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Osszefoglalas

A flavoproteinek tulnyomé tobbségében megfigyelhetd a fotoindukalt elektron
transzfer jelensége, amelynek soran az UV/kék fénnyel gerjesztett flavin egy
elektront von el a kérnyezetétdl, aminek kovetkeztében a flavin fluoreszcenciaja
megszlnik. Annak ellenére, hogy ez a jelenség a legtdbb flavoprotein esetében
megfigyelhetd, csak kivételes esetekben sziikséges a fehérje funkcidéjahoz. Ezek
kozé a kivételes esetek kozé tartozik tobb fotoaktiv flavoprotein, amelyek a
természetben fotoreceptorként mikddnek. Ebben a munkdban a fotoaktiv
flavoproteinekben lejatszddd elektron transzfer folyamatokat vizsgaltam két
fehérjecsalad esetében.

Fotoindukalt elektron transzfer

A fotoindukalt elektron transzfer jél ismert folyamat a fotokémiaban, amelynek
soran, ha egy molekulat fénnyel gerjesztiink, az a kérnyezetébdl egy elektront
von el. Ez a folyamat gyakori oka a fluoreszcencia megsz(inésének vagy mas
néven kioltasanak, sok esetben ugyanis a gerjesztett dllapotban levé fluorofor egy
elektront von el a kérnyezetébdl, aminek kovetkeztében megsziinik a gerjesztett
allapot, vagyis a fluoreszcencia gyorsabban eltl(inik. Ez a folyamat kovetkezik
be szamos flavoprotein esetében, a flavinokra ugyanis altaldban igaz, hogyha
gerjesztett allapotba kerililnek, akkor elektronra van ,sziikségik”. A folyamat
azonban nem csak fehérjékben, hanem még oldatban is megfigyelhetd: a flavin-
adenin-dinukleotid (FAD) esetében a gerjesztést kdovetden a ribitil ldnc végén
talalhaté adenin gydrirol egy elektron ,ugrik” az izoalloxazin gylrire. Ez az oka
annak, hogy az FAD esetében két fluoreszcencia élettartam figyelhetd meg, egy
hosszu 3 ns kordli, illetve egy nagyon révid 9 ps korli. A hosszabb élettartam az

« 7 s

esetben az adenin kdzel helyezkedik el az izoalloxazin gy(irdhoz)[1].

A flavoproteinekben lejatszddé elektron transzferrdl az 1999-es év kémiai Nobel-
dij nyertese, Ahmed Zewail szamolt be eldszor, aki glikéz oxidazban figyelte
meg a jelenséget [2]. Zewail a Nobel-dijat a kémiai reakcidok femtoszekundumos
spektroszkopiaval valé tanulmanyozasaért kapta, igy nem csoda, hogy neki
sikertlt megfigyelnie a fotoindukalt elektron transzfer dinamikajat fehérjékben.
Fehérjékben ugyanis ez a jelenség nagyon gyorsan, mondhatni ultra gyorsan
megy végbe. Ez az oka annak, hogy a glikoz oxidazt sokszor Ugy emlitik, mint
egy olyan flavoprotein, amelyik nem képes fluoreszcencidra. Zewail és Zhong
mérései szerint azonban van fluoreszcencia, de csak tranziens maddon jon létre,
nagyon roévid ideig.
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1. abra. A gliikoz oxidaz szerkezete. Az FAD
koril (narancs) a potencialis elektron donorok

vannak kiemelve. (pdb: 1CF3)
Y
S

Zewail koOvetkeztetése szerint a glikéz oxidazban (lasd 1. abra) valamelyik
kozeli triptofan az elektron donor, a roévid tavolsdag az oka a hatékony elektron
transzfernek és egyben a fluoreszcencia gyors kioltdsanak is. Nemcsak triptofan
lehet azonban elektron donor, hanem példaul a tirozin is. A flavodoxin esetében
egy - ezuttal - az FMN-hez kozel elhelyezkedd tirozin az elektron donor. A
flavodoxinban raadasul a fotoindukalt elektron transzfer folyamata kevesebb
mint 200 fs alatt valdsul meg [3, 4], szemben a glikoz oxidazban megfigyelt 30
ps-mal [2, 4].

Erdekes fejlemény, hogy flavoproteinek esetében mikddik a forditott logika
is: ha sikeril ,megszabaditani” a flavin koérnyezetét a potencidlis elektron
donoroktdl (els6sorban triptofantdl és tirozintdl), akkor lehet noévelni a
fluoreszcencia hatékonysagat. Egy amerikai kutatdcsoport a bakterialis MurB
enzim modositdsaval egy flavin alapu (vagyis nem GFP-szer() fluoreszcens
fehérjét hozott létre, amelyet LucY-nak (Lucigen Yellow) neveztek el [5].

Fotoindukalt elektron transzfer szerepe a fehérje funkciéojaban

Ami a fotoindukadlt elektron transzfer jelenségét még izgalmasabba teszi az
az, hogy bar a glikdz oxidaz vagy a flavodoxin esetében ez nem funkcionalis,
szamos olyan flavoprotein van, amelyek esetében az elektron transzfer
kulcsszerepet jatszik a funkcidoban. Ilyen fehérjék pl. a novények és rovarok
cirkadian ritmusanak szabalyozasaban vagy a vandormadarak tajékozédasaban
kulcsszerepet jatszo kriptokromok, vagy ugyanebbe a fehérjecsaladba tartozo
fotolidzok, amelyek a DNS javitast végzik baktériumokban. Mindkét fehérje
esetében egy tobb |épéses elektron transzfer kaszkadra kerll sor, amelyben
harom kozeli triptofan vesz részt. Az kilon érdekesség, hogy ez a triptofan
motivum joél konzervalt a kriptokrém/fotolidz csaldadban és kiemelt szerepet
jatszik a fehérjék m(ikodésében. Barmelyik triptofan kicserélése megsziinteti az
elektron transzfert, egyben a fehérje funkcidjat is.
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2. abra. A fotoliazban lejatszodo elektron transzfer kaszkad. (pdb: 1DNP)[6]

A kriptokrdmok esetében nagy altaldnossagban elmondhatd, hogy a flavin
kezdetben oxidalt allapotban van. A gerjesztést kovetden a legkdzelebb esd
triptofanrél egy elektron ,ugrik” az izoalloxazin gy(r(ire, amelynek kévetkeztében
a flavin redukalodik (FAD*-), a triptofan pedig oxidalddik (Trp**). (A flavin redox
allapotai, de ehhez hasonldéan a triptofan gyokok is, jol megkllénboztethetd
abszorpcidos spektrummal rendelkeznek, amely segit a folyamatok
karakterizalasban). A kriptokromok esetében az elsddleges elektron transzfer
|épés nagyon gyors, néhany szaz femtoszekundum alatt valésul meg [7]. A
fotolidzok esetében a DNS-javitas a flavin teljesen redukalt (FADH") allapotaban
valdésul meg: a gerjesztést kovetéen egy elektron ugrik a ciklobutan pirimidin
dimerre, aminek kdvetkeztében ez a kotés felhasad, ezaltal valésul meg a DNS
szal javitasa. A fotolidzok esetében érdekes részlet, hogy a tisztitast kovetben a
flavin félig redukalt allapotban (FADH*) van, a DNS szal javitdsara viszont csak
abban az esetben kertl sor, ha teljesen redukalddik. Ez szintén fotoindukalt
elektron transzfer segitségével valdsul meg: a gerjesztést kdvetben a flavin egy
elektront von el a legkdzelebbi triptofanrdél, aminek koévetkeztében redukalodik.
A toltéshiany 30 ps alatt ,,végigfut” a triptofanokon, majd 200 ns-mal késdbb sor
kerll a deprotonaldédasra [8, 9].

Elektron transzfer BLUF-domén fehérjékben

A fotoaktiv flavoproteinek kilénleges csaladjat alkotjdk a BLUF (Blue light
sensing using FAD) fehérjék, amelyek esetében a fényabszorpciot kdvetden
a fehérjében strukturalis atrendezddés valdésul meg szoros 6sszefliggésben a
fehérje funkcidjaval. A legismertebb és legtobbet vizsgalt BLUF domén fehérje a
Rhodobacter sphaeroides-ben talalhatd AppA, amely a transzkripcids regulacidoban
vesz részt [10].
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3. abra. A flavin kériili hidrogénkotés-halozat atrendezodése a megvilagitast kévetden
(sematikus modell)[11].

Sotétben az AppA hozzakotédik a PpsR nevl transzkripcids antirepresszorhoz,
intenziv kék szin(i fény hatdsara viszont az AppA-PpsR2 komplex disszocialddik,
lehet6vé téve a PpsR DNS-hez kotOdését és megakadalyozva a fotoszintetikus
rendszer fehérjéinek bioszintézisét. Az AppA-val kapcsolatos vizsgalatok célja
annak megértése, hogy az N-termindlisnal elhelyezkedé BLUF doménben
végbemend fotokémiai folyamatok hogyan vezetnek a C-terminalisnal
bekbvetkez6 strukturalis valtozdsokhoz, amelyek eredményeképpen a PpsR
levalik az AppA-rdl.

A kriptokrém/fotoliaz esetében megismert m(ikédés nyoman logikus el6feltevés,
hogy a fotoindukalt elektron transzfernek a BLUF domén fehérjék esetében
is funkcionalis feladata van. Ebbdl kiindulva az amszterdami egyetem kutatoi
arra kovetkeztettek, hogy vagy a flavin kdzeli Y21-es tirozin, vagy a W104-es
helyzetl triptofan az elsddleges elektron donor. A holland kutaték az Y21-es
tirozint fenilalaninra cserélték (Y21F), aminek kovetkeztében azt tapasztaltak,
hogy a mutansban nem jon létre az a kdozel 10 nm-es voros eltolddas a kék fény
megvilagitast kévetéen, mint a vad tipusu fehérjében, vagyis a fehérje tébbé
nem fotoaktiv. A Kennis-csoport kiterjedt kisérleteket végzett egy masik BLUF
domén fehérjén (PixD), amelyek alapjan azt a hipotézist allitottak fel, hogy a
BLUF domén fehérjékben az elektron transzfer az az elsédleges Iépés, amely a
vildgos allapot megvaldsuldsahoz vezet [12].

Ezzel parhuzamosan sajat eredményeink azt bizonyitottdk, hogy az FAD kordli
hidrogénkotés-rendszer atrendezédése esszencidlis a fehérje funkcidjanak
megvaldsitasaban (a mechanizmus egyszer(sitett sémaja a 3. abran lathatd)
[13]. Ha az FAD koruli hidrogénkotés-rendszer atalakul (Q63E és Q63L mutansok
esetében), akkor a fehérje ebben az esetben sem fotoaktiv. A glutamin
kulcsszerepének leirasa mellett, sajat (UV/lathatd) tranziens abszorpcids
meéréseink ugyanakkor nem igazoltak azt, hogy a sotét allapotban levé AppA-ban
a megvilagitast kovetden FAD gydk intermedierek jelennének meg. A fotoindukalt
elektron transzfer szerepének vizsgalata érdekében kiterjedt spektroszképiai
vizsgalatokat végeztiink.
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Tranziens infravoros abszorpcios spektroszkopia

Tekintettel arra, hogy a fotoindukalt elektron transzfer a fotoaktiv flavo-
proteinekben nagyon gyorsan megy végbe, a folyamatok karakterizalasahoz
ultragyors spektroszkdpiat alkalmaztunk, méghozza annak is egy specialis (és
meglehetésen koltségigényes) fajtajat, a tranziens infravords spektroszkdpiat.
Az alabbiakban ismertetett méréseket a Ruherford Appleton Laboratory, Central
Laser Facility Lasers for Sciences nevil kutatdintézet ULTRA nev(i berendezésén
végeztik el [14]. Az ULTRA kozponti eleme egy 10 kHz-es ismétlési frekvenciaval
mUkddo lézer a francia Amplitude nev( cégtdl, amely 100 femtoszekundumos
hosszlsagu és 1 mJ] energidaju impulzusokat bocsat ki. A pumpa és préba
impulzusokat a litvan Light Conversion nev(i cég frekvencia konvertalé berende-
zése (OPA: Optical Parametric Amplifier) hozza létre. A rendszer ,szeme” - és
egyben legkoltségesebb tartozéka - a két higany-kadmium-tellurium (MCdTe)
detektor, amelyek segitségével az abszorpcidvaltozast mérjik.
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4. abra. A tranziens infravoros abszorpcios spektroszkopiai rendszer. Egy Un. pumpa-
proba modszer, vagyis el6szér gerjesztjiik a mintat (ez a pumpa),, majd egyre névekvo
késleltetéssel vilagitjuk at a proba nyalabbal. Ez alapjan idé fliggvényében szamolhato az
abszorpciévaltozas.

A spektrum alakjat illetben az 5. abra ad eligazodast: azok a csucsok, ahol
a mintanak volt abszorpcidéja a gerjesztést megeldéz6en is, negativ elGjellel
jelennek meg a spektrumban (ezeket a szaknyelv ,bleach”-ként nevezi), azok a
csucsok viszont, amelyek a gerjesztést kovetben jottek létre pozitivak lesznek
(ez utébbiakat tranzienseknek vagy indukalt abszorpcidonak hivjuk).
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Korabbi munkank soran megallapitottuk, hogy melyek azok a frekvencidk,
amelyek markerként szolgalnak az FAD semleges és gyodk allapotainak
azonositasahoz [4]. Ezek ismeretében méréseket végeztiink a sotét (dAppA) és
vildgos (IAppA) allapotu fehérjén, valamint az Y21 mutanson. Az alabbi abran
a vad tipusu AppA esetében mért infravords tranziens abszorpcids spektrumok
lathatdak — 1ps és 1 ns kdzott —, amelyeket tuinyomorészt az FMN karakterisztikus
frekvenciai uralnak. Az 6sszehasonlitas kedvéért a jobboldalon az FMN TRIR
spektrumai lathatéak azonos késleltetési idoknél.
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6. abra. A) AppA és B) FMN tranziens infravords spektrumai kiilonb6zé késleltetési
idoknél.

Az abran joél lathatd, hogy az FMN és az AppA TRIR spektruma a legtébb helyen
atfed: a két legnagyobb frekvencidju csucs a flavin C2 (1652 cm!) atomjanal,
illetve C4 (1701 cm! ) atomjanadl taldlhatd karbonilcsoport rezgésétol
szarmazik. Az 1548 cm-nél, illetve 1584 cm--nél talalhaté modusok pedig a
flavin izoalloxazin gylr(jének rezgései. Az 1380 cm™ és 1415 cm*-nél talalhaté
modusok a flavin gerjesztett allapotanak rezgései — mivel mindkét spektrumban
megtalalhatd - amelyet a gerjesztett allapot markereként hasznaltunk.
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7. abra. A) A gerjesztett allapot és az alapallapot abszorpcidjanak relaxacidja. B)

Kiilonb6z6 idbéallandékhoz tartozé spektrumok (DAS=Decay Associated Spectra).
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A 7.A abran lathatd a gerjesztett allapot abszorpcidjanak, illetve az alapallapot
abszorpcidojanak a relaxacidja vad tipusu (egyben sotét allapotban levé) AppA
esetében, amely egészen a hosszU késleltetési idokig jol egyltt fut. Ha a
gerjesztést koveto idoknél jelentds kilonbség mutatkozna, azt jelentené, hogy a
gerjesztést kovetben létrejott egy intermedier allapot. A 7.B abran lathaté a vad
tipusu sotét allapotu AppA méréseken végzett globalis illesztés eredménye, amely
egy heterogén mintegy 30 és 500 ps-os relaxacios fazis létezését tamasztja ala.

Tekintettel arra, hogy a sotét allapoton végzett mérések soran az FAD gyok
allapotainak (FAD*- vagy FADH®) megjelenésére nem utalt semmilyen jel,
létrehoztuk az Y21W mutanst, amelynek soran az eredeti tirozint triptofanra
cseréltiik. Elofeltevéslink szerint — mivel a toltésszétvalasztas szabad energidja
joval negativabb a triptofan esetében - ilyen modon felerdsithetd ugyanis az
elektron transzfer.

— 1521 cm”
— 1637 cm™

AR mOD
(]
=
normalt AA (mOD)

-0.75F

B

1300 1400 1500 1600 1700 1800 o 25 50 75 100 125 150 173 200
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8. abra. A) Y21W TRIR spektrumok kiilonb6z6 késleltetéseknél. B) az 1521 cm™ és
1637 cm™* médusok kinetikaja.

A 8.A abran jol lathatd, hogy a sotét allapotu AppA-hoz képest a mutansban
harom intenziv csucs (1521 cm!, 1626 cm™, 1637 cm™) jelent meg, amely 100
ps-on bell valtozik. Az 1621 cm™ és 1637 cm'-nél megfigyelt cslcsok kinetikaja
gyakorlatilag megegyezik. Korabbi munkank [4] alapjan az 1521 cm™-es csucs
az FADH* és FAD*~ gyok, az 1626 cm-es és 1637 cm-es cslcs vagy tripotfan,
vagy tirozin gyok rezgési moddusai. A 9.A abran lathatd kinetikabdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a gerjesztést kovetéen mintegy 30 ps alatt egy allapot
eltlinik, az Ujonnan létrejott pedig néhany 100 ps alatt relaxalddik. Ez a kinetika
nagy valdszinliséggel a semleges triptofan ,eltlinését” és a triptofan gyok
kialakuldsat mutatja. A 8.B abran jol lathaté eltérés mutatkozik a flavin gerjesztett
allapotanak (1380 cm™) valamint a bleach relaxacidja kozott. Tekintettel arra,
hogy a gerjesztett allapot gyorsabban relaxalddik, arra tudunk kovetkeztetni,
hogy - amint ez varhatd is volt - itt mar megfigyelhetd egy intermedier allapot
kialakulasa.
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9. abra. A) Az Y21W kinetikaja 1625 cm-nél. B) Az Y21W kinetikaja 1380 cm™ és a
fé6 bleach 1548 cm* esetében (az osszehasonlithatésag érdekében ez utéobbit pozitiv
eléjellel abrazoltuk).

Az Y21W mutans esetében a triptofan gydék megjelenése kozvetlen maddon is
észlelhetd volt lathatd tranziens abszorpcié segitségével. Mivel a TrpH** 560
nm korlli abszorpcids maximummal rendelkezik, ezért ennek a gyodknek a
megjelenése konnyedén megfigyelhetd volt [15].

Annak érdekében, hogy a flavin rezgéseit elkilonitsiik a fehérje modusoktdl,
13C jeldlést hajtottunk végre [15]. Ennek soran a fehérje 0sszes szén atomjat -
kivétel a flavin kromofér — 3C izotdpra cseréltiik, igy egyértelm(ivé valt, hogy
mely mddusok tartoznak a fehérjéhez (leginkabb a flavin kérili aminosavakhoz),
illetve melyek az FAD-hez. Amint az varhato volt, az FAD izoalloxazin gy(r{jének
két f6 mdédusa (1548 cm) valtozatlan maradt, az 1700 cm-es moédus minddssze
négy cm--es eltolddast mutatott, aminek az oka a C4=0 karbonilcsoport és egy
kozeli aminosav kozotti hidrogénkotés megerésddése lehet. Az 1521 cmt-nél
megfigyelt mdédus nem tolddott el, ami egyértelmiien azt mutatja, hogy ez a
csucs az FAD gyok allapotanak egyik rezgési modusa. Az 1626 cm-es cslcs
teljes, az 1637 cm-es csucs részleges eltolddasa az alacsonyabb frekvenciak
felé arra utal, hogy ezek a modusok a fehérjéhez tartoznak és varhatdan a
triptofan gyok allapotanak megjelenését mutatjak. Az 1637 cm-t-es csucs csak
részlegesen mozdul el a 13C jel6lés kovetkeztében, ami arra utal, hogy ez a csucs
az FAD-hez is kothetd.

Kovetkeztetések és tervek

Tranziens abszorpcids kisérleteink azt igazoltak, hogy az AppA fotoaktivacioja sok
mas fotoaktiv fehérjétol eltéréen nem fotoindukalt elektron transzfer segitségével
valdésul meg [15]. A szintén BLUF fehérjecsaladba tartoz6 fehérjéken (PixD)
végzett kisérleteink soran viszont a fotoindukalt elektron transzfer egyértelm(ien
megfigyelhetd volt. Jovdbeli kisérleteink annak a megértésére iranyulnak, hogy
a tébbi BLUF domén fehérje esetében az elektron transzfer az elsddleges oka-e
a fotoaktivaciénak vagy csak egy a gerjesztést kovetd ,melléktermék”, és a
fotoaktivacid az AppA-hoz hasonldan a hidrogénkotés-haldzat atrendezodésének
kovetkezménye.
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Tovabbi kisérleteket végzink majd annak megértésére, hogy bar W104-
es triptofan mutacidéja nem befolyasolja a fotoaktivitast, a triptofannak mas
aminosavra vald cserélése jelent0sen felgyorsitja a vilagos allapotbdl a sotét
allapotba vald visszatérést, amely a vad tipusu AppA esetében mintegy 30 perc.
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