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Van-e kozos avandormadarak, arovarok és afotoszintetikus baktériumok
kozott? Egy biztosan, mindegyikben van egy flavin alapa fotoreceptor,
amely a létiikhoz elengedhetetlen. A vandormadarak tajékozddasa és
a rovarok napi ritmusanak kialakitasa példaul egyarant a kriptokrom
nevli kék fény fotoreceptor segitségével valésul meg. A Rodobacter
sphaeroids nevlu fotoszintetikus baktérium pedig egy BLUF domén
fehérje segitségével védekezik a tul sok fénnyel szemben.

A természetben kozel kétszaz flavoproteint ismeriink, amelyek a flavinok
valtozatos redoxallapotainak kodszonhetéen szamos fontos folyamatban
jatszanak kulcsszerepet, ezek kozil azonban csak néhany fotoaktiv, vagyis
olyan, amelynek mikddéséhez esszencidlis a fényabszorpcid. A fototropizmus, a
fototaxis, vagy a cirkadian ritmus szabalyozasa mind olyan folyamat, amelyben
fotoaktiv flavoproteinek fontos szerepet jatszanak.

A novények fototropizmusa - vagyis a fény irdnyaba vald forduldsa és
novekedése - példaul az ugynevezett LOV (light-oxigen-voltage) tipusu fotoaktiv
flavoproteinekkel valésul meg, amelyekben a fényabszorpciét kévetéen az FMN
molekula C4-es atomja és egy kozeli cisztein kdzott kovalens kotés jon létre,
|étrehozva a fehérje szignalling allapotat. Szamos él6lény esetében figyelhetd
meg a fototaxisnak nevezett folyamat - amikor az adott organizmus a fény
iranyaba, vagy a fénnyel ellentétes iranyba mozog - amely mogott szintén
fotoaktiv flavoproteinek allnak.

Fotoliazok és kriptokromok

A fotoaktiv flavoproteinek kdzott kilénleges helyet foglalnak el a kriptokrom/
fotolidz fehérjecsaladba tartozdé fehérjék, amelyek szamos egzotikus funkciot
képesek ellatni. A kriptokrom/fotolidz fehérjecsalad egyetlen ismert tagja sokaig
a fotoliaz volt, amelyrdl tébb mint 6tven évvel ezeldtt fedezték fel, hogy kék
fény hatasara képes a DNS-ben létrejott hibak javitasara. Claude S. Rupert és
munkatarsai H. influenzae térzsbdl kivont DNS-t vilagitottak meg UV fénnyel,
amelynek kovetkeztében a transzformacios hatasfok jelentésen csokkent. Ezt
kovetben, az UV altal karositott DNS-hez sejtmentes E. coli kivonatot adtak,
majd kék fénnyel megvilagitottak. Ruperték azt vették észre, hogy megvilagitas
nélkil az E. coli nem gyakorolt semmilyen hatast, kék fény hatasara azonban a
transzformacids hatasfok tizszeresére nott, amibdl arra kdvetkeztettek, hogy az
E. coli tartalmaz egy fénnyel aktivalt enzimet, amelyet fényreaktivald enzimnek,
késobb pedig fotolidznak neveztek el. A fotolidz m(ikddésének molekularis
részletei azonban még évtizedekig rejtve maradtak. A fotolidz mikoédésének
megértésében Aziz Sancar nyolcvanas években végzett kisérletei jatszottak donto
szerepet, aki kimutatta, hogy a javitas fényindukalt elektron transzfer hatdsara
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valosul meg. Az altala végzett kisérletek arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
fotolidz a fényabszorpcidt kdvetden felhasitja az UV fény altal Iétrehozott pirimidin
dimereket. E mogott egy elegans molekularis folyamat all: a fényabszorpciot
kovetbéen a flavin kofaktorrdl egy elektron ,ugrik” a pirimidin (Pyr) dimerre,
aminek kovetkeztében a kotés felhasad — vagyis a DNS szal javitasa megtorténik
- majd az elektron visszakerdil a flavinra (lasd az 1. abran).

kozeli UV
) A
FADH

Llekiron

C o,
@ PYD  transzfer
e .

Elektron transzter

1. abra. A fotoliaz javitasi mechanizmusa.

A javitasi folyamat fontos feltétele, hogy a flavin kofaktor (FAD) teljesen redukalt
(FADH") allapotban legyen. A fotoliazban az expresszalast és tisztitast kdvetden a
flavin a félig redukalt redox allapotaban van. Klaus Brettel és Marten Vos kollégaim
az ezredforduldon fedezték fel [1], hogy lathato fény hatasara a flavin teljesen
redukaldédik, méghozza egy elektrontranszfer segitségével, amelyben harom
kozeli triptofan vesz részt. A folyamatot fotoaktivacidonak nevezték el, amelyet
k6z0s munkank soran az elmult néhany évben sikerilt részletesen jellemeznink.
Kisérleteink soran azt sikertlt igazolni, hogy a flavin fényabszorpcidjat kovetéen
a legkozelebbi triptofanrol (W382) egy elektron ugrik a flavinra, amely (a
javitashoz sziikséges) FADH- allapotba kerl. Ezt kdvetden egy elektron ugrik a
masodik (W359) triptofanrdl az elsére, majd a terminalis triptofanrél (W306) a
masodikra, hogy poétolja az elektron hianyt. Kisérleteink soran azt allapitottuk
meg, hogy a fényabszorpciot kovetd elektron transzfer kaszkad mintegy 30 ps
alatt megvaldsul, ami tekintettel a flavin és a termindlis triptofan kozotti 15 A
tavolsagot, egy igen hatékony nagy hatétavolsagu elektron transzfer folyamat.

Fizioldgias korilmeények kozott a fotolidzban nagy valdszinlséggel nem keril sor
fotoaktivaciora, az altalunk leirt jelenségnek a kriptokrémokban van kiemelked6
szerepe. A kriptokrdmok ugyanis olyan a fotoliazokkal homoldg fehérjék, amelyek
nem képesek a DNS szal javitasara. Az altalunk karakterizalt triptofan lanc
(vagy nanodrot) viszont az 6sszes kriptokromban jol konzervalt és kulcsszerepet
jatszik a fehérje mikodésében.

A kriptokromok felfedezésekor - a kilencvenes évek kezdete - eleinte az sem
volt vilagos, hogy mi a fehérje funkcidja, innen szarmazik az elnevezés is.
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2. abra. A fotoaktivacié folyamata a triptofan ,, nanodroét” segitségével [2].

Késobb kidertlt, hogy a fehérje egy kék fény fotoreceptor, amely a névényekben
a novekedés szabdlyozdsaban vesz részt. 1996-ban fedezték fel, hogy a
kriptokrdmok emberekben és egerekben is megtaldlhatéak, majd 1998-ban
sikertlt bizonyitani, hogy ezek a fehérjék fénytél fliggden vagy akar attol
figgetlenll is a cirkadian ritmus szabalyozasaban vesznek részt. Nemrégiben
valt ismertté a kriptokrémok talan legegzotikusabb funkcidja, a féld magneses
terének ,érzékelése”, amellyel a kolt6z60 madarak tdjékozdédasa megvaldsul. A
fény abszorpciot kovetéen a kriptokromokban ugyanis egy flavin és egy triptofan
gyOk par jon létre, ami kdlcsdnhat a féld magneses terével. A jelenség az elméleti

« 7.

N4

BLUF domén fehérjék

A fotoaktiv flavoproteinek masik kiterjedt csaladjat alkotjdk a BLUF domén
fehérjék, ahol az elnevezés (BLUF = blue light using FAD) minddssze arra utal,
hogy a kék fény érzékelése az FAD-t tartalmaz6 domén segitségével valdésul meg.
A legismertebb és legtdbbet vizsgalt BLUF domén fehérje az AppA (activation
of photopigment and PUC A protein), amely a Rhodobacter sphaeroides nevl
fotoszintetikus baktériumban taldlhatd, feladata a transzkripcidés regulacio.
Sotétben az AppA hozzakétddik a PpsR ( photopigment suppression in R.
sphaeroides) nev( transzkripcios faktorhoz, intenziv kék szin( fény hatasara az
AppA-PpsR komplex disszocialodik, lehetévé téve a PpsR DNS-hez kotodését,
ledllitva a fotoszintetikus gének bioszintézisét. Ez a mechanizmus klilonlegesen
érdekes, mivel az N terminalisnal elhelyezked6 BLUF doménben végbemend
fotokémiaifolyamatok a Cterminalisnal olyan strukturalis valtozasokhoz vezetnek,
amelynek eredményeképpen a PpsR levalik az AppA-rél. Sajat kisérleteink arra
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utalnak, hogy a fényabszorpciét kévetéen az FAD korilli aminosavak hidrogén
kotés haldzata atrendezddik [3] és ez inditja el azt a strukturalis atrendez6dést,
amelynek kdvetkeztében az AppA-PpsR komlex disszocialddik. A fotoaktivaldédast
és a strukturalis atrendez6dést kililondsen érdekessé teszi, hogy a fényabszorpciot
kovetd hidrogén kotés rendszer atrendez6dése a pikoszekundumos skalan
valosul meg, mig a vilagos allapotba vald teljes atmenet mikroszekundumok
alatt jon létre. Az Oxford kozeli Rutherford Appleton Laboratory-ban dolgozdé
kollégaimmal a kozelmultban els6ként végeztink olyan kisérleteket, amelyek
soran ugyanazon mérés soran a femtoszekundumos-mikroszekundumos skalan
tudtuk nyomon kovetni a fehérjedinamikat tranziens infravoros spektroszkopia
segitségével [4] .

Low Light and Low O»

RNA Polymerase

Photosystem
Biosynthesis
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3. abra. Az AppA miikodése fény hatasara [5].

A fotoszintetikus tengeri baktériumok mellett BLUF domén fehérjék végzik el a
fény érzékelését példaul bizonyos organizmusokban a fototaxis soran.

A BLUF domén fehérjét tartalmazd proteinek fontos csoportjat alkotjak az
Acinetobacter csaladba tartozé baktériumok. Ez a csalad azért kiléndsen
érdekes, mert tobb tagja az évek soran rezisztens ,szuperbaktériumma” valt.
Az A. baumanii példaul egy olyan, korhazakban tenyészd baktérium, amely
mara mar rezisztenssé valt a legtobb ismert antibiotikummal szemben. Az A.
baumanii-ban talalhato BIsA (blue light sensing protein A) fehérjérdl néhany éve
derilt ki, hogy az AppA-hoz hasonlé BLUF domént tartalmaz, amely felelds a
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baktérium fényérzékeléséért. Kék fény hatasara az A. baumanii motolitdsa és a
biofilm képzddés ledll, virulencidja viszont ndvekszik. A kdzelmultban elsdként
végeztlik el az Acinetobacter baumanii nev(i baktérium BlsA nev(i fehérjének a
spektroszkopiai karakterizalasat [6]).

Molekularis mozi

Tekintettel arra, hogy a fényelnyelést kdvetd molekularis folyamatok nagyon
rovid ido alatt (femto- és pikoszekundum) valdsulnak meg, vizsgalatainkhoz
ultragyors, ugynevezett femtoszekundumos lézereket - az impulzushossz
tizezerszer rovidebb, mint a masodperc millidrdod része - kell hasznalnunk.
Ez érthetd, ha arra gondolunk, hogy ha egy gyorsan mozgd targyrdl akarunk
fényképet késziteni, akkor a zarsebességnek nagyon rovidnek kell lennie, hogy
a kép ne legyen elmosoddott.

10 pm=331s . " .
< p [Késleltetd egység

Pumpa impulzus

Monokromator

Préba impulzus

4. abra. Tipikus pumpa-proba spektroszkopiai berendezés. A pumpa és a proba impulzus
kozott eltelt id6 egy nagyon érzékeny tikorrendszerrel allithato be. A kiséret soran ezt a
tavolsagot valtoztatjuk, mikézben példaul az abszorpcidvaltozast detektaljuk.

Az ultragyors spektroszkdpia soran a fényképez0gép szerepét egy ugynevezett
proba impulzus jatssza; minél rovidebb ez az impulzus, annal rdévidebb
molekularis folyamatokat vagyunk képesek megfigyelni. Fotoaktiv fehérjékrol
lévén szb a mérésekhez szilkségilink van egy Un. pumpa impulzusra is, ez inditja
el a fényaktivalt folyamatokat. A mérdrendszer a pumpa - egyben gerjeszt6 -
impulzus elinditdsa utan bizonyos idokozonként készit felvételt — abszorpciot
mér példaul - a molekulardl a proba impulzus segitségével. Tekintettel arra,
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hogy nagyon rovid id6skalardl (femtoszekundum-pikoszekundum) van szg,
a pumpa és a proba impulzus kozotti késleltetést nem lehet elektronikusan
kontrollalni. Ennek a problémanak a kikliszobdlésére egy pontosan allithato
mozgathato tikorrendszert alkalmazunk, a fénysebesség ismeretében ugyanis
konnyen kiszamolhatd, hogy a pumpa és a préba impulzus beérkezése kozott
mennyi ido telt el, ha ismerjik az impulzusok altal megtett tavolsagot. Egy
100 mikrométeres hosszklilonbség példaul a pumpa és a proba impulzus
kozott mintegy 300 femtoszekundumnak felel meg. A mérések soran tehat
ezt a tavolsagot folyamatosan névelve a probaimpulzus segitségével szamos
»Dpillanatfelvételt” készitlink, amelyekbdl 6sszeall végil a molekularis mozi.

Eloretekintés

A fotolidzokon és a kriptokrémokon végzett kisérleteink soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezeknek a fehérjéknek a funkcidjat - vagyis,
hogy a cirkadian éra szerepét toltik be éppen vagy a DNS szalat javitjak - a fehérje
altal nem kovalensen kotott flavin redox allapota hatarozza meg. Egy magyar,
angol, francia és amerikai egylttm(ikddés keretében jelenleg olyan kisérleteket
végziink, amelynek a célja az, hogy a fotoliazt kriptokrdmma kapcsoljuk, a
kriptokrédmokat pedig fotolidzza, a flavin redox allapotdnak megvaltoztatasaval.
Ultragyors spektroszkdpiai kisérleteink arra utalnak, hogy ez az atkapcsolas a
fotociklusanak latvanyos atalakuldasahoz vezet, mikézben elveszti a DNS javitasra
valo képességét.
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