APPAg.ur vizsgdlatakor a 295
nm-t valasztottuk gerjeszté hullamhossznak, ugyanis ebben az esetben a tirozin abszorpcié

minimalis.

Varakozasainkkal ellentétben a triptofan nélkili mutans W64F/W104A is jelentds fluoreszcenciat
mutatott 345 nm-en, ami valdszin(sithet6leg a triptofantdl eltéré fluorofér jelenlétére utal,

amely szintén hozzdajarul a FRET-hez a W104 mellett.

Tirozin esetében ismert, hogy magas pH-n deprotondlddik és tirozindt lesz belSle, amely a

triptofanhoz nagyon hasonlé fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezik.

A kornyezeti pH emelkedésének eredményeképpen a 295 nm-en mért abszorpcid megnd, mig a

270 nm-en felvett lecsokken, valamint a fluoreszcencia emisszié csicsa 303 nm-rdl eltolédik 340



nm-re °*>>, Ez ltaldban 10.5-nél magasabb pH-n kovetkezik be, mely a szabad tirozin pKa értéke
6, Tdbb protein kapcsan megfigyelték, hogy a szabad tirozinhoz képest a fehérjén levé tirozin
reziduum alacsonyabb pKa értékkel rendelkezik, ami tirozindt formacidhoz vezet és igy

fluoreszcencia emisszio jelenik meg 340 nm koérnyékén, még pH < 10.5 esetén is >70,

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

figyelve és megdllapitottuk, hogy a tirozin pKa értéke a fehérjénk esetén 8.0.

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

triptofan nevd triptofan analdéggal cseréltiik ki.

7-aza-triptofant 50 évvel ezel6tt épitettek el8szér fehérjébe 61, ami idedlis, nem-invaziv, in situ
szondaként mi(likodhet, amennyiben a fehérjék strukturajat és dinamikdjat vizsgaljuk.
Alkalmazdasanak el6nye, hogy minimalis strukturalis és funkcionalis valtozast okoz a fehérjében,
mikozben kedvez6 spektralis tulajdonsagokkal rendelkezik a kanonikus triptofanhoz vagy mas
triptofan analdgokhoz képest 6263, Ez konkrétabban azt jelenti, hogy a 7-aza-triptofan abszorpcids
maximuma 10 nm-t, fluoreszcencia maximuma pedig kdzel 50 nm-t tolédik el voros irdnyban a

kanonikus Trp-hoz képest®.

A 7-aza-triptofan abszorpcids maximum voros-eltolédasa lehetévé teszi szamunkra, hogy a 7-aza-
triptofan analdgot szelektiv modon gerjessziik A4 j = 310 nm segitségével, ahol a kanonikus
triptofan ezen a hulldmhosszon mar nem abszorbeal, és ezzel megszabadulhatunk az emlitett 295

nm-es tirozinat abszorpciotol.

A fehérje strukturalis valtozasa a kanonikus Trp-hoz képest hidrofilabb kotések miatt csak

minimalis, ahogy az a flavin abszorpcids spektrumabdl is [atszik, amely hasonlé a W64F-éhez.

Masrészt a FAD izoalloxazin abszorpcios maximumanak karakterisztikus voros eltolddasa vildgos
allapot esetén hasonlé, mint a W64F mutans esetében. Végiil a sotét allapot visszaalakulasi

sebessége, mely kb. 14 perc, megegyezik a W64F-ével.
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FRET: 7-aza-W104/W64F AppAs.ur fluoreszcencia élettartam mérései
Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a 7-aza-triptofan és a FAD kozotti FRET hatasfokat (E) id6
korreldlt egy foton szamlalasos (TCSPC) méréseket végeztiik az apoproteinen és a proteinen sotét

és vilagos allapotokban.

A FRET hatasfokot a kovetkez6 egyenlettel szamoltuk:

Tpa
E — 1 -
Tp (1)

Ahol tp, a 7-aza-triptofan donor fluoreszcencia élettartama a FAD akceptor jelenlétében, tp

pedig az 6nallé donor fluoreszcencia élettartama.

Kiszamolva a FRET hatasfokot az atlag élettartamokat haszndlva, s6tét allapot esetében 23%-os
hatasfokot kaptunk, a vilagos allapot esetében pedig 40%-osat. A triptofan és a flavin atlagos
tavolsagat ezen értékekbdl becsiiltiik. igy sotét dllapot esetén a 7-aza-triptofan és flavin
tavolsagot 20.5 A-nek becsiltik, mikdzben a vildgos allapot esetén a triptofan és a flavin

tavolsaga 9.5 A-nek adddott.

FRET: akceptor érzékenyités modszere

A fluoreszcens intenzitds triptofan és flavin kozti FRET miatti erGsodését 7-aza-W104/W64F
mutdanson mértik, hogy elkerljiik a tirozinat fluoreszcenciat. A 7-aza-W104 és a flavin kozotti
FRET hatasfok szamolhatd a triptofan emissziés intenzitdsdnak csokkenésébdl vagy a flavin
emisszio meger6sodésébdl, melyeket a rezonancia energia transzfer okoz. Az utdbbi médszer az

akceptor érzékenyités nevet viseli %4>, A FRET hatédsfokot a kévetkez8 egyenlettel szamolhatjuk:

_ @) [l ™ 11 )

g9 [ (g™
Ahol sA()lgerj) és &p (A‘gerj) az akceptor és donor extinkcids koefficiensek a donor gerjesztési

(Agerj = 310 nm) hulldmhosszan. I, (A5™) és 1,(A5™) pedig az akceptor intenzitasok a donor

jelenlétében, valamint anélkll az akceptor emisszids hullamhosszan nézve (A3 = 505 nm).

Az adatok elemzése a FAD emisszid jelentds ndvekedését mutatta a donor jelenlétében mind a
sotét, mind a vildgos allapot soran, mely hatasos FRET jelenlétére utal a 7-aza-triptofan és a FAD

kozott. Ez a fluoreszcencia er8sddés a vilagos allapotban még hangsulyosabb. A FRET hatasfokot

11



]

Esster = 42% €s Eyji390s = 59%-nak szamoltuk, melyekhez Rgsper = 17.7 A és Ryiisgos = 8.3 A

tavolsdgok jarulnak a sétét és vildgos allapotban 2>:%6,

7-azaTrp-W64F akrilamid kioltasi mérései

Annak érdekében, hogy a 104-es triptofan hozzaférhetSségérdl képet kapjunk, fluoreszcencia
kioltasi méréseket is végeztiink, megismételve a szakirodalom egy kordbbi kisérletét 33,
Esetlinkben a kioltasi mérések soran is az analdg triptofant tartalmazd 7-azaTrp-W64F mutanst
hasznaltuk, hogy 310 nm-es gerjesztést alkalmazva elkeriljik a tirozinat fluoreszcenciajat. A
minta fluoreszcencidjat 370 nm-en detektaltuk. A mérés alkalmaval tiz |épésben ugyanazt az
akrilamid mennyiséget adtuk hozzd a mintahoz, igy fokozatosan ndvelve a kioltd molekuldk

koncentrdcidjat a rendszerben.

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

feltételezést tamasztja ald, miszerint sotét allapotban a triptofan a Trpiint poziciéban van.

Anizotrépia mérések
Annak érdekében, hogy a W104 konformacids dinamikajat és térbeli korlatait megfigyeljik id6-

felbontdsos fluoreszcencia anizotrépia lecsengés méréseket végeztiink.

A T T T T T T T T B 04 T T T T T T T T T

0.3F

0.2

r(t)

0.1}

_02 1 . 1 . 1 N 1 N 1 N
0 10 20 30 40 50

t (ns)

2. abra Fluoreszcencia anizotropia lecsengése 7-aza-W104/W64F AppAswur esetén sotét (A) és

vilagos (B) allapotokban.

Egy exponencialis illesztése a kovetkez6 lecsengési konstansokat szolgdltatta: G454 = 1.5 £

0.06 ns valamint 8,350s = 11.1 £ 0.5 ns. A sétét dllapotd révid korreldcios id6 a triptofan
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szabad forgdsat jelenti. A megfigyelt 11 ns-os hosszabb rotacios korrelacids id6 a vilagos allapot
esetében az egész protein forgdsat jellemzi és 6sszhangban van azzal az értékkel, mely a Visser-
féle empirikus formulabdl kovetkezik ®’. Ez a megfigyelés arra enged kdvetkeztetni, hogy kék fény
hatdsara a W104-es triptofan kozelebb keril a flavinhoz és valdszin(ileg hidrogén kotést létesit

egy kozeli aminosav reziduummal, feltehet6leg a Q63-mal.

Flavin fluoreszcencia élettartama sotét és vilagos allapot esetén

A kozeli aromds aminosavakrdl, példaul triptofanrél vagy a tirozinrél a gerjesztett allapotu flavin
kromofdr irdnydba torténd ultragyors elektrontranszfert szamos flavoproteinnél megfigyelték,
ugymint a glukdz-oxiddz, a flavodoxin, a riboflavin koté fehérje, a fotolidz/kriptokrémok és a ThyX
esetében %72, Ez az ugynevezett fotoindukalta elektron transzfer (PET), ami a flavin
fluoreszcencia élettartamanak jelent6s csokkenéséhez vezet. A flavin fluoreszcencia élettartam
sotét és vildgos allapotban torténé detektalasahoz TCSPC és Kerr-kapuzott fluoreszcencia
spektroszkdpiat >° alkalmaztunk, amivel a W104 helyzetérdl és a fotoaktivacié sordn a kioltd

mechanikara gyakorolt hatasairdl kivantunk tovabbi informaciét nyerni.

A globalis analizis a flavin kapcsan két domindns fluoreszcencia élettartamot talalt. A 7-aza-
W104/W64F esetén a sotét allapotban jelen van egy 74s:6¢ = 500 ps-os lecsengési konstansu
domindns fazis, amely koril-belll 6tvenszer lassabb, mint a vilagos allapotd domindns fazis
Tester = 11 pslecsengési konstansa. A vilagos allapot gyorsabb lecsengése arra utal, hogy a flavin
gerjesztett dllapotdban kiolté hatds érvényesil, mégpedig a kozeli aromas reziduumokrdl torténdé
elektron transzfer miatt, mely reziduumoknak ezek alapjan kozelebb kell kerilnitk a flavinhoz a

sotét allapotu pozicidjukhoz képest.

A fentiekbdl kifolydlag az AppA W64F vilagos allapotu fluoreszcens lecsengésének drasztikus
gyorsulasat a W104 flavinhoz vald kozeledésének tulajdonitjuk, emiatt vilagos allapotban f6
kioltoként mlkodhet. Emellett a W64F AppAsur emisszids spektruma a vilagos allapotban
elvesziti az ~500 nm korili karakterisztikus rezgési vallat. A valtozdsokat a fluoreszcencia

csokkenése kiséri és feler6s6dott elektron transzferre utalnak vilagos allapot esetén.

Tranziens infravoros mérések

Az AppAsLur protein kék fénnyel torténé megvilagitasahoz két6d6é dinamika tanulmanyozdsa
érdekében tranziens infravoros méréseket végeztiink a sotét és vildgos allapotokban az AppAsLur

WG64F mutanson.
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A W64F AppA mutdns sotét és vilagos allapotat jellemzd spektrumok dsszehasonlitdsa ~9 cm™
lefelé tolédast mutatott a vildgos allapotban a C4=0 karbonil savnal. Ez hasonlit a WT AppA
esetében megfigyelt eltoléddshoz és a C4=0-val Ujonnan kialakitott hidrogén kotésnek
tulajdonithaté. A mérés eredménye demonstralja, hogy a W104 vilagos allapotdban a rigid
kornyezet a flavinnal létesitett H-kotésnek kdészonhet6 és aldtamasztja a FRET méréseinket,

melyek szerint a W104 kozelebb van a flavinhoz vilagos allapotban.

Ez szintén 6sszhangban van az anizotrdpia lecsengés méréseinkkel, melyek lassabb rotacids
korreldcios id6t (~11 ns) mutatnak a W104 vildgos allapota esetén, annak rigidebb kérnyezetét

tiikrozve. 2.

Konkluziok

Az AppAsur 104-es triptofanjanak a fehérje fotoaktivacids folyamatdban jatszott szerepét és
funkcionalis dinamikdjat szdmos technika alkalmazdasaval tanulmanyoztuk, aminek soran tébbek
kozott a fehérjébe torténé mesterséges aminosav beépitést, floureszcens modszerek széles korét
és id6-felbontasos infra-voros spektroszképidt is alkalmaztunk. A fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (FRET) mérések és a W104-nek a mesterséges 7-aza-triptofan amino savra valé
modositasa kvantitativ informdciot szolgdltattak a W104 pozicidjardl sotét és vilagos
allapotokban. Vilagos stadiumban a W104 mobilitasa korlatozottabb, mint a sotét allapotban,
ami a megerdsitett H-kotés rendszer hatdsanak tulajdonithaté. Erre a fluoreszcencia anizotrépia
mérések sordn kapott hosszu rotacids korrelacids id6k segitségével (~11 ns), valamint az
infravoros mérések alkalmaval tapasztalt C4=0 karbonil csucs alacsonyabb frekvencidk felé
tolédasanak rogzitésével deritettlink fényt. Ezeken fellil az akrilamid kioltasi mérések is amellett
szbélnak, hogy a sotét allapotban hozzaférhet6bb a W104. Raadasul a vilagos allapotban a révid
flavin fluoreszcencia élettartamok hatasos elektron transzferre utalnak, ami a kromoférhoz kozeli
elhelyezkedési W104-r8l zajlik a gerjesztett allapotd flavin irdnydba. Osszességében a
tanulmanyunkban megvizsgaltuk az AppA fotociklusa sordn a 104-es triptofan pozicidjaval
kapcsolatban felmeriilt korabbi ellentmondasokat. Konkldzidink azt a modellt tamogatjak, amely
szerint a vilagos allapotban a W104 kozelebb van a flavinhoz, mint a s6tét allapotban, mely utdbbi

esetben attdl elfele mutat és kevésbé zart kornyezetben van.
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Az alabbi pontokban a munkam f6 eredményeit emelem ki .

1) AppA-ban taldlhaté FAD kromofér és a 104-es triptofan kozotti FRET vizsgdlata sordn végzett
steady state fluoreszcencia méréseink ravilagitottak arra, hogy az AppA 104-es triptofanjanak
tanulmanyozasahoz nem elegendé a W64F mutdcié, mivel a méréseket a fehérjében taldlhatd
mas fluoroférok jelenléte is befolydsolja.

2) Az abszorpcios pH fligg6 méréseink kimutattdk, hogy az 1-es pontban emlitett fluoreszcens jel
tirozinattdl szarmazik. A méréseink ravildgitottak arra, hogy a fehérjében |évé tirozin a szabad
tirozinhoz képest alacsonyabb pK értékkel rendelkezik, ezért alakul at tirozinatta.

3) Az 1-es pontban felmeriilt nehézséget 7-aza-triptofan analdg alkalmazasaval oldottuk meg. Az
analég hasznalatanak el6énye, hogy a tobbi fluorofértél elkilondlten vizsgdlhatdak
spektroszkdpiai tulajdonsagai.

4) A fentieket figyelembe véve, a kovetkezé pontokban jelolt méréseinkkel igazoltuk, hogy a
fotoaktivalt dllapotban |év6 104-es triptofan a FAD felé fordulva, ahhoz kozelebb helyezkedik el
a sotét allapothoz képest.

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

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

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

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

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

10) Tranziens infravoros méréseink megerdsitették, hogy a fotoaktivacio soran a FAD a sotét

allapothoz képest kdzelebb keriil6 W104-el hidrogén kotést létesit.
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