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I. OSSZEFOGLALAS

Az aktomiozin ciklus sordan megvalosuld mechanokémiai energiaatalakitds szamos
sejtfolyamat alapja az ¢élévilagban. Az aktomiozin ciklus a legkiilonb6zébb mikodési
mintdzatot mutatdé miozinok esetében is hasonld enzimatikus lépésekbdl all. A miozin
szupercsalad meghokkenté funkcionalis diverzitdsa azonban, a kiilonbdzé miozin motorok
aktomiozin ciklusanak specifikus adaptaciojat igényli az adott funkciohoz. A miozin 5a motor
a sejten belilli rovidtava anyagszallitas kulcsszerepldje. Egyedi molekulaként részt vesz
melanocitak szallitasaban, a Purkinje-sejtek dendrittiiskéibe torténé SER transzportjaban,
illetve fotoreceptor sejtek €s cochlea érzéksejtek jelatviteli folyamatainak lebonyolitasaban is.
A kétfejii miozin Sa processziv, 1épegetd mechanizmusa az aktin filamentum mentén szamos
egyedi, adaptacios mechanizmust feltételez, illetve igényel a miozin Sa egyedi fejeinek
aktomiozin ciklusaban. Doktori munkamban, ezért a miozin 5a molekula egyedi fejeiben
miikodo, funkcionalis adaptaciot biztositd mechanizmusok feltérképezését tiiztem ki célul.
Munkatarsaimmal elséként karakterizaltuk a vad-tipusu egér (Mus musculus) miozin 5a
aktomiozin ciklusanak kinetikai sajatsagait, illetve a miozinfej célzott mutacioi révén, a vad-
tipusi miozin 5a motorra jellemz6 inter - (aktin és miozin kozotti) €s intramolekularis
kommunikacios utvonalakat bolygattuk meg. Munkank feltarta, hogy a nukleotid-kotd helyen
talalhaté konszenzus switch-2 hurok miozin - osztdly specifikus aminosav pozicidjanak
kulcsfontossagh allosztérikus szabalyozod szerepe van az aktin-aktivalt, Mg®'- fiiggé ADP-
felszabadulas folyamataban. A miozin 5a tirozinja az osztaly specifikus pozicidban a switch-2
egyedi szerkezetét eredményezve biztositja a motor adaptaciojat a gyors, processziv
miitkodéshez, mely kulcsfontossagli lehet a fentebb mar emlitett gyors ingeriilet-atvitelt
igénylé sejtek miikddésében. Tovabba azonositottuk, hogy a tirozinnak kdszonhetd egyedi
switch-2 szerkezet teszi lehetévé a miozin 5a motor kis aktivalasi energiat igényld, gyors
aktin kotését a miozin nukleotid-mentes allapotaban. A miozinfej N-terminalis szubdoménje
és az erékar bazisanak tekintheté konverter kozotti kommunikacio megbolygatasa ramutatott
a kolesonhatd felszin osztaly-specifikus szerepére a miozinok energiaatalakitdo aktomiozin
ciklusaban. Miozin S5a esetében a kolcsonhato felszin miikodésének megzavardsa az erds
aktomiozin kolcsonhatas meggyengiilését, tovabba a nukleotid-k6td zseb modosult mitkodését
vonta maga utdn. Ez egylitt jart a processziv motilitds lassuldsaval, illetve az ATP

koncentraciora és a mechanikai terhelésre valé fokozott érzékenységgel.
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II. SUMMARY

The mechanochemical energy transduction realized by actomyosin enzyme cycle is the
basis of several intracellular processes in eukaryotic organisms e.g. muscle contraction,
tension maintenance and intracellular transport. The actomyosin cycle consists of similar
enzymatic steps in different myosins which are performing different functions in cells.
However, the fascinating diversity of myosin superfamily requires specific and/or unique
adaptation of actomyosin cyle of different myosins to the specific function.

The processive, hand-over-hand stepping mechanism of myosin 5a on the actin filament
assumes and requires the presence of several unique adaptation mechanisms in the
actomyosin cycle of myosin 5a heads. In my PhD study I aimed at the mapping of functional
adaptation mechanisms of the intracellular cargo transporter myosin 5a. These mechanisms
may provide specific role of myosin 5a in melanocyte transport, SER transport into the
dendritic spines of Purkinje-cells and in signal transduction of the retina and cochlea receptor
cells. We performed the first detailed kinetic characterization of wild-type mouse (Mus
Musculus) actomyosin S5a cycle and we altered the wild-type inter - (between actin and
myosin) and intramolecular communication pathways by introducing point mutations into the
functional regions of the myosin head. The investigation of myosin-class specific position of
switch-2 loop in the nucleotide-binding site revealed the regulatory role of this amino acid
position in the actin-activated, Mg®" - dependent ADP release process. Wild-type myosin 5a
contains tyrosine in this class-specific position. In this work we determined that the tyrosine
induced unique structure of swifch-2 in myosin 5a provides rapid processive translocation of
myosin 5a on the actin which seems to be essential in the above mentioned, rapid signal
transduction processes. Furthermore, we elucidated that this tyrosine induced unique structure
of switch-2 promotes the low energy-barrier rigor actin binding of myosin 5a as well.
Perturbation of the N-terminal subdomain (NTS) - converter interface of myosin head
revealed central, nevertheless myosin class-specific role of this interface during actomyosin
cycle. In myosin 5a the altered communication of NTS-converter interface caused weakening
of the strong actomyosin interaction and the altered functioning of nucleotide-binding pocket.
In two-headed myosin Sa, it was coupled to slower processive motility and higher sensitivity

of ATP concentration and mechanical drag.
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[II. IRODALMI ATTEKINTES
Mit6l miozin a miozin - szerkezet és funkcio

A motorfehérjék a nukleozid-trifoszfatokban (NTP) tarolt kémiai energiat mechanikai
energiava alakitva szamos, kiilonboz6 feladat elvégzésére specializalddott mozgatorendszer
miikodését teszik lehetdve prokariotakban és eukaridtdkban egyarant (1).

Két nagy csoportjukat a linedris motorok, illetve a forgémotorok (ATP szintdz, bakterialis
flagellum) alkotjak. A linearis motorok koz¢ tartoznak a citoszkeletalis miozin, kinezin,
dinein motorok, a polimer aktin, tubulin motorok (2), illetve a nukleinsav és egyéb
motorokhoz tartozé RNS-, DNS-polimerazok, helikazok, transzlokazok.

Az aktin filamentum mentén mozg6 miozin motorok megjelenése az eukariota szervezetek
kialakulasaval hozhat6 szoros Gsszefiiggésbe (3-5). A miozinok nagyfoku diverzitasa, mely a
napjainkban ismert 35 osztaly tobb szaz képviseljének koszonheté (1.A, B abra), az
cukariota szervezetek evolucidja soran teljesedett ki (5, 6). Szinte kivétel nélkiil minden
cukariota szervezet miikodésében képviseltetik magukat és jelentésen hozzajarulnak az
eukariota életformak komplexitdsdhoz (1.C abra) (3). Az eukariotakban kifejez6dé miozin
izoformak szama egyre boviilé tendenciat mutat, ahogy az evollcids ranglétran feljebb
haladunk. Egyes eml6sok esetében a miozin gének szama akar a 40-et is elérheti. A vords
algak ¢és a protista diplomonad csoport képviseldi a szabalyt erésitd kivételek, melyek miozin
motorok nélkiil is ,.képesek ¢lni”(3, 7).

Felépitését tekintve minden miozin egy vagy két nehézlancbol és az azokhoz nem
kovalensen kapcsolodd konnytilancokbol all (2. dbra) (8). A nehézlanc N-termindlisan
helyezkedik el a globularis motordomén (MD), mely az ATP és aktin-koto helyet tartalmazza.
Ehhez kapcsolodik a nyaki régio mely tn. erékarként funkcional és a motordoménben az ATP
kotés hatasara torténé szerkezetvaltozasokat a motordoménben talalhatd konmverter régid
kozremiikodésével képes felerdsiteni (9). A nyaki régié hosszat a konnyilanc kotd
motivumok szama szabalyozza, melyhez a fent emlitett konnyiilancok kotddnek. A
legnagyobb diverzitast mutatd C-terminalis farok régiohoz tartoznak azok a domének, melyek
az adott miozin specifikus funkciéjaban meghatdrozo szerepet toltenek be (dimerizacidért

felel6s coiled-coil, kargd kotés, membran kihorgonyzas stb.) (2. abra) (10).
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1. abra: A miozin szupercsalad rendszere és
eléfordulasa eukariotakban.

A) A miozin motordomének filogenetikai faja 1984
motordomén szekvencia dsszehasonlitasa alapjan.

B Miozinok szama
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regulacios konnytilanc (RLC) kotddik (8).

2. abra: A miozinok szerkezeti egységei a miozin 5 motor példajan bemutatva.

A nehézlanc szerkezeti elemei az er6karhoz kapcsolodd konnytilancokkal. Miozin 5 esetében az
er6kar hat IQ motivumahoz (IQXXXRGXXXR) jellemzéen kalmodulin (CaM) konnyiilancok
kotnek. Miozin 2 motorok estében az erfkar két IQ motivumahoz esszencialis konny( lanc (ELC) és

Kargo-koto
domeén

Coiled-coil
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A miozin osztaly képviseldi az ATP-ben tarolt kémiai energiat az aktinon valé elmozdulas
révén képesek hasznos mechanikai munkavégzésre forditani (10-12). Minden miozin esetében
ciklikus aktomiozin interakcion alapul a kemomechanikai energiaatalakitas (3. abra) (13). Ez

az aktinnal val6 ciklikus kapcsolattartas a nukleotid-tartalom véltozasaval kapcsolt szerkezeti

AKX 3. abra: Az aktomiozin
mechanokémiai ciklus.
A miozinfej ATP kotést
kovetd nukleotid-allapotai,

atrendezddéseknek koszonheto (9, 11).

I (rigor)

az erfkar mozgasa és az
aktomiozin interakcié az
enzimciklus soran (vilagos
lila: motordomén (MD); lila:

felhuzis

Ims

10ms :
. -
ATP hidrolizis %
I

A motordomén szekvencialis eltérései, a nyaki régi6 eltéré hossza, illetve a domén

konverter régio; kék: erékar)

(13).

strukturaban tapasztalhato eltérések (4. abra) biztositjak azt a meghokkenté miikddésbeli és
ezaltal funkcionalis valtozatossagot, amely a miozinok szupercsaladjat jellemzi (5 - 6. abra)
(11). A legljabb eredmények szerint, melyek 328 organizmus mintegy 2269 miozin
genomjanak Osszehasonlitd analizisén alapulnak, a miozinok megkézelitdleg harmincot
kiilonallo osztalyba sorolhatok (1. abra) (6). Konvencionalis miozinok kozé tartoznak a
miozin 2 osztdly képviseldi, melyek nagyfoku szerkezeti és funkciondlis hasonlésagot
mutatnak az osztaly névadojaval, mely az elsdként felfedezett kétfejii vazizom miozin 2 volt
(5. abra). Ide soroljuk a vazizom mellet, a szivizom, simaizom ¢s a nem-izom miozin 2
(NM2) motorokat (14). A miozin 2 osztalyhoz tartozé izoformakra altalanosan jellemzd, hogy
hosszu coiled-coil régiojukon keresztiil kisebb-nagyobb kotegekbe képesek rendezédni mini-
filamentumokat, illetve filamentumokat alkotva. A nem-konvencionalis miozinok csoportja
foglalja magaba a fennmaradé miozinokat. A mintegy 40 human miozin kozil 14 a
konvencionalis miozinokhoz tartozik, mig a fennmaradé 26 human miozin 12 kiilonb6z6

miozin osztalyt képviselve a nem konvencionalis miozinok k6z¢ tartozik (15).
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4. abra: A 35 miozin osztaly domén struktirajanak diverzitasa

35 miozin osztaly doménstrukturaja (balra). A kiilonbdzé doméneket a jobb oldalon feltiintetett,
eltéré szindi és formaju alakzatok jelolik. A motordomén minden esetben kékkel jeldlve lathato,
rajta az adott miozin osztalyt képviseld izoforma nevével (6).
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Funkciodjukat tekintve a miozin motorok oroszlanrészt vallalnak az eukaridta szervezetek
legkiilonbozébb ,,motorizalast” igénylé ¢lettani folyamatainak lebonyolitdsaban. Az
izomkontrakcioban betoltott szerepiik mellett (5. 4abra), kulcsszereplok példaul az
intracellularis  transzport, sejtmigracio és sejtdifferencialodas, membran transzport
folyamatokban, a citokinézis, endo- és exocitozis folyamataban, illetve a citoszkeleton

plaszticitas fenntartasaban (6. abra) (10, 11, 15-21).

szarkolemma

5. abra: Az
izomrost

szervezddése és a

szarkomerek
= ’ felépitése.
G / A véazizom miozin 2
e |Z-vonal . ,{Lvonal , e
miofibriltum \—,—/ - és az aktin ciklikus
I-vonal I-vonal

interakcidjan alapul
( ) .
/ az izomrostok
/ / szarkoplazmatikus Z-vonal KONy vonal 4. -
izomrost / T-tubulus retikulum \ \ Osszehtuzékony
elemeinek
, (szarkomerek) a
7 mikddése.
! (www.citologiachist
trop onin .
\ ologiatm1.blogspot.
X BN hy
aktin  tropomiozin vamzommiozm2  WWWw.hdwallpapers
pot.com)

vastag filamentum —
vékony filamentum — -

6. abra: A miozinok
funkcionalis diverzitasa.

A miozin motorok
kulcesszerepl6k az
intracellularis transzport,
sejtmigracio és
sejtdifferencialodas,

membran transzport
folyamatokban, illetve a
citokinézis, endo- és
exocitdzis folyamatok

lebonyolitasaban is (21).
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A miozinok aktivitisanak szabalyozasa kiilsé és tugynevezett ,beépitett” (belsd)
szabalyozasi mechanizmus(ok) révén valosul meg. A vazizom-miozin 2 esetében a kalcium
(Ca2+) - érzékeny troponin - tropomiozin komplex szabalyozza az aktomiozin interakciot
kiilsé szabalyozasi tényezdkent (5. abra) (22). A vazizom miozin-2 ,,beépitett” szabalyozasa,
a simaizom és nem-izom miozin 2 motorok aktivitdsanak szabalyozasahoz hasonloan, az
erékarhoz kapcsolodo konnytilancok (regulacios konnyt lanc (regulatory light chain (RLC))
foszforilalodasan alapul, mely konnyii-lanc kinazok kozremiikodésével valosul meg (23) (24).
(Ser, Thr) felelés az aktin-aktivalt ATP-az aktivitas ki - be kapcsolasaért, illetve
modulalasaért az aktinnal valo kolcsonhatas befolyasolasa révén (24).

A miozin 5a és 7a motorok aktivitisat, a miozinok tobbségéhez hasonlodan, ,.beépitett”
szabalyozasi mechanizmus befolyasolja. Mindkét motor esetében az enzimatikus aktivitas
szabalyozasa intramolekuldris feltekeredésen alapul (22) (24, 25). Miozin 5a esetében in vitro
koriilmények kozott figyelték meg, hogy Ca®' - fiiggd konformaci6 valtozason alapul az
aktivitas szabalyozasa. Ca*' hianyaban a motordomének visszahajlanak és kapcsolatba 1épnek

a globularis farok régioval (7.A dbra) (22).

A

bal GTD jobb GTD

bal motor jobb motor
farok régio

bal erékar jobb erékar

7. abra: A miozin 5a motor aktivitasanak szabalyozasa

A) A miozin 5a molekula Ca* hianyaban megfigyelt elektronmikroszkopos képe (fent), illetve
az egyes domének és régiok helyzete eltérd szinezéssel kiemelve lathaté (lent)., GTD: globular
tail domain (globularis farok régi6). B) In vivo, az aktiv konformacio fenntartasa a melanofilin
hordozo6 molekula horgonyzasa segitségével valosul meg (22).

12
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Az allosztérikus szabalyozas a motordomén egy, az aktin-koté helytdl tavol esd, olyan
felszini régioja segitségével valosul meg, mely Ca®" hidnyaban kapcsolatba képes 1épni a
globularis farok régidval (C-terminalis farok régio) és ezaltal moduldlja az aktin-aktivalt
ATP-az aktivitast. Fiziologias koriilmények kozott azonban a Ca*" - alapu szabdlyozas nem
valoszinii (24). A magas Ca”" koncentracié az erékar IQ motivumai és az azokhoz kapesol6do
kalmodulin konnytilancok ko6zotti kolcsonhatas gyengiilését eredményezi. Ez a miozin 5
er6kar - erégenerald - szerkezetének megbomlasahoz és erdkifejtd képességének
csokkenéséhez vezet (24). Fiziologiasan, a Ca®" koncentracion alapuld szabalyozas mellett,
egyéb eszkozok is rendelkezésre allnak az aktiv konformacio fenntartasara. Melanocitakban a
melanofilin hordoz6 molekula C-terminalisaval kotddik a miozin 5a globularis farok
kapcsolatban all a szallitandé melanoszoémaval (7.B abra). A melanofilin hordoz6 molekula
C-termindlisa és a miozin 5a globuldris farok régidja kozott kialakuld kapcsolat biztositja a
kedvezétlen feltekeredést biztositdo aminosavak elfedését a farok-régioban, ezaltal fenntartva

az ,,aktiv’” konforméaciot (7.B abra).
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A miozin 5 osztily

Az értekezés alapjaul szolgaldé doktori munkam vizsgalatainak targya a miozin Sa motor,
ezért az alabbiakban a miozin 5 osztaly 4ltalanos sajatsagait részletezem.

A miozin 5 osztaly a nem-konvencionalis miozinok kozé tartozik. Gerincesekben harom
izoformaja (miozin 5a, 5b, Sc) fordul el6 (26).

Az osztaly egyes képvisel6i egyedi molekulaként az aktin filamentum mentén Iépegetve
szallitjak célhelyiikre a kiilonbozé sejtalkotokat (17, 27-31), mig mas miozin 5 izoformak sok
- molekulas egységekben mitkddve vesznek részt sejtalkotok transzportjaban (26, 32, 33).

Felépitésiiket tekintve a

Motordomén miozin 5 osztaly képviseldit

két dimerizalt nehézlanc és

I nehézlanconként hat
‘ Nyak (61Q) konnyiilane  épiti  fel (8.

— abra). A nehézlancok N-

/ Coiled-coil

egy motordomén, illetve az
Kargo-kété .
domén ahhoz C-terminalisan

/ kapcsolodd  egy-egy erdkar

alkotja. Az erdkarok IQ

motivumaihoz kapcsolédnak

a  szabalyozé  funkcidju

(kalmodulin, sargaval jelolve

8. dbra: A miozin 5 motorok szerkezete (26). a 8. dbrin) koénnyllancok.

Az er6kar C-terminalisan

helyezkedik el a dimerizacioért felelSs coiled-coil formald régio és az azt kovetd kargo-kotd
domén.

A nagyfoku szerkezeti egyezés ellenére a kiilonb6z6 izformak enzimciklusa karakteres

kinetikai kiilonbségeket mutat (11, 26, 32, 34-39). A miozin 5a és 5b izoformak processziv'

enzimatikus mechanizmust mutatnak, valamint enzimciklusukban az er6s aktinkotott

allapotok domindlnak (magas terhelési arany, high duty ratio) (9.A dbra) (40).

1 ’ . . . I3 e . PR . P
processziv: szamos enzimciklus és azzal jard mechanikai 1épés teljesitésére
képes a sinrdl torténd levalas nélkiil egyszeri sinre kotés alkalmaval
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Enzimciklusuk sebesség-meghatarozo 1épése az ADP felszabadulas az aktomiozin komplexrél
(9.A abra) (35-37, 41).

A miozin 5c izoforma nem mutat processziv miikodési mechanizmust, enzimciklusaban a
gyenge aktinkotott allapotok domindlnak (alacsony terhelési aranmy, low duty ratio),
enzimciklusanak sebesség-meghatarozo lépése a P; felszabadulas az aktomiozin- ADP
komplexrél (9.A abra) (26, 32). Ezen sajatsagok alapjan biokémiailag a nagy sokasagban
miikod6é miozinokkal (pl. izom miozin 2) mutat hasonlosagot. Ezeket a specialis kinetikai
kiillonbségeket a ,,Terhelési arany (duty ratio) és processzivitas” fejezetben részletesen
targyalom.

Enzim mechanizmusuk markans eltéréseinek ellenére (pl.: miozin 5a és 5c¢) —
korvonalazodni latszik a miozin 5 osztaly altalanos szerepe a sejten beliili szallitasi
folyamatokban. Eltér6 biokémiai sajatsagaiknak megfeleléen a kiilonb6z6 miozin 5 izoformak
eltéré stratégiatkat alkalmazva teljesitik szallito feladatukat. A miozin 5a és 5b motorok
egyedi molekulaként mitkddnek (17, 27-30), mig a miozin Sc és egyes miozin 5 izoformak,
peéldaul a Drosophila melanogaster miozin 5 valosziniileg a fentebb mar emlitett sok-

molekulds egységekben mitkodve tolthet be szallito funkciot (26, 32, 33).

Az egyedi molekulaként miik6dé miozin S5a motorok sejtszervecskék, vezikulak,
melanoszomak sejten beliili, rovidtava szallitasaért feleldsek (42). Megfelelé miikddésiik
kulesfontossagli a gyors ingeriilet atvitelt igénylé sejtek miikodésében (17, 30, 31, 43).
Purkinje-sejtekben a sima-felszinii endopalazmatikus retikulum (SER) dendrittiiskékbe
torténd transzportjat biztositjak. Ezaltal lehetévé teszik a sejtek - SER altal kozvetitett IP3,
Ca®" - fiiggd - hatékony ingeriilet atvitelét (30). Idegsejtek és fotoreceptor sejtek pre-és poszt-
szinaptikus jelatviteli folyamataitban is részt vesznek (17). A retina fotoreceptor sejtjeiben
példaul a szinaptikus végzddések ugynevezett ,,ribbon” struktiraiba halmozzak a szinaptikus
vezikulakat. Ezzel biztositjak, hogy a sejtek azonnali , tiizeléséhez” sziikséges ingeriilet atvivo
anyagkészlet mindig rendelkezésre alljon. Napjaink kutatasi eredményei igazoltak, hogy
tultermelésiik a tumoros sejtek metasztazisanak is fontos jelzdje lehet (15).

A miozin 5a motorok jellegzetes lépegetd (,.hand over hand’) mozgassal (9.B abra)
haladva szallitjak kargdjukat altalaban a sejtcentrumtol a sejtperiféria felé. Az aktin
filamentum pozitiv vége felé mozogva akar mikrométeres tavolsag teljesitésre is képesek az
aktin sinrdl torténd levalas nélkiil (processziv motorok) (28, 29, 44). A 1épegetd mozgas soran

a fejek felvaltva keriilnek vezetd pozicioba (42) (9.B abra).
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Az aktin filamentum helikalis ismétlddéseit ativeld, 36 nm-es 1épéshossz teljesitésé¢hez 1 ATP

molekulat hasznositanak az egyes enzimciklusok soran (29, 42, 45).

A AM (A)M ATP (A)M. ADPPi AM.ADP
Miozin : z : ’ 4_ l <_:
Aktin G
Erés aktin N 'Zi?,-ge N Erés aktin
kotés kétés kétés
\N=¢
D X
B M.ATP M.ADP.Pi

9. abra: Az egyedi fejek aktomiozin ciklusa (A) és a miozin Sa jellegzetes lépegetd, ,,hand
over hand” mechanizmusa (B). A) Er6s - és gyenge aktin-ko6t6 allapotok az aktomiozin ATP-az
ciklus soran (40). B) Az ébra bal oldalan feltiintetett 1épési sémanak megfelelden (44) - az emberi
Iépési mechanizmushoz hasonloan - a miozin 5a fejek felvaltva keriilnek vezeté pozicioba az
aktin sin mentén torténd haladas soran (jobbra) (42)
(www.fbs.leeds.ac.uk/research/contractility/myosinv/lifesize.htm).

A két fej Osszehangolt miikddése biztositja a 9.B abran bemutattott, jellegzetes 1épegetd
mozgast. Tovabba a miozin 5 processziv mozgasanak kinetikai feltétele, hogy az egyedi
miozin fejek az ATP-az ciklusidé nagy részét aktinhoz kotott allapotban toltsék (9.A abra).
Az egyedi molekulaként mitk6d6 miozin 5a egyedi fejek enzim mechanizmusa, igy jelentsen
eltér a nagy sokasagban miikddé izom miozin 2 fejek mechanizmusatol (11, 41). Kiemelten a
termék-felszabadulasi 1épések kinetikdja mutat markans eltéréseket a két motor esetében.
Miozin Sa esetén a sebesség-meghatarozo 1épés a fentebb mar emlitett ADP felszabadulasa az
erds aktin-kotd aktomiozinr6él (9.A abra) (41). Az aktomiozin-ADP komplex hosszi
¢letidejének koszonhetden a tartd fej elegendd idot biztosithat az éppen 1ép6 fej szamara a

lépés elvégzéséhez.
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Altalanos miikodési elvek és egyedi momentumok a miozinok enzim
mechanizmusaban

1. A kezdetektil

A napjainkban ismert szamos aktomiozin alapii mozgatérendszer megismerése ¢&s
miikddési mechanizmusuk feltérképezése Kiihne vizsgalatai nyoman a 19. szdzad elején
indult utnak. Kithne munkassaga jelentette az elsé 1épcs6t az izom fehérjekomponenseinek
azonositdsa soran (46). A miozin és aktin fehérjék izolalasa és azonositasa Szent-Gyorgyi
Albert kutatocsoportjanak munkassagahoz kothetd (47). Szent-Gyorgyi Albert csoportjanak
azonban tovabbi mérfoldkoveket is koszonhetiink az aktomiozin rendszer miikodésének
megértésében (48). A két fehérje ciklikus kolcsonhatasat és az ezzel kapcsolt ATP
hidrolitikus ciklust 6k azonositottak. Tovabba Szent-Gyorgyi Albert, Bird6 Endre
munkatarsaval figyelte meg els6ként az aktinnak a miozin ATP-az aktivitasra gyakorolt,
fokoz6 hatasat (49).

Huxley H. E. és Huxley A. F. parhuzamos munkassaga nyoman sziiletett meg az
ugynevezett ,,csuszo filamentum” modell, mely szerint a vastag filamentumok kereszthidakon
(melyet késébb miozinfejként azonositottak (50-52)) keresztiil kapcsolodnak a vékony
filamentumokhoz és ezeknek a kereszthidaknak a ciklikus kotddésén alapszik a vastag és
vékony szalak egymashoz képest torténd elcstiszasa (53, 54).

Az elcstiszast a

AM.ADP.P M.ADP.P, 10. 4bra: L - . 1n ;15
' : abra:  Lymn ,kilendiilé kereszthid
Taylor modell: az

aktomiozin ATP-iz = modell alapjan képzelték el.

ciklus elsé | A modell szerint, a vastag
kemomechanikai

. filamentumokhoz
modellje.

Az aktomiozin ATP-az | csatlakozd kereszthidaknak
ciklus négy Iépése & | 5 yekony filamentumokkal
az egyes lépésekhez
rendelt miozinfej

allapotok (59). valamiféle ciklikussag

bezart  szoge  valtozik

szerint ¢és ez okozza a
szarkomerek  rovidiilését
(55, 56).

A tényleges erégeneralo

mechanizmus  Iépéseinek
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leirasa els6ként Lymn és Taylor nevéhez fiizddik (10. abra) (57-59). A modell az ATP-az
ciklus egyes lépéseit a kereszthid kiilonb6z6 allapotaihoz rendelte az aktomiozin ciklus soran.

A négyiitemi ,.kilendilé kereszthid” modell alapjan a kereszthid aktin hianyaban 45°-os
szoget zar be az aktin filamentummal. Az ATP kétése indukalja az aktomiozin komplex
kereszthid felhuizasat és a szomszédos kotShelyre valo bekotését eredményezi az aktin
filamentumon. A visszakotésekor a kereszthid és az aktin 90°-o0s szdget zarnak be egymassal.
Az aktin kotést kovetd, kereszthidban végbemend szerkezetvaltozasok vezetnek a kereszthid
lecsapasdhoz, ezaltal az aktin filamentumok megkdzelitdleg 10 nm-es elmozditasdhoz
(er6generalas). Szintén az aktinhoz kotddés hatasara, az erégeneralassal kapcsoltan mennek
végbe a termék-felszabadulasi 1épések (foszfat (P;) és ADP felszabadulas), mellyel a ciklus
végéhez ér, illetve Gjra indul ATP jelenlétében.

A Lymn-Tailor modellt kévetéen, Bagshaw és Trentham nevéhez flizédik a miozinok
ATP-az ciklusanak, nyul vazizom miozin 2 motordomén triptofan fluoreszcencia valtozasai
alapjan megalkotott, mar sokkal részletesebb, hét-1épéses kinetikai modellje (11. abra) (60-
62).

1 2
M + ATP <= M.ATP ——— M"'ATP - M*".ADP.Pi
4[ 4

7 6 5
M + ADP = M.ADP -2=— M*ADP + Pi «—s— M*.ADP.Pi

11. abra: Bagshaw — Trentham modell: a miozin ATP-az ciklus hét-1épéses
kinetikai modellje. M: miozin (60-62).

Eddig ismeretlen szerkezeti allapotokat, illetve az azok kozotti atalakulasokat azonositottak a
miozin ATP-az ciklusa soran a molekula sszfluoreszcencijat (triptofan jel alapjan) kovetve
gyorskinetikai modszerekkel. A modell elsé 1épése az ATP kotése a miozinhoz, melyet az
titkozési komplex (M.ATP) izomerizacioja kovet (2. 1épés). Az izomerizaciot kovetden alakul
ki a magasabb fluoreszcenciaji M*.ATP allapot (11. abra). Az ATP hidrolizisével egy, az
el6z6nél még magasabb fluoreszenciaju M**. ADP.P; allapot alakul ki (3. 1épés). Ezt kovetben
a M** ADP.P; komplex visszatér a hidrolizist megelez6 allapottal egyez6 fluoreszcenciaji,
illetve konformacioju allapotba (M*.ADP.Pi) (4. 1épés).

Ezt koveti a foszfat (P;) felszabadulas (5. 1épés), majd a kétlépéses ADP felszabadulas (a
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M* . ADP - M.ADP izomerizaci6 és az azt kovet6 ADP felszabadulas a M.ADP komplexbdl,

6. és 7. 1épés a 11. abran). A modell alapjan a ciklus sebesség-meghatarozo 1épése a P;

felszabadulasa a M*.ADP.P; komplexrdl, vagy az azt kdzvetleniil megeléz6 izomerizacidja a

M** ADP.P; komplexnek (5., illetve 4. 1épések). A séman a nyilak hosszai a sebességi-

allandok egymashoz viszonyitott nagysagat szemléltetik.

12. abra: A Kereszthid és az
erdgeneralas.

Az erékar orientacidja valtozik az
er6generalas  soran, mig a
kereszthid (miozinfej) orientacioja
valtozatlan marad (63).

kozvetleniil kapcsolodd — erdkar

megvaltozasahoz  vezetnek,

erdsitéként szolgalva az erdgeneralashoz. Ezek az
egy ¢évtizeddel késébb megoldott miozin 2

szerkezetek igazoltak, hogy valdban az erdkar

ezaltal mintegy

A kovetkezd allomast a miozin kutatasban a
kilendiild kereszthid modell atgondolasa jelentette.
Cooke ¢és munkatarsai fluoreszcens és paramagneses
probak segitségével kimutattak, hogy a kereszthid
orientacidja nem valtozik az er6generalas soran, csak
bizonyos, aktintol tavol esé doménekben torténik
jelentds, az adott domén orientacidjat is érintd
atalakulas (12. dbra) (9, 63). Késobbi tanulmanyok
megerdsitették azt az elméletet, mely szerint a
motordoménben az ATP-ko6tés hatasara bekovetkezd
apro szerkezetvaltozasok a motordomén C-terminalisan
elhelyezkedd

konverter
régio és igy az

ahhoz

V83
4
N

orientacidja kiilonbozik, mig a fej iranyultsaga
valtozatlan marad kiilonb6z6 nukleotid analogok
jelenlétében: ATP - és ADP analogok jelenlétében
az miozin er6kar lecsapott, mig ADP.P;
analogokkal felhuzott allapotban van (13. dbra)
(64-66).

a4

13. abra: Az akto-S1 Kkomplex
rekonstrualt szerkezete az erékar
felhuzott (fent) és lecsapott (lent)
allapotaban (66).

A két allapot kdzott az erdkar disztalis
vége kb. 10 nm-es elmozdulason megy
at.
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Az elméletet megerGsitették azok a tanulmanyok is, melyekben a miozin 2 erékarjanak
hosszat modositva, az aktin filamentumok cstszasi sebessége a miozinokon, illetve a
munkaiitem nagysaga (az erdkar disztalis végének elmozdulasa az aktin filamentumhoz
képest az aktomiozin ciklus sordn) is aranyos valtozasat mutatott az er6kar hosszaval (9, 67,
68).

A ,miozinolégia” tovabbi mérfoldkoveinek, illetve az enzimciklus mindmaig kérdéses
pontjainak bemutatasat a miozinok szerkezeti sajatsagainak (14. abra) és a miozinfej (MD és
a C-terminalis szegmense az er6karnak) szerkezeti elemeinek (15. abra) részletes ismeretében
érdemes targyalni. A kovetkez6 fejezetben ezért bemutatom a miozinok alapvetd szerkezeti
sajatsagait, illetve kitérek a miozinfej azon szerkezeti elemeire, melyek kulcsfontossaguak a
nukleotid-k6t6 hely, aktin-kotd hely és az er6kar kommunikacidjaban a kemo-mechanikai

energia atalakitas soran.

2. Miozinok szerkezeti egységei és a miozinfej legfontosabb szerkezeti elemei

A miozinok limitalt proteolizissel torténd hasitasa segitette a kutatokat az elsé szerkezeti
informaciok megismeréséhez. Szent-Gyorgyi Andras és Gergely Janos nevéhez fiiz6dik annak
a felfedezése, hogy a konvencionalis izom miozin-2 molekula tripszines, illetve
kimotripszines proteolitikus hasitasat kovetéen, egy szolubilis ugynevezett nehéz
meromiozinra (Heavy MeroMyosin (HMM)) és egy filamentum képzé tUn. konnyt
meromiozinra (Light MeroMyosin (LMM)) esik szét (14. abra) (59).

14. 4dbra: A miozinok
szerkezeti egységei.

A konvencionalis miozin 2
elektron mikroszkopos képe
(fent) (www.mih.unibas.ch.)
és mioziniok limitalt
proteolizisével kapott miozin
fragmentumok (lent)
(www.protein.bio.msu.ru).

i
SRR SSESS

S2

K&nny( meromiozin Nehéz meromiozin
(LMM) (HMM)
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A HMM fragmentumnak tulajdonithato az aktin-kotés, az ATP-az aktivitds és a
konnytilancok (miozin 2 esetében: esszencialis konnyii lanc (ELC) és regulacios konnyiilanc
(RLC)) megkotésének képessége, mig az LMM fragmentum a konvencionalis miozin 2
motorok nehézlancainak filamentum képzésében vesz részt ionos kolesonhatdsok révén. A
HMM fragmentum tovabbi papain-os emésztésével keletkeznek a szubfragmentum-1-nek
(Subfragment-1 (S1)) és a szubfragmentum-2-nek (Subfragment-2 (S2)) nevezett szerkezeti
egységek. Az S1 fragmentum magaba foglalja a teljes motordomént és az azt C-terminalisan
koveté nyaki régio két konnytilanc kotd motivumat (9, 59). Miozin 2 esetében ez a teljes
morfologiai kereszthidnak felel meg.

A miozinok S1 fragmentumai a kinetikai és az aktin filamentumok mozgasanak
megfigyelésén alapuld motilitds vizsgalatok kedvelt objektumai. Ennek oka az, hogy
megorzik a teljes miozin molekulara jellemzd (aktin-aktivalt) enzimatikus aktivitasukat és in
vitro aktin filamentumot mozgat6 képességiiket. Mindezek mellett azonban, leegyszertisitik a
kisérletek értelmezését az egyedi fejek esetére, a két vagy egyes esetekben tobb fej kozotti
kooperativ hatasok kizarasa révén. A HMM fragmentumok vizsgalata azokban a kisérletekben
indokolt, ahol a két nehézlanc egyiittes miikddésének eredményeként kapott jelenségeket
akarjuk megfigyelni (pl: dimer miozin S5a lépegeté mechanizmusa). Ezeknek a
fragmentumoknak a C-terminalisa a dimerizacidért felelds coiled-coil régié egy darabjat is
tartalmazza, amely igy Osszetartja a nehézlancokat.

Az enzimaktivitas €s erégeneralas bazisanak tekintheté S1 fragmentum tovabbi limitalt
proteolizisével harom eltéré nagysagi fragmentum keletkezik: a 25 kDa-os N-terminalis
fragmentum, az 50 kDa-os kozépsé, illetve a C-terminalis 20 kDa-os fragmentum (69).
Ezeket a fragmentumokat felfedezdjik, Balint Miklos utan ,, Bdlint fragmentumoknak” is
nevezik. A kezdeti elképzelések szerint a harom Bdalint fragmentumot szubdoménnek
tekintették, azonban ma mar tudjuk, hogy a harom fragmentum két rendezetlen hurok
helyzetére vezethetd vissza. Az egyik az N-termindlis és az 50 kDa-os szubdomén hataran
talalhatd, mig a masik az 50 kDa-os felsé (Upper 50 kDa (U50)) és alsoé (Lower 50 kDa
(L50)) szubdomének kozé ékelddik (loop 1 és loop 2 a 15. abran).

Az elsd kristalyszerkezet megsziiletésével robbanasszertien indulhatott utnak a szerkezet -
funkcio Osszefliggések feltarasa. Rayment és munkatarsai csirke vazizom miozin 2 Sl
fragmentumat kristalyositottak nukleotid-mentes (apo) allapotban (8, 9, 70). A szerkezeten jol

kivehet6 volt, hogy a kereszthid egy fej (nevét alakjarol kapta) formaju régidban végzodik,
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mely feji régio tartalmaz egy mély arkot, amit egy hét szalu p-lemez (centralis B-lemez) és az
ahhoz kapcsolodd o-hélixek alakitanak ki. Ez az arok osztja fel a korabban tévesen

szubdoménnek gondolt 50 kDa-os Balint fragmentumot egy felsé 50 kDa-os (U50) és egy

Loop1

Nukleotid-kdtés:

Switch I

P-loop

“Hatsé ajte” (”Backdoor’) -
Belsd

Kiils& :
arok

arok

Transducer

Aktin-kété hurkok: Centralis B-lemez

HCM loop
Loop4
Loop2
Loop3

Kapocs régiok:
SH1 hélix

Relay
Switch I1
Strut

15. abra: A miozinfej legfontosabb szerkezeti elemei (8).

als6 50 kDa-os (L50) szubdoménre (15. abra). Rayment ezen munkajaban mar utal arra, hogy
a mély arok nyilasa-zarodasa osszefliggésben lehet az aktinrol valo levalassal, illetve az aktin
megkotésével (71). Késobb a centralis P-lemez kulcsszerepe is igazolodott az arok
zarddasaban. A mély arok zarddasanak alapja, a centralis B-lemez és az ahhoz kapcsolodd
hurkok és kapocs régiok, egyiittes neviikon, a transducer régi6 torzulasanak feloldasa. Az
ATP hidrolizist kovetd arok-zarodas feltehetden sziikséges ahhoz, hogy az ATP-az ciklus
erdgenerald lépése megfeleld aktin-affinitasu allapotban menjen végbe és ezaltal a ciklus
hatékony, er6generalé miikodéshez vezessen (72-74).

Késdbbi, kristalyszerkezeteken alapulé kutatasi eredmények alapjan ma mar tudjuk, hogy
az aktin-koté arok tovabbi két miikodési egységre oszthatd fel: a kiilso arokra és a belsd
arokra (75). Ezek zartsagi és nyitottsagi foka eltéréseket mutat a kiilonb6zé miozinok
esetében egyes nukleotid allapotokban (75). A kiilsé arok, a mély arok aktin-koté felszini
része, mely tartalmazza azokat a szerkezeti elemeket, melyek kozvetleniil részt vesznek az

aktin filamentummal val6 interakcioban (HCM-loop, loop4, loop2, loop3* a 15. abran és

% loop = hurok, bizonyos loop-ok esetében nem hasznaltam
a hurok” kifejezést, mivel ezeknél nem rutinszerii
a forditas hasznalata a szakirodalomban
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aktivacios hurok (lasd az ,,Aktin kotés” fejezetben)) (15. abra). A bels6 arkon a mély arok
szomszédsagaban helyezkedik el (8).

A miozinok nukleotid-k6td helyének jellegzetes, G-fehérjékben is konzervaltan jelen 1¢vo,
szerkezeti elemei a p-loop és a switch-1, switch-2 hurkok (15. abra) (9, 10). A nukleotid-kotd
hely (aktiv hely) az N-terminalis és a felsé 50 kDa-os szubdomén hataran helyezkedik el. Az
N-terminalis szubdoménhez tartozé p-loop treoninja (T170) a Mg* -ion koordinciéjaban
vesz részt. A vele szomszédos, de mar a fels6 50 kDa-os szubdoménhez tartozo switch-1
hurok az aktin-k6td arok és a nukleotid-kotd hely kozott tovabbit informaciot az enzimeiklus
soran (76, 77). Konnzervalt SSR motivuma révén a switch-1 hurok részt vesz az ATP vy-
foszfatjanak (a motivum elsd szerinje (S217)) és a Mg -ion koordinaciéjaban (a motivum
masodik szerinje (S218)). A motivum argininje a switch-2 hurok glutamatjaval formal
sohidat, mely sohid jelenléte a nukleotid-kotd hely zart allapotanak jelzdje (switch-1: zart,
switch-2: zart) (9). A switch-2 hurok az als6 50 kDa-os szubdomén erésen konzervalt
szerkezeti eleme. Funkcidjat tekintve a legkomplexebb szerepkdrrel bird hurok, talan az egész
miozin molekulan beliil. Részt vesz az MgATP hidrolizisének katalizisében, a Mg2+-ion
koordinaciojaban. Hidrogén kotések és elektrosztatikus kolesonhatasok révén informaciot
szolgaltat a nukleotid-kotd zseb allapotarol (nukleotid-tartalom fiiggd) az aktin-koté hely és
az erékar felé (9, 78-80). A switch-2 hurok sokrétii szerepvallalasa éppen annak kdszonhetd,
hogy egyike azoknak a konzervalt ,kapocs” szerkezeti elemeknek, amelyek a szubdomének
hataran lokalizalodnak, ezaltal kitiintetett szerepet vallalnak a négy szubdomén (25 kDa-os,
fels6 50 kDa-os, als6 50 kDa-os és konverter szubdomén) kozotti kommunikéacio
megteremtésében (8).

A konverter régid a relay hélix segitségével létesit kapcsolatot az alsd6 50 kDa-os
szubdoménnel, az SHI hélix pedig az N-terminalissal valo kapcsolatat biztositja a konverter
szubdoménnek. A két kdnnyen deformalodé ,.kapocs™ szerkezeti elem (relay és SHI hélix)
révén valosulhat meg a konverter nagymértékii elmozdulasa a motordomén tovabbi harom
szubdoménjéhez képest. A motordoménben az ATP-kotés hatasara végbemend apro
szerkezetvaltozasok felerdsitését és tovabbitasat az erdkar felé elsddlegesen a relay és SHI
hélix-ek flexibilitasa biztositja. A negyedik ,kapocs” a fels6é és also 50 kDa-os

szubdoméneket 6sszekapcsold igynevezett alatamaszto elem (strut a 15. abran) (8).
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3. Aktin kités

a) Az aktin sin
Gerincesekben jellemzéen a, - B és y aktin izoformak fordulnak el (81). a-aktin az
¢épitéeleme a kontraktilis apparatusokban (vézizom, szivizom, simaizom) mikodd
filamentozus aktinnak (F-aktin), mig a B és y izoformak tGlnyomorészt nem-izom sejtekben
fordulnak el6 (82). A filamentézus aktin 42 kDa molekulasulyt globularis aktin
monomerekbdl épiil fel (16. abra) (47). A monomerek két aszimmetrikus doménje a DNaz-
koté domén és miozin-kotd domén (83). A domének kozott huzodé mély arokban talalhatod az
ATP-koté hely. Fiziologias ioneré mellett, a globularis monomerek ATP kotés hatasara
polimerizalni képesek. Az F-aktin polimer struktirat G-aktin monomerekbdl szervez6dd
kett6s helikalis (13 monomer/ csavarulat) csavarulatok alkotjak, melyben - a végekt6l
eltekintve - minden monomer négy szomszédos monomerrel 1étesit kapcsolatot (84, 85) (16.
abra). A monomerek asszimetridjanak

F-aktin koszonhetben, polaris aktin filamentum

alakul ki, mely pozitiv végén (,, barbed-

Geaktin end”) folyamatosan polimerizal,

ATP
negativ végén (,, pointed-end”’) pedig az
ATP  hidrolizisét ¢és a  foszfat

domén

felszabadulasat kovetéen depolimerizal.
DNaz-k6ts

domén Ezzel a pozitiv vég iranyaba mutatd

taposomalommal” (treadmilling)
Osszhangban a miozinok haladasa is
jorészt a pozitiv vég iranyaba torténik
16. abra: G-aktin monomer (PDB kéd: 1ATN) és ) )

az F-aktin polimer (PDB kéd: 101G) szerkezete. az aktin mentén. Egyetlen kivételtdl
Balra, a  G-aktin  monomer  (o-aktin) | eltekintve (miozin 6 - negativ vég
kristalyszerkezete lathato, mig jobbra a G-aktin
monomerekbdl felépiilé kettds helikalis F-aktin
filamentum. Lila szinnel kiemelve lathaté a G-aktin | filamentum pozitiv vége fel¢

monomer helyzete az F-aktin filamentumban. mozognak.

motor) a miozin motorok az aktin
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b) Aktin-kotott dallapotok a miozin enzimciklus sordn

A miozin motorok miikddése a ciklikus aktomiozin interakcion alapszik. A miozin
motorok az aktin sin mentén torténdé elmozdulas révén hasznositjak az ATP-ben tarolt kémiai
energiat hasznos munkavégzésre. Az erds és gyenge aktin-kotd allapotok, valamint az aktinrol
levalt allapotok meghatarozott sorrendben kovetik egymast a ciklus soran, melynek célja
végeredményben a hatékony erdgenerald mikodés kivitelezése. A nukleotid-k6td hely
nukleotid tartalmatol fiiggéen kovetik egymast ezek a kiilonbozé aktin-affinitdsi miozin

allapotok (17. abra) (11, 40).

Sebesség - meghatarozo

Sebesség - meghatarozo lépés

lépés magas terhelési arany(
alacsony terhelési aranyu miozinoknal
miozinoknal

AM ATP AM.ATP AM.ADPP; P, AM.ADP ADP AM

stroke
u@) (‘UH
@ A= Aktin

@)
/ — ’ @& M= Miozin

Gyenge aktin-k&to allapot
R XD Erés aktin-kats allapot

M.ATP M.ADP.P;

17. abra: Eros és gyenge aktin-koto allapotok az aktomiozin ciklus soran.

Az ATP kotddése az erdsen aktin-kotott aktomiozin (AM) komplexhez az aktinkotés
gyengiiléséhez vezet, majd a M.ATP levalik az aktinrol (A). Az ATP hidrolizisét koveten
kialakult M.ADP.P; komplex visszakot az aktinhoz, melyet a foszfat (P;) és ADP felszabadulasa
kovet. A sarga nyilak potencialis sebesség - meghatarozo 1épéseket jeldlnek alacsony, - és magas
terhelési aranyt miozinok esetében (11).

A killonbozé nukleotid allapotokban meghatarozott miozin kristalyszerkezetek
nagymértékben hozzajarultak az enzimciklus megértéséhez (18. dbra). Az aktomiozin
komplex kristalyositasa azonban, a mai napig akadalyokba iitkézik. A rigor aktomiozin
szerkezetet, mely az erds aktin-ko6t6, nukleotid mentes allapota a miozinnak (AM allapot a 17.
abran), a mar megoldott nukleotid - és aktin menetes (apo) miozin kristalyszerkezetek

dekoralt F-aktin® filamentumokhoz dokkolt formaival kozelitik (8, 66).

® dekoralt F-aktin: filamentzus aktin és miozin fejek rigor komplexének struktirdja
elektron mikroszkopos (EM) felvétel alapjan
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Jelen eredmények szerint a legjobb rigor szerkezeti kozelitésnek a miozin 5 apo
allapotaban kristalyositott szerkezete tekinthetd (,.rigor-szertt” vagy rigor-like) (9, 86, 87).
Ennek oka, hogy miozin 5 esetében a kis aktivacids entalpiaval jellemezhetd rigor aktin
kotés, az aktin-kotd arok kismértékl szerkezeti atrendezddését feltételezi a rigor aktin kotés
soran (75) (88). Az értekezés Elsé témakorében (, Ertedmények” és ,Eredmények
Megbeszélése” fejezet (89. és 117. 0)) részletesen ismertetem azokat az eredményeinket,
melyek nagymértékben hozzajarulnak a miozin 5 esetében tapasztalhatd rigor aktin-kotés
szerkezeti hatterének megértéséhez.

Miozin rigor Miozin.ATP

postrigor

Levalds
az aktinrél

ADP
ATP hidrolizist kévetd
Erékar lecsapas erdkar felhiizas
Powersiroke Bl Recovery-stroke

koteés

Miozin.ATP / ADP.Pi
prepowersiroke

Miozin.ADP.Pi
prepowerstroke

18. abra: Ismert miozin szerkezetek az erégeneral6 aktomiozin ciklus soran.

A fésiikagylo (Argopecten irradians) harantcsikolt izom miozin 2 erdgeneraldo ATP-az
ciklusanak ismert miozin szerkezetei: rigor kozelités - apo allapot dekoralt F-aktinhoz dokkolasa
alapjan; postrigor - ATP analdg jelenlétében, aktinrol levalt allapotban; prepowerstroke: az ATP
hidrolizisét koveten kialakulo és feltételezhetden gyenge aktin-kotd allapotot reprezentalod
allapot, aktin hianyaban és ADP.Pi analdg jelenlétében megfigyelve (8).

A 18. abran a féstikagylo (Argopecten irradians) harantcsikolt izom miozin 2 er6generald

ATP-az ciklusanak ismert miozin szerkezetei lathatok (89) (8). Miozin 5 esetében a
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prepowerstroke szerkezet sem ismert. Jol latszik, hogy még korantsem sikeriilt pontos képet
kapnunk az erégenerald ciklus soran a miozin fejben végbemend szerkezeti valtozasok
folyamatarol (18. abra). Az erékar felhuzasnak (recovery-stroke) aktinro6l levalt allapotban
kell torténnie, melyet az 18. dbra is jol szemléltet. Az erégeneralasnak (powerstroke)
azonban a miozin aktin-kotott allapotaban kell végbemennie, ha a miozin molekula el szeretné
keriilni a haszontalan, erdkifejtést nem eredményezé ATP-az ciklusokat. A hianyzé 1épések
szerkezeti feloldasa a prepowerstroke éllapot és az erés aktin koté rigor allapot kozott -
melyek valoszintileg kivétel nélkiill a miozin aktin kotott konformacids allapotai - még

megoldasra varnak.
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¢) Amit a miozin az aktinnak készonhet

Az aktinnak a miozin ATP-az ciklust aktivalo hatdsat mar a miozin kutatds hajnalan
felfedezték (49). Az aktin jelenléte a termék-felszabadulasi Iépéseket egyértelmiien
befolyasolni képes, tehat az aktin a miozin ,,nukleotid-kicseréld faktoranak” tekinthetd. A fent
emlitett kristalyszerkezetek megoldasa hozzajarulhatna az aktin-aktivacié mechanizmusanak
tisztazasahoz, azonban a mutacios analizisek, illetve fluoreszcens jelek detektalasan alapuld
modszerek (stopped-flow, FRET (Froster Resonance Energy Transfer)) is jelentOs elérelépést
hoztak az aktin-aktivacio mechanizmusanak és hatasanak megértésében (8, 90, 91).

Sun és munkatarsai az aktint és a miozin 5 molekula felsé 50 kDa-os szubdoménjét (U50,
15. abra) jelolve, FRET modszerrel kovették a jellel ellatott régiok helyzetét az enzimciklus
folyaman. Az aktin kotésének hatasara két kinetikai fazist (konformacios valtozast) figyeltek
meg. A gyors fazis a foszfat (P;) felszabadulasnal is gyorsabbnak addodott, mig a lasst fazis az
ADP felszabadulasahoz hasonlod sebességi allanddval volt jellemezhetd, igy azt az ADP
felszabadulasaval kialakulo, rigor aktomiozin komplex (AM allapot a 17. abran)
kialakulasanak tulajdonitottak (91). A legegyszeriibb magyarazata a gyors fazisnak az, hogy
az aktin-kotés gyors atrendezodést indukal az aktomiozin elsddleges kolesonhatd felszinén
(loop 2, 15. abra) (92-95). A masodik izgalmas felvetés, melyet kevésbé tart valoszintinek a
kutat6 kozosség, hogy még a P; felszabadulast megel6zden végbemegy egy gyors zarodasa az
aktin-kotoé aroknak.

Varkuti és munkatarsai Gjonnan azonositottak egy, a miozinok korében konzervaltan jelen
1év6 aktin-koto régiot (,,aktivacios hurok” (activation loop)) és ennek a régionak a mutacios
analizisével (Dictyostelium nyalkagomba miozin 2 és egér miozin 5a vad-tipusu és mutans
konstrukciokat vizsgalva) jutottak kozelebb az aktin-aktivacio molekularis mechanizmusanak
és fiziologias szerepének megértéséhez (90). Ez az aktivacios hurok (az LS50 része a 15.
abran) az aktin N-termindlis szegmensével 1¢ép kapcsolatba az enzimciklus folyaman. A
hurok szerepének megértéséhez fontos tudni, hogy miozin 2-ben aktin hidnyaban az erékar-
lecsapas a sebesség meghatarozo, mig aktin jelenlétében a lecsapas sebessége megnd és
vélhetden a P; felszabadulas valik a ciklus sebesség-meghatarozo 1épéséveé (9, 96, 97). Az
aktivacios hurok és az aktin N-terminalisanak kolcsonhatasa gyorsitja a miozin relay-

(er6generalas). Ezaltal serkenti a Dictyostelium miozin 2 motor ATP-az aktivitasat.
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In vitro aktin-csuszasi motilitas vizsgalatokban kovették az ,,aktivacios hurok” mutansok
aktin filamentum mozgat6 képességét. Erdekes modon azt tapasztaltdk, hogy a
megkozelitdleg egy - két nagysagrenddel alacsonyabb aktin-aktivalt ATP-az aktivitassal
rendelkez6 miozin 2 mutansok extra terhelés nélkiili motilitasi sebessége kismértékii
meérséklédést sem mutatott. Ezekben az aktin-cstszasi motilitds vizsgalatokban kizarolag
aktin filamentumokon keresztiil, a tobb motor htizasa altal fellépd terhelés érvényesiilt, egyéb
extra terhelés nem befolyasolta a motorok miikodését.

In vivo C. elegans testfal miozin aktivaciés hurok mutans allatokon vizsgaltdk az allatok
erdkifejtd képességét AFM (Atomic Force Microscopy) technika segitségével. Az eredmények
azt mutattak, hogy az aktivacios hurok és az aktin interakcidja bar a ,,terheletlen” motilitashoz

nem sziikséges, a hatékony er6generalasnak viszont elengedhetetlen feltétele.

Erégeneralas

(erdkar lecsapas)
> \:—r»> N —~>

Termodinamikai Kinetikai
Gtvonal szelekcié  utvonal szelekcid

Hidrolizis
Haszontalan
erdkar lecsapas
—— = o
Q QG ;

.

19. abra: A miozin 2 motor Kinetikai utvonal szelekcion alapulé erégeneralasi
mechanizmusa. Magas aktin koncentracid mellett a hidrolizist kdvetd erdkar lecsapas
tilnyomorészt az energetikailag kedvezdtlen (a miozin aktin-kotott allapotaban), de hatékony
erdgeneralassal jaro Gtvonlon megy végbe a kinetikai Gtvonal szelekcié mechanizmusat kovetve
(balra fent) (74).

A jelenség magyarazatat a 19. abra szemlélteti (74). Az ATP hidrolizisét kdvetd, aktinhoz
valo visszakotés gyorsitja az erdkar lecsapasat (erégeneralds) a miozin 2 motor esetében (9,
96, 97). Az aktomiozin rendszer erdgenerald képessége attol fiigg, hogy a ciklusok mekkora
hanyadaban torténik a lecsapas aktin-kotott, illetve aktinrél levalt allapotban (19. abra) (9,

74).
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Bar az aktinhoz valo visszakotés az er6generalast megel6zéen energetikailag kedvezétlen
folyamat, a kinetikai szelekcios Gtvonal elképzelés magyarazatot ad arra, hogy milyen médon
valasztja az aktomiozin rendszer ezt, az egyébként erdgeneralas szempontjabol
messzemenden hatékonyabb utvonalat az enzimciklus soran (19. abra).

Miozin 2 esetében a fiziologidsan nagy aktin koncentracié (> 100 pM) teszi lehetévé a
kinetikai utvonal valasztas alkalmazasat. Magas aktin koncentracié mellett a miozin.ADP.P;
komplex aktin kotési sebessége sokszorosara nd, igy gyorsabb lesz, mint az energetikailag
kedvezébb (aktin-kotést nem igényld), de haszontalan lecsapas sebessége. Az aktomiozin
ciklusok aranya tehat az effektiv utvonal felé tolodik el a gyors csapdazasnak kdszonhetden.
A tovabbiakban az aktivacios hurok biztositja, hogy ne is térhessen le a miozin az effektiv
utvonalrdl. Az aktivacios hurok és az aktin N-terminalis régidja kozotti interakcid hianyaban
a lecsapas lelassul. Ennek koszonhetéen a ciklusok nagyobb hanyada térhet vissza az
eredménytelen, erdgeneraldssal nem jard utvonalhoz.

Az aktivaciés hurok hianya miozin 5a esetében is az aktin-aktivalt ATP-az aktivitas
drasztikus csokkenésével jar egylitt (90). Ebben az esetben azonban alapvetéen mas
mechanizmussal kell magyaraznunk a jelenséget, mivel a miozin 5a enzim mechanizmusa
jelentdsen eltér a miozin 2 motorétol. Miozin 5a esetében aktin hianyaban a P; felszabadulas a
sebesség meghatarozo, mig aktin jelenlétében a a P; felszabadulas sebessége megné és az
ADP felszabadulasa az erés aktin-k6té aktomiozin komplexrdl valik a ciklus sebesség-
meghatarozo lépésévé (41). Mivel kisérleti eredményekkel alatamasztott megoldas még nem
sziiletett a mechanizmussal kapcsolatban, igy két lehetoséget képzelhetiink el. Az aktivacios
hurok hianya az aktin-aktivalt foszfat felszabadulas utvonalat gatolja (a hurok helyzetébdl
adodoan valoszinileg a kommunikacios tutvonal kezdeti szakaszan) vagy az ADP
felszabadulas aktin-aktivalt gyorsitasat akadalyozza meg. Az értekezés Elsé témakore
szorosan kapcsolodik az aktin-aktivacid ,nukleotid-kicserél6” hatdsanak megértéséhez a
miozin Sa intracelluldris szallitofehérje esetében (lasd ,,Eredmények” ¢és ,Eredmények

Megbeszélése” fejezetekben (86. és 114. 0)).

Szémos kérdés nyitva all még az aktin-aktivacié folyamatdval kapcsolatban. Az aktin-
aktivalt nukleotid csere lehetséges tutvonalai és fiziologias szerepe a kiilonb6z6 miozin
osztalyok, illetve izoformdk esetében még korantsem teljes. Kérdés az is, hogy milyen
mechanizmusok létezhetnek még a kinetikai szelekcios elképzelés mellett, amelyek az

aktomiozin ciklusukat a hatékony, er6generaléo mikodés felé terelik.
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4. Terhelési arany (duty-ratio) és processzivitds

a) Mirdl arulkodik a terhelési arany

A miozinok enzimciklusa az 17. dbran feltiintetett 1épésekbdl all (40). Nemcsak az
enzimciklust felépité allapotok Osszetételében, de az egyes Iépések sorrendjében is
nagymértékli egyezést mutat a miozinok enzim mechanizmusa. A kiilonboz6 aktin-affinitast
(er6s és gyenge aktin-kotott, illetve az aktinrol levalt) allapotokban eltoltott életidok azonban
eltéréseket mutatnak a kiilonboz6 (altalaban az eltéré funkciot betdltd) miozinok esetében
(98). A teljes ATP-az ciklusidé erdsen aktin-kotott allapotokban eltoltott hanyada adja meg az
adott miozin molekula terhelési aranyat (duty-ratio).

Az er6generalasi 1épésnek (erOkar lecsapas) a miozin aktin-kotott allapotaban kell

megtorténnie, illetve az azt megel6z6 erdkar felhtizasnak aktinrdl levalt allapot kell
sziikségszeriien végbemennie a hatékony erégeneralé miikodés érdekében.
ATP-kotésének koszonhetden az er6generalast koveten kialakulod erés aktin-kotd rigor (AM)
komplex életideje elhanyagolhatdan rovid (17. abra). Ezért a hidrolizist kdvetden kialakulo,
aktin ¢és ADP egyidejii jelenlétében tapasztalhato, erds aktinkoté allapot(ok) életidejének a
teljes ciklusidéhoz mért aranya hatarozza meg dontéen a miozin molekula terhelési aranyat
(17. abra).

A terhelési arany szempontjabol kulcsfontossagu, hogy az adott miozinnak milyen aktin-
affinitisi az enzimciklus sebességét meghatdrozo (leglassabb) lépése. Altaldnossagban
elmondhatjuk, hogy abban az esetben ha az erds aktin-affinitasi AM.ADP allapot a sebesség-
meghatarozo 1épése a ciklusnak (a fent emlitett magas fiziologias ATP koncentracidé miatt a
rigor AM komplex sebesség-meghatarozo szerepe valdsziniitlen) akkor magas terhelési
aranyu motorral allunk szemben (pl.: miozin 5a, 5b és NM2 motorok esetében) (37, 41, 99,
100). Azokat a miozionokat, melyek sebesség-meghatarozo 1épése a foszfat (P;) felszabadulas
a gyenge aktin-kot6 AM.ADP.P; komplexr6l (pl.: izom miozin 2), vagy az azt megel6z6
valamely gyenge aktin-kotd, illetve aktinrdl levalt allapot (Dictyostelium miozin 5 (26)), az
alacsony terhelési aranyi motorok kozé sorolhatjuk (17. abra). Nyilvanvaldan az egyéb (nem
sebesség-meghatarozo) ciklus lépések élettartamatol fliggden, egyes esetekben befolyasold
tényez0 lehet a ciklus tobbi Iépésének ¢életideje a teljes ciklusidd alakitasaban, igy a terhelési

aranyt csokkenteni, illetve novelni képes.
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A terhelési arany és az ADP felszabadulas sebességi allandoja kozott megfigyelhetd
kapcsolat mellett, az aktin kotés - ADP felszabadulas kapcsoltsaggal is korrelaciot mutat a
terhelési arany. Szamszertisitve az aktin - ADP kapcsoltsagi hanyadost: az ADP felszabadulas
aktin jelenlétében ¢és aktin hidnyaban mért disszociacios allandoinak hanyadosa adja meg
(98). Az alacsony terhelési aranyu izom-miozin 2 esetében az aktin kotddése az aktin-kotd
helyre az ADP felszabaduldsat gyorsitja a tavol esé nukleotid-koté zsebbdl (az aktin - ADP
kapcsoltsagi hanyados magas értéknek adodik) (9). A magas terhelési aranyd nem-izom
miozin 2 esetében az aktin kotddése az aktin-kotd helyre az ADP felszabadulasat lassitja,
ezzel is stabilizalva az erés aktin-koté allapotot (az aktin - ADP kapcsoltsagi hanyados
alacsony értéknek adodik) (99-101).

Miozin 5a esetében bar az aktin kétéssel az ADP felszabadulas mérsékelten gyorsul, a P;
felszabadulas harom - nagysagrenddel torténd gyorsitasa biztositja be a terhelési arany
novelését (41). A magas terhelési ardny a kétfejl, Iépegetd mechanizmussal miik6dé miozin
Sa szallitd motorok esetén (20. abra) azért sziikséges, hogy az aktin-ko6tott fej elegendd id6t
biztositson a masik, éppen 1ép6 fej szamara a kovetkezo aktin-kotd hely megtalalasahoz, ezzel
elkeriilve a molekula levalasat az aktin filamentumrol.

A miozin 5b motorok a miozin 5a - hoz hasonléan magas terhelési arannyal
jellemezhetéek, mely mindkét motor esetében a kovetkezd fejezetben targyalt, magas
processzivitast ,,alapozza meg” (37). Magas terhelési aranyukat a miozin 5b motorok is az
aktin-aktivacio hatasara torténd P; felszabadulas jelentds gyorsitasaval érik el. Sebesség -
meghatarozo 1épésiik az ADP felszabadulas az erés aktin-kotd aktomiozin. ADP komplexr6l
37.

A miozin 5 osztaly harmadik képvisel6jét, a miozin 5c¢ izoformat az alacsony terhelési
arany jellemzi. Itt az alacsony terhelési arany arra vezetheté vissza, hogy a P; felszabadulas
aktin-aktivacioja nem jelentés, igy aktin jelenlétében a P; felszabadulas a ciklus leglassabb
Iépése (32, 33). A Dictyostelium miozin 5 méas modszert alkalmaz a terhelési arany
csokkentése érdekében. Az aktin-aktivacié termék-felszabadulasi 1épésekre (P; és ADP
felszabadulas) gyakorolt hatdsa a miozin 5a izoformahoz hasonlo, viszont az ADP
felszabadulas az aktin jelenlététdl fiiggetleniil nagyon gyors. A ciklus sebesség-meghatarozo

lépése aktin jelenlétében a tilnyomorészt aktinrol levalt allapotban torténd hidrolizis (26).
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A miozin 5a sebesség-meghataroz6 ADP-felszabadulasi 1épésének sebességét tobb
mechanizmus egyiittes hatasa optimalizalja. Miozin 5 esetében ilyen az ADP felszabadulas
Mg2+- koordinacio altali szabalyozasa (102), illetve a nyaki régié huzasan keresztiil az egyes
fejekre hatd belsé fesziiltség (gating) (8, 95, 103). A mechanizmus részleteit ,,4 terhelés
(load) szerepe a miozin motorok miikédésében” (36.0), tovabba az ,,Erégeneraldas” (42. o)

fejezetekben és az értekezés ,,Elso témakorének” vonatkozo részeiben részletesen targyalom.

szalakban végzett gyors kontrakcio

KONTRAKCIO -
miozin 1
1 miozin 2
egyedimolekula miozin §
transzport wilaHng
miozin 7
miozin 10
L
EROTARTAS -
; &
MOLEKULA- Q- & ada
CSOPORT (\ T
MOLEKULA

20. abra: Miozin funkciok és az aktin-kotési sajatsagok (terhelési arany, aktin-ADP
kapcsoltsag, aktin-kotott allapotok életideje) korrelacidja.
Az egyedi molekula transzportot teljesité miozinok (miozin 5, 6, 7) és a filamentumokba
szervez6dott, kontrakcioban résztvevé miozin 2 osztaly képvisel6i jol elkiilonold csoportokat
alkotnak. Az egyedi molekulaként miikddd miozinokat az aktin-kotott allapotokban toltott
¢letid6 elnyujtasa ¢és a magas terhelési aranya jellemezi (98).

b) A terhelési arany és a processzivitas

A miozin 5a azok kozé a magas terhelési aranyt miozin motorok kozé tartozik, melyek
egyedi molekulaként intracellularis szallito funkciot toltenek be (9. abra) (28, 29, 44). Ezek
az egyedi molekulak akar 60 enzimciklus és azzal jar6 mechanikai 1épés teljesitésére képesek

az aktin filamentumrol valé levalas nélkiil, azaz magas processzivitasu motorok.
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A processzivitas mérészam azt adja meg, hogy molekula mekkora valosziniiséggel teszi
meg a kovetkezd 1épést a sin mentén (104). Leegyszeriisitve a miozin 5a egyedi fejeinek
lehetséges allapotait a mechanokémiai ciklus soran aktin-kotott és aktinrdl levalt allapotra,
melyek kozott az atalakulds kg €s kiey sebességi allandokkal torténik, elmondhatjuk, hogy a
keétfejii molekula tovabblépésének valoszinliségét az fogja meghatarozni, hogy az egy fejjel
sint kotéd molekula masik feje a rendelkezésére allo id6 alatt aktin-kotott allapotba keriil-e,
vagy sem. Az utobbi esetben a korabban sint koté fej levalik és a molekula disszocial a sinrél
ami a futas végét jelenti. Annak a valdsziniisége tehat, hogy mindkét fej aktin-kotott allapotba
keriill: P = kis/(kxortkiev), mely Osszefliggés azonban egyben a terhelési-arany értéket is
definialja (lasd az ,, Eredmények Megbeszélése” fejezetben az egy-fejre vonatkozo terhelési-
arany becslését: a ks'/(ks+ks) (114.0), sebességi allandok nevezéktana a 32.C abra sémaja
alapjan).

A miozin 5a véarhato 1épésszama, melyet az <n> = P/(1-P) 6sszefliggés ad meg, igy a
kisérletesen mért adatok alapjan joval alatta marad a motilitasi vizsgalatok alapjan tapasztalt
lépésszamnak (28). Egér miozin Sa esetében az ,,Elsé témakor” eredményei alapjan, P = 0,94
alapjan a 1épésszam 16 Iépésnek adodik, mig csirke miozin Sa esetében P = 0,7 alapjan ez
még alacsonyabb érték, ~ 2 1épés egy futds soran (41). A miozin 5a molekula motilitasi
kisérletekben tapasztalt magasabb 1épésszama (akar 30-60 Iépés/futas) és az ennek hatterében
all6 magasabb processzivitas érték feltehet6en kiilonboz6 processzivitast fokozo hatasoknak
koszonhetd.

Processzivitas fokozd, illetve processzivitds csokkentd mechanizmusok (pl.: IQ -
motivumok szama ¢és flexibilitasa, szallitmanyért folyd kompeticio, ,,gating” - mechanizmus)
is létezhetnek, melyek a kétfejii miozin 5a 1épésszamat in vitro illetve in vivo koriilmények

kozott befolyasolhatjak.

¢) A processzivitds hangolasa

A miozin 5a molekula atlagosan 30, de akar 60 1épést is képes megtenni az aktin
filamentumon levalas nélkiil (28). A molekula 36 nm-es 1épéshossza mellett, igy mintegy 1-2
nM-es tavolsag ,.bejarasara” képes egyszeri sinre kotés alkalmaval (45, 105).

Sakamoto ¢és munkatarsai mutattak ra4, hogy a nyaki régd hossza és flexibilitdsa is
befolyasolja a processzivitast (105). Miozin 5a esetében 2-nél tobb IQ motivum (a nyaki régid
konnytilanc-k6td motivumai, 2. abra) sziikséges a processziv mozgashoz és az 1Q motivumok

szamanak (az er6kar hosszanak) novelésével egyenesen aranyosan valtozik a munkaiitem
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nagysaga (az erOkar disztalis végének elmozdulasa az aktin filamentumhoz képest az
aktomiozin ciklus soran). Az in vitro motilitasi esszében mért aktin csuszasi sebesség is nétt
az 1Q motivumok szamanak novelésével. A 61Q-HMM konstrukcid teljes futashossz
frekvencidja csokkenést mutatott az 1Q motivumok szdménak csokkenésével. Ennek oka az
lehet, hogy az 1Q motivumok szama a munkaiitem nagysagan kiviil az eredményes 1épések
szamat is befolyasolja (105). A helikalis aktin filamentum 5 nm-es aktin monomerekbdl épiil
fel és a helikalis struktira 36 nm-ként van rogzitve a citoszkeletonhoz. A 36 nm 1épéshossz
(kotohely specifitas) tehat azért szilkséges a molekula szamara, hogy az aktin filamentum
tetején” tudjon sétalni (ha egy monomer felszine kétéhelyként funkcionalna, akkor a miozin
5 spiralisan mozogna az aktin filamentum mentén és 36 nm-ként a citoszol rogzitésekbe
titkdzne). A vad tipust miozin 5, hat IQ motivuma egymashoz képest rendre 25-23-25-23-25
aminosav tavolsagra helyezkedik el (16, 106). Az egyik mutans esetében a nyak 3. és 4. IQ
motivuma kozotti régioba ¢ékeltek két alanint, ezzel megtdérve a motivumok kozotti
mintazatot. A mutans munkaiitemének nagysaga, aktin mozgatasi scbessége ¢és
processzivitasa is jelentdsen csokkent. A nyaki régi6é flexibilitasanak valtozasa tehat
jelentésen befolyasolja a miozin 5 egyedi 1épéseinek kinetikajat és ezaltal processzivitasat.

In vitro koriilmények kozott végezték azt a nagyon Otletes kisérletet, ahol egyazon
kargohoz kotve ,,eresztették Ossze” a pozitiv vég motor miozin 5a-t €s az aktin negativ vége
felé mozgd miozin 6 motort (107). In vivo ilyen kargdért vivott harcot ugyan még nem
sikeriilt megfigyelni, de mivel a szallitott objektumok tipusai (vezikulak, ER, Golgi) atfedést
mutatnak ¢és a sejt ellentétes polusai felé mozognak (a miozin 5a altalaban a sejt periféria felé
iranyulo kargé transzport iranyitja, a miozin 6 a sejt belseje felé iranyul6 szallitasért felel6s),
igy mégis valoszintisithet$ ez a sejtbéli szituacio (108). Az esetek 80%-aban a szallitmanyért
vivott kiizdelem a miozin 5 gyézelmével zarult (a szallitas az aktin filamentum pozitiv vége
felé indult meg). A megallito erd (stall force), amelyet a két molekula képes generalni hasonld
értéknek (~ 1,5 - 3 pN) adodik. A jelenség magyarazata az ellenallo erd (resistive load)
tekintetében mért kiilonbségekben keresendd. A vezetd fej ADP-t kdtve miozin 5 és miozin 6
esetében is erésen kotddik az aktinhoz. A miozin fej aktinrdl vald levalasztasahoz ilyen
koriilmények kozott miozin 5 esetén ~ 4 pN, miozin 6 esetén ~ 2,6 pN erd sziikséges. Az a
motor, amely nagyobb ellenalld er6t mutat, igy jobban képes ellenallni a mozgasaval
ellentétes iranyt huzasnak és lesz végiil a kiizdelem nyertese. A nyereség ellenére

,hatranyok” is szarmaznak a harcbol.
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A miozin 5 sebességében és processzivitasaban is valtozast okoz a hatraltatdé miozin 6
jelenléte. A miozin 5 Iépésideje (pozitiv vég felé tartd) hosszabbodik, illetve a hatrafelé

1épések szama 20%-ra n6 az ellenerd hianyaban mért 0,3%-hoz képest (107).
5. A terhelés (load) szerepe a miozin motorok miikodésben

Mar az el6z6 fejezetben is felmeriilt a terhelés szerepe a motormiikodés hangolasaban.
Ebben a fejezetben azt szeretném bemutatni, hogy a molekulan beliil, a nyaki régié htuzasan
keresztiil az egyes a fejekre nehezedé mechanikai terhelés (,, gating”), hogyan jarulhat hozza
a motormiikddés hangolasahoz.

Talnyomorészt nem-izom miozin 2 (NM2A és NM2B) és miozin 5a motorokon végzett
gyorskinetikai, szerkezeti és egyedi molekula vizsgalatok sorozata alapjan keriilhettiink
kozelebb annak a megértés¢hez, hogy a belsé fesziiltség miképpen szabalyozza az egyedi
miozin fejek terhelési aranyat a kiillonbdz6 miozinok esetében (103, 109). Az NM2A motorok
az alacsonyabb, mig az NM2B motorok a magasabb terhelési aranyli miozinok kozé
tartoznak. Az el6z6 fejezetben részletesen targyaltak szerint, a miozin 5a molekula egyedi
fejeit magas terhelési arany jellemzi, mely a szallitd funkcié szolgalataban all. A vizsgalt
NM2 motorokra, az izom miozin 2 motorhoz képest hosszabb ciklusidd jellemz6 és lassabb
ADP felszabadulasi 1épésiiknek koszonhetden joval hosszabb id6t is toltenek erésen az
aktinhoz kotve, emiatt hosszabb idétartamu erdkifejtésre képesek. Az ADP felszabadulas
terhelés-fiiggésének vizsgalatat célzo kisérletek alapjan ma mar tudjuk, hogy az NM2B motor
ADP felszabadulasi sebességének terhelés-érzékenysége nagymértékben segiti a motort a
simaizmokkal valo egyiittmiikodés soran (41, 99, 100).

Egyfejii (terheletlen kontroll) és kétfeji aktin-kotott (terhelt) (21.A abra) NM2
konstrukciok ADP-felszabadulasanak kinetikajat vizsgalva kiderilt (21.B abra), hogy az
egyes fejek kiilonbozo iranya terhelése markansan, ugyanakkor eltéréen befolyasolja ADP
felszabadulasat az aktomiozin komplexr6l (109). A molekulan beliill fellépé mechanikai
fesziiltség csokkenti a mozgas iranyaval ellentétes iranya eré hatasa alatt 1évé fej ADP-
felszabadulasanak sebességét, mig a mozgds iranyaba hatdo eré gyorsitja az ADP-
felszabadulast (21. abra).

Az NM2 motorok esetében az ellentétes iranyl eré a fent emlitett hosszatava erétartast
segitheti, mig a mozgas iranyaba hatd er6 - a ciklusidd roviditésével - a gyorsabb motorok
miikddésével vald Osszehangolodast teszi lehetéve (a fejek nem akadalyozzak a gyorsabb

motorok (pl. simaizom-miozin) altal hajtott kontrakciét) (100, 101, 110, 111).
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Miozin 5a motoroknal a fejek egyidejii aktin kotése esetén, a fejek kozott kialakuld belsd
fesziiltség kétségkiviil jelentésen hozzajarul az egyedi fejek (vezet6 fej, kovetd fej) aktinrol
valo levalasanak 6sszehangolasahoz, ezzel ndvelve a molekula processzivitasat (95, 112-114).

Kérdéses azonban, hogy a processzivitds ndvelése a mindkét fejre egyidejiileg hato ¢és a
vezetd ¢és kovetd fej ADP felszabadulasat ellentétesen befolyasold hatds egyiittesnek
koszonhetd, vagy a processzivitas fokozasahoz elegendd csak a vezetd fejrdl torténé ADP
felszabadulas modulalasa (lassitasa). Az elsd esetben a fejek egyidejii aktin-kotésébdl eredd
belsé fesziiltség a vezeto fejrol lassitja, mig a kovetd fejrol gyorsitja az ADP felszabadulasat.
A leglijabb eredmények azonban az utobbi mechanizmust tamasztjak ala a miozin Sa motor
esetében. E szerint - az NM2 motoroktol eltérden - a belso fesziiltség jelentdsen csak a vezetd
fej ADP felszabadulasara hat és éri el ezaltal, hogy a kovet6 fej valjon le elséként, ezzel
fokozva a molekula processzivitasat (113). Miozin 5 esetében a kovetd fejrol térténé ADP
felszabadulds gyorsitasa valdszintileg csak fokozott belsd fesziiltség esetén 1ép fel.

Ennek fiziologias jelentdsége feltehetden a sejteket atszovo aktin halozat elagazasaiban
van, ahhol a kovet6 fej, az ADP felszabadulas gyorsuldsa révén, gyorsabban képes elhagyni a

régi” aktin filamentumot ¢és ezzaltal hatékonyan valthat aktin sint (113).

A 21. dbra: A belsé fesziiltség szerepe
%%: az ADP felszabadulis hangolasaban.

A) Terheletlen miozin S1

y fragmentumok ¢és a  terhelt HMM

molekulaban, az egyes fejekre hato
belso fesziiltség. A vezetd fej hatrafelé

B 1ranyu10 terhelést érez (zold nyil), mig a
aikehes kovetd fej elére iranyuld terhelés alatt
/ R all (llla nyil). B) pgynevezett
GS\ . chasing” kisérletben vizsgilva az

ADP felszabadulast a terhelt HMM

koveté fejérol (ki, ki), illetve ADP

K o felszabadulas a  terhelt (k) és
ADP chase + B terheletlen vezetd fejrol (ko) (109).

—_—

A jelenség tehat jelentdsen hozzajarul, mind a kotegekben mitkodé NM2 motorok, mind a
dimer, egyedi miozin 5a molekula processzivitasanak noveléséhez.

A mechanikai terhelés azonban tobbféle kimenetet is eredményezhet a fejek miikodésének

kinetikajaban, melyek mindegyike a dimer molekula processzivitasanak fokozasahoz vezet.
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Az elsd ismert kimenet a miozin 5a és NM2 miozinok esctében fent ismertetett, ADP
felszabadulas modulalasaban nyilvanul meg. A masodik ismert kimenet, a sok szempontbdl
egyedi mechanizmus szerint miik6dd, negativ vég motor miozin 6 esetében megfigyelhetd. A
miozin 6 szintén magas terhelési aranytl motor, ahol az egyedi fejek enzimciklusanak
sebesség-meghatarozé 1épése az ADP felszabadulis az aktomiozin komplexrél. Erdekes
modon azonban a dimer molekula fejei kozott fellépd belsé fesziiltség a vezetd fejben az ADP
felszabadulas gyorsitasat és a gyors ADP felszabadulast koveté ATP kotés blokkolasat
eredményezi, ezzel biztositva a hatulsé (éppen 1épd) fej szamara elegendd idét a Iépés
elvégzéséhez (8, 115). Az még kérdéses, hogy a miozin 6 dimer, miért a rigor (nukleotid-
mentes, erés aktin-kotd) allapot életidejét hosszabbitja meg a szintén erds aktin-kotd
aktomiozin.ADP allapot helyett (miozin 5a, NM2), illetve az eltéré ,.gating” kimenetek

szerkezeti hattere is nyitott kérdés.
6. Az ATP hidrolizise és az erékar felhiizds

A kiilonboz6 miozin osztalyok kinetikai és szerkezeti analizise alapjan ma mar ismerjiik
annak a jelenségnek az altalanos érvényét, mely szerint az ATP-kotés hatasara a nukleotid-
kotd helyen zajlo apré szerkezetvaltozasok atterjednek a konverter régiora és az aktin kotd
régiora is. A konverter régio, ATP -kotést kovetd, ujra orientalodasa a hozza C-terminalisan
kapcsolodo erdkar felhtizasahoz (recovery stroke) vezet. Azonban azok a - szubdoméneket is
ativeld - kommunikaciés ttvonalak, amelyeken keresztiil megvalosulhat ezeknek a kb. 40 A
tavolsagban 1évé szerkezeti elemeknek az Osszehangolt mozgasa, eltéréseket mutatnak a
kiilonb6z6 miozinok esetében (116).

A Bagshaw - Trentham kinetikai modell (11. abra) megalkotasakor az egyes lépések
azonositasahoz alapul szolgalo fluoreszcencia jelet ado triptofanokat még nem tudtak konkrét
szerkezeti elemekhez rendelni (60-62). Az elsé kristalyszerkezetek megjelenésével valt
lehet6vé azonositasuk. Hamar kideriilt, hogy a motordomén nukleotid-k6té zsebének
kornyékén talalhato triptofanok feleldsek az elsé fluoreszcencia emelkedésért — M* allapot,
illetve a relay hélixen (15. abra) talalhatdo 510-es triptofan a masodik fluoreszcencia
emelkedésért — M** allapot (11. abra) (9, 70, 86, 113). Ezeknek az informacioknak, illetve a
haromdimenzios kristalyszerkezetek ismeretének birtokdban a miozin kutatds alapjaul
szolgald kemo-mechanikai (Lymn-Tailor modell) és kinetikai (Bagshaw - Trentham modell)
modellek altal ekkor még megoldatlan kérdések megvalaszolasa gyors litemben indult Gitnak
(57, 58, 60-62, 117).
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Az ATP hidrolizisét kovetden kialakulo, M.ADP.P; allapotot reprezentald, tigynevezett
poszt-hidrolizis analégokkal (ADP.P; analégok: ADP.AIF4, ADP.V;) kapott miozin
kristalyszerkezetek a nukleotid-koté hely egy ujfajta allapotara vilagitottak ra, melyben a
switch-2 hurok a P; analdg felé mozdul el. A kapott szerkezetek tovabbi jellegzetessége, hogy
a switch-2-es hurok felfelé iranyulé elmozdulasa a relay hélix-hez C-terminalisan kapcsolodo
konverter 1égi6 nagymértékll elmozdulasaval jar egyiitt. Mivel az erékar mozgasa a konverter
régid mozgasaval szorosan kapcsolt, igy a kapott szerkezetek arra utaltak, hogy a switch-2
fenti pozicionalodasa, illetve a hidrolizis és az erékar felhtizas eseményei kozott valamiféle
kapcsoltsag all fenn (9).

Bagshaw és Trentham modelljében a hidrolizis és er6kar felhtizasa egy lépésben jelenik
meg (3. 1épés, 11. abra). Malnasi-Csizmadia és munkatarsai Dictyostelium miozin 2
motordomén egy-triptofanos (W501) konstrukciojat alkalmazva tobb pontositassal is
hozzajéarultak a hidrolizis, illetve az er6kar mozgas kapcsoltsaganak megértéséhez (78, 80). A
konzervalt 501-es triptofan a relay-hurok (F466-L516) C-terminalis végénél, a konverter
régio kozelében helyezkedik el és az ATP kotddését kovetden két egymastol fiiggetlen
konformacios atalakulast jelez (a kezdeti gyors fluoreszencia csokkenést, fluoreszcencia
emelkedés koveti) (80). Gyorskinetikai mérések sorozataban, nyomas-ugrasos modszert és
lassan, illetve nem hidrolizalhaté nukleotid analégokat (ATPyS, AMP.PNP) alkalmazva
oldottak fel a triptofan fluoreszcencia valtozasok hatterében allo kinetikai lépéseket (11.
abra) (78, 80). A kvazi irreverzibilis ATP-kotést, melynek irreverzibilis mivolta az azt kovetd
a gyors izomerizacios 1épésnek koszonhet6 (és fluoreszecencia csokkenéssel jar, 2. 1épés a 11.
abran), a hidrolizist megelézve a nukleotid-koté hely reverzibilis nyitott-zart atalakulasa
(fluoreszcencia emelkedés) koveti (80). A nukleotid-kotd hely zart allapotaban mehet végbe a
szintén reverzibilis ATP hidrolizis, mely a zart allapot felé tolja el a koté zseb nyitott-zart
egyenstlyat. Az események sorrendjének meghatarozasa mellett, a fenti eredményeket a
rontgen krisztallografidas tanulméanyok eredményeivel 0Osszevetve, lehetdség nyilt az
események konkrét szerkezeti elemekhez rendelésére (64, 89). Az ATP-koté hely nyitott-zart
atmenete soran a switch-2 felfelé iranyuld elmozdulasa (a switch-2 hurok az ATP y-foszfatja
felé mozdul) teszi lehetdvé a konverter régio relay-hélix koriili elfordulasat, mely végsé soron
a konverterhez C-terminalisan kapcsolodo erdkar felhuzasahoz vezet (9, 116).

Ennek a motordomén tekintélyes régiojat érintd, jarulékos szerkezetvaltozasnak

koszonhetd, hogy az 501-es relay triptofantol 3,5 nm-es tavolsagban elhelyezkedé ATP-kotd
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hely - hidrolizist megel6z6 - nyitott-zart reverzibilis atmenete lathatova valik az erékar
bazisanal elhelyezkedd 501-es triptofan szamara.

Miozin 2 esetében a konverter 1égié katalitikus doménhez képest torténd elfordulasa két
Iépésben megy végbe, a postrigor - prepowerstroke atalakulas soran (22. dbra) (116). Az
ATP-koteést kovetéen a M.ATP komplex még részlegesen nyitott, katalitikusan inaktiv aktiv
hellyel valik le az aktinrél (postrigor éllapot). Az aktinrol vald disszociaciot kdvetden a
switch-2 hurok, fentebb mar részletesen targyalt, felfelé iranyuld elmozduldsa a nukleotid-
koté hely nyitott-zart atmenetét eredményezi. A nukleotid-koté hely zarodasaval indukalt

katalitikus aktivalassal kapcsoltan torténik a konverter régio elfordulasa a recovery soran.

Wadge I00p

22. abra: A konverter régié 2 lépésben lezajlo elmozdulisa a miozin 2 postrigor -
prepowerstroke atalakuldsa soran.

A) A konverter kezdeti elfordulasat a relay hélix , libikoka-szeri” elmozdulasa eredményezi. B)
A konverter tovabbi elfordulasa az SHI-hélix ,,dugattyi-szer(i” elmozdulasanak koszonhetd
(116).

Az els6 fazisban a switch-2 hurok felfelé iranyuld elmozdulasa a relay hélix tigynevezett
,libikoka-szerli” (seesaw motion) elmozdulasat eredményezi (22.A dbra). A relay hélix
elmozdulasa valtja ki a konverter régi6 elfordulasat. A konverter régiod tovabbi elfordulasa a
hozza kozvetleniil kapcsolodd SHI-hélix (N-termindlis — konverter domén kapcsold)
.dugatty-szeri” (piston-like) elmozdulasanak kovetkezménye (22.B dbra).

Miozin 5 esetében eltéré szeparalodasi mechanizmus figyelhetd meg. A konverter és a
katalitikus régié szeparalédasa mar ,,egy 1épéssel” korabban, a rigor - postrigor atalakulassal
megtorténik. A megoldott ,,rigor-szerii” €s postrigor miozin 5 kristalyszerkezetek alapjan jol
lathat6, hogy a ,rigor-szerii” allapotban a fejhez tarsuld konverter szubdomén, postrigor
allapotban mar hatarozottan a nyaki régiohoz tarsithato (lasd késobb az ,,Eredmények” fejezet
vonatkozo részében (94.0)) (118, 119). Ez alapvetden eltéré mechanizmust feltételez a miozin
2-t61, ahol a kétlépéses szeparalodas a katalitikus aktivitas bekapcsolasaval (a nukleotid-koté

hely zarédasaval) parhuzamosan indul meg. A kristalyszerkezetek alapjan egyértelmii, hogy
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miozin 5 esetében a szeparalodas még a katalitikus aktivitas bekapcsolasa el6tt megtorténik,
azonban a konverter régio, a nukleotid-koté hely és ez esetben az aktin-k6t6 hely kozotti
kommunikdcios utvonalak szerepe és kapcsoltsaga kérdéses. Arra a kérdésre, hogy a miozin 5
motorban pontosan milyen szerkezeti elemek hozzajaruldsaval valosul meg a miozinfej
funkcionalis régidinak kommunikacidja a szeparalodas soran, eddig csak a két érintett allapot
(,,rigor-szerii” - postrigor) kozotti konformacids atmenetre ravilagitdé molekuladinamikai
szimulaciok adtak részleges valaszokat (120, 121). Az ATP-ko6tédéssel meginduld
intramolekularis atalakulasok terjedése a nukleotid-koté helytdl a komverter, valamint az
aktin-koté régio felé kimutatott, illetve egyes szerkezeti elemek (switch-2, p-loop, relay)
konzervalt szerepe a folyamatban egyértelmiien azonosithato.

Az értekezés ,,Masodik témakorében” a miozin Sa specifikus konverter — N-terminalis
szeparalddasi mechanizmust vizsgaljuk a miozin 5a mechanokémiai ciklusaban (lasd a

, Célkitiizések” fejezetben (56. 0)).
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7. Erdgenerdlds

A mechanikai munkavégzés a miozinfej aktin filamentumhoz képest torténd elmozdulasa
révén valosul meg az aktomiozin ciklus soran (10-12). Bar szamos enzimatikus 1épés és
molekuldris esemény késziti el a miozin molekulat a mechanikai munkavégzésre, mégis a
munkavégzés az ergeneralasi 1épés(ek)hez vagy masnéven, powerstroke esemény(ek)hez
kothetd kozvetleniil (10. és 18. abra) (74). A jelenleg rendelkezésre allo adatok alapjan, az
erbkar felhuzéasat és az ATP hidrolizisét kovetden, harom lehetséges utvonal is vezethet
hatékony erégeneralashoz (23. abra). A 23. abran pirossal, - és kékkel jelzett utvonalak,
hidrolizist kovetd, elsé

Iépése a  miozinfej

aktinhoz kotédése. A
piros utvonalon ezutan
torténik az aktin-kotd

arok zarodasa (gyenge —

erds aktin-kot6
— i ) allapotok kozotti

ATP hidrolizis Eredménytelen Hukieotid
eeripis a\l L. atmenet) és ezt koveti az
erOkar-lecsapas. A kék

23. abra: Az erégeneralishoz vezetd, lehetséges utvonalak (74). Utvonalon az  erSkar

lecsapasa az aktin-kotd

arok nyitott allapotaban megy végbe. Kisérletes eredmények alapjan a legkevésbé eldnyben

részesitett utvonal a narancssargaval jelolt, ahol az aktin-kotd arok zarodasat kovetden
torténik az aktinhoz kotés és ezt koveti az erégeneralas (74, 97, 122).

A munkaiitem kiindulasi pontjaként szolgalé miozin szerkezetet, rovid életidejébdl és
aktin-koto sajatsagaibol adodoan eddig nem sikeriilt meghatarozni. Az egyetlen powerstroke
kiindulasi szerkezetet kozelitést, Dictyostelium miozin 2 esetében figyelték meg
csoportunkban ADP és blebbistatin (miozin 2 specifikus inhibitor) jelenlétében (123). Az

ADP és a miozin 2 specifikus inhibitor egyidejii kotddése a miozin 2 motort felhuzott

erdkart, erds aktin-kotd allapotaban stabilizélja.

a) Az erdgeneralas két fazisa
Miozin 5 esetében az erdgeneralas két egymastol jol elkiiloniilé mechanikai 1épés soran
valosul meg (95). Optikai csapdazas alapu, egyedi molekula modszer alkalmazasaval sikertilt
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feloldani a munkatitem két 1épését. A kisérleti elrendezést az 24.A abra mutatja (95). Miozin
5S1-6IQ fragmentummal (m5S1) végzett mérési eredmények szerint 10 ms-os id6
intervallumon beliil egy ~16 nm-es elmozdulasa figyelhetd meg a csapdazott aktin
filamentumnak a miozin kotését kovetden. Ezt a kezdeti elmozdulast atlagosan 140 ms-os
késéssel koveti az aktin filamentum tovabbi 5 nm-es elcstiszasa (24.B dbra). Kiilonboz6 ATP
koncentraciok jelenlétében vizsgalva a két jol elkiiloniild mechanikai lépést, az elsé fazis
id6tartama fiiggetlennek mutatkozott az ATP koncentraciotol, mig a masodik fazis idétartama
jelentdsen rovidiillt az ATP koncentracié novelésével (az elsd fazisbol vald tovabbhaladas -
megfigyelt sebességi allandoja, kr: 5 s'; a masodik fazisbol valo tovabbhaladas - megfigyelt
sebességi allandoja ATP-koncentracié fiiggést mutatott, ky: 1 pM™'s™). A két fazis esetében
mért kinetikai paraméterek jol 6sszhangban voltak a m5S1 ADP felszabadulasanak oldatban
meért sebességi allandoival (41).
24. abra: Az erdgeneralas két
A X fazisanak azonositasa optikai
Opétil cslpesz csapdazas alapi, egyedi molekula

médszerrel.

A) Lézernyalab segitségével

csapdazott gyongyok kozeé , kifeszitett”
aktin filamentum ¢és rdgzitett miozin

B g| molekula kolesonhatasanak nyomon
gs; J kovetése a gyongydk elmozdulasa
;E - alapjan. Az elmozdulas a gyongyokre
B §| gyakorolt kiilsé er$ hatasara torténik
c ° (pN-os tartomanyban mérhet?).

B) A csapdazott gyongyok aktin
tengellyell parhuzamos elmozdulasa, a
m5S1 - aktin kolcsonhatdsa soran. f:
kezdeti, nagyobb elmozdulas
(er6generalas els fazisa), *: masodik,
kisebb elmozdulas (er6generalas

Elmozdulas
(36 nm szakaszonként)

ot 7 s masodik fazisa), t.: levalas

az elsG Iépés: Iépéses . o o .

(kezdeti elmozdulas) az elss lépés elivaktsok nagységa C) A csapdizott gyongyok aktin

kévet, tovabbi lépések nagysaga, 257%0,6 nm . 2
lépcsss profilt 26+2,3nm tengellyell parhuzamos elmozdulasa,

eredményeznek R L K o ,
dimer miozin 5 - aktin kolcsonhatasa

soran. (95)
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Ezek az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy az erdgeneralas elsé fazisa altal
stabilizalt allapot az ADP felszabadulassal, mig a masodik fazis altal stabilizalt allapot az
ATP kotédéssel ér véget. Tehat a miozin 5 molekula két Iépésben valdsitja meg az
erdgeneralast, mely az aktin sinhez képest 21 nm 6sszelmozdulast eredményez.

Dimer miozin 5 molekulaval végzett kisérletek ravilagitottak, hogy az erdgeneralas
folyamata a kétfejii molekula esetében is jelent6sen kisebb mértékii Osszelmozdulast
eredményez, mint a dimer miozin 5 molekula 1épés hossza (36nm/lépés (29, 42, 45)). A
kétfejii miozin 5 molekula esetében az egyedi, jol elkiiloniild interakciok mellett, egymast
kovetd, ,lépcsds” interakciok sorozata volt megfigyelheté (24.C abra). Az egyedi
interakciokat azoknak az eseteknek tulajdonitottak, amikor a vezetd pozicioban 1évo6 fej a tartd
fej levalasaig nem képes visszakétni az aktin filamentumhoz, igy a kétfejii molekula levalik
az aktin sinr6l. A kétfejii molekula egyedi interakcidi és a lépcsds interakciok elsd 1épése
soran tapasztalt elmozdulasok eloszlasa alapjan megkozelitéleg 25 nm Osszelmozdulas volt
jellemzéen detektalhato (24.C abra) (m5S1 esetében ez az érték jellemzéen 21 nm, mely
eltérés valosziniileg a miozin 5S1 és a dimer miozin 5 molekula eltéré nitrocelluloz felszinhez
valo kotédésének tulajdonithato).

Ez alapjan a dimer miozin 5 molekula 36 nm-es lépései, az erdgeneralasi lépéseknek
koszonhetd 25 nm-es elmozdulas mellett, tovabbi 11 nm-es elmozdulast igényelnek az aktin
filamentum mentén. Az 25. abran szemléltetett mechanizmus alapjan képzelhet6 el a két -
lépésben megvalosuld, 25 nm-es Osszelmozdulassal jard erdgeneralas melletti, 36 nm-es
lépésnagysag (95).

A nukleotid-koté zsebében ADP-t és Pj-ot tartalmazo l-es fej aktin kotését és a P
felszabadulast kovetden végbemegy az erégeneralas megkozelitéleg 20 nm-es, elsé fazisa (a
P; felszabadulas és az er6generalas kapcsoltsaga kérdéses) (25. abra). Ennek eredményeként a
2-es fej vezetd pozicioba keriil. Az 1-es fej ADP kotott allapotaban a 2-es fej diffuzid alapt
keresést folytat az aktin filamentum felszinén a kdvetkezd miozin-kotd hely megtalalasa
érdekében (a kovetkez6 miozin-ko6t6 hely az aktin filamentumon az 1-es fej kotédési helyétol
36 nm-re talalhatd). A modell szerint tehat, a hianyzo 11 nm teljesitése a 1ép6 (2-es) fej
diffuziés mozgasanak és a specifikus aktomiozin koélcsonhatasnak koszonhets. A 2-es fej
kotédése az ilyen modon megtalalt kotShelyre intramolekularis fesziiltség kialakulasat

eredményezi a fejek kozott.
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Ezen a ponton egy a processzivitas fokozas szempontjabol igen fontos szinkronizalod
mechanizmus mutatkozik meg, mely a két fej kemomechanikai ciklusanak 6sszehangolasan
alapszik. A nyaki région keresztill, az 2-es fejre (vezetd) hatod, az elmozdulds iranyaval
ellentétes iranyu terhelés, illetve a miozinfej enzimciklus sebesség-meghatarozo 1épésének
érzékenysége erre a terhelésre biztosithatja, hogy az ADP felszabadulas elsdként a kovetd

fejrdl (1-es fej) torténjen meg (103, 113). Ennek megfelelden, elsdként az 1-es (kovetd) fejen

zajlik le a
25. abra: A dimer miozin 5 iozinfei
6 14 . P . P miozinfe
1Er?.ge:neralas " két - fazisa erégenerald )
. fazisa { . . .
o mechanizmusinak modellje. enzimciklusanak
I\ . , " "

X £ “Keresgélés” AZ” 1-es 1]“6]'61.1 v,eg.bemeno elsé sebesség
erOgeneralasi fazis 20 nm-es ]
elmozdulast eredményez az meghatdrozd
aktin filamentum mentén. Az = 1épése -  erfs-

els6  erGgeneralasi  fazissal
kapcsoltan a 2-es fej vezetd
pozicioba keriil & diffazio | allapotok  kdzdtti
alapti keresgélést folytat a | jtalakulas - és az
kovetkezd  aktin-kotd  hely

gyenge ADP-kotd

ezzel kapcsolt

megtalalasa végett. A 2-es fej

kotédésével az 1-es fejen masodik

7 5n'mi ’ végbemegy az 5 nm-es | erggeneraldsi 1épés
h elmozdulassal jar6, masodik
erOgeneralasi fazis. A 25 nm-

36nm \ es osszelmozdulast | felszabadulas (103,

r eredményezd ergeneralasi | | 13, 124). Az

Iépések mellett a diffazio

alapi  keresgélés és  a

Erégenerdlas
2. fazisa —» /

..

80055 és ADP

Osszeimozdulés

el6z6

specifikus kotdhely felismerés erdgeneralasi

biztositja a tovabbi 11 nm-es ciklusban a 2-es

elmozdulast a 36 nm-es )
1épéshossz teljesitéséhez (95). | 1€ levaldsat
kovetden kialakulo
terheletlen allapotaban az 1-es fejnek (felsé allapot a 25. abran), az 1-es fej erds-aktin kotését
a lassu (sebesség-meghatarozo) erés-gyenge ADP-kotd allapotok kozotti atmenet biztositja.
Az 1l-es fej ezzel a mecchanizmussal biztositja a 2-es fej szamara a 1épés elvégzését az
aktinrol valo levalas nélkiil. Egyes elképzelések szerint - a fejek egyidejii kotédése soran - a
nyaki région keresztiil, a kovetd fejre hatd, az elmozdulds iranyaval megegyez6 iranyu

terhelés is segiti a masodik erégeneralasi [épés (5 nm-es elmozdulas) lezajlasat (103).
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Az ATP kotédésével az 1-es fejhez ezutan egy Gjabb két-lépéses erbgeneralasi ciklus
indulhat utnak (harmadik allapot a 25. abran). JOl ismert, hogy a kétfejii molekula egyedi
fejeinek enzimciklusa egymashoz képest fazisaban eltolva mikodik. Még kérdéses azonban,
hogy a koévetd fejben végbemend masodik erégeneralasi fazis és a vezetd pozicioban 1évo
fejben végbemend elsé erdgeneralasi fazis megfelelé iddzitését milyen mechanizmus(ok)
biztositjak. Feltételezhetjiik ilyen szinkronizalé mechanizmus(ok) meglétét, mivel a vezetd
fejben végbemend elsé erdgenerald fazist a kovetd fej levalasaval szinkronizalni kell a
hatékony, nem ,,megakasztott” haladas érdekében.

Az erbgeneralas els¢ fazisanak életideje jelentds, mig a masodik fazis életideje
elhanyagolhato terhelés-fliggést mutat (103). Egyedi molekula és oldatban végzett kinetikai
kisérletek alapjan az ADP felszabadulas sebességi allandoja jelentds terhelésfiiggést mutat az
aktomiozin komplexrdl a miozin 5 esetében. Az elsé erdgenerald fazis terhelés fiiggése abbol
adodik, hogy ennek az erdgeneralasi 1épésnek a lezajlasaval kialakult allapotbol a méasodik
erégeneralasi 1épést kovetd allapot felé az ADP felszabadulas vagy valamely azt megeléz6
izomerizacié vezet. A masodik erégeneralasi lépés végbemenetelével a rigor allapot
stabilizalodik és az innen torténd tovabbhaladas, kizarolag az aktualis ATP koncentraciotol
fiigg (miozin 5 esetében az ATP kotés nem mutat terheléstiiggést).

Fontos megemliteni, hogy a kétfazisu erégeneralasi mechanizmus nem kizarolagos
jellemzdje a processziv miozin 5 motornak. Simaizom miozin S1 esetében is két - 1épéses
erdgeneralasi mechanizmus figyelheté meg. Ez esetben is a miozin 5-h6z hasonloan alakul az
egyes erdgeneralasi fazisok terhelés-fiiggése, azzal a kiilonbséggel, hogy miozin 5 esetében az
els6 fazis terhelés-fiiggése joval kifejezettebb (103, 125). Valdszinlileg a miozin 5 esetében
tapasztalt nagyobb terhelés-fiiggés a korabban mar részletesen targyalt processzivitas fokozas

szolgalataban all a fejek kemomechanikai ciklusanak 6sszehangolasa révén.
8. Termék felszabadulasi lépések: foszfat (P;) és MgADP felszabadulds

A termék-felszabadulasi 1épések soran az ATP hidrolizisével képzdott ADP és P; tartalom
tavozik a nukleotid-kot6 helyrdl (8, 9). A P; tavozik elsoként a nukleotid-koté helyrdl, melyet
az ADP felszabadulasa kovet. A termék-felszabadulasi 1épésekkel kapcsoltan mennek végbe
az a eldzoekben targyalt er6generalasi lépések (er6kar lecsapéds, mely a miozin aktin sin
mentén torténd elmozdulasat eredményezi). Az igy kialakult rigor allapot a kovetkez6 ATP

molekula bekotésével sziinik meg és ezzel egy Gjabb enzimciklus veszi kezdetét.
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a) A P;felszabadulas és az erégeneralas kapcsolata

A gyenge aktin-koté és még mindkét termékkel (ADP és P;) rendelkezé aktomiozinADP.P;
komplex kialakulasat kovetdé enzimatikus 1épésekkel kapcsolatban még szamos kérdés
megvalaszolatlan. A gyenge aktin-k6t6 aktomiozin. ADP.P; allapotot kdvetden a miozin aktin-
affinitas valtozasa, illetve a foszfat felszabadulasnak mechanizmusa és ezek kapcsoltsaga
illetve az erGgeneralas és a termék-felszabadulasi lépések viszonya mindmaig kérdéses
pontjai a miozin enzim mechanizmusnak (8, 74).

Sokféle elképzelés sziiletett az erdgeneralast (erdkar lecsapast) kozvetleniil megel6z6,
illetve azt kozvetleniil kovetd események sorrendiségérol. A sokaig legvaldsziniibbnek tartott
elképzelés szerint az ATP hidrolizisét kovetden kialakuld6 M.ADP.P; komplex visszakot az
aktinhoz. Az igy kialakult gyenge aktin-k6t6 AM.ADP.P; komplex a P; felszabadulasat kisérd
szerkezetvaltozasoknak koszonhetden keriil erés aktin-koté AM.ADP allapotba. Ebben az
erds aktink6td AM.ADP allapotban torténhet az erdgeneralds. Ezen hipotézis szerint tehat a P;
felszabadulas és az azt kiséré szerkezetvaltozasok teszik lehetdvé, hogy az erégeneralas a
miozin erés aktinko6td allapotban menjen végbe €s igy hatékony erdgeneralashoz vezethessen.
A hipotézis alapjan feltételezhetjiikk, hogy az erégeneralast kivaltd szerkezetvaltozasok a Pi
felszabadulas kovetkezményei és/vagy kozvetve az erds-aktin kotd allapot kialakulasaval
indukalodnak.

Azonban a P; felszabadulassal kapcsolt erégeneralas ,,elképzelése” napjainkban meginogni
latszik. Optikai csapdazas alapt, egyedi molekula modszert (lasd a 24.A abran is)
alkalmazva figyelték meg, hogy bizonyos mértékii hatrafelé¢ iranyuld terhelést (2-7 pN)
gyakorolva a miozin 5S1 (6I1Q) fragmentumra az erdgenerdlasi lépés reverzibilisen
végbemegy (126).

A munka tovabba uttéronek szamit a P; felszabadulas és erdgeneralds kapcsoltsaganak
megértésében is, illetve a fentiekben bemutatott népszer(i hipotézis atgondolasara hivja fel a
figyelmet. A kutatok egyedi molekula kisérleteiket gy allitottdk be, hogy a kezdeti
munkaiitem lezajlasat 3 ms - os holtidovel kovette a mesterségesen eldidézett hatrafelé
iranyulo terhelés. Gyorskinetikai mérések alapjan azonban tudjuk, hogy a P; felszabadulas
sebessége aktin jelenlétében 250 s koriili érték, tehat a P; felszabadulasnak a holtidében

javarészt mar meg kell torténnie (41).
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fgy a 3-4 pN hétrafelé irdnyulé terhelés estén megfigyelt ismételt erbgeneralasi
eseményeket - melyek a forditott er6generalasi eseményeket (az aktin filamentum negativ
vége felé mutatd elmozdulds) kovetden torténnek - nem lehet P; felszabadulassal kapcsolt
szerkezetvaltozasok hatdsaval magyarazni (az oldatban jelenlévd kevesebb, mint 2 uM-os P;
koncentracio mellett a P; visszakotése az AM.ADP komplexhez valdsziniitlen az
aktomiozin. ADP komplex kis P; affinitasa miatt (41)). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
az erégeneralas felteheten nem a P; felszabadulassal kapcsoltan  fellépd
szerkezetvalozasoknak kdszonheto.

Ezt az elképzelést tamasztja ala Kodera és munkatarsainak munkaja is (127). A
kutatocsoportnak elséként sikeriilt kozvetleniil megfigyelnie az egyedi miozin 5a molekula
Iépési mechanizmusat nagy-sebességii atomeré mikroszkop segitségével. A készitett
felvételek alapjan lehet6ség nyilt a kétfejii miozin molekula egyedi fejeinek levalasi — és
visszakotési eseményeinek karakterizalasara, a két fej kozotti sszhang megfigyelésére egy
futas alkalmaval. A munka egyik legérdekesebb eredménye, hogy a miozin 5 molekula erds
aktinkoto, rigor (AM) és a szintén erés aktinkoté AM.ADP allapotaban figyelheté meg a
legnagyobb gyakorisaggal, az tugynevezett ,egy helyben topogasi” (,foot stamping”)
esemény. Az ,,egy helyben topogasi” mechanizmus szerepe a miozin 5a enzimciklusban még
nem ismert, azonban a jelenség megfigyelése a P; felszabadulas és az er6generalas
kapcsolatanak tisztazasaban sokat segitett. Az egyedi 1épés soran a nukleotid-koté helyen
ADP.P;-ot tartalmazo6 és aktualisan vezetd pozicioba keriild fej az aktinhoz kétédve - a soron
kévetkezd kotd helyre - az eldbbiekben mar emlitett 250 s sebességgel engedi el a foszfatot a
nukleotid-k6t6 helyrél mar az elsé kotddést kovetéen (41). A helyben topogasi eseményt
kovetd, ismételt aktinkotés esetén, azonban a miozinfej mar csak ADP-t tartalmaz a
nukleotid-k6téhelyen, a P; gyors aktin-aktivalt felszabadulasanak koszonhetéen. Ennek
ellenére mégis az elsé bekotéssel (ADP.P; allapot) kialakult fej-nyak konformacioban torténik
a masodik visszakotés (ADP allapot) €s a topogési eseményt kovetden, éppugy megfigyelhetd
az erdgeneralas (a vezet6 fejen) a kovetd fej levalasaval szinkronban, mint a topogasi
esemény nélkiili 1épés esetén. Ez a megfigyelés megerdsiti azt az elképzelést, mely szerint
sem a fokozott aktin-affinitdsi prepowerstroke szerkezet kialakuldsa, sem az erdgeneralds

nem a P; felszabadulas kozvetlen kovetkezménye.
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b) A P; felszabadulas mechanizmusa

Az ismert miozin kristalyszerkezetek alapjan tudjuk, hogy a termék-felszabadulasi 1épések
(Pi, ADP) molekularis mechanizmusa a két, kitlintetetten sokrétii szerepkorrel bird switch-1-es
és switch-2-es hurok konformacioés allapotaval szoros Osszefliiggést mutat (9). A két hurok
aktualis konformacios allapota jol jellemzi az enzimciklus egyes allomasait. Ez a switch-
régiok kulcsszerepére utal a miozin funkcionalis régioi (aktin-kotd hely, nukleotid-k6to hely,
erdkar) kozotti kommunikacio lebonyolitasaban (15. abra) (8).

Az ATP hidrolizise a miozin aktinrol levalt allapotaban megy végbe. Az aktin-koté arok
nyitott allapota és a nukleotid-kot6 hely zart allapota (switch-1: zart, switch-2: zart) feltétele a
hidrolizis végbemenetelének. Az erésen konzervativ switch-2 hurok (LDIXGFE) glicinjének
amid nitrogénje a nukleotid-kotd hely zart allapotban hidrogénkétés kialakitasara képes az
ATP y-foszfatjaval, mely interakcié eléfeltétele a viz nukleofil tdmadasan alapuld enzim
katalizisnek (9, 128). A nukleotid-k6td hely zart allapota (switch-1: zart, switch-2: zart) az
erdkar felhtizott allapotaval, nyitott konformacioja (switch-1: zart, switch-2: nyitott) pedig az
erdkar lecsapott allapotaval jar egyiitt (64, 65, 70, 129, 130). A switch-1 hurok, bar nem a
nukleotid-k6t6 hely része szintén részt vesz a nukleotid koordinacidjaban. Konzervalt SSR
motivumanak elsé szerinje H-kotést alakit ki az ATP y-foszfatjaval, mig a masodik szerin a
Mg*" - koordinacidjaban vesz részt a nukleotid-kotd hely nyitott és zart allapotaban egyarant.
A switch-1 konzervalt argininje a switch-2 hurok glutamatjaval képez sohidat a nukleotid-
koté hely zart allapotaban, mely interakcié a nukleotid-koté hely nyitott allapotanak
kialakulasaval egyidejiileg megsziinik (130, 131).

A switch-1 hurok nukleotid-koté hellyel kialakitott interakcidinak koszénhet6en a foszfat -
koté régio nagyfokt lefedettsége figyelhetd meg még a nukleotid-koté hely nyitott
allapotaban is. Nyilvanvalo, hogy a switch-1 és/vagy switch-2 hurok valamiféle atrendezddése
sziikséges a P; felszabadulas ,.engedélyezése” végett a nukleotid-kotd hely zart allapotat
kovetden, az aktinhoz valo visszakotés alkalmaval (8, 132).

Az aktin - aktivacio a termék felszabadulasi 1épésekre (P;, ADP) eltéré modon képes hatni
(pl.: nem-izom miozin 2 esetében a P; felszabadulast jelentdsen gyorsitja, mig az ADP
felszabadulasra lassito hatast fejt ki) és a kiilonbozé miozinok esetében eltéré hatas-
mintazatot eredményezhet (pl.: a nem-izom miozin 2-t6l eltéréen a miozin Sa esetében a P;
felszabadulast harom nagysagrenddel gyorsitja és az ADP felszabadulasra is két-haromszoros

gyorsitd hatast fejt ki) (41, 99, 101, 109). Ezek a jelenségek a P; felszabadulas és az ADP
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felszabadulas eltérd szerkezeti utvonalakon torténd szabalyozasara utalhatnak, ezaltal
fuggetlen aktin-aktivacios kimenetek lehet6ségét biztositva.

Feltételezhetéen a P; Gigynevezett ,hatsd ajtd” (,,back-door”, 15. abra) mechanizmust
alkalmazva tavozik a nukleotid-koté helyrdl, a nukleotid-k6té hely nyitott allapotaban (8,
132). A nukleotid-k6td hely nyitott allapota azonban mar az erdkar lecsapott
(postpowerstroke) allapotat feltételezi. A modellel kapcsolatban felmeriild problémakat az
adja, hogy az aktinhoz visszakotést kovetden az erégeneralast (lecsapas) a P; felszabadulassal
kapcsoltan valoszintsitették, illetve hogy az aktinhoz valo visszakotés sztérikusan gatolhatja a
,back-door”-on keresztiil torténd foszfat felszabadulast (9, 128). Azonban ahhoz, hogy
példaul miozin 5a esetében a foszfat felszabadulas aktin-activacidja az ADP felszabadulas
megzavarasa nélkiil valosuljon meg, mindenképpen sziikségszerti egy az ADP felszabadulas
utvonalatdl eltéré6 mechanizmus feltételezése a foszfat esetében. Ami biztos, hogy a P;
felszabadulas a switch-1 és/vagy a switch-2 hurok valamilyen modon torténd
atrendezddésével jar egyiitt (8). Reubold és munkatarsai Dictyostelium miozin 2 nukleotid-
mentes allapotaban meghataroztak egy olyan kristalyszerkezetet, melyben mind a switch-1,
mind a switch-2 hurok egyidejiileg nyitott (,,4j” nyitott allapot) konformacidban talalhato (a
nukleotid-k6t6 hely ,,régi” nyitott allapotanak nevezett allapotban a switch-1 hurok zart, mig a
switch-2 nyitott konformaciot vesz fel) (128). A rendelkezésre allo kristalyszerkezetek alapjan
a nukleotid-koté hely zart-nyitott atmenete a switch-2 hurok nagymértékii elmozdulasaval jar
egyiitt, mig a switch-1 hurok helyzete szinte valtozatlannak tekinthetd az atmenet soran. Az
,0j” nyitott szerkezetben a switch-1 hurok 8 A-6s elmozdulasa figyelhetd meg a megszokott
switch-1 pozicidhoz képest, mely elmozdulas eliminal minden a switch-1 és a nukleotid
kézott fenallo kozvetlen (y-foszfat) és kozvetett (Mg?") interakciot. Mindez a switch-2 hurok
még nagyobb mértékii elmozdulasaval jar egyiitt és eltorli a miozin és a nukleotid kozott
fennallo 6sszes (kozvetlen és kozvetett) kapcsolatot. Kizarolag a p-loop treoninja koordinalja
a Mg2+-i0nt a tovabbiakban. A munka alapjan az enzimciklus sordn - a ,zart” allapotot

2

kovetden - feltételezhetd egy, az ,,uj” nyitott allapotot jellemzd switch-1, switch-2
konformacioval rendelkezé allapot, melyb6l a P; felszabaduldsa mar nem gatolt. Ez az
ugynevezett ,.csapoajto-mechanizmus” (,trap-door”). Azonban ez az elképzelés is

megvalaszolatlan kérdéseket hagy maga utan.

50



Funkciora hangolva Doktori értekezés

Példaul, hogy a Mg -ionnal kialakitott koordinacios kotések talnyomod részének
megsziinése miért nincs kihatdssal az ADP felszabadulasra ¢és hogy az ,0j”
kristalyszerkezetben is tapasztalt lecsapott er6karu (postpowerstroke) allapot (mely a switch-2
felszabadulas kiindulé pontjanak tekintheté — ,,0j” nyitott - allapottal, milyen mechanizmus
alapjan magyarazhato.

Kétfeleképpen képzelhetjik el a megoldast. Egyik lehetdség, a switch-1 hurok egyfajta
atrendezddése, mely a hidrolizist kovetd aktin kotéssel alakul ki és még a switch-2 zart és igy
a miozin felhtzott er6karti allapotdban biztositja ,,hatsoé ajtot” a P; kilépés szamara,
ugyanakkor megérizve az ADP Mg”" koordinaciojahoz sziikséges kélesonhatasokat. Ezt az
elképzelést erdsitik azok a tanulmanyok, melyekben az aktin-k6tés hatasara a felsé 50 kDa-os
szubdoménben (U50, 15. abra) jelent6s atrendezédéseket figyeltek meg (a switch-1
elmozdulasa az U50 részeként, kapcsoltan torténhet meg az aktinhoz kéotéssel) (76, 113, 133).
A masik lehetdség, hogy a switch-2 hurok eddig még nem megfigyelt szerkezetet felvéve
nyilik ki, oly médon hogy az szabadda teszi az utat a P; felszabadulas eldtt, mindekdzben
meglrizve az ADP Mg2+ koordinacidjahoz sziikséges kolcsonhatasokat és a felhtizott erékart
(prepowerstroke) allapotot. Coureux és munkatarsainak munkaja az utobbi elképzelést erdsiti.
Miozin 5 rigor és postrigor kristalyszerkezeteinek megoldasaval ravilagitottak, hogy a
switch-2 hurok nyitott konformacioja eltér a miozin két egymast kovetd allapotaban (119). A
két eltérd switch-2 nyitott konformacié a motordomén jelentds atrendezédésével jar egyiitt,

Azt hogy, a P; felszabadulas még a nukleotid-kotd zseb zart és az erékar felhtizott
allapotaban megtorténik, alatamasztjak azok az eredmények is, mely szerint a miozin 5a
aktomiozin ciklusanak sebesség-meghatarozd 1épése a nukleotid-koté zseb nyitott-zart
atmenete az ADP felszabadulast megel6z6en (a P; felszabadulas tobb mint egy
nagysagrenddel gyorsabb a nukleotid-kotd zseb sebesség meghatarozd nyitott-zart

atalakuldsanal) (124).

c) Mg“- koordinacio és MgADP felszabadulas

A miozinok a hatékony erdgenerald mechanizmus lebonyolitasahoz a kotott nukleotid
(ATP, ADP) Mg*"-ion koordinacidjat igénylik. A miozinok energiaatalakito aktomiozin
ciklusa sordn a Mg®" - koordinacio fontos szerepet tolt be a nukleotid-kétd helyen ,,6sszefuto”

kommunikaciés utvonalak Osszehangolt miikddésében (8, 9, 102, 128, 134). Sejtes
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kérnyezetben az ATP* MgATP? (a magnézium ion az ATP £ és y-foszfatjaval alakit ki
koordinacios kotést) formaban fordul el6 és ebben a formaban kotédik a miozinok nukleotid-
koto helyére. A MgATPZ’ kotodése a nukleotid-kotd hely atrendezddését €s a miozin aktinrol
p-foszfatjaval, a switch-1-es hurok konzervalt szerinjével (S218, a fejezet soran végig a csirke
(Gallus gallus) miozin 5a aminosav szamozasat kovettem), a p-loop treoninjaval (T170) és
egy viz molekula kdzremikodésével a switch-2 hurok konzervalt aszpartatjaval (D437) alakit
ki koordinacios kotést (inaktiv a katalitikus hely). Az ATP y-foszfatja a postrigor —
prepowerstroke atalakulas soran a switch-2 glicin amid csoportjanak nitrogénjével alakit ki H-
kotést a switch-2 hurok felfelé iranyuld elmozdulasa révén (a hidrolizis katalizisé¢hez
létfontossaghl interakcid). A hidrolizist koveté termék-felszabadulasi 1épések kozil - az
enzimciklusban soron kovetkez6 - a foszfat felszabadulds mechanizmusardl alkotott
hipotéziseket fentebb mar részletesen ismertettem.

Mig miozin 2 esetében az aktin-aktivalt ATP-az ciklus sebesség-meghatarozo 1épése a
foszfat felszabadulas az aktomiozin.ADP.P; komplexrdl, addig miozin Sa esetében az ADP
felszabadulasa az aktin-aktivalt ciklus leglassabb 1épése (41, 97).

Steady-state és tranziens kinetikai kisérletek alapjan tudjuk, hogy a Mg®" jelenléte az ADP
felszabadulast szabalyozni képes az aktomiozin komplexrdl (76, 77, 102, 134). Az aktin-
kotédése a miozin.MgADP.Pi komplexhez gyorsitja az ADP felszabadulast azaltal, hogy
csdkkenti a miozin. ADP komplex Mg? - affinitasat (102, 119).

Az egyik elképzelés szerint a hidrolizis-termékeket kot miozin aktinhoz koétédése a
fentebb mar emlitett switch-1 régidé elmozdulasaval jar egyiitt. A hurok elmozdulasaval a
Mg*" - switch-1 (S218) kdzotti kolesdnhatds megsziinik, mely elsé kdrben gyengiti a miozin
¢és a magnézium-ion k6zott fennallo kapcsolatot (a switch-1 elmozdulasa egyidejiileg lehet6vé
teszi a foszfat felszabadulasat, ,,hatso-ajtd” mechanizmus). A foszfat felszabadulast kdvetéen
kialakuld, még er6s ADP-koté aktomiozin. MgADP allapot az aktin kotés és/vagy a switch-1
elmozdulasa altal indukalt tovabbi atrendezédéseknek koszonhetben alakul a miozin gyenge
ADP-kot6 allapotava: a switch-2 hurok és a p-loop jarulékos elmozdulédsa a Mg2+-i0n és a
miozin kozott még fennalld koordinacios kotések megsziinéséhez vezet. A magnézium
felszabadulasat kovetéen torténhet meg ezutan az ADP felszabadulasa mar a gyenge ADP-

kotd aktomiozin ADP allapotbol.
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A masodik elképzelés szerint a switch-2-es hurok, az aktin-aktivacio hatdsara eddig nem
meghatarozott konformaciot felvéve teszi lehetdvé a foszfat felszabadulast és inditja be azokat
a konformacios atrendezddéseket a nukleotid-kotd helyen, melyek a magnézium, miozin és az
ADP kozotti koordinacios kotések megsziinéséhez vezethetnek (8).

A leglijabb eredmények szerint a miozin 5a aktin-aktivalt enzimciklusanak sebesség-
meghatarozé lépése az ADP felszabadulasi lépést megel6zd szerkezeti atalakulasa a
nukleotid-k6t6 zsebnek (zart-nyitott atmenet), mely az aktomiozin erés-gyenge ADP-kotd
allapotai kozti atmenettel kapcsolt (124). Jelen eredmények szerint ezzel az atalakulassal
kapcsoltan megy végbe az erégeneralas masodik fazisa (25. abra, az erdgeneralas els6
fazisanak pontos mechanizmusat még nem ismerjiik) (8, 103). Miozin Sa esetében ennek a
sebesség-meghatarozo atalakulasnak a fesziiltség-fliggése biztosithatja a fejek Gsszehangolt
miitkodését a processziv futasok alkalmaval. Az aktinhoz torténd visszakotés eredményeként a
vezetd miozin fej nyaki régidja visszahajlik és valésziniileg ezzel a konformacioval a switch-1
azon allapota stabilizalodik mely lehetévé teszi a MgADP koordinacié fenntartasat (erés
ADP-kot6 allapot) és meggatolja a gyenge ADP-k6t6 allapot felé torténd atalakulast (,.gating”
mechanizmus) (8, 103, 135, 136). A belso fesziiltség hatdsara a vezetd fej esetében az erds
aktin-koto, erds ADP-kot6 allapot valik populalta. Ilyen modon a ,.gating” mechanizmus
csokkenti annak a valdszinliségét, hogy a vezetd fej valjon le elsdként. Amint az ADP levalik
a kovetd fejrél, az ATP-t kot és az ATP indukalt levalassal szinkronban a vezetd fejben
végbemend erdgeneralas elsd fazisaval a kovetd fej keriil vezetd pozicidba. A ujdonsiilt
vezetd fej ezutan gyors keresgélést folytat a kovetkezd kotdhely utan az aktin filamentumon
(137). A kovet fej - ATP kotését kovetd, aktinrol levalt — enzimatikus 1épéseihez a tartd
fejben végbemend sebesség-meghatarozo erds-gyenge ADP kotd allapotok kozotti atmenet

biztosithatja a sziikséges id6t (8, 102, 124, 134).
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9. A miozin 5a fej enzimciklusa (0sszegzés)
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26. abra: Az egyedi miozin 5a fej enzimciklusanak lépései. A: aktin; M: miozin; T: ATP; D:
ADP; P: foszfat; *: gyenge aktin ktés (8).

Az ATP kotédése a rigor komplexhez (nukleotid-mentes, erés aktink6to allapot (AM)) az
aktomiozin kolcsoénhatds meggyengiilését, majd a miozin aktinrdl vald levalasat eredményezi
az ugynevezett postrigor allapotban (M’T a 26. abran) (8). Ebben az aktinrol levalt
allapotban torténik az erdkar felhizasa és az ATP hidrolizise (prepowerstroke). Az ATP
hidrolizisét kévetden a miozin. ADP.P; (MDP a 26. dbran) komplex aktin affinitdsa megnd és
visszakot az aktinhoz. Ez a foszfat felszabadulashoz, majd az elsé erdkar lecsapasi 1épéshez

(erégeneralas elso fazisa) vezet. Ezt kovetden torténik a sebesség-meghatarozo zart-nyitott
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konformacios atalakulasa a nukleotid-koté zsebnek, mely valosziniileg az erés-gyenge ADP
kot6 allapotok kozotti atmenettel kapesolt folyamat (124). Ezzel kapcsoltan mehet végbe a
masodik erdkar lecsapasi 1épés (erégeneralas masodik fazisa) (26. abra). A Mg2+ koordinacio
megszlinését kovetden kialakuld, gyengén ADP-kotott és erds aktin-koté aktomiozin. ADP
allapotbol (AMDygy a 26. abran) torténhet az ADP felszabadulasa, mely Ujra a kezdeti rigor

(AM) szerkezet kialakulasahoz vezet.
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IV. CELKITUZESEK

Doktori munkam célja a processziv, lépegetd mechanizmussal az aktin sin mentén mozgd
miozin 5a motor Osszetett mozgasmintazatanak hatterében allo, intra - és intermolekularis

(miozin és az aktin sin k6z6tti) kommunikdacids utvonalak részletesebb megismerése.

Az egyedi miozin 5a fejek aktomiozin ciklusanak és a miozinfej specifikus adaptacios
stratégiainak részletes feltérképezése alapvetd feltétel a kétfeji motor processziv, 1épegetd
mozgasmintazatanak pontos megértéséhez. Annak feltérképezése érdekében, hogy a miozin
Sa Osszetett mozgasmintazatat megalapozé enzim mechanizmusa az egyedi miozin fejeknek,
milyen kommunikacioés utvonalak, mechanizmusok révén valdésul meg, pontmutaciokkal
finomhangoltuk a motordoménen beliili, valamint a motordomén és az erékar kozotti vad

tipusi kommunikdacios Gitvonalakat (27. abra).

nukleotid-k6t6 hely

r>

PDB kéd: IW7J

27. abra: Az Y439 és 167-es aminosavak (mutici6 altal érintett poziciok) elhelyezkedése a
csirke (Gallus gallus) miozin 5a motordomén postrigor allapotiban. Y439: a konszenzus
switch-2 hurok variabilis eleme. 167: az N-terminalis szubdomén (NTS) — konverter régio
kolcsonhatd felszinen helyezkedik el. R710: a /konverter régio konzervélt argininje, mely

soran.
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Munkam az alabbi két témakor felderitéséhez és a kapcsolodd mechanizmusok

megértéséhez jarult hozza:
= ELSO TEMAKOR

A nukleotid-koté helyen talalhaté switch-2 hurok (LDIXGFE) egyetlen, miozin
osztalyonként variabilitast mutato (X) aminosav poziciojanak jelentdségét Vizsgziltuk.4

A miozin 5a motor tirozint (Y439) tartalmaz swifch-2 hurok variabilitast mutatd
Y439S, Y439E) cseréltik (a részleteket lasd az ,,Anyagok és modszerek”, illetve
Eredmények” fejeztekben), mellyel a vad-tipusu miozin 5a switch-2 hurok altal is érintett

kommunikécios Gitvonalait bolygattuk meg.
= MASODIK TEMAKOR

Az N-termindlis szubdomén (NTS) - konverter régio kolcsonhatd felszin szerepét
vizsgaltuk a miozinok energia atalakito aktomiozin ciklusaban.

(167) cseréltiik lizinre (I67K) (27. dbra) (a részleteket lasd az ,,Anyagok és modszerek”,
illetve ,,Eredmények” fejeztekben). A mutacidval taszitd kolcsonhatast idéztiink elé az NTS
167K aminosava és a konverter konzervalt argininje (R710 a 27. abran bemutatott Gallus
gallus miozin Sa szerkezetben; homolog pozicido Mus Musculus miozin 5a esetében: R709)
kozott (27. abra). Célunk, az NTS — konverter régio kozotti, modositott kommunikacid

miozin 5a mechanokémiai ciklusra gyakorolt hatasanak feltarasa volt.

Hipotézisiink szerint, a miozin 5a motor Osszetett mozgasmintazatanak hatterében allo
eddig ismeretlen mechanizmusok feltérképezése nemcsak a miozin 5a motormikodés
pontosabb megértését teszi lehet6vé, hanem teljesebb képet adhat arr6l, hogy az aktomiozin
ciklus hasonld enzimatikus lépéseinek hatterében allo, szerkezeti atrendezdédések finom
eltérései miképpen eredményezhetnek eltéréd mitkodési mintazatokat a kiilonb6z6 miozinok
esetében. Munkankkal arra szeretnénk ravilagitani, hogy a kiilonb6z6 funkcidt teljesitd
miozinok szerkezeti atrendezédéseiket miképp alakitjak, illetve finomitjak a hatékony

miikddés érdekében az energia atalakitd aktomiozin ciklus soran.

* A tovabbiakban tobbes szam - elsé személyben mutatom be doktori munkam azok tiszteletére, akik az egyes
modszerekre megtanitottak, illetve gondolataikkal hozzatettek a munkahoz. Abban az esetben, ha nem én
végeztem az adott vizsgalatot, az ,,Anyagok és Modszerek” fejezetben a vizsgalatot végzé személy(ek) nevét
kiilon kiemelem.
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V. ANYAGOK ES MODSZEREK

Az oldat kinetikai és fluoreszcencia spektroszkopiai mérésekhez egyfejii miozin 5a (S1,
lasd 14. abra) konstrukciokat hoztunk létre, melyek segitségével az eredetileg kétfejii miozin
Sa egyedi fejeinek kinetikai sajatsagai, a két fej kozotti kooperativ hatasok eliminalasa révén,

tisztan vizsgalhatok.

A motilitasi vizsgalatokhoz (aktin-csuszasi vizsgalat (actin gliding assay), egyedi molekula
motilitas vizsgalat (Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) Microscopy - assay)) az
egyfejli miozin 5a mutansok mintdjara kétfeji miozin Sa (HMM, lasd 14. abra)
konstrukciokat allitottunk eld a két fej kozotti egylittmiikddést igénylé paraméterek

(processzivitas, futasi-sebesség) meghatarozasa céljabol.

Miozin 5a DNS konstrukciok eléallitasa

Egér (Mus musculus) miozin 5a fehérje 820 aminosavnyi N-terminalis szakaszanak cDNS-
ét (miozin 5aS1, tartalmazza a teljes motordomént és az azt C-terminalisan kovetd els6 két 1Q
motivumot) klénoztuk pFastBacl bakulovirus transzfer vektor Tobbszords Klonozd Helyére
(Multi Cloning Site, MCS), oly médon hogy a fehérje tisztitasat biztositd Flag affinitas-cimke
(Flag-cimke aminosav szekvencidja: DYKDDDDK) a fehérjetermék C-terminalisara keriiljon.
A pFastBacl bakulovirus transzfer vektor altalunk hasznalt, mar Flag-cimkét tartalmazd
valtozatat témavezetém, Dr. Kovacs Mihaly készitette posztdoktori évei alatt (NIH, National

Institutes of Health, USA).

A motilitas kisérletekhez hasznalt kétfejii egér miozin 5a konstrukciok (miozin Sa HMM,
1091 aminosavbol alldé N-terminalis miozin S5a szegmens, mely tartalmazza a teljes
motordomént ¢és az azt C-termindlisan kovetd hat /O motivumot, valamint a dimerizacioért
felelés régié N-terminalisat) vad-tipusu formaja kollaboratorunk, James R. Sellers laborjaban
késziilt. pFastBacl bakulovirus transzfer vektorba klonozva kaptuk meg a vad-tipust
miozinSa HMM konstrukciét (a miozin 5a N-terminalis 1091 aminosavbol all6 szegmensének
terminalisan), zold-fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein (GFP)) cDNS-ét és a
miozin 5a kodold régiot 3’ iranyban kovetd (a fehérjét tekintve C-termindlisan) Flag-cimkét

kodolo régiot is tartalmazta.
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QuikChange  mutagenezis  protokollt  (Stratagene)  alkalmazva  komplementer
oligonukleotid parok (Sigma) segitségével hoztuk 1étre a miozin 5aS1 és HMM pontmutans
konstrukciokat. Az alabbiakban a kodold szal szekvencidjaval megegyez6 oligonukleotid

szekvencidkban a mutaciot kodold bazisharmast alahtzassal jeloltem.

Az Els6 témakor mutans miozin 5a  konstrukcidihoz hasznalt kodold szal

oligonukleotidok:

CATCGGCGTGCTGGACATCGCCGGATTTGAAACATTTG (Y439A),
CATCGGCGTGCTGGACATCAGCGGATTTGAAACATTTG (Y4399),
CATCGGCGTGCTGGACATCGAGGGATTTGAAACATTTG (Y439E)

A Masodik témakor mutans miozin 5a konstrukcidjahoz hasznalt kodold szal

oligonukleotid:

CCTCACTTACGGAACCCTGACAAGCTTGTTGGAGAAAATGACC (I67K)

Miozin 5a bacmid és fehérje konstrukciok elallitasa

A miozin 5aS/ ¢és SaHMM fehérje konstrukciokat Bakulovirus-Sf9 (Spodoptera

frugiperda) expresszios rendszerben allitottuk eld.
1. Bacmidok készitése

A miozin 5aS1 ¢ HMM bacmid konstrukcidkat a Life Technologies Bac-to-Bac
Bakulovirus Expresszios Rendszerek Kezelési Utmutatd
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/10359016) alapjan készitettem. Az alabbiakban
bemutatott munkafolyamatok egyes Iépéseinek részletezd leirasat a fenti Bac-to-Bac

Expresszios Rendszerek Kezelési Utmutato tartalmazza.

Els6 Iépésként DHI10Bac E. coli sejtbe (Sigma) transzformaltuk az egyes miozin 5aS1 ¢és
HMM konstrukciokat tartalmazé pFastBacl transzfer vektorokat. A DHI10Bac E. coli torzs
sajat genomja mellett tartalmazza a bakulovirus modositott genomjat (bacmid) és egy
ugynevezett ,,Segitd” (Helper) plazmidot is, mely a célgén bacmid szekvenciaba illesztését
végz6 transzpozicios fehérjét kodolja. A pFastBacl transzfer vektorokon a mini-Tn7 (Tn7R,
Tn7L) elemek koz¢é klonozott célgén, ennek a transzpozicios fehérjének a kozremitkodésével
keriil a mini-attTn7 célszekvencia révén a bacmid LacZ génjébe. Az eljaras soran a LacZ gén

alkalmazasa teszi lehet6vé a késObbickben a sikeres és sikertelen célgén beépiilések
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elkiilonitését , kék-fehér” szelekcié alapjan (az ép LacZ génr6l atirddod p-galaktozidaz a

taptalajban 1év6 Bluo-gal-t galaktozra és a kék telepszint add, hidroxi-indolra bontja).

A transzformalast kovetden a DHI0Bac E.coli sejteket a kék-fehér szelekciot biztositd
Osszetételi agar-lemezre (Proteose Pepton (Oxoid), Yeast Extract (Oxoid), NaCl, Agar
(Molar), 50 pg/ml kanamycin (Sigma), 1 pg/ml gentamicin (Sigma), 10 pg/ml tetraciklin
(Sigma), 100 pg/ml Bluo-gal (Sigma), 40 pg/ml IPTG (Sigma)) kentiik ki, majd 48 o6ran at
inkubaltuk a lemezeket 37°C-on. A fehér telepek megjelenése a célgén sikeres beépiilését jelzi
a LacZ génbe (a taplevesben jelenlévdé Bluo-gal nem tud lebomlani a bontast végzé f-
galaktozidaz fehérje hianya miatt).

A fehér telepekbodl tobb parhuzamos (altalaban harom) leoltast végeztink 5-5 ml
antibiotikum tartalmt LB taplevesbe (Proteose Pepton (Oxoid), Yeast Extract (Oxoid), NaCl,
50 pg/ml kanamycin (Sigma), 7 pg/ml gentamicin (Sigma), 10 pg/ml tetraciklin (Sigma)). A
parhuzamos mintakat 24 6ran at razattuk 37°C -on 250 rpm-el.

Az egy napig tartd novesztést kovetden izolaltuk a rekombinans bacmid DNS-t a
parhuzamos mintakbol.

A célgén sikeres beépiilését PCR technika segitségével ellenériztiik (28. abra).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11.12.13.14 28. abra: A célgén bacmid-ba

- i ol e torténé beépiilésének ellenérzése
bac bac bac . reox g .

(v4398) (167K) Radtioue) PCR technika segitségével. A képen,

~ ' I a miozin 5aS1 konstrukciok PCR

f 4 mintai lathatéak, 1 % (m/V)-os
mew M B Rl o e 1% @

R “ it - W 7 agaroz gélen futtatva.

6000bp
4000 by . e T
" Pirossal bekarikazva jel6ltem azokat a

2000 bp PCR termékeket, melyek a célgén
sikeres beépiilését jelzd6 ~ 5000 bp-nal

rooore jelennek meg, illetve ezek a mintak
500 bp teljesen homogének a  beépiilést
. .- . , tekintve. 1., 14.: 1étra (Fermentas); 2.
negativ  kontroll  (kék  telepbdl

szarmaz0 bacmid); fehér telepekbol

szarmazd bacmidok: 3-6: m5aSl

Y439A, 7-10: m5aS1 167K, 11-13:

mb5aS1 vad-tipus.

250 bp
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A PCR-es ecllenérzéshez hasznalt bacmid - szekvencia specifikus primerek (M13/pUC
forward  és  reverse  primerek (MI3F: GTTTTCCCAGTCACGAC; MI3R:
CAGGAAACAGCTATGAC (Sigma))) jol elkiilonitheté méretii termékeket eredményeznek a
célgén sikeres és sikertelen beépiilése esetén (28. abra). Sikertelen beépiilés esetén 283
bazisparnyi bacmid DNS szakasz felszaporitasat varjuk (negativ kontroll, 28. abra), mig
sikeres beépiilés esetén ehhez még hozzaadodik a pFastBacl transzfer vektorbol szarmazo
1980 bazisparnyi szakasz, illetve az adott célgénnek megfeleld6 DNS szakasz (28. abra). A
miozin 5aS1-Flag konstrukciok esetében ez a méret 2496 bp, mig a miozin 5a GFP-HMM-
Flag konstrukciok esetében 4065 bp.

2. Transzfekcio, virus amplifikdcio

A fenti modon elkészitett bacmid konstrukciokat transzfektaltuk Sf9 rovar sejtbe Cellfectin
(Invitrogen) reagens segitségével. A Cellfectin reagens liposzomat képezve bevonja a bacmid
DNS-t, ami el6segiti a bacmidok sejtbe jutasat és a fertozoképes virusok termelddését. A
Cellfectin reagensre azért van sziikség, mert a modositott bakulovirus DNS (bacmid) nem
tartalmazza a polihedrin burokfehérje génjét (a bakulovirus életciklus késéi fazisaban
termelddo fehérje). A polihedrin gén helyén talalhato a kék-fehér szelekcio alapjaul szolgalo,
LacZ gén. A folyamatos célfehérje atirast az erés és konstitutiv polihedrin promoter biztositja
a LacZ gén elott. A transzfekciot kovetden a rovarsejtekbe bejutd rekombinans bacmid DNS
nem ¢épiil be a rovarsejt genomjaba.

A transzfekcio elsé 1épéseként folyamatosan fenntartott Sf9 sejtkultirabol megfeleld
edény (1 db 6-lyukd muilanyag edény/ bacmid konstrukcid) minden egyes rekeszébe 2 ml
sejtkultarat pipettaztunk és 1 oraig inkubaltuk 27°C-on. A fenti inkubacids id6 alatt
konstrukcionként két-két Eppendorf csobe, csdvenként 5 ul (1 pg/ul) bacmid DNS-t tettink,
majd térfogatukat antibiotikum-mentes taptalajjal (/nsect Express, Lonza) 100 pl-re
egészitettiik ki. Ezutan 6 pl Cellfectin reagenst 94 pul antibiotikum-mentes taptalajjal mértiink
Ossze (mintanként). Az igy késziilt 100 pl elegyet mértiik az Eppendorf-csovek tartalmahoz és
45 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Ezutan a 200 pl elegyet tartalmazo csévekhez 0,8-
0,8 ml antibiotikum-mentes taptalajt adtunk. A 2 ml ,,mos6” taptalajt dvatosan eltavolitottuk a
sejtekrdl, az 1-1 ml bacmid DNS-Cellfectin keveréket a sejtekhez pipettaztuk és 5 oraig

inkubaltuk 27°C-on. Ezutan a transzfekciods keveréket eltavolitottuk a sejtekrdl és 2 ml, 5%

61



Funkciora hangolva Doktori értekezés

penicillin-sztreptomicin (Sigma) antibiotikumot tartalmazo taptalajra cseréltiik, majd a
sejteket 72 oraig 27°C-on inkubaltuk. Az inkubacios id6 elteltével a feliiluszot eltavolitottuk a
sejtekrdl (a feliiluszo az els generacids virusokat (P1) tartalmazta), és 2% (vol/vol) FBS-t

(Fetal Bovine Serum, (Gibco)) hozzakeverve hidegszobaban, fénytdl védve taroltuk.

A transzfekciot kovetden az elsd generacios virusokat (P1) az alabbi modszert alkalmazva

szaporitottuk tovabb harmadik generacios (P3) virusokig:

T-flaskaban 15 ml (8*10%/ml) Sf9 egyrétegii sejtkultarat allitottunk eld. A sejtek
kitapadasat segit6 fél oras inkubalast kovetden, 300 ul P1 virussal fertéztik az egyrétegi
kultarat, majd 27°C-on inkubaltuk a virusfert6zés hatékonysagatol fiiggben 2-3 napig.
Naponta két alkalommal Osszevetettilk a virusfertdzott kultirakat a virust nem tartalmazo
negativ kontroll kultiraval. A kitapadt és a taptalajban sz sejtek aranyat és a sejtek
morfologiai valtozasat Motic AE31 fénymikroszkop segitségével kovettiik nyomon. A P2
kultarat akkor tekintettiik ,,sziiretelésre” alkalmasnak, amikor a sejtek osztodasa lathatoan
leallt, a sejtek mintegy 40-50 %-a feljott a T-flaska aljardl és morfologiajukat tekintve
tulnyomorészt duzzadt, kerek sejtek voltak megfigyelhetdk a kultiraban. A ,,sziiretelés” soran
50 ml-es Falcon csben (Janetzki K23 centrifugaval, 1000 rpm-en) centrifugaltuk a kulttrat.
A feliiliszot (masodik generacios virus, P2) sterilsziirén (0.22 um PES (Millex)) atszirtiik,
steril tarold lombikba gyijtottiik, majd 2% (vol/vol) FBS-t adtunk hozza. A tovabbiakban

4°C-on taroltuk fénytdl védve.

A P3 generacié eléallitasahoz, elézetesen a P2 generacioval torténd fertdzést
optimalizaltuk. 50 ml (1.5%10%ml) rézatott Sf9 sejtkultirat 500-, 1000 és 1500-szoros
higitasban P2 generacios virussal fertéztiink és 27°C-on 127 rpm-en razattunk 3 napon
keresztiil. Naponta két alkalommal Osszevetettik a virusfert6zott kultirakat a virust nem
tartalmazé negativ kontroll kultiraval. A sejtosztodas tltemét és a sejtek morfologiai

valtozasat kovettiik nyomon.

A tovabbiakban a P3 generacio eldallitdsahoz abban a higitasban alkalmaztuk a P2
generacios virust, amelynél a mésodik napra a sejtosztodas leallt (~3*10%ml) és
morfologidjukat tekintve tilnyomorészt duzzadt, kerek sejtek voltak megfigyelheték a
kultaraban. 2 nap utan 50 ml-es Falcon csében (K23, 1000 rpm) centrifugaltuk a P3 kultarat,
steril tarololombikba Gsszegytijtottiik a feliliszot (P3), majd 2% (vol/vol) FBS-t adtunk
hozza. A tovabbiakban 4°C-on taroltuk fényt6l 6vva.
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3. Flag-cimkés miozin 5a fehérje konstrukciok termelése és prepardldsa

A fehérjekonstrukciok expresszidja soran az SDS-gélelektroforézis/Western blot
segitségével meghatarozott optimalis fertdzési virus-koncentraciot (altalaban 1, 3 és 5 %
vol/vol) (29.A 4abra) és termelési id6t (48-72 ora) alkalmaztunk. 900 ml 2#10%ml
% (vol/vol) P3 generaciés konnyiilanc (kalmodulin) virussal (a Pl generacids virus
kollaboratorunk, James R. Sellers laborjaban késziilt), majd a termelés optimalizalasakor
meghatarozott ideig razattuk 27°C-on. Centrifugalassal (Beckman L7-65 centrifuga, 5°, 3000
rpm, 4°C) Osszegyujtottik a sejtpelletet, majd PBS-sel (10,1 mM Na,HPO,4.7H,0, 18 mM
KH,PO4, 1,4 mM NaCl, 27 mM KCI, pH 7,3) mostuk az Osszegytijtott sejteket. A PBS
eltavolitasa utan folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk a sejtpelletet, majd -80°C-on
taroltuk.

A fagyasztott sejteket extrakcios pufferben (10 mM MOPS pH 7,3, 200 mM NaCl, 10 mM
MgCly, 1 mM EGTA, 3 mM NaN3, 2 mM ATP, 0,1 mM DTT, proteaz inhibitor mix (PMSF,
leupeptin (Sigma))) olvasztottuk fel (80 ml puffer/2 ml sejtpellet), majd homogenizaltuk.
Fénymikroszkoppal (Motic AE31) ellendriztiik az intakt sejtek ardnyat a lizdtumban, majd
szonikaltuk a sejteket a tokéletesebb lizis érdekében. Ezutan a sejttormeléket centrifugalassal

eltavolitottuk (15°, 20000 rpm, Jouan KR22i centrifuga).

A 1 2. 3. 4. 5 B

miozin S1 e > - v 120/kDa .

120kDa |» « quu®| miozin S1
e
aspecifikusan - -
jelolédé
feherjék —~ -~ -
kalmodulin
- kénny lanc

29. abra: A) Flag-cimkés Y439A m5aS1 konstrukci6 kitermélésének ellenérzése SDS-PAGE/
Western blot analzis alapjan. /.: pozitiv kontroll (tisztitott m5aS1); 2-4: m5aS1 kitermelés 1, 3
és 5% (vol/vol) - os P3 fert6zés esetén, 1% (vol/vol) - os kalmodulin koexpresszio mellett; 5. 1étra
(Prestained BenchMark). B) A tisztitott Y439A m5aS1 konstrukcio SDS-PAGE képe. Létra
(BenchMark) és a tisztitott Y439A m5aS1.
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Az Osszegytjtott felilluszohoz 1,5 ml FLAG affinitas-gyantat (Sigma) adtunk és egy
¢éjszakan at forgatva kevertettilk 4°C-on. Ezutan a gyantat centrifugaltuk (2°, 1000 rpm, K23),
majd a feliluszd, gyantat nem tartalmazo részét eltavolitottuk. M-ATP puffert (10 mM
HEPES pH 7,2, 0,1 mM EGTA, 3 mM NaNs, 0,5 M NaCl, 0,1 mM DTT, 1 mM ATP, 5 mM
MgCly) adtunk a gyantahoz, 6vatosan Osszekevertiik a gyantaval, majd az igy kapott elegyet
centrifugaltuk (5°, 1000rpm, K23 centrifuga) és a feliiliszot kiilon edénybe gytjtottiik. Az
Osszegyljtott gyantat kromatografias oszlopba toltottik és egy oszloptérfogatnyi M-ATP
pufferrel mostuk. Az atfolyot dsszegyijtottiik. A gyantat 3 oszloptérfogat HMM pufferrel (10
mM HEPES pH 7.2, 0,1 mM EGTA, 3 mM NaN3, 0,1 mM DTT) atmostuk, a moséfolyadékot
Osszegyljtottik. A rekombinans fehérjét 0,3 mg/ml FLAG-peptidet tartalmazo oldattal
elualtuk. Lasst atfolyasi sebesség (<1 ml/perc) mellett 1 ml-es frakciokat gyijtottiink. A
frakciok fehérjetartalmat Bradford reagenssel ellendriztiik mikrotitrald lemezen (a FLAG-
peptid oldatat hasznaltuk fehérjementes kontrollként). A fehérjét tartalmazé frakcidkat Q-
Sepharose ioncseréld oszlopra kotottik (100 mM ionerésségnél), majd M-ATP pufferrel
elualtuk (I > 500 mM) koncentralt fehérjefrakciok nyerése érdekében. A fehérjefrakciokat M-
ATP puftertben, majd tarolopufferben dializaltuk (10 mM HEPES pH 7,2, 0,1 mM EGTA, 3
mM NaNj;, 50 mM KCIl, | mM DTT) egy-egy éjszakat és koncentracidjukat Bradford
reagenssel meghataroztuk. A gyijtott mosopufferek fehérjetartalmanak SDS-PAGE/Western
blot modszerrel végzett analizisébdl kovetkeztettiink a preparalas soran keletkezd esetleges
fehérjeveszteségre, amely 10 %-nal kevesebb volt. A preparalas sikerességét SDS-PAGE
segitségével ellendriztik (29.B abra). A tisztitott fehérjét folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztottuk, illetve ebben is taroltuk a tovabbiakban.

Aktin preparalas

Az aktin preparalasat Straub, valamint Spudich és Watt modszere alapjan végeztiik (138).
A mérésekhez hasznalt a-aktin-t nyal vazizombol kivont, ,,aktin szarazporbol” tisztitottuk,

melyet elézetesen Prof. Hegyi Gyorgy készitett.

Az aktin preparalas soran altaldban 5 g aktin szarazporbdl indultunk ki. 5 g kiindulasi aktin
szarazporhoz 100 ml hideg G-puffert (2 mM Tris pH 7,7; 0,1 mM CaCl,; 0,5 mM ATP, 2,5
mM DTT) adtunk (20 ml/1 g aktin szarazpor) és 40 percig iivegbottal kevertiik jégen, majd
szlirdpapiron atsziirtiik vizlégszivattyu segitségével. Az atsziirt oldathoz 2 mM MgCl,-t és 50

mM KCI-t adtunk és fél 6ran at polimerizaltattuk szobahdmérsékleten.
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Ezutan tropomiozin mentesités céljabol az oldat KCl-tartalmat 0,5 M-ra emeltiik (a sot kis
térfogatokban adagolva) jégfiirdében, folyamatos keverés mellett. Tovabbi egy oOran at
jégfiirdében kevertettiik az oldatot, majd Beckman L7-65 késziilékben ultracentrifugaltuk
(90°, 40000 rpm, 4°C). A feliiluszot eltavolitottuk és a csapadékot 20-25 ml G-pufferben
homogenizaltuk majd, 2 korben 2 liter G-pufferben dializaltuk egy-egy éjszakan at. Ezt
kovetden az oldatot ismételten ultracentrifugaltuk (Beckman L7-65, 90°, 40000 rpm, 4°C) és a
feluliiszot (G-aktin) polimerizaltattuk 2 mM MgCl, és 50 mM KCl jelenlétében fél oran at,
szobahémérsékleten. A polimerizalast kovetéen az F-aktin kocsonyat ultracentrifugaltuk
(Beckman L7-65, 90°, 40000 rpm, 4°C) ¢és a leiilepedett tiszta F-aktin kocsonyat 5-10 ml F-
(+DTT) pufferben (4 mM HEPES; 2 mM MgCl,; 3 mM NaNs; ImM DTT), évatosan
homogenizaltuk, majd 2 korben 2-2 liter F-(+DTT) pufferben dializaltuk egy-egy ¢éjszakan at.
alapjan hataroztuk meg (M;: 42 kDa, €500 2.65%10* M'em™) (a dializishez hasznalt F-(+DTT)

puffert hasznaltuk fehérjementes kontrollként).

Fluoreszcensen-jelolt fehérjék eléallitasa
1. Pirén-jelilt aktin (PIA) elddllitasa

Az aktin Cys’’*-en N-(1-pirén)jodacetamiddal (a tovabbiakban: pirén) torténé kovalens

jelolését a Cooper és mtsai altal kidolgozott protokoll szerint végeztiik (139).

Az eléz6 fejezetben bemutatott aktin preparalas utolso ultracentrifugalasat kovetden, az F-
aktin kocsonyat pirén-jelolés esetében F-(-DTT) (4 mM HEPES; 2 mM MgCl,; 3 mM NaNs)
DTT) pufferben dializaltuk egy-egy éjszakan at. A DTT elhagyasa az F-pufferbdl azért
szilkséges, mert az F-aktin Cys®’*-es szulfhidril-csoportjai mellett, a DTT szulfhidril-
csoportjai is képesek kovalens kotést 1étesiteni az N-(1-pirén)jodacetamid-dal, igy jelent6sen
ronthatjak a jelolés hatékonysagat. A dializist kovetden az aktin térfogatat lemértiik és gyors
keveréssel 0,5 mM ATP-t, 0,1 mM CaCl2-t és 0,1 M KClI-t adtunk hozza.

A pirén-jeloléshez minden esetben DMSO-ba frissen beoldott 50 mM-os pirén-oldatot
készitettiink és 10-szeres molaris feleslegben (240 uM), gyors keveréssel adtuk a pirént
(Invitrogene) az 1 mg/ml-es aktinhoz. A tovabbiakban az oldatot fénytdl dvva, billegéasztalon
inkubaltuk egy ¢jszakan at szobahdmérsékleten, majd a kicsapodott részt centrifugalassal

(Janetzki K23, 1000 rpm, 4°C) eltavolitottuk. Ezt kovetden az oldatot ultracentrifugaltuk
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(Beckman L7-65, 90°, 40000 rpm, 4°C) és a pelletet (pirén-jelolt F-aktin) G-(+DTT)
pufferben vettiik fel, majd 3 korben dializaltuk G-(+DTT) pufferben (24 6ran at, 2-2 literben).
Ezt kdvetden az oldatot ismét ultracentrifugaltuk (Beckman L7-65, 90°, 40000 rpm, 4°C) és a
feliiluszot (pirén-jeldlt G-aktin) polimerizaltattuk 2 mM MgCl, és 50 mM KCI jelenlétében
fél oran at, szobahémérsékleten. A polimerizalast kdvetden a pirén-jelolt F-aktin kocsonyat
ultracentrifugaltuk (Beckman L7-65, 90°, 40000 rpm, 4°C) ¢és a leiilepedett tiszta pirén-jelolt
F-aktin kocsonyat 4-5 ml F-(+DTT) pufferben 6vatosan homogenizaltuk, majd 2 kérben 2-2
liter F-(+DTT) pufferben dializaltuk egy-egy éjszakan at.

(fényszoras) és 344 nm-es (pirén) hullamhosszokon mért abszorbanciaja alapjan hataroztuk

meg az alabbi Osszefiiggést alkalmazva:
[aktin] (uM) = [(A290-A320)-0.127*A344]*higitasi faktor/0.022
[pirén-jelolés] (uM) = A344*higitasi faktor/0.022

Jelolés hatasfoka (%): [pirén-jelolés]/[aktin]* 100
2. MDCC-jelolt bakteridlis foszfit-kitd fehérje eliallitasa

Az A197C mutans bakterialis foszfat-koté fehérje konstrukeid (Escherichia coli,
phosphate-binding protein (PBP)) el8allitasat ¢s a Cys'”-en, 7-(dietilamino)-3-((((2-
malemidil)etil)amino)karbonil)kumarin (MDCC) - nal torténd fluoreszcens jelolését a Brune
¢s mtsai 4ltal kidolgozott protokoll szerint végeztiik, Sarlos Kata kollégam segitségével (140,
141). A fluoreszcensen-jelolt foszfat-koto fehérjét a tovabbiakban MDCC-PBP-ként fogom

emliteni.

Meérési modszerek

A Doktori értekezésemben bemutatott, két témakor ,.koriiljarasa” soran hasonld kisérleti
megkozelitéseket és modszereket alkalmaztunk, ezért az alabbiakban bemutatottak mindkét
témakorre egyarant vonatkoznak. Az esetleges eltéréseket az adott témakdr eredményeinek

bemutatasanal (,,Eredmények” fejezetben) jelzem, illetve ott targyalom részletesen.

1. Fluoreszcencia spektroszkopiai és oldat kinetikai mérések

Az oldat kinetikai és fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket miozin SaS1

konstrukciokkal, 25°C-on, SF50-pufferben (20 mM HEPES pH 7,0; 50 mM KCI; 5 mM
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MgCly; 0.1 mM EGTA; 1 mM DTT) végeztiik. A foszfat felszabadulas detektalasan alapuld
mérések soran az SF50 puffer hozzaadott ,,P; mop”- ot (1 mM 7-metil guanozin
(JenaBioscience), 0.2 egység/ml purin-nukleozid foszforilaz (Sigma)) is tartalmazott. Az
Osszes kisérletben, ahol nukleotid-mentes miozin SaS1-et hasznaltunk, a nukleotid-szennyezés
eltavolitasara a miozin SaSl-et 0.02 egység/ml apirazzal (Sigma) elSinkubaltuk fél orat,
szobahémérsékleten. Az F-aktin filamentumokat az oldat kinetikai és fluoreszcencia
spektroszkopiai mérések esetében masfélszeres molaris feleslegben vett falloidin-nel

(Calbiochem) stabilizaltuk.

A mérési eredmények kiértékelését Microsoft Office Excel 2003, 2008 ¢és OriginLab 7.5,
8.5 (MicroCal Corporation) programok segitségével végeztik. A stopped-flow kisérletek
kiértékeléséhez a fenti programok mellett a KinTek és Biokine stopped-flow késziilékekhez
tartoz6 KinTek SF v8.2.6 (KinTek Corporation) és BioKine32 v4.46 (BioLogic) szoftvereket
hasznaltuk. Az “Elsd témakor” esetében a szabad Mg®™ koncentracio szamitasat Maxchelator
szoftver (http://www.stanford.edu/~cpatton/MgATP-NIST.htm) segitségével végeztiik /36.
abra/. A globalis illesztéses ¢s steady-state kinetikai modellezések esetében KinTek Explorer
3.0 szoftvert alkalmaztunk /41. abra/.

1) Steady-state bazalis - és aktin-aktivalt ATP-az aktivitas mérése

A miozin 5aS1 konstrukciok bazalis-és aktin-aktivalt ATP-az aktivitast NADH-kapcsolt
mérési modszerrel hataroztuk meg. Az alabbi kapcsolt reakciésorozatban elbomlé NADH 340
nm-es hullamhosszon mért abszorbancia-valtozasabol (enapn, 340 = 6220 M']cm'])

kovetkeztettiink az ATP-4z aktivitds mértékére:
miozin: ATP — ADP + P;
piruvat kindaz (PK): ADP + foszfoenol-piroszélésav (PEP) — ATP + piroszoldésav
tejsav-dehidrogendz (LDH): piroszélésav + NADH — tejsav + NAD

A mérést SF50 pufferben, 45 egység/ml PK (Sigma), 57 egység/ml LDH (Sigma), 200 uM
NADH (Reanal), 1 mM PEP (Sigma) és 1 mM ATP (Roche) jelenlétében 0,2-1 uM miozin
koncentracional, 1 ml térfogatban 25°C-on végeztik. Az Ay érték id6beli valtozasat
Shimadzu UVPC fotométer kinetikai moduljanak segitségével kovettiik, 1 cm uthossza

kiivetta hasznalataval.
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Az ATP-az aktivitast az abszorbancia id6beli valtozasahoz illesztett linearis fiiggvény

meredekségébdl (dAssp/dt) szamitottuk az alabbi moédon:

aktivitas (atviteli szam) = meredekség (dAz4/dt) / (enapm,340™ Cmiozin)

/34.C; 36.A; 43.A abrak/

2) Steady-state fluoreszcencia spektroszkopia

A steady-state fluoreszcencia spektroszkopia méréseket mikrokiivettaban, SPEX
FluoroMax spektrofluoriméterrel végeztiik.

A miozin 5aS1 konstrukciok triptofan-fluoreszcencia emisszidés spektrumat nukleotid
tavollétében (apo allapot), ADP és ATP (Roche) jelenlétében, illetve nukleotid-analogok:
AMPPNP (adenozin-5’-(B, y-imidotrifoszfat); ATPyS (adenozin 5'-O-(3-tio)trifoszfat
(Calbiochem)) jelenlétében vettiik fel. A triptofanoknak a tirozinoktdl fiiggetlen szelektiv
gerjesztését 297 nm-en értiik el (gerjesztési savszélesség: 1 nm) és a fluoreszcencia-emisszios

spektrumokat 310 és 430 nm kozott vettiik fel, 4 nm-es emisszios savszélesség mellett.

A miozin 5aS1 konstrukciok steady-state erés aktin-kotési profiljat, pirén-aktin emisszios
spektrumok alapjan hataroztuk meg apo allapotban és ATP jelenlétében, a miozin 5aS1
kotésre nem, csak az erés miozin kotésre érzékeny. A pirén-aktint 365 nm-en gerjesztettiik és
a fluoreszcencia emisszios spektrumokat 380-460 nm-es tartomanyban vettiik fel.

A fehérjementes mérési pufferrel felvett spektrumokat kivontuk a miozin spektrumokbol.
Az ATP-s méréseknél a szubsztratot akkora feleslegben adtuk a miozinhoz, hogy az ATP-az

ciklusok a mérési id6 alatt folyamatosan kovessék egymast. /43.B abra 6 panel/

Az aktin felszabadulas sebességi allandojat az aktomiozin rigor komplexbdl (nukleotid
mentes aktomiozin) szintén pirén-aktin fluoreszcencia valtozas alapjan hataroztuk meg. 365
nm-es hulldmhosszon gerjesztett pirén-aktomiozin rigor komplexet - a kotési egyensuly
beallasat kovetden - nagy feleslegben vett ,hideg” (nem jellt) aktinnal kevertiik 6ssze és a

pirén-aktinrol.
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3) Steady-state koszedimentacio

A miozin 5aS1 konstrukciok steady-state aktin kotési aranyat ATP jelenlétében
ultracentrifugalas alapu kisérletben figyeltiik meg. Ez a modszer a gyenge ¢és erds aktin-kotott
allapotok egyiittes nyomon kovetését teszi lehetévé. A miozin 5aS1 konstrukciokat kiilonb6z6
koncentracioban hozzaadott F-aktinnal eldinkubaltuk, 0.02 egység/ml apiraz (Sigma)
jelenlétében. Az ultracentrifugalas kezdetekor az eldinkubalt mintakhoz nagy feleslegben vett
ATP adtunk (annyit, hogy az ATP-az ciklus az ultracentrifugalas ideje alatt folyamatos
legyen) ¢és 20 percig, Beckman TLA-100.1-es rotort hasznalva 90 000 rpm-en fugaltuk, 4°C-
on. Ezt kdvetden a miozint tartalmazo feliiliszot és a kialakult aktomiozin komplexet, illetve
a miozinnal komplexet nem képzé aktint is tartalmazé pelletet elvalasztottuk. SDS-PAGE és
az azt kovetd, denzitometrias modszerrel (GelQuant Pro, Bio-Imaging System) hataroztuk
meg a miozin aktomiozin komplexbe keriilt hanyadat az egyes F-aktin koncentracioknal.

/43.B abra mellék panel/

4) Tranziens kinetikai mérések

A kiilénbozo tranziens folyamatok kinetikdjanak nyomon kovetésére KinTek SF-2004 és
BioLogic SFM 300 stopped-flow tranziens kinetikai muszereket hasznaltunk (30.A 4abra),
mely miiszerekkel a reagensek gyorsan Osszekeverhetok, és a reakcio soran bekovetkezd
optikai valtozasok 2-3 ms-os holtidével kovethetok. Az ATP hidrolizis kinetikajanak
vizsgalata soran KinTek RQF-3 quenched-flow miszert hasznaltunk (30.B abra).

A miiszer felhasznalasi lehetdségeit és miikodését az ATP hidrolizis vizsgalatat célzo
kisérletek targyalasanal részletezem.

Stopped-flow miszer segitségével végzett kisérleteinkben, a késziilék ugynevezett ,, single
mix” (,,egyszeri keverés”) és ,, double mix” (,,kétszeri keverés”) lizemmodjat is hasznaltuk. A
stopped-flow kisérletek soran, az ugynevezett ,,double mix” kisérletektdl eltekintve, 1:1-hez
térfogataranyu keverést alkalmaztunk. Az optikai beallitisok Wang és mtsai altal leirtak
szerint torténtek (142).

Az 30.A abran lathato a KinTek stopped-flow sematikus rajza és képe, a lehetséges

keverési pontokkal és utvonalakkal.
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Single mix tzemmodban A ¢és C fecskendbket hasznaljuk, a keverés utani holtidé

csokkentése céljabol (az A és B fecskendék alkalmazasa esetén a reakcid lezajlana mar a

kiivettaba érkezés el6tt, a reakcioelegy ,.késleltetd loop ”-ban toltott ideje alatt). Double mix

tizemmodban az A, C illetve B fecskend6t egyarant hasznaljuk. A Double mix tizemmoéd

lényege, hogy az A és B fecskend6ben 1évo anyagok 6sszekeverése utan beallithatéo a masodik

keverés (AB mix keverése a C fecskendd tartalmaval) eldtti reakcioidé hossza. Double mix

kisérleteinkben 2:1:2 térfogataranyu keverést alkalmaztunk az A:B:C fecskendékre nézve.

/33.C abra/
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Mésodik keverési
pont

Kuvetta

B

Reaktansokat
_— tartalmazd
" fecskenddk

o &

A
Reakcié
quencher

- Reakeié loop

30. abra: A) Stopped-
flow miiszer sematikus
rajza (balra) és a
KinTek SF-2004
stopped-flow képe
(jobbra). A sematikus
rajzon a miiszer
felépitése tekinthetd
meg. B) Quenched-flow
miiszer sematikus rajza
(balra) és a KinTek
RQF-3 quenched-flow
képe (jobbra). A
sematikus  rajzon  a
miszer leegyszerisitett
felépitése lathato.
Tovabbi részletes leiras a
szovegben talalhato
/Simon Zoltin sematikus
stopped-flow dbrdjanak
altalam modositott,
illetve bovitett valtozata/
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i.  Nukleotid kotés

A miozin 5aS1 konstrukciok nukleotid kotési kinetikajat fluoreszcensen jelolt
nukleotidokkal (3'-(N-metilantraniloil)-2'-dezoxi — nukleotidokkal: md-ATP; md-ADP
(JenaBioScience), a tovabbiakban a fenti roviditéseket fogom alkalmazni), valamint a miozin
5aS1 konstrukciok sajat triptofanjai (Trp) altal szolgaltatott fluoreszcencia jelvaltozas alapjan
kovettiik nyomon. Az md-ADP-t 0,04 uM-os nyll vazizom miozin 2 segitségével allitottuk
el6. Az md-ATP-t nyal vazizom miozin 2-vel hidrolizaltattunk SF50 pufferben 4,5 6ran at
25°C-on (a hidrolizishez sziikséges optimalis id6t, a nyal vazizom miozin 2 étviteli szdma
(keat) (143) és a koncentraciok (miozin 2; hidrolizalandé md-ATP) ismeretében szamitottuk).
/33.A; 33.C mell¢k panel; 40.A-C abrak /

Az ATP kotédését az aktomiozin komplexhez fluoreszcensen jelolt pirén-aktin (PIA)

alkalmazasaval is nyomon kovettiik. /33B; 40.D -F abrak/
ii.  Foszfat felszabadulas

A foszfat felszabadulas kinetikajanak meghatarozasahoz az aktomiozin. ADP.P; komplexr6l
fluoreszcensen jelolt foszfat-kotd fehérjét (MDCC-PBP, a molekula részletes leirasat lasd
fent, a ,, Fluoreszcensen-jelolt fehérjék eldallitasa” cimi alfejezetben) hasznaltunk.

A KinTek stopped-flow késziilék , kétszeri-keverés” tizemmodjat alkalmazva ugynevezett
egyszei atviteli” (single turnover) kisérletben kovettilk nyomon az aktin hidnyaban mérhet6
és az aktin-aktivalt foszfat felszabadulast. Az els6 keverés soran a miozint kevertilk dssze
ATP-vel. A masodik keverés eldtti holtid6t Gigy optimalizaltuk, hogy a masodik keverésig a
reakcio eljusson az ATP hidroliziséig, de ne jusson el az elsé termék, a foszfat
felszabadulasaig. A masodik keverés soran 0-100 puM-os (keverés el6tti koncentraciok)
fluoreszcencia novekedése alapjan a P; felszabadulas kinetikajat kovettik nyomon (144).
/33.D abra/:

A kisérlet soran az elsd keverést6l a masodik keverésig lezajld 1épései az aktomiozin ATP-az

ciklusnak:

AM + ATP — AMLATP <> AM.ATP” <> A + M.ATP <> M.ADP.P;
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A masodik keverés utan lezajlo 1épései az aktomiozin ATP-az ciklusnak:
M.ADP.P; + A <> (A)M.ADP.P; <> AM.ADP + P,

A KinTek késziilék ,,egyszeri-keverés” tizemmodjat alkalmazva ugynevezett ,,tobbszori
atviteli” (multi-turnover) kisérleteket is végeztiink Harami Gabor munkatarsam segitségével.

Ezzel a moddszerrel nem kozvetleniil a foszfat felszabadulas kinetikajanak jellemzésére
nyilik lehet6ség, hanem a sebesség-meghatarozo 1épés helyzetének azonositasara a foszfat
felszabadulashoz képest. A mérés soran szintén az MDCC-PBP fluoreszcencia valtozasat
kovettitk nyomon. A ,,tobbszori atviteli” kisérletek esetében az ATP-t molaris feleslegben
keverjiik az enzimhez, igy az enzimciklus tobbszori lezajlasat biztositjuk a kisérlet soran. Ha
az enzimciklus sebesség-meghatarozo 1épése a foszfat felszabadulas el6tt zajlik le, vagy az
maga a foszfat felszabadulds, akkor a steady-state ATP-az aktivitast tikr6zo, linearis
fliggvénnyel jellemezhetd tranzienst kapunk. Ilyenkor egy Ggynevezett lag fazist is varunk a
linearis fazis eldtt abban az esetben, ha olyan ATP koncentraciot alkalmaztunk ahol az ATP
kotés és a sebesség-meghatarozo 1épés sebességi allandoja hasonlo érték. Ez a fazis egyes
esetekben olyan gyors, hogy nem oldhato fel a mérés soran. Abban az esetben, ha a sebesség
meghatarozo-lépés a foszfat felszabadulasat kovetden torténik, akkor a steady-state ATP-az
aktivitasat reprezentalo linearis fazis elott, egy ugynevezett gyors ,,burst” fazis figyelhetd
meg. Burst fazis megjelenését akkor tapasztalhatjuk, ha a kezdeti jelvaltozas sebessége
nagyobb, mint a késébb kialakulod steady-state jelvaltozasi sebessége. Az MDCC-PBP
fluoreszcencia értékeket P; kalibralo egyenes felvétele alapjan (145) alakitottuk P;
koncentracio értékekké. /42.B, C/

iii.  ADP felszabadulds

Az ADP felszabadulas kinetikajat md-ADP fluoreszcencia valtozas alapjan kovettiik
nyomon ugynevezett , chasing” kisérletben. A ,chasing” kisérletek lényege, hogy a
fluoreszcens jelet add molekulat eldinkubaljuk a vizsgalni kivant enzimmel a kotési
egyensuly beallasahoz sziikséges ideig. Ezt kovetden, nagy feleslegben vett, fluoreszcensen
nem jelolt - de az enzimhez nagy affinitassal k6t6d6 - molekulaval keverjik ossze, mely a
fluoreszcensen jelolt molekula helyére kotve, annak visszakotési valoszinliségét csokkenti
(ezt a ,,chaser” molekula nagy feleslegben torténd alkalmazéasa és lehetdség szerint nagy

affinitasa biztositja a kotdpartnerhez). Az md-ADP fluoreszcencia csokkenést mutat miozinrol
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valo levalasa esetén. Ebben a kisérletben ATP-t alkalmaztunk ,, chaser” molekulaként. /36.B
abra/

Az ADP felszabadulas kinetikdja pirén-aktin fluoreszcencia valtozast kovetve is mérhet6 (a
kisérleti elrendezés az ADP felszabadulas nyomon kovetése mellett az aktomiozin komplex
ADP affinitasanak meghatarozasat is lehet6vé teszi). A kisérlet soran pirén-aktomiozin
komplexét novekvo koncentracidban hozzaadott ADP-vel (Roche) eléinkubaltunk, majd nagy
feleslegben alkalmazott ATP-vel (Roche) dsszekeverve az aktomiozin.ADP komplexet, az
aktomiozin komplex disszociaciojabol szarmazo pirén-aktin fluoreszcencia novekedést
kovettiik. A kapott ATP-indukalt aktomiozin-disszociacios tranziensek kétfazisuak voltak: a
lassu fazis esetében az ADP-kotott pirén-aktomiozinrdl az ADP-nek el kellett tavoznia (lassu
1épés), hogy az ATP-kotés megtorténhessen. A lasst fazis megfigyelt sebességi allanddinak
atlaga, igy az ADP felszabadulas sebességi allandojat adta meg (az ATP kotése és az
aktomiozin komplex disszocidcigja minimum egy nagysagrenddel, de inkabb
nagysagrendekkel gyorsabb az ADP felszabadulasnal). A lasst fazis amplitidohanyadabol az
ADP-telitettség mértékére és a pirén-aktomiozin ADP affinitasa kovetkeztethettiink. /34.A, B
és 42.D abrak/

iv.  Aktin kités

A miozin 5aS1 konstrukciok aktin-kotési kinetikdjat pirén-aktin fluoreszcencia valtozas
(csokkenés) alapjan kovettitk. Az aktin-kotés hémérséklet-fiiggésének méréséhez a kisérletet

3,4 - 25,4°C kozotti hémérsékleteken végeztiik el. /38. abra/

v.  Aktomiozin komplex disszocidciojanak vizsgdlata

Az aktomiozin komplex ATP kotés hatasara torténé ,,szétesését” a komplex fényszoras
valtozasa alapjan kovettiik stopped-flow miszerben. A fényszords méréseket gy is

megismételtiik, hogy egyidejiileg a pirén-aktin fluoreszcencia valtozasat is nyomon kovettiik.

A bemutatott tranziens kinetikai kisérletekben, a foszfat felszabadulds kinetikdjanak
vizsgalatat célzo ,.egyszeri atviteli” kisérletektdl eltekintve (33.D abra), minden esetben a
stopped-flow késziilék ,,egyszeri-keverés” lizemmodjat hasznaltuk. A fenti tranziens kinetikai

mérések tovabbi koriilményei az 1. Fiiggelékben tekinthetdek meg.
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vi.  ATP hidrolizis

A miozin 5aS1 konstrukciok ATP hidrolizis tranzienseinek lefolyasat quenched-flow gyors
kinetikai mérdmiszer segitségével kovettiik (30.B abra). A késziilek segitségével a reagensek
1 ms-os keverési holtidovel Osszekeverhet6k, majd a reakcio, kiilonbozé idépontokban,
kémiai agens segitségével ledllithato (ilyen kémiai agens (,, quencher”) lehet példaul: HCI,
CCI;COOH, EDTA). Ezt kovetden, a kiilonbozé idéintervallumok alatt képzddott termékek
mennyisége, illetve mindsége kiillonbozé modszerek segitségével azonosithatd, példaul
izotopos radioaktivitas vizsgalat vagy HPLC.

A modszer kivaloan alkalmas rovid életidejii kozti termékek vizsgalatara, igy példaul az
ATP hidrolizisét kdvetden kialakuld termékek azonositdsdra. A miozin 5aS1 konstrukciok
ATP hidrolizisének karakterizalasa soran [y-SZP-]ATP izotopot hasznaltunk és a hidrolizis
reakciot kiilonbozd inkubalasi idoket kdvetden 3 M-os hidrogén-kloriddal (HCI) allitottuk le.
A reakcid leallitasat kovetden, aktiv szénnel iilepitettiik a hidrolizalatlan [7-32P-]ATP -t (ezzel
egyiitt az ADP tartalom is iilepedik). A feliiluszo y->2P; tartalma a hidrolizis 1épést kévetden
kialakult M.ADP. y-**P; komplexb8l és a M.ADP. y-**P; komplexrél mar felszabadult y-*P;
tartalombol szarmazik. A [y-**P-]ATP hidrolizisének mértékére a szenes iilepités utan és el6tt,
Beckman LS1801 szcincillator segitségével, meghatarozott y-"°P; tartalom ardnyabol
kévetkeztettiink. Az igy kapott értékeket, az enzimet nem tartalmazé minta y-"2P; tartalmaval
(tehat, nem az enzim hidrolizalo tevékenységébdl szarmazo y-2P; tartalommal), illetve a
végtelen iddre extrapolalt enzimkatalizis soran keletkez8 y->2P; mennyiséggel korrigaltuk.

A hidrolizis egyenstlyi allandojat (K3, 1. és 4. tablazat) egyszeri atviteli kisérletek (miozin
5aS1: ATP=2:1;0,07 - 100 s-os iddskalan kovetve az ATP hidrolizisét /33.C és 42.A abra
f6 panel/) és tobbszori atviteli kisérletek (miozin 5aS1 : ATP = 1 : 10 /42.A abra mellék
panel/) alapjan is meghataroztuk. A hidrolizis — adott ATP koncentracional mérhetd -
latszolagos sebességi allanddjanak meghatarozasa (ks+ks, 4. tablazat) tobbszori atviteli
kisérletek alapjan tortént. Ebben az esetben 5 - 600 ms-os idéskalan kovettik az ATP
hidrolizisét /42.A abra mellék panel/.
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2. Motilitdsi mérések

Az aktin-csuszasi kisérleteket (,,actin gliding assay”) (31.A abra), illetve a TIRF (Total
Internal Reflection Fluorescence) mikroszkopias egyedi molekula motilitasi vizsgalatokat

(31.B 4bra), Takeshi Sakamoto és Saikat Chakraborty egyiittmiikoddink végeztek.

ielslt F-akti ATP
A Fluoreszcensen jel6lt F-aktin ADP+P, B

Fluoreszcens jellel ellatott miozin 5a

) (+)

31. abra: Motilitas vizsgalati médszerek. A) Aktin-csuszasi vizsgalat (actin gliding assay)
kisérleti elrendezése (fent) és fluoreszcencia mikroszkopias képe (lent). A modszer esetében a
motorok motilitasi sebességét, a tobbi motor huzasa altal - az aktin filamentumokon keresztiil -
az egyes miozin motorokra kifejtett mechanikai terhelés is befolyasolja. B) TIRF-mikroszkopias
egyedi molekula motilitas vizsgalat kisérleti elrendezése (fent) és TIRF-mikroszkopias képe
(lent). A modszer esetében a kisérleti elrendezés az el6z6 forditottja. A felszinhez rogzitett aktin
filamentumokon mozg6 fluoreszcens jellel ellatott miozin molekulat kovetjitk nyomon. Ebben az
esetben a fent emlitett mechanikai terhelés nem befolyasolja a motorok motilitasi sebességét.
(http://www.bioscience.org/2008/v13/af/3112/figures.htm)

A motilitas vizsgalatokhoz az N-terminalisan GFP-vel fuzionaltatott miozin SaHMM
(kétfejii) konstrukciokat hasznaltunk. Az aktin-csuszasi vizsgalatokat Yildiz és mtsai altal
leirtak alapjan (42), a kovetkezé mérési pufferben végeztik: 40 mM KCl, 20 mM MOPS (pH
7.5), 5 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 50 mM ditiotreitol, 1 mM ATP, “oxigén eltavolitd
rendszer” (25 mg/mL gliikkoz, 0.1 mg/mL gliikoz-oxidaz, and 2 pg/mL katalaz). Az F-aktin
filamentumokat rodamin-falloidinnel jeloltik. Az egyedi aktin filamentumok sebességét a
Metamorph szoftver Track Objects funkcidjanak segitségével szamitottuk. Az egyedi
molekula miozin SaHMM motilitds vizsgalatot 7/RF mikroszkopias technika segitségével,

Sakamoto és mtsai (146) altal el6zetesen leirtak szerint végeztiik. Argon 1ézerbdl szarmazo
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488-nm hullamhosszusagti fénnyel gerjesztettik a m5SaHMM molekula N-terminalisara
fazionaltatott GFP molekulat. Az egyedi molekulak sebességét a fluorofor mozgasa alapjan
hatdroztuk meg Metamorph szoftver segitségével. A motilitasi kisérleteket 25°C-on végeztiik,

melyet az OLYMPUS IX70 (105) késziilék termosztalo rendszere biztositott. /35. és 44. abra/

A fentickben bemutatott kisérletes eredmények kiértékelése soran a “Fiiggelék” fejezet 2.

Fiiggelékében bemutatott fiiggvényeket és egyenleteket alkalmaztuk.

3. Szerkezeti modellezés

Az alabbiakban bemutatott szerkezeti modellezéseket Hazai Eszer és Bikadi Zsolt

egylittmiikodéink végezték.

A miozin 5a molekula postrigor (1IW7J) és gyenge ADP kotott allapotaban (1W7I)
kristalyositott szerkezeteit hasznaltuk fel (119). Az erés ADP kotott allapot modellezése
céljabol a BeFy-ot eltavolitottuk az 1W7J szerkezetbdl ¢és igy végeztink energia
minimalizaciot. A kapott modelt és az Y439A gyenge-és er6s ADP allapotait szemiempirikus
kvantummechanikai geometriai optimalizacionak vetettilk ald. Az energia minimalizacidt
MOE (Molecular Operating Environment suite, Chemical Computing Group Inc., Montreal)
szoftverrel végeztik AMBER99 erétér alkalmazasaval (147). Az ADP és a 4 A-os
kornyezetében talalhaté aminosavak rogzitve voltak az AMBER99-el torténd optimalizalas
alatt, majd geometriai optimalizalast végeztink az AM1 szemiempirikus kvantumkémiai
modszerrel (148). Az RHF-AMI szamitas megallitasa 0,01 ala es6 gradiensértéknél tortént.
Az erds-gyenge ADP-kotott allapotok kozotti minimalizalt szerkezeti trajektoria
kiszamitasihoz a Yale Morph Server-t hasznaltuk. Az atalakulds alatt, a Mg transzlacios
vektoranak becslése a T170 és S218 koordinacios oxigénjeinek atlagolt transzlacios vektorai
alapjan tortént. A lokalis geometriai illesztések a Profit szoftverrel torténtek (Martin, A.C.R.
és Porter, C.T., http://www.bioinf.org.uk/software/profit), az illesztésekhez a switch-1,

switch-2 és p-loop régiokat hasznalva.
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VI. EREDMENYEK

1. ELSO TEMAKOR

A konzervativ switch-2 hurok (LDIXGFE) egyetlen, miozin osztilyonként variabilis

elémének (X) szerepe a miozin 5a motor miikédésében
Probléma és megkozelitése

Az irodalomban jol ismert, hogy a miozinok, kinezinek, G-fehérjék és a nukleozid-
trifoszfataz (NTP-az) enzimekhez tartozé egyéb szupercsalddok hasonl6é enzim mechanizmus
révén, sok esetben homolog szerkezeti elemek bevonasaval hasznositjak az NTP-ben tarolt
kémiai energiat mechanikai munkavégzésre (sejten beliilli transzport, izomkontrakcio,
biokémiai-folyamatok ~ mindség-ellenérzése), vagy akar jelatviteli folyamatokban
jeltovabbitasra. E miikddések alapja a nukleotid-koto hely és a partnerfehérje (sin, effektor
fehérje) kotohelyéiil szolgald régid allosztérikus kapcsoltsaga (32. abra). Miozinok és
kinezinek esetében az egyirany haladast az aktin, illetve mikrotubulus sin mentén a
nukleotid-k6t6 hely nukleotid tartalmaval ciklikusan valtozo ,,sin affinitas” valtozasa teszi
lehet6vé. A nukleoti-koto hely és a partnerfehérje kotdhelye kozotti allosztérikus kapesoltsag
kialakitasnak legfontosabb, konzervalt szekvenciaval rendelkez6 elemei a p-loop, a switch-1

és switch-2 hurkok (32.B abra) (149, 150).

A switch-2 hurok G-fehérjék, kinezinek, miozinok nukleotid-koté helyén talalhato
konszenzus szerkezeti elem. A switch-2 hurok szekvencidjaban (LDIXGFE) egy pozicid
mutat valtozatossagot (X) a miozinok korében (10). A hurok szekvenciajat alakitd konzervalt
aminosavak kitiintetett szerepét az enzimmiikodés soran korabbi kutatasok igazoltak (9, 78-
80, 151) (lasd az ,frodalmi Attekintés” ide vonatkozé részeiben is (23., 49. és 51. 0)) (32.
abra), azonban az egyetlen variabilitdst mutatd pozicié szerepe feltaratlan volt.

(LDIYGFE), mig példaul miozin 2 osztaly képvisel6i esetében, igy a nagy tomegben
(kotegekben) miikodo izom miozin 2 motorban is, kisebb oldallanci aminosavak foglaljak el

az emlitett poziciot (32.A dbra).
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A miozin 5a switch-2 tirozinjat kisebb oldallanc aminosavakra (alanin, serin, glutamat)
cseréltiik. Az Y439A és Y439S mutansok a miozin 2 izoformak szekvenciajat mimikaltak. A
vad-tipustt miozin 5a (Gallus gallus) és miozin 2 (Dictyostelium discoideum) izoformak
mellett, olyan mesterséges Dictyostelium miozin 2 mutansok szerkezete is elérhetd, melyek a
(S456Y (PDB kod: 1W9I és 1W9J); SA56E (PDB kod: 1W9IK és 1WIL)). Ez alapjan hoztuk
létre a miozin 5a Y439E mutanst, mellyel a mutacio altal indukalt kinetikai sajatsagokrol és a

kapcsolodo szerkezi atrendezédésekrdl akartunk informaciot szerezni.

. 5 ATP-k&tS hely .
A DXPG G-fehérjék (transzlacios faktorok) B - fy\ P-loop ETOkaE:
DTAG G-fehérjék (Ras, Roh, Rab) switch-1- N\ 9~/ “gj
DXGG G-fehérjék (Arf, G-a)

DLAGSE Kinezin
LDIAGFE Miozin 2, 6
LDISGFE Miozin 2
LDIFGFE Miozin 1,7, 9, 10
LDIYGFE Miozin 1, 5, 8, 11

P-loop, Mg?*

_assor | [owicn |

v | s

aktin-kot6 hely

C erds aktin kotés gyenge aktin kotés erds aktin kotés
Ky K’ &y §'% Ky
AM + ATP ——= AM(ATP) —=AM - ATP —=AM : ADP - P; == AM - ADP —=AM
i LK K, K, K,
1{6 Kl 7 Kz u 8 x‘ nxl K‘ “ 10 Ks u 6
M + ATP == M(ATP) —= M-ATP —= M'ADP-P; —= M-ADP == M

32. abra: A switch-2 hurok szekvenciaja, elhelyezkedése és szerepe. A) A switch-2 hurok
aminosav szekvencidja ¢és konzervalt kommunikacios utvonalai NTP-az enzimekben. A
miozinokban, kinezinekben és G-fehérjékben konzervalt aminosavak és utvonalak kékkel
jeloltek. Az osztaly-specifikus (mutaciokkal érintett pozicié ebben a munkaban) aminosavak
pirossal kiemelve lathatéak. B) Az ATP-az aktiv-hely konzervalt régidinak helyzete a miozin
5aS1 motordoménben (/W7J). C, Az ATP-az ciklus kinetikai sémdja. A nukleotid-mentes
(rigor) aktomiozin (AM) két-lépésben kéti az ATP-t (K,’, K>’). A miozin fej (M) ekkor levalik
(Ks) az aktinrol (A) az enzimciklus f6 “aramlasat” kovetve, melynek Gtvonalat hattérszinezés és
felkovérre szedett karakterek jeldlik. Az ATP hidrolizist kéveten (K3;) a M.ADP.P; komplex
visszakot aktinhoz (Ky) és a hidrolizis-termékek felszabadulnak (P;: K,’, ADP: Ks’). Az erés és
gyenge aktin-koté allapotok zolddel és vilagoskékkel kiemelve lathatok. Az egyensulyi és
sebességi-allandok balrol-jobbra és fentrdl-lefelé megadva értendéek.

Az alabbiakban részletezett kisérleti megkozelitéseket alkalmazva azonositottuk a switch-2

tirozinjanak pontos szerepét a miozin 5a motor miikodésében.
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Mérésekhez hasznalt fehérje konstrukciok

A fluoreszcencia spektroszkopiai és oldat kinetikai mérésekhez vad tipusi és mutans
(Y439A, Y439S, Y439E) egyfejii (S1) miozin Sa konstrukcidkat hasznaltunk. Ez a
motordomént és az ahhoz C-terminalisan kapcsolodd erékar két-IQ motivumat tartalmazd

fragmentuma a molekulanak.

Az egyedi-molekula motilitas vizsgalatokhoz a vad-tipust és Y439A mutans miozin 5a
konstrukci6 N-termindlisan GFP-jelolt, kétfeji (HMM) valtozatat hasznaltuk. Ez a
motordomént és az ahhoz C-terminalisan kapcsolodd erékar hat-IQ motivumat tartalmazd

fragmentuma a molekulanak.

Az , Elsé témakor” soran megadott sebességi-¢s egyensulyi allandok esetében a 32.C 4bra
nevezéktanat kovettem.
A feltiintetett koncentraciok minden esetben a keverést koveté koncentraciok, a kivételt

képzo esetekben, a vonatkozo résznél jelzem az eltérést.

Az Y439 muticiéja nem okoz fennakadast a miozin Sa motor nukleotid-kotési és ATP-

hidrolizalé képességében, illetve a foszfat felszabaduldsdban sem okoz jelentds valtozast

Az ATP (Kik;) és ADP (ks) kotédését a miozin 5aSl-hez fluoreszcensen-jelolt
nukleotidok (md-ATP, md-ADP) jelvaltozasa alapjan kovettik nyomon gyors-keveréses
modszerrel stopped-flow miiszerben (33. abra). A mutaciok nem okoztak jelentds valtozast a
nukleotid-ké6tés kinetikajaban, egyediil az Y439A mutans esetében volt megfigyelhetd
gyorsabb md-ATP kétés (33.A 4bra; 1. tablazat) .

Az ATP indukalt ,szétesését” az aktomiozin komplexnek pirén-aktin fluoreszcencia
valtozas alapjan kovettiik nyomon szintén gyors-keveréses modszerrel, stopped-flow
miszerben (33.B dbra). Az ATP kotédését kdvetéen a miozin erds - gyenge aktin-kotd
allapotai kovetik egymast, majd az aktinrél levalt allapot. Az ATP kotést kovetd pirén-aktin
fluoreszcencia novekedés az ATP kotés hatasara bekovetkezd erds-aktin kotd allapotban
elfedett pirén fokozottabb hozzaférhet6ségének koszonheté. Azonban gyenge aktin-kotd
allapotban és aktinrol levalt allapotban a pirén hasonloan hozzaférhetd, igy a két allapot

fluoreszcenciaja is hasonlo, igy a pirén-jel nem tud kiilonbséget tenni ezen allapotok kozott.

5 A témakérokhoz tartozo tablazatok, az adott témakdrnél
az ,, Eredmények” fejezet végén talalhatoak.
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A kapott pirén-tranziensek alapjan kapott megfigyelt sebességi-allandok (kops) hiperbolikus
ATP-koncentracio fiiggése két-1épéses ATP kotési mechanizmusra (K, ’k;’) utal, mely soran a
masodrendli kotési 1épést (K;’) egy szerkezetvaltozasi 1épés kovet (k;°). A két-1épéses
folyamat paraméterei eltéréek voltak a konstrukciok esetében, azonban a megfigyelt sebességi

allandok (k,»s) maximuma (k’) minden esetben 80 s™' feletti érték volt (1. tablazat).
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33. abra: Az Y439 mutaciok hatasa a nukleotid kotésre, foszfat felszabadulasra és az ATP
hidrolizisre. A) Pszeudo-elsérendii korilmények kozott a vad-tipusi mS5aS1 és mutans
konstrukciokat (0,5 uM) md-nukleotidokkal &sszekeverve (stopped-flow késziilékben) a kapott
md-nukleotid fluoreszcencia tranziensek megfigyelt sebességi allandoinak (k,s) md-ATP (f6
panel) és md-ADP (mellék panel) koncentracio fiiggése. Az adatpontokra illesztett linearis
meredéksége a latszolagos masodrendii kotési sebességi-allandot adja meg (md-ATP-re: Kk,
md-ADP-re ks 1. tablazat). B) Pszeudo-elsérendii koriilmények kozott a pirén-akto-mSaS1
komplexét (0,25 uM) ATP-vel dsszekeverve (stopped-flow késziilékben) a kapott pirén-aktin
fluoreszcencia tranziensekre illesztett exponencialis megfigyelt sebességi allandéinak (k) ATP
koncentracio fuggése. Az adatpontokra illesztett hiperbola alapjan megadott maximalis sebességi
allandé (k,") és a kezdeti-meredekség (K, 'k, ’) értékek az 1. tablazatban talalhatok. C) F6 panel,
az ATP hidrolizis idébeli lefutasanak nyomon kovetése 3,5 uM m5aSl-et és 2 uM ATP-t
(egyszeri atviteli kisérlet) quenched-flow miszerben Osszekeverve, az adatpontokra illesztett
dupla-exponencialissal. Az ATP hidrolizis egyensulyi allanddjat a gyors fazis frakcionalis
amplitudodja (F;; K; = Fi/(1-F))), mig a P; felszabadulas sebességi allandojat (k,) a lassu fazis
megfigyelt sebességi allanddja (k) adja meg (1. tablazat).
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Mellék panel, pszeudo-elsérendii koriilmények kozott m5aS1 (0,5 uM vad-tipus, illetve Y439A) és
ATP gyorskeverésével (stopped-flow miiszerben) kapott triptofan fluoreszcencia tranziensekre
illesztett exponencialisok megfigyelt sebességi allandoinak (k,,) ATP koncentracié fiiggése. Az
adatpontokra illesztett hiperbola alapjan kapott kezdeti meredekség (K;k;) és a maximalis
megfigyelt sebességi allando (k; + k.;) értékek az 1. tablazatban talalhatok. D) A m5aS1.ADP.P;
komplexrél torténdé P; felszabadulas megfigyelt sebességi allandoinak (k) aktin koncentracid
fuggése MDCC-PBP (3 uM minden fecskend6ben) fluoreszcencia valtozasat nyomon kovetve,
Lkétszeri keveréses” stopped-flow kisérletben. Az elsé keverés alkalmaval 0,7 uM mSaS1-et és 0,3
uM ATP-t (egyszeri atvitel kisérlet; els6 keverést kovet6 koncentraciok) gyorskevertiink, majd 3 s

alkalmaval novekvé koncentracioban aktint kevertink hozza (a kisérlet részletes leirasa az
wAnyagok és Modszerek” fejezetben talalhatd). Az adatpontokra illesztett hiperbola alapjan
meghatarozott maximalis sebességi allando (k,’) és fél-telitési aktin-koncentracié (K,) az 1.
tablazatban talalhato. Szimbolumok: o, vad-tipus; o, Y439A; A, Y439S; 0, Y439E. A kisérlet
koriilményei az 1. tablazat szerint.

Az 6sszes mutans megorizte a vad-tipus ATP hidrolizist katalizalo képességét. Tovabba a
mutans konstrukciok magasabb bazalis (aktin hianyaban mért) ATP-az aktivitast mutattak a

vad-tipushoz képest (1. tablazat).

ATP kotés hatasara a mutans konstrukciok, a vad-tipushoz hasonlo triptofan-fluoreszcencia
novekedést mutattak, mely fluoreszcencia jelvaltozas valdszinileg az erdkar bazisanal
talalhat6 relay-hurok (15. dbra) 483-as triptofanjanak (W483) koszénhetd (41, 80). A W483
fluoreszcencia novekedése feltételezhetéen a nukleotid-koté helyen taldlahatd switch-2 hurok
nyitott-zart atmenetével jar egyiitt (38, 78, 152). Dictyostelium miozin 2 estében
azonositottak, hogy a - miozin 5a 483-as triptofannal homolog - W501-es fluoreszcencia
novekedése a switch-2 nyitott-zart atmenetével jar egyiitt. A relay hurok triptofan a switch-2
huroktol valo tavoli helyzetének ellenére a switch-2 konformacio-valtozasat is jelzi, mivel
ezek a szerkezeti elemek egyiitt mozognak az ATP-az ciklus soran (lasd részletesen az
JIrodalmi Attekintés, ATP hidrolizis és erékar felhizas™ alfejezetében). Az ATP hidrolizis a
switch-2 zart allapotaban torténhet meg (9, 78), majd a hidrolizist kovetden a switch-2
huroknak wjra ki kell nyilnia (9, 97), hogy a hidrolizis termékek koziil els6ként, a foszfat
felszabadulhasson. A modellt eredményeink is megerdsitették, mivel az ATP kotés hatasara
tapasztalhato kisebb triptofan fluoreszcencia névekedés nagyobb bazalis ATP-az aktivitassal
parosult az Y439A ¢és Y439E konstrukciok esetében (miozin 5a esetében a foszfat
felszabadulas az enzimciklus sebesség-meghatarozé 1épése aktin hidnyaban) (1. tablazat).

Stopped-flow miiszerben, gyors keveréses modszerrel 6sszekeverve az ATP-t a vad-tipust és
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Y439A miozin 5a konstrukciokkal a triptofan fluoreszcencia novekedés megfigyelt sebességi
allandoi (k,ps) hiperbolikus ATP koncentracio-figgést mutattak (33.C abra mellék panel). A
maximalis k., érték, mely az ATP hidrolizis latszolagos sebességi allandojat (k;+k.;) adja

meg, mindkét konstrukci6 esetében 100 s feletti értéknek adodott (1. tablazat).

Egyszeri atvitel (single-turnover) quenched-flow kisérletben az ATP hidrolizis id6beli
lefolyasa két fazistnak adodott minden konstrukci6 esetében. A gyors fazis sebességét az
ATP kot6dés, mig a lassu fazis sebességét a foszfat felszabadulas hatarozta meg (az itt kapott
értékek megegyeztek az alabb bemutatott foszfat-felszabadulasi kisérletben mért értékekkel)
(33.C abra f6 panel). A két fazis frakcionalis amplitudoja alapjan meghatarozott, ATP
hidrolizis egyensulyi allando6 (K3) a kiilonb6z6 konstrukciok esetében nem mutatott jelentds

eltérést (33.C abra 6 panel; 1. tablazat).

A foszfat (Pj) felszabadulas kinetikajat a M.ADP.P; és az AM.ADP.P; komplexrol
fluoreszcensen jelolt bakterialis foszfat-koté fehérje (MDCC-PBP) (141) jelvaltozasa alapjan
kovettiik egyszeri atviteli (single-turnover) kisérletben a stopped-flow miiszer kétszeri-
keveréses (double-mix) iizemmodjat hasznalva. A foszfat felszabadulas aktin hianyaban mért
sebességi allanddja (ky) jol tikkrozte a konstrukciok bazalis ATP-az aktivitasat, tehat aktin
hidnydban a mutdns konstrukciok megérizték a foszfat felszabadulast, enzimciklusuk
sebesség-meghatarozo 1épéseként (aktin hidnyaban a vad-tipusi miozin 5a sebesség-
meghatarozo lépése a foszfat felszabadulas a M.ADP.Pi komplexrdl) (1. tablazat). A foszfat
felszabadulas megfigyelt sebességi allandoi (k,p,) hiperbolikus-fiiggést mutattak az aktin
koncentraciotol (33.D abra). Az illesztett hiperbola maximum értékeibdl megadott aktin-
aktivalt foszfat felszabadulas sebességi allandok (k;’) minden konstrukcié esetében 100 s!
feletti értéknek adodtak (33.D abra; 1. tablazat). Aktin jelenlétében egy lassi fazis is
megjelenik a foszfat felszabadulasa soran a miozin 5 konstrukcidknal, melynek jelenlétét
miozin 2 esetében az aktin-kotott allapotaban végbemend ATP hidrolizisnek tulajdonitottak

(153).

Osszegezve a fenti eredményeket a 439-es tirozin (Y439) mutaciéi, habar kimutathatoan
befolyasoljak a nukleotid-kotést, ATP-hidrolizist és a foszfat felszabadulast, a mutans
konstrukciok esetében ezek a lépések mégis megdrzik a vad-tipusra jellemzé gyors, nem

sebesség-meghatarozo mivoltukat az aktin-aktivalt ATP-az ciklus soran.
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Az Y439 mutaciéi az ADP-felszabadulas aktin-akivaciéjanak megsziinését eredményezik

Az ADP kotddése az aktomiozin komplexhez nem eredményez fluoreszcencia-valtozast a
pirén-aktomiozin komplexben, igy az ADP affinitas csak kozvetetten mérhetd. A miozin 5aS1
konstrukciok ADP-affinitasat (1/Ks’) ATP-indukalt pirén-aktomiozin disszociacio alapjan
kovettiik nyomon. A pirén-aktomiozin komplexet novekvé koncentracidban ADP-vel
inkubaltuk, majd nagy molaris feleslegben vett ATP-vel idéztik elé a pirén-aktomiozin
komplex szétesését. A kapott kétfazisu tranziensek gyors fazisa az ADP-mentes aktomiozin
disszociaciojabol ered, mig a lasst fazis az aktomiozin ADP-kotott frakcidjat mutatja, mely
hatarozta meg. A lassu fazis frakcionalis amplitudoi alapjan kalkulalt ADP-affinitas (1/Ks’) az
aktomiozin komplexhez, a mutans konstrukcidok esetében nagyobbnak adddott, mint a vad-
tipus esetében (34.A dbra; 1. tdblazat). Az ADP felszabadulds az aktomiozin komplexrél
(ks’) a miozin 5a sebesség-meghatarozo 1épése (41). A fenti kisérletben a lasst fazis sebességi
allandojat az ADP felszabadulas sebessége hatarozza meg az aktomiozin komplexr6l (ks5°). A
mutans konstrukciok esetében az ADP-felszabadulds sebessége négy-0tszor lassabbnak
adodott vad-tipushoz képest (ks”) (34.B dbra, 1. tabliazat). A vad-tipusu és mutans
konstrukciok esetében kapott ADP felszabadulas sebességi allandok jol dsszhangban voltak a
maximalis aktin-aktivalt ATPaz aktivitas értékekkel, tehat a mutans konstrukciok megérizték
az ADP-felszabadulast aktin-aktivalt enzimciklusuk sebesség-meghatarozo 1épéseként (34.B,
C abra; 1. tablazat).

A miozin 5aS1 konstrukciok aktin jelenlétében mért ADP felszabadulasanak sebességi
allandojat (ks’) Osszehasonlitva az aktin hianyaban meghatarozott ADP felszabadulas
sebességi allanddjaval (ks, md-ADP fluoreszcencia kioltasos kisérletben meghatarozott
paraméter, lasd az 1. tablazatban) kideriilt, hogy a Y439 mutacioi megsziintették a vad-
tipusra jellemzé megkozelitbleg hatszoros aktin-aktivacigjat (gyorsitasat) az ADP-
felszabadulasnak (ks 7ks, 1. tablazat). Ennek megfeleléen a termodinamikai kapcsoltsag (az
aktin jelenlétében és hianyaban mért ADP-disszociacios allandok (K;) hanyadosa (K5 /K5s)) a
miozin 5aS1 aktin és ADP-kotése kozott a mutans konstrukciok esetében kozel egyezd,
alacsony értéknek adodott (1. tablazat) (A termodinamikai-kapcsoltsagrol bovebben az

WIrodalmi Attekintés, Terhelési ardny (duty ratio) és processzivitds” alfejezetében irok).
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34. dbra: Az Y439 muticiok hatasa a miozin 5aS1-ADP interakciéra és a miozin 5aS1 ATP-
az aktivitasara. A) Pirén-akto-m5aS1 (0,2 pM) és ADP (keverés el6tti koncentraciok)
komplexét 200 uM ATP-vel stopped-flow késziilékben Osszekeverve, a kapott kétfazisu
tranziensek lasst fazisa alapjan, az akto-m>5aS1 frakcionalis ADP telitésének ADP koncentracio
fliggése. A lassii fazis (a pirén-akto-mS5aS1 ADP-kotott frakcidjat mutatja) frakcionalis
amplitidéinak ADP koncentracio fliggése altal meghatarozott hiperbola féltelitési ADP
koncentracidja alapjan megadott K5’ érték vad-tipusa m5aS1 esetében 3,5 pM—nak adodott, mig a
mutansok 2 uM alatti értéket mutattak (1. tablazat). Az 1. tablazatban bemutatott k5’ értékek a
kiilonboz6 ADP koncentracioknal megfigyelt lassu fazis megfigyelt sebességi allandoinak
atlagabol szamitott érték. B) 0,2 uM pirén-akto-m5aS1 és 20 uM ADP el6éinkubalt komplexét,
200 pM ATP-vel gyorskeverve kapott pirén-aktin fluoreszcencia tranziensek. A fenti
koriilmények kozott a sebesség-meghatarozo 1épés az ADP felszabadulasa az akto-mSaS1.ADP
komplexrél. A tranziensekre illesztett exponencialisok alapjan kapott megfigyelt sebességi
allandok (ks”) 20 s (vad-tipus); 3,4 s (Y439A); 3,3 s (Y439S); és 1,9 s (Y439E) értékeknek
adodtak. C) Az m5aS1 konstrukciok steady-state aktin-aktivalt ATP-az aktivitasanak aktin
koncentracio fiiggése (1 mM ATP jelenlétében). Az adatpontokra illesztett hiperbola altal
megadott maximalis ATP-az aktivitas (k.,) értékek és a fél-telitéshez tartozd aktin koncentraciok
(Kuein) az 1. tablazatban talalhatok. Szimbolumok hasznalata az 33. abra szerint. A kisérlet
tovabbi koriilménvei az 1. tablazat szerint.

Doktori értekezés
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Az Y439A mutacio lassi, ugyanakkor processziv haladast eredményez

Az ADP lassu felszabadulasa az aktomiozinrdl gatolja meg az erds aktin-koto allapotbol
valo, gyors tovabbhaladasban a miozin 5a motort, igy feltehetGen ez hatarozza meg az aktin
filamentum mentén torténd haladas sebességét (10, 124). GFP-jelolt vad-tipusu és Y439A
miozin 5aHMM konstrukciok segitségével in vitro aktin-csuszasi kisérletekben és TIRF-
mikroszkopian alapuld egyedi molekula motilitasi kisérletekben hataroztuk meg a

konstrukciok aktin filamentum mentén mutatott haladasi sebességét és processzivitasat.
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35. 4dbra: Az Y439A mutici6 hatisa a miozin SaHMM haladasi sebességére és
processzivitasara. A) A vad-tipust (m) és Y439A (0) mSaHMM in vitro aktin-csuszasi
sebessége 380 + 30 nmys, illetve 86 £ 31 nm/s volt. B) T/RF mikroszkopia alapu, egyedi
molekula motilitas vizsgalatban a konstrukciok haladasi sebessége az aktin-csuszasi vizsgalatban
(A) meghatarozott értékekhez hasonlonak adodott (vad-tipus: 440 £ 120 nm/s, Y439A: 98 + 72
nm/s). C) A vad-tipusu (m) és Y439A (o) m5aHMM konstrukciok futashossz eloszlasa TIRF
mikroszkopia alapt, egyedi molekula motilitas vizsgalatban. Az adatpontokra illesztett
exponencialis lecsengési allanddjahoz (t) tartozo futashossz érték adja meg a konstrukciok
atlagos futashosszat, mely vad-tipus esetében 1300 = 100 nm (felsé vonal), az Y439A esetében
1000 + 100 nm (alsé vonal) volt. Az (A) és (B) abrak esetében a megadott hibakat az illesztett
gauss gorbe fél-szélesség értéke alapjan adtuk meg, mig a (C) abra estében a hibakat a SE érték
alapjan adtuk meg. A kisérlet koriilményei az ,,Anyagok es Modszerek” fejezetben leirtak szerint.
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Mindkét tipust esszében az Y439A konstrukcio sebessége megkozelitdleg negyedére-
otodére csokkent a vad-tipushoz képest (35.A, B abra). A csokkenés mértéke pontosan
megegyezett, a tranziens kinetikai mérések soran meghatarozott, ADP felszabadulas
sebességében tapasztalt csokkenéssel (34.A, B abra). Ezek az eredmények azt mutattak, hogy
a vad-tipushoz hasonléan az ADP felszabadulas az aktomiozin komplexrél marad mind az
aktin-aktivalt ATP-az ciklus (34.C 4bra), mind az aktin filamentum mentén torténd
transzlokacio sebesség-meghatarozo 1épése (35.A, B abra). Fontos azonban, hogy ez az
extrém lassii miozin 5a motor a vad-tipushoz hasonld processzivitdst mutatott (~1pum-es

atlagos futashossz) (35.C abra).

Az Y439 muticié Mg®'- fiiggé médon sziinteti meg az ADP felszabadulas aktin-

aktivaciojat

Kinetikai és szerkezeti vizsgalatok alapjan ismert, hogy a MgADP felszabadulds a miozin
5a-r6l és miozin 5a aktomiozin komplexérl a Mg®'- jon felszabadulasa éltal kontrollalt
folyamat (102, 119, 134).

Ez alapjan megvizsgaltuk a Mg2+- ion hatasat a vad-tipusi és Y439A miozin 5aSl1
konstrukciok steady-state aktin-aktivalt ATP-az aktivitasara és az ADP felszabadulasuk
tranziens kinetikajara.

A szabad Mg - ion jelenléte egyarant jelentdsen gatolta a vad-tipusii és mutans miozin
5aS1 konstrukci6 steady-state aktin-aktivalt ATP-az aktivitasat (36.A abra). 5 mM Mg*'- ion
jelenlétében és Mg*'-ion hianyaban - tranziens kinetikai md-ADP-fluoreszcencia kilotdsos
kisérletben - megvizsgaltuk a vad-tipusii és Y439A miozin 5aSl1 konstrukciok ADP
felszabadulast az aktomiozin komplexrél (36.B abra; 2. tablazat). Az md-ADP felszabadulas
sebességi allandoi (2. tablazat) azt mutattak, hogy az Y439A mutaci6 hatasa specifikusan az
aktin és Mg2+- ion egyidejii jelenlétében mutatkozik meg, tehat az Y439 mutacid Mg2+- fiiggd
modon sziinteti meg az ADP felszabadulas aktin-aktivaciojat. Eredményeink jol 6sszhangban
voltak a kordbban karakterizalt csirke miozin 5aS1 konstrukcion végzett tanulmanyok

eredményeivel (36.B abra; 2. tablazat) (102, 134).
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36. abra: A Mg’ hatasa az aktin-aktivalt ATP-Az aktivitasra és az ADP-felszabadulasra a
vad-tipusu és Y439A aktomiozin komplexrél. A) A vad-tipusu (0) és Y439A (o) aktomiozin
komplex ATP-az aktivitasanak gatlasa szabad Mg altal. Az adatpontokra illesztett hiperbola
alapjan a vad-tipusti akto-m5aS1 ATP-az aktivitasa 14 £ 0,7 s”'- 16l (szabad Mg”" hianyaban) 3,2
+ 1,2 5" ra (telitési Mg>") esett, 1,3 + 0,6 mM - os Mg”" féltelitési érték mellett. Az Y439A acto-
m5aS1 ATP-az aktivitisa 5,7 + 0,3 s - 161 0,8 = 0,2 s - ra esett, 0,16 + 0,02 mM - os Mg>"
feltelitési érték mellett. A mérés soran 0,1 uM m5aS1-et, 10 uM aktint, 2 mM ATP-t és kiilonféle
MgCl, koncentraciokat alkalmaztuk, melyb8l az abran feltiintetett szabad Mg*" koncentracio
értékek szarmaztak. B) md-ADP fluoreszcencia tranziensek, akto-m5aS1.md-ADP komplexét
(0,5 uM vad-tipus (m), illetve Y439A (®) m5aS1, 5 uM aktin, 25 uM md-ADP) és 500 uM ATP-
t stopped-flow-ban 6sszekeverve 1 mM EDTA, illetve 5 mM MgCl, jelenlétében (mindkét
fecskendében). A tranziensekre illesztett exponencialisok a kovetkezd megfigyelt sebességi
allando (k) értékeket adtak: vad-tipus, EDTA: 180 st vad-tipus, Mg2+: 29 s7': Y439A, EDTA:
170 s™; Y439, Mg®': 4.8 5. A kapott md-ADP felszabadulas sebességi allandok a 2. tablazatban
Osszegezve megtalalhatoak. A kisérlet egyéb koriilményei az ,,Anyagok és Modszerek” fejezetben
leirtak szerint.

Az Y439 a switch-1 hurok kozremiikodésével befolyasolja a MgADP-felszabadulasat

Abbol a célbdl, hogy felderitsiik az Y439 szerepét a Mg*'- fiiggd ADP-felszabadulasban
atomi szinten elemeztik az Y439 kolcsonhatasait. A miozin S5a atomi szerkezete
MgADP.BeF, (PDB kéd: IW7J) jelenlétében és Mg?" mentes ADP jelenlétében (1W71)
ismert. Habar az 1W7J szerkezet ATP analdgot tartalmaz, sok miozin esetében ez az allapot
szerkezetileg megegyezd az erésen MgADP-kotott (postrigor) éllapottal (9), mig az IW71
allapot feltehetéen a ,.gyenge ADP allapot” szerkezetét kozeliti, mely allapot a Mg2+
felszabadulas kozvetlen kiindulopontja (119). Oldatban a miozin, ADP ¢és kiilonbozé ATP
anlogok jelenlétében veszi fel a postrigor allapotra jellemzd szerkezetet, mely allapot az ATP

indukalt aktomiozin disszociaciot kovetden alakul ki az enzimciklus soran (9). Annak
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ellenére, hogy ez a szerkezet egy aktinrdl levalt allapotot mutat, mégis szamos sajatsaga
hasonlit ahhoz az aktomiozin.ADP allapothoz, amelyb6él az ADP felszabadulasa torténik a

processziv miozinok mechanokémiai ciklusanak sebesség-meghatarozo 1épése soran.

37. abra: Az aktiv hely nagyitott képe erdsen (IW7J) (A) és gyengén (I W7I) (B) nukleotid-
kotott allapotban.

Postrigor allapotban az Y439 hidrogén-kotést létesit a konzervalt 1243 félancanak
karbonil-csoportjaval, illetve a switch-1 hurok konzervalt argininjével (R219) (37.A abra). A
switch-1 hurokkal kialakitott interakci6 ,,gyenge ADP-koté” allapotban megsziinik (37.B
abra), igy az Y439-R219 kozotti hidrogén hid feltehetden, nagyban hozzajarul a Mg*'-
felszabadulasahoz a switch-1 és switch-2 hurkok kapcsolt mozgasanak biztositasa révén. Az
Y439-R219 hidrogén hid megsziinésével jarod konformacio véltozas a szomszédos, Mg” ot
koordinalé - switch-1 hurokhoz tartozé - konzervalt szerin (S218) elmozdulasahoz vezet.

Azért, hogy megvizsgaljuk a szerkezeti atalakulasakat az er6s ADP-k6t6 MgADP allapot
és Mg®'- mentes gyenge ADP allapotok kozott, modelleztiik az erds ADP-kotd MgADP
allapot energia minimalizalt allapotat Gigy, hogy a BeF,-t eltavolitottuk az /W7J szerkezetbol.
Ez a szerkezet nagyon hasonlé maradt az 1W7.J szerkezethez (RMSD: 0.72 A). Az erés ADP-
kotd MgADP és Mg®*- mentes gyenge ADP éllapotok kézétti trajektoria koztes koordintait
Yale Morph Server segitségével készitettilk (a szerkezeti atalakulast bemutatd animacio az
Els6 témakor" alapjaul szolgald kozlemény (154) kiegészitd anyagaiban (Supplemental
Movie 1) megtekinthetd). A szamitasok ravilagitottak, hogy az Y439-es aminosav 4 A-6s
kornyezetében talalhaté aminosavak oldallancai valtozatlan helyzetben maradnak az erds

MgADP ¢és gyenge ADP allapotok kozotti atalakulas soran, ugyanakkor a 439-es tirozin
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nagymértékii elmozdulasa figyelhet6 meg. RMSD értékeket szamoltunk az erds - és gyenge
ADP allapotok kozott annak érdekében, hogy kvantitativan megvizsgaljuk az egyes
aminosavak konformacios valtozasat (,,Fiiggelék”, 3. Fiiggelék). Abbol a célbol, hogy
kizarjuk a teljes régi6 félancanak a transzlacidos mozgasat — mely aspecifikus talbecslésekhez
vezetne az RMSD értékek szamitasanal — lokalis illesztéseket és oldallanconkénti RMSD
szamitasokat végeztiink kizarolag a fehérje relevans régioi (switch-1, switch-2 és p-loop), nem
pedig a teljes fehérjeszerkezt alapjan. A legnagyobb RMSD értékeket a switch-2-es hurok
Y439 és F441-es aminosavai esetében figyeltik meg, mig a p-loop (G163-T170) és a switch-
1-es 1égid (N214-G221) esetében nem volt jelentds valtozas a két allapot kozott (,,Fiiggelék”,
3. Fiiggelék). A kapott eredmények tiikrében az F441-es aminosavnak fontos szerepe lehet -
az als6 50 kDa-os (L50, 15. abra) szubdoménen keresztiil - a switch-2 hurok és az aktin-koté
hely kozotti kommunikacié biztositasaban (32.A abra) (155). Ez a megfigyelés szintén
alatdmasztja kisérleti erdményeinket, mely szerint a Y439 mutacidja megzavarja az aktin-kotd
helyt6l a nukleotid-koté helyre érkezé szerkezeti-informacié aramlasat, mely az ADP
felszabadulas aktin-aktivaciojanak eltorléséhez vezet (34.B és 36 abra; 1. és 2. tablazat).

Az energia minimalizacié soran az Y439A mutacié nem befolyasolta jelentGsen a fehérje
szerkezetét: az erds MgADP és gyenge ADP éllapotok kozétt 0.76 és 0.8 A-6s RMSD értéket
lehetett megfigyelni a vad-tipus és Y439A konstrukcio esetében. Az Y439A mutans esetében,
a fent bemutatott — vad-tipusra jellemz6 (R219-Y439) - kommunikacios utvonal a switch-1 és

switch-2 hurokok kozott hianyzott a mutans esetében.
Az Y439 mutacié befolyasolja az aktin-kotés energetikajat

Korabbi kutatasok alapjan tudtuk, hogy a switch-2 hurok miozin 5-re jellemz6 egyedi
szerkezete a miozin 5 ,rigor-szerii” (rigor-like) allapotaban (nukleotid-mentes, aktin-kotott
allapot) a nagy térigényt tirozin oldallanc jelenlétének koszénhetd (88). Ennek ismeretében
vizsgaltuk meg az Y439 mutaciok hatasat az aktin és nukleotid-mentes miozin kozti
interakciora. Stopped-flow miiszerben nukleotid-mentes miozint molaris feleslegben vett
pirén-aktinnal kevertiink Ossze pszeudo-elsérendii koriilmények kozott, majd a nukleotid-
mentes miozin masodrendii aktin kotési sebességi allanddjat (k.s) a kiilonbozé pirén-aktin
koncentracioknal kapott fluoreszcencia tranziensek megfigyelt sebességi allandoinak
koncentracio fiiggése alapjan, az illesztett egyenes meredekségébdl hataroztuk meg. A

nukleotid-mentes miozin 5aS1 disszociacios sebességi allanddjat az aktomiozinrol (ks), pirén-
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aktomiozin 5aSl1-et molaris feleslegbenn vett jeldletlen aktinnal Gsszekeverve ,,chasing”
kisérletben hataroztuk meg. A mutaciok az aktin-kotési és disszocidcios sebességi
allandokban nem okoztak jelents valtozast, ami az aktin-affinitds (1/Ks) mérsékelt
csokkenését eredményezte a vad-tipussal Osszevetve (1. tdblazat). Az aktin koétés (k.s)
homérséklet-fliggése a mutansoknal jelentdsen nagyobbnak addédott, mint az a vad-tipusra
jellemz6. Ez a mutansok esetében az aktin-kotés aktivacios entalpia (AH*) novekedését jelzi,
tehat az Y439 a reakcid energiagatjanak csokkentésével segiti el6 a gyors aktinkotést (38.

abra; 1. tablazat).

17,0F ¥

vad-tipus

:]"’ 16,5
=
S
=
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1000/ T (K")

38. abra: Arrhenius dbrizolas, a nukleotid-mentes miozin 5aS1 aktin kotési kinetikajanak
hémérséklet-fiiggése. A nukleotid-mentes miozin 5aS1 aktin kétésének masodrendl sebességi
allanddja 3 - 25°C homérsékleti intervallumban lett meghatarozva. Az aktin kotés aktivacids
entalpia értékeke (AH*) a masodrendii kotési sebességi allandok Arrhenius dbrazolasara illesztett
egyenes meredeksége alapjan adhato meg (1. tablazat). Szimbolumok hasznalata az 33. abra

szerint.
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Az els6 témakorhoz kapesolodo tablazatok

1. tablazat: Vad-tipusu és switch-2 mutians miozin 5a Konstrukciok funkcionalis sajatsagai

vad-
vad-tipusi Y439A Y4398 Y439E tipusi
egér m5aS1 csirke
m5aS1
Steady-state paraméterek
faZZ‘S'?F)?TP'aZ akiivitds ) 020+ 0,009 0,086+0,005 005+0,01  0,15£0,02  0,03°
cat
Aktin-aktivalt ATP-az g
aktivitds k. (s1) ° 11+1 1,4+0,1 1,5+0,1 1,0+0,1 15
Aktin-aktivalt ATP-az g
aktivitds K gy, (1M) * 4803 036+0,04  020=+0,08 0,06 = 0,01 1.4
Trp fluoreszcencia
novekedés ATP 11+3 8+3 2+4 3+1 13"
hozzaadasra (%) °
Aktin hianyaban mért sebességi és egyensulyi allandok
ATP kotés és hidrolizis
Kk (uMTsT)® 1,1 1,2 n.a. na. 1,6¢
Kk, (uM's™) © 1,9+£0,2 4104 1,1£0,1 1,2+0,1
ksths(s™)® 210+ 10 250 + 60 n.a. na. 750 ¢
K;* 0,57+0,12  0,52+0,08 1,5+0,5 0,49 + 0,17 9h
P, felszabadulas
k(s ¢ 0,025+0,011  0,42+0,06 0,053+0,038 0,41 +0,08
ky(sh© 0,025 0,005  0,34+0,02  0,053+0,006 0,11+0,003
ADP kotés és felszabadulds
ks(sT)© 2,5+03 2,7+03 4,0+0,1 1,6+0,1 12°¢
ks(uM's™y ¢ 6,9+1,2 5,7+0,5 43+03 6,2+0,6 46¢
Ks (= kslk s) (uM) 0,36 0,47 0,93 0,26 0,27°¢
Aktin jelenlétében mért sebességi és egyensulyi allandok
ATP kiités
Kk, (uMTsT) T 1,0+0,1 1,9+02 0,43 +0,25 0,87 0,16 0,9¢
k' 210 +20 820 + 80 420 + 250 94+ 18 870 ¢
M.ADP.P; komplex aktin kotése és P felszabadulds
Ko(uM) © 55+ 19 33+09 30+2 47 21 9
ki (s°© 240 + 60 110+ 10 150+ 10 210+ 60 110°
ADP kités és felszabadulds
ks’ (s 17+3 3,7+03 3,7+03 2,1+0,2 16¢
K5 (uM) * 3,5+1,5 1,8+0,1 <1 <1 0,7¢
Kapcsoltsag (Ks /Ks) 9,7 3.8 <11 <38 2,68
Gyorsitéas (ks /ks) 6,9 14 0,9 1,3 13¢
Aktin kétés és felszabadulas
ks(sHT 1,1¥107 7,6%107 2,5%107 3,0%10° 3,6%107¢8
kg(uM's™y " 28+ 1 25+6 25+2 24+5 73 ¢
Ky (= klk.s) (uM) 3,9%10° 3,0¥10™ 1,0¥10* 1,310 4,9%10°¢
AH? (k-4) (kJ/mol) * 19+1 38+3 32+1 30+2
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* NADH-kapcsolt esszé, b Triptofan fluoreszcencia, © Dezoxi-mant nukleotid fluoreszcencia, d
Quenched-flow, * MDCC-PBP fluoreszcencia, ' PIA fluoreszcencia, £(41), '(39).

Az atlag + SE 2 - 4 parhuzamos kisérlet alapjan lett meghatarozva. A tablazat sebességi és
egyensulyi allandoi a 32.C abra nevezéktanat kovetik. Koriilmények: 25°C, 20 mM HEPES (pH 7,0),
50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT. n.a., nincs adat.

2. tablazat: Mg®" - fiiggé md-ADP felszabadulas a vad-tipusu és Y439A m5aS1-rél aktin

hidnydban és jelenlétében

| 1mMEDTA | 5 mM Mg”"
vad-tipus (— aktin) 43+15 2,5+0,3
vad-tipus (+ aktin) 160 + 20 23+4
Y439A (- aktin) 55420 2,7+03
Y439A (+ aktin) 170 + 20 33+0,6

Az md-ADP felszabadulds sebességi allandoit (s') a 36.B abran bemutatott kisérlet soran
hataroztuk meg. Az atlag + SE értékeket 3 - 5 parhuzamos kisérlet alapjan adtuk meg. A koriilmények
az 1. tablazatban megadottakkal megegyeznek, azzal a kiilonbséggel, hogy a jelzett esetekben 1 mM
EDTA volt jelen az 5 mM MgCl, helyett.
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2. MASODIK TEMAKOR
Az N-termindalis - konverter régio kélcsonhato felszin szerepe a miozin Sa motor miikodésében
Probléma és megkozelitése

A miozin ¢s az aktin kdlcsonhatasan alapulé mechanokémiai ciklus soran az ATP kotédése
a motordoménhez, a vizsgalt miozin osztalytol, illetve izoformatol fiiggden 3 - 6
nagysagrenddel csokkenti a miozin aktin-affinitdsat a kotédés hatdsara végbemend
allosztérikus atrendez6dések révén (38, 41, 153, 156-158). Ez a folyamat az er6sen aktin-
kotott, nukleotid-mentes (rigor) allapotbdl az erésen nukleotid-kotott, gyenge aktin-kotd
allapotba (postrigor) torténd atalakulast foglalja magaba (26. és 39. abra). Ezt koveten az
erésen ATP-kotd prepowerstroke allapotban torténik az erékar felhtizasa (masnéven recovery
stroke) és az ATP hidrolizishez sziikséges aminosavak megfeleld pozicionalasa (39. dbra)
(64, 89). Az ATP hidrolizist kdvetéen a miozin.ADP.P; komplex ujra visszakot az aktinhoz.
Ez a folyamat valtja ki a hidrolizis termékek felszabadulasat és a kapcsoltan végbemend

aktomiozin kolcsonhatas erésodést és erdkar lecsapast (powerstroke) (26. abra) (74, 90).

A motordomén komplex szerkezetét négy szubdomén alkotja, melyek sorban az N-
termindlis, a fels6 és az also 50 kDa-os szubdomének (NTS, U50, L50), valamint a konverter
(15. abra) (9, 89). Az enzimciklus soran végbemend szerkezeti valtozasokat ezeknek a
szubdoméneknek a dinamikus mozgasa eredményezi. Az NTS-konverter kdlcsonhato felszin
az erGkar bazisanal talalhato, tavol az aktin és ATP-koté helyektol (39. abra). A
filamentumokat képzd, izomkontrakciot és sejtosztodast bonyolitd miozin 2 izoformak
tulnyomoé tobbségében az NTS-konverter kolesonhatd felszinen - az NTS egy konzervalt
lizinje és a konverter konzervalt argininje révén - egy konzervaltan megjelend taszitd
kolesonhatas hangolja a motormiikodést (39. abra) (10). A miozin 5 motorok - melyek koz6tt
szamos processziv, intracellularis szallitd motor képviselteti magat - az NTS homolog
pozicidjara nézve hidrofob aminosavat, izoleucint tartalmaznak. igy az egér miozin 5a is
izoleucint tartalmaz az adott poziciora nézve (167). A konverter argininje konzervaltan fordul
eld szamos miozin osztaly esetében, igy a miozin 2 €s miozin 5 osztalyoknal is. Egér miozin

Sa esetében ez a 709-es arginin (R709) (39. abra).
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A Aktin affinitds csékken Erékar felhizds
Nukleotid affinitds névekszik ATP hirolizdlé képesség fokozodik

Rigor-like ——> Postrigor —— Prepowerstroke

) - : s o -
p 7 5&9"5/‘ i R o9
e Y A 2) Konverter-
4\ o erGkar

>

Miozin 2
A KN
"\’ N-terminalis
* szubdomén
. ATP-k6t6 hely
‘v. Aktin-két6 hely
Miozin 5
erds aktin kotés gyenge aktin kotés erds aktin kotés

K, AM.ATP*
/

’ ’ ’ . .

1 2 3 5
AM + ATP =— AM(ATP) =—=AM - ATP —= AM - ADP : P, == AM - ADP =— AM

VK NK, (2.4 NEK,y WK1 N Ks
K; K, Ky K, K;s
M + ATP == M(ATP) == M:ATP —— M-ADP-P;, == M-ADP == M
Rigor-like \‘ Postrigor Prepowerstroke Postrigor Rigor-like
K, = M-ATP*

39. abra: Miozinok szerkezeti és kinetikai atalakuldsai. A) Nukleotid-kotés indukalt
szerkezeti valtozasok a miozin MD-ben, a miozin 2 és miozin 5 rigor-like, postrigor, illetve
prepowerstroke allapotokban kristalyositott szerkezetei alapjan (PDB kodok: 315G, Loligo
pealei (Lp) miozin 2 rigor-like; 3I5F, Lp miozin 2 postrigor; 1QVI, Argopecten irradians (Ai)
miozin 2 prepowerstroke; 10E9, Gallus gallus (Gg) m5a rigor-like; 1W7J, Gg m5a postrigor).
Az NTS (tartalmazza az ,,SH3-like” domént) és konverter régié (tartalmazza az erékar MD-hez
kozelebb esd részét) zolddel és kékkel szinezve lathatd. A vizsgalt szubdomén interakcidban
résztvevé aminosavak pirossal kiemelve lathatoak (az NTS-en: K81 (Lp és Ai miozin 2), illetve
167 (Gg mb5a), az abran "K/I’-ként feltiintetve; a konverter régioban: R721 (Lp miozin 2) és
R719 (4i myosin 2), illetve R710 (Gg m5a), az abran 'R’-ként feltiintetve). Figyelemre mélto,
hogy ezeknek az aminosav-parokat alkoté aminosavaknak az eltavoloddsa miozin 2 esetében a
postrigor - prepowerstroke atalakulas soran torténik, mig ez miozin 5a esetében a rigor -
postrigor atalakulas soran megy végbe. A kotott-nukleotid palcika-abrazolassal, feketével
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szinezve lathato. Az attekinthetdség kedvéért a konnyi lancokat az abran nem tintettiik fel.
Tovabbi, részletes szerkezeti adatok a 3. tablazatban talalhatok. B) Az aktomiozin
mechanokémiai enzimciklus kinetikai sémadja, kiegészitve az ismert aktinrol-levalt miozin
konformacios allapotokkal. A fels§ sor az aktin-kotott (AM) allapotban torténé enzimatikus
1épéseket, mig az also sor az aktinrél levalt (M) allapotban zajlo enzimciklus 1épéseket mutatja.
A miozin mechanokémiai ciklus f6 aramlasi Utvonalat hattérszinezéssel és félkdvérre szedett
karakterekkel jeloltem. Az erds és gyenge aktin-kotott allapotok elkiilonitése érdekében az
erdsen aktin-ko6tott allapotok hattere zolddel, a gyengén aktin-kotott allapotoké vilagos kékkel
szinezett. Az enzimciklus f6 aramlasi utvonalat kovetve lathato, hogy az ATP kotés az
aktomiozinhoz két 1épésben torténik (kezdeti titkozési 1épés (K,’) és az azt kovetd izomerizacio
(K>)). A miozin MD ekkor gyorsan levélik az aktinrol (Kg). A K; 1épés foglalja magaba a
postrigor-prepowerstroke konformaciods atalakulast és az ATP hidrolizis kémiai lépését, mely
Iépéseket kinetikailag nem bontottunk fel ebben a munkaban. Az ATP hidrolizisét kévetden az
M.ADP.P; visszakot az aktinhoz (Kj), és ezt kovetik a termék felszabadulasi 1épések (P; a Ky’
Iépésben, ADP a K5’ 1épésben). Az I67K-m5aS1 és akto-167K m5aS1 esetében mért kinetikai
adatok (40. abra; 5. tablazat) azt mutattdk (lasd az alabbiakban), hogy a mutans egy ,,0ff-
pathway” ATP ko6 intermedier (M.ATP?, illetve aktin jelenlétében AM.ATP?) reverzibilis
kialakitasara képes. K» és Ky’ disszociacios allandok. A feltiintetett sebességi és egyensulyi
allandok minden esetben a jobbra és lefelé mutato folyamatokra értendéek. A, aktin; M,
miozin; P;, foszfat.

A miozin 2-re jellemz6 taszitd interakcid a postrigor-prepowerstroke atalakulds soran
érvényesiil, mely atalakulds soran ezek az interakcids felszinek eltdvolodnak egymastol az
er6kar felhuzas folyamataval kapcsoltan. Ezzel 0sszhangban témavezetém és munkatarsai
korabban azt talaltdk, hogy a pozitiv toltések (az NTS lizinjének vagy a konverter
argininjének) eltavolitdsa vagy negativra cseré¢je (K84M ¢és R704E mutaciok Dictyostelium
miozin 2-ben) specifikusan az erékar felhuzast és az azt kovetd ATP hidrolizist és P;
felszabadulast befolyasolja (118).

A csirke miozin Sa kristalyszerkezetei azt mutatjak (119), hogy az NTS-konverter
kolesonhato felszin a miozin 2-t6] markansan eltéré atalakulasokon megy at. ,,Rigor-szerii”
allapotban (a miozin 5 nukleotid és aktin-mentes allapotaban kristalyositva) az 167 és R710
(az egér R709-nek megfeleld aminosav) aminosavak oldallancai egymashoz kozel
helyezkednek el, hasonldoan a miozin 2 lizin - argininjéhez. Azonban miozin 5a-ban — a
miozin 2-t6l eltéréen — ezek a poziciok jelentésen eltavolodnak egymastol mar a rigor-
postrigor atalakulas soran (39. abra; 3. tablazat).

Habar a miozin 5a-t prepowerstroke allapotban még nem sikeriilt kristalyositani, nagy

valoészintiséggel a miozin Sa NTS és konverter régidja - a miozin 2-hoz hasonléan - egymastol
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tavol helyezkedik el ebben az allapotban. Az a felfedezés, hogy az NTS-konverter
szeparalddasa a miozin 2 és miozin 5 mechanokémiai ciklus kiilonb6z6 1épéseiben torténik,
arra utal, hogy ez az kolcsonhato felszin eltérd szerepet tolthet be a kiilonboz6 miozinok
energiaatalakito mechanizmusaban.

Hipotézisiink tesztelésére, a miozin 5a NTS izoleucinjat lizinre cseréltik (167K), ezzel
mimikalva a miozin 2-re jellemzd taszito kolcsonhatast a két régio kozott. A vad-tipus és
167K mutans miozin Sa alabbiakban bemutatott atfogéd biokémiai, tranziens kinetikai, tomeges
és egyedi molekula motilitds vizsgalataival ravilagitottunk az NTS-konverter kolcsonhatd
felszin fontos és specifikus szerepére a miozin 5a motor kemomechanikai energiaatalakito

folyamataiban.
Meérésekhez hasznalt fehérje konstrukciok

Az NTS-konverter interakcidés felszin szerepét a miozin 5a mechanokémiai
mechanizmusaban egyfejii és kétfejii 167K mutans konstrukciok segitségével vizsgaltuk. Az
egyfejl és kétfejli, vad-tipusti és mutans konstrukcid felépitése az ,,Eredmények fejezet, Elsé
témakorénél” leirtakkal megegyezik (79. o).

Az ,,Masodik témakor” soran megadott sebességi és egyensulyi allandok esetében a 39.B
abra nevezéktanat kovettem. A feltlintetett koncentraciok az ,,Elsé témakérnél” megadottak

szerint.

Az 167K mutans megérzi a vad-tipusra jellemz6é gyors ATP-kotési és ATP-hidrolizalo

Kképességet, ugyanakkor stabilizal egy off-pathway® ATP-kotott intermediert

Korabbi kutatasi eredményeknek megfeleléen (38, 154), kisérleteinkben a vad-tipusu
m5aS1, ATP ¢és nem-hidrolizalodd6 ATP-analég, AMPPNP koétésére, jelentGs steady-state
triptofan fluoreszcencia emisszio ndvekedést mutatott (4. tablazat). Ezt a jelvaltozast
korabban az ugynevezett relay-hurok (15. abra) ATP-érzékeny triptofanjanak (W483 miozin
Sa esetében) tulajdonitottak, mely az ATP hidrolizist megel6z0 postrigor-prepowerstroke
atalakulast mutatja (a két 1épés a K3 paraméterbe agyazottan, egyiitt jelenik meg a 39.B
abran) (41, 78, 80, 152).

® off-pathway: az enzimeiklus f8 dramlasi Gtvonalan kiviil esd
enzimatikus 1épések tvonala, ,,mellékvagany”
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40. abra: Az 167K mutaci6 befolyasolja a m5aS1 ATP-kotési mechanizmusat aktin hianyaban
és jelenlétében is. A) 0,5 uM vad-tipusa m5aS1 és 7,5 uM ATP (fekete tranziens), illetve 0,5 pM
167K m5aS1 és 10 uM ATP (lila tranziens) gyorskeverése révén (stopped-flow miiszerben) kapott,
normalizalt Trp fluoreszcencia tranziensek. A vad-tipusu m5aS1 tranziensre illesztett exponencialis
alapjan kapott megfigyelt sebességi allandé (k,u) értéke 7,1 s - nak adodott. Az 167K m5aS1
esetében a kapott tranziensek kétfazistak voltak, 15 s™ (70%-os frakcionlis amplitado) és 2.5 5™
Fops értékekkel. B) Az (A) abra esetében bemutatott kisérleti elrendezés alapjan kapott &, értékek
ATP koncentracio figgése (m, vad-tipust m5aS1; o és o, [67K-m5aS1 gyors és lassu fazis). A vad-
tipus k, értékeire és 167K m5aS1 gyors fazisanak adatsorara illesztett hiperbola alapjan (f6 panel)
320 s és 820 s maximalis sebességi allando értékeket (ky+hs), illetve 1,5 pM™'s™ kezdeti
meredekség (Kiky) értéket kaptunk mindkét esetben. C) Az (A) esetében bemutatott kisérleti
elrendezésben kapott, 167K m5aS1 tranziensek gyors () és lassu (0) fazisanak amplitadoi, illetve
total amplitado (®) értékei az ATP koncentracio fliggvényében.
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D) 0,25 uM vad-tipust m5aS1 (fekete tranziens), illetve 167K m5aS1 (lila tranziens) 0,35 uM
PIA-al el6inkubalt komplexét, stopped-flow miiszerben 50 uM ATP-vel gyorskeverve kapott PIA
fluoreszcencia tranziensek normalizalt abrazolasa. A vad-tipusu m5aS1 tranziensre illesztett
exponencialis alapjan kapott k&, értéke 37 s"'-nak adédott. Az 167K m5aS1 esetében a kapott PIA
tranziensek, a Trp tranziensekhez hasonloan, kétfazisuak voltak. Az illesztett dupla exponencialis
alapjan meghatarozott gyors ¢s lassu fazis k,, értéke: 71 s! (62%-os frakcionalis amplitadoval)
és 2.3 s E) A (D) abranal bemutatott kisérleti elrendezés alapjan kapott, £, értékek ATP
koncentracio fiiggése (m, vad-tipusit m5aS1; o és o, 167K mSaS1 gyors és lassu fazis). A vad-
tipus ks értékeire és 167K mSaS1 gyors fazisanak adatsorara illesztett linearis meredeksége
alapjan (6 panel) 0,55 és 0,73 uM™'s™ K’k," értékeket kaptunk. A vad-tipust m5aS1 esetében az
y-tengelymetszet (k-;) nem mutatott jelentés eltérést a nullatol, az I67K-m5aS|1 esetében azonban
ez 18 s koriili értéknek adodott. F) A (D) dbra esetében bemutatott kisérleti elrendezésben
kapott, I67K m5aS1 tranziensek gyors (0) és lassii (o) fazisanak amplitddoi, illetve total
amplitado (@) értékei az ATP koncentracio fiiggvényében.

Korabbi eredményekkel (38) szintén dsszhangban az talaltuk, hogy az ADP és az ATPyS
nem képes a fentihez hasonlo triptofan (Trp) fluoreszcencia emelkedést indukalni, mely annak
koszonhetd, hogy ezek a ligandumok mérhetden nem képesek prepowerstroke konformaciot
indukalni (4. tablazat).

Az 167K m5aS1 kolcsonhatasa a fent emlitett ligandumokkal a vad-tipushoz hasonlé Trp
fluoreszcencia valtozasokat eredményezett, mely azt mutatja, hogy a mutans megérizte ATP-

kotésére és a katalitikusan aktiv konformacio kialakitasara valo képességét (4. tablazat).

A mb5aS1 konstrukciok ATP-vel vald kolesonhatasanak kinetikajat Trp fluoreszcencia
valtozas alapjan stopped-flow kisérletekben is vizsgaltuk. A m5aS1 Trp fluoreszcenciajat
hasznaltuk, aktin tavollétében, az ATP kotés és az azzal jar6 konformacios valtozasok
kinetikajanak nyomon kovetésére. Pszeudo-elsérendii koriilmények kozott, vad-tipust
mb5aSl-et és molaris feleslegben vett ATP-t stopped-flow-ban Gsszekeverve a kapott Trp-
fluoreszcencia tranziensekre illesztett exponencialisok alapjan kapott megfigyelt sebességi
allandok (kops) hiperbolikus ATP koncentracio-fliggést mutattak (40.A, B dbra). Ez a
hiperbolikus jelleg egy tobblépéses ATP kotési mechanizmusra utal, mely szamos miozin
esetében azonosithatdo (41, 61). A tobblépéses ATP kotési mechanizmus soran a kezdeti
uitkdzési komplex kialakulasat (K a 39.B abran) egy szerkezeti atalakulas koveti, mely Trp
fluoreszcencia valtozassal jar egyiitt. M5aS1 esetében a két 1épést (K; és K> a 39.B abran)
nem tudjuk kinetikailag feloldani (41, 154), ezért a hiperbola kezdeti meredekség értéke és

maximalis ks értéke altal meghatarozott Kk, (az ATP kotés latszolagos masodrendi kotési
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sebességi allanddja) és k3 + k3 (hidrolizis latszolagos sebességi allanddja) értékeket adhatjuk
meg jo kozelitéssel (4. tablazat) (41, 154).

A vad-tipussal ellentétben az 167K m5aS1 esetében kétfazisui Trp fluoreszcencia
tranzienseket figyelhettink meg az ATP kotés hatasara (40.A, B abra). A gyors fazis kqps
értékei a mutans esetében alapvetden magasabbnak adoédtak a vad-tipushoz képest,
mindazonaltal a vad-tipushoz hasonld ATP koncentraci6 fliggést mutattak (40.B abra; 4.

tablazat).
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41. abra: 167K m5aS1 és akto-I67K m5aS1 ATP-kotési tranzienseinek globalis illesztéses
kinetikai modellezése. A) Az abra pontjai azokat a normalizalt Trp fluoreszcencia tranzienseket
mutatjak, amelyeket 0,5 uM [67K m5aS1 és ATP gyorskeverése révén kaptunk (40.A, B, C
abra). B) 0,5 uM 167K m5aS1 és md-ATP gyorskeverése révén (stopped-flow miiszerben) kapott
md-ATP fluoreszcencia tranziensek, illetve (C) 0,35 pM PIA és 0,25 uM 167K-m5aS1
eléinkubalt komplexét ATP-vel osszekeverve kapott PIA fluoreszcencia tranziensek (40.D, E, F
abra). Az alkalmazott nukleotid koncentraciok (uM-ban feltiintetve) szinek alapjan elkiilonitve
lathatoak az abrakon. A globalis illesztéses analizist az 39.B dbran bemutatott séma alabbi
1épéseibdl allo modell alapjan végeztikk: K, K,, K3 és Ky (A); Ky, K», és Ky (B); illetve K,’, K>, Ky
és Ky’ a (C) abra esetében.
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Ahogy mar az “Eredmények megbeszélése” fejezetben is emlitettem, a K, és K, (illetve K’ és
K>') 1épéseket kisérleteink alapjan nem tudtuk kinetikailag elkiiloniteni. Igy, ezek a lépések
egybeolvasztva jelennek meg, egy egylépéses kotési mechanizmus soran, melyben a k,, (A-B),
illetve ko’ (C) egyenértékll a Kk, illetve K,’k,” masodrendii kotési sebességi allandokkal. A
modellezések soran a jelvaltozas a K3 (A), K, (B), illetve a K,’ (C) 1épésekhez kothetd. Az
egyéb 1épéseket, beleértve a Ky és Ky* 1épéseket, optikailag “csendesnek” tekintettiik. Az (A)
abra esetében, a K; 1épés latszolagos sebességi-allandojat (k3 + k3) lehetett megkozelitleg
meghatarozni, mig aranyuk (K;, 42.A abran bemutatott quenched-flow kisérletben
meghatarozott paraméter) nem befolyasolta a Trp fluoreszcencia tranziens profilokat. A (C)
abra esetében, a PIA fluoreszcencia és fényszoras tranziensek profilja alapjan, a Ks 1épést gyors
¢s irreverzibilis 1épésnek tekintettiik. Valtozo y-tengelymetszetet és total amplitido korrekcios
faktorokat engedtiink meg a globalis illesztések soran, a legjobb illeszkedés érdekében.

A globalis illesztés alapu, kinetikai analizis soran kapott legjobban illeszked6 paraméterek
altal meghatarozott szimuldcios eredményeket folytonos vonallal jeldltiik az 4brakon. A
bemutatott adatsorokra legjobban illeszkedd paraméterek a kovetkezék: (A) kop = 1,69 pM's™,
kst h3=6355" ky=0,117 uM's", k4, =377 5" (B) kon = 2,17 uM's™, ky = 0,179 uM™'s™, k4
=5,055";(C) kow’ = 0,511 pM's™, k> = 0,219 uM™'s™ k> =2,17 s A legjobban illeszkedé k-
2 (A-B), illetve k5’ (C) értékek, melyek az on-pathway Gtvonalon az ATP levalas sebességi
allandojat mutatjak, nem tértek el jelentdsen a nulla értéktél a vizsgalatok soran. Ez azt jelzi,
hogy a produktiv (on-pathway) ATP kotés (K k, az A-B abrak esetében, illetve Ki’ky” a C
abran) kvazi irreverzibilisnek tekinthetd. Az 5. tablazat mutatja a legjobban illeszkedd
paraméterek statisztikajat az Osszes [67K-m5aS1 ¢és akto-I67K mS5aS1 ATP kotési kisérletben
kapott értékek alapjan. A globalis illesztés robusztussagat jelzi az a tény, hogy a legjobban
illeszkedé paraméterek atlag és SD értékei az exponencidlis illesztés alapu analizis £k,
értékeihez hasonlonak adodtak (40. abra, 4. tablazat). A globalis illesztéses analizis soran
kapott parameter értékek jo egyezést mutattak az exponencialis illesztéses analizis (40. abra, 4.
tablazat) soran kapott értékekkel a vad-tipustt m5aS1 és a vad-tipusu akto-m5aS1 esetében is.

Az 167K mutans lassu fazisanak k. értékei mérsékelten emelkedtek ATP koncentracio
novelésével (40.B abra mellék panel). A gyors fazis amplituddja nétt, mig a lassu fazis
amplitudoja csokkent az ATP koncentracioval, mig a total amplitid6 korai telitédést mutatott
jelezve ezzel az 167K mutans Osszességében nagy ATP-affinitast (40.C abra). Az 167K
mutans kétfazisi ATP kotésének hatterében allé mechanizmus, altalunk javasolt modellje
szerint, az 167K mb5aS1 kinetikai viselkedését egy reverzibilisen ATP-k6td off-pathway
intermedier (M.ATP# a 39.B abran) megjelenése magyarazza. A 41. abran bemutatott
globalis illesztéses kinetikai analizist alkalmazva meghataroztuk az intermedier

kialakulasanak és szétesésének kinetikajat (41. abra, 5. tablazat).
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Az ATP akto-m5aSl-hez torténd kotédésével kialakult {itk6zési komplex, az iitkdzési
1épést (K;” a 39.B abran) kovetben olyan szerkezeti atrendezédésen megy keresztiil, mely a
mb5aS1 aktin affinitdsanak 5-6 nagysagrenddel valé gyengiilésé¢hez vezet (K,’) és ez végiil az
aktinrol torténd levalasat (Ks) vonja maga utan (38, 41, 154). Ezeket a folyamatokat az akto-
m5aS1 komplex-et feleslegben vett ATP-vel Osszekeverve, pirén-jelolt aktin (PIA)
fluoreszcencia valtozasa és az ATP kotést kovetd aktomiozin-komplex szétesésébdl eredd,
fényszoras valtozas alapjan kovettiik nyomon stopped-flow késziilékben (40.D - F abra). A
vad-tipusit m5aS1 PIA fluoreszcencia tranziensek kqps értékei kozel linearisan emelkedtek a
vizsgalt ATP koncentracio tartomanyban (40.E abra). Mivel a telitést az alkalmazott ATP
koncentracioknal nem értik el, igy a k,’ paraméter als6 hatarat tudtuk megadni.
Mindazonaltal a kiilonb6z6 ATP koncentracioknal kapott ks értékekre illesztett linearis
meredeksége, mely az ATP kotés latszolagos sebességi allandojat adja meg az akto-mS5aS1-
hez, a kordbban mar meghatarozott K,’k,” értéket mutatta (1. és 4. tablazat) (41, 154). Az
akto-I67K  m5aS1 konstrukcié esetében kétfazist PIA fluoreszcencia tranzienseket
figyelhettiink meg (40.D abra). A gyors fazis ko, értékei kissé gyorsabb ATP kotési kinetikat
mutattak a vad-tipust akto-m5aS1-hez képest (40.E dbra). A lasst fazis kops €s amplitado
profilja az 167K m5aS1 Trp tranziensek lasst fazisanak esetében tapsztalt tendenciat kovette
(40. abra).

Hipotézisiink szerint, melyet globalis illesztéses kinetikai analizissel tamasztottunk ala (41.
abra), az [67K akto-m5aS|1 esetében megfigyelt ATP-kotési profil egy off-pathway ATP-kotd
intermedier (AM.ATP" a 39.B abran) kialakulasat mutatja, mely hasonl6 kinetikat mutat az
aktin hianyaban megjelend M.ATP" off-pathway ATP-k6tS intermedieréhez. Ennek az
intermediernek a kialakulasa, az 167K akto-m5aS1 amplitad6 profilja alapjan mutatott magas
ATP-affinitas ellenére (40.F abra), jelent6s y-tengelymetszet eredményez a 40.E abran
bemutatottaknak megfeleléen.

A fényszoras tranziensek esetében a PIA fluoreszcencia tranziensek forditott profiljat
kaptuk vissza, mely az aktin gyors levalasra (Kg a 39.B abran) utal a m5aS1-rdl, illetve arrél
is arulkodik, hogy az aktin levalasa m5aS1-rdl az azt megel6z0 K’ 1épéssel kozel egyidejlileg

torténik.
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42. abra: Az ATP hidrolizis és P; felszabadulas gyors, nem sebesség-meghatarozé, az 167K
m5aS1 enzimciklus soran. Az ADP-felszabadulas aktin-aktivaciéja, azonban megsziinik az
167K mutacié hatasara. A) F6 panel, 3,5 puM vad-tipusi m5aS1 (m) és 167K mSaS1 (o)
konstrukciokat 2 puM y-*P-ATP-vel quenched-flow miiszerben Osszekeverve kapott, egyszeri
atviteli ATP hidrolizis profilok. Az adatokra illesztett kettds exponencialis alapjan a vad-tipus ks
értékei: 1,1 s (K k, altal meghatarozott érték, 37 % frakcionalis amplitado) és 0,026 ! (k4 altal
meghatarozott érték), mig az 167K esetében 2,2 s (71 % frakcionalis amplitadé) és 0.026 s™.
Mellék panel, 3 uM vad-tipusti m5aS1 (m) és 167K m5aS1 (o) konstrukciokat 30 uM y-"*P-ATP-
vel quenched-flow miiszerben Gsszekeverve kapott, tobbszori atviteli ATP hidrolizis profilok. A
gyors, exponencialis lefutasu burst fazis ko értéke (Kik, altal meghatarozott érték) 35 s'és39 ¢
'értéknek adodott, 1,2 uM (0,40 mol Py/mol m5aS1) és 1,7 pM-os (0,57 mol P/mol m5aS1)
amplitidok mellett a vad-tipustt m5aS1 és [67K m5aS1 esetében. A linearis steady-state fazis (ky
4ltal meghatarozott érték) meredeksége 0,13 s és 0,05 s értékeknek adodott a vad-tipusa m5aS1
és I67K m5aS1 esetében. A K; hidrolizis egyensulyi allandd szamitasa az eredmények
bemutatasanal leirtak szerint tortént. B) P; felszabadulas kinetikaja (MDCC-PBP fluoreszcencia
valtozas alapjan kovetve) 0.5 uM vad-tipusut m5aS1 (fekete tranziens) és 167K m5aS1 (lila
tranziens) 10 uM aktinnal alkotott komplexét, 100 uM ATP-vel 6sszekeverve stopped-flow-ban. A
vad-tipusii m5aS| tranziens esetében megfigyelhetd egy gyors, exponencialis burst fazis 24 s kqps
értékkel és 0,44 mol P/mol m5aS1 amplitadoval, melyet a linearis steady-state fazis kovet 5,8 s
meredekséggel. Az 167K m5aS| tranziens esetében megfigyelhetd gyors, exponencialis burst fazis
kops Grtéke 11 s, 0,74 mol Py/mol m5aS1 amplitadé mellett, mely gyors fazist az 1,7 s
meredekségli linearis steady-state fazis kovet.
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C) A (B) abranal bemutatott kisérleti elrendezés alapjan kapott gyors, burst fazis ks értékének (f6
panel) és amplitaddjanak (mellék panel) ATP koncentracio figgése (vad-tipustt m5aS1: (m); 167K
m5aS1 (0)). A kus adatokra illesztett hiperbola felsé hatara (ks < ks) 32 s és 12 s értéknek
adodott, mig a fél-telitéshez sziikséges ATP koncentracio 13 és 9,1 pM volt a vad-tipusu m5aS1
és 167K m5aS1 konstrukciok esetében. Az amplitadd értékekre illesztett hiperbola alapjan a
maximalis amplitado 0.99 és 0.90 mol Py/mol m5aS1 volt, mig a fél-telitéshez tartozd ATP
koncentracio 140 uM és 14 pM-nak adodott a vad-tipusit m5aS1 és az [67K m5aS1 konstrukciok
esetében. D) ADP felszabadulas kinetikdja az akto-m5aS1-rél és az akto-m5aS1 komplex ADP-
affinitasa PIA fluoreszcencia véltozas alapjan kovetve. F6 panel: 0,5 uM vad-tipusi m5aS1 (m) és
167K m5aS1 (o), 0,7 uM PIA és ADP (az abran feltiintetett ADP koncentraciokat alkalmazva)
komplexét 200 puM ATP-vel - stopped-flow miszertben - Osszekeverve (keverés -el6tti
koncentraciok) a kapott kétfazisi PIA fluoreszcencia tranziensek lasst fazisanak frakcionalis
amplitidoi az ADP koncentracio fiiggvényében. Ilyen koriilmények kozott a gyors és lasst
fazisok az ADP-mentes, illetve a kezdetben ADP kotott PIA-mS5aS1 komplex ATP-indukalt
disszociaciojat mutatjadk. A PIA-m5aS1 ADP-kotott hanyada esetében, az akto-m5aS1
disszociaciot az ADP felszabadulas ks értéke (ks’) hatarozza meg. A lasst fazis frakcionalis
amplitidoira illesztett hiperbola alapjan, a vad-tipus és 167K konstrukciok esetében kapott K5’
értékek 3,7 uM ¢és 1,0 uM-nak adodtak. Mellék panel: kvazi-telitési ADP koncentracional (20
uM) kapott tranziensek. Az ilyen koriilmények kozott talsulyban jelen 1év6 lasst fazis ko értékei
(=ks’) (39.B abra) a vad-tipus (fekete tranziens) és 167K (lila tranziens) konstrukciok esetében 14
s és 2,4 s értékeknek adodtak.

Az ATP-hidrolizis kinetikai profiljat aktin hianyaban (K3 az 39.B abran), quenched-flow
miiszer segitségével hataroztuk meg. A m5aS1-et radioaktivan-jelolt (y-32P-)ATP-Vel egyszeri
atvitelt (42.A 4bra f6 panel) ¢és tobbszori atvitelt (42.A dbra mellék panel) biztositd
koriilmények kozott osszekevertiik és a radioaktivan-jelolt (v-?P-)ATP hasadasat kovettiik
nyomon.

Az egyszeri atviteli kisérletek soran kapott kétfazisu profilra illesztett dupla exponencialis
gyors fazisanak megfigyelt sebességi allando (kqns) értékét az ATP kotés kinetikaja (Kk»)
hatarozta meg az alkalmazott ATP és miozin koncentracioknal (42.A abra f6 panel; 40. és
41. abra; 4. és 5. tablazat), mig a lassu fazis ko értéke a P; felszabadulas kinetikajat (k4, lasd
alabb) tiikrozte. Az ATP hidrolizis 1épés egyensulyi allandoja (K3, a két fazis frakcionalis
amlitadoja alapjan (Agyors/Alassa) Szamitott érték) magasabb értéknek adédott az 167K mutans
esetében (42.A abra, 4. tablazat).

Tobbszori atvitel kisérletben meghatarozva a vad-tipust m5aS1 és 167K m5aS1 ATP
hidrolizisének kinetikai profiljat, a kapott gorbe egy gyors, ugynevezett burst fazisbol és egy
linearis steady-state fazisbol allt mindkét konstrukcié esetében (42.A abra mellék panel). A
burst fazis koys értékét az ATP kotés kinetikdja (K k) hatarozta meg az alkalmazott ATP
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koncentracional (30 uM) (42.A abra mellék panel; 40. abra; 4. és 5. tablazat), ezzel az ATP
hidrolizis latszolagos sebességi allandojanak egy alacsonyabb értéket kélcsondzve (ks + ks, 4.
tablazat). A burst amplitidok alapjan kalkulalt K3 (K3 = B/(1-B) ahol B a burst fazis
amplitidoja mol Pi/mol m5aS1- ben kifejezve) értékek jol dsszhangban voltak az egyszeri
atviteli kisérlet soran meghatarozott értékkel (42.A abra mellék és f6 panel, 4. tablazat). A
linearis steady-state fazis meredeksége a steady-state bazalis (aktin-mentes) ATP-az aktivitast
tilkrozte, bar a P; felszabadulas - a NADH-kapcsolt steady-state kisérletekhez képest sokkal
robusztusabb médszernek kdszonhetden - itt magasabb értéknek adodott (42.A abra mellék
panel; 1asd lentebb).

A quenched-flow kisérletek eredményeit 6sszefoglalva, az 167K mS5aS1 mutans megérzi a
vad-tipus gyors ATP hidrolizald képességét, tovabba az 167K mutacio elésegiti a hidrolizis

1épés lezajlasat (novekedés a K3 egyensulyi allando értékében; 4. tablazat).

Az 167K mutians P; felszabadulisat az aktin sin jelenléte a vad-tipushoz hasonl6éan,

markansan aktivalja

A P; felszabadulas kinetikdjat az aktomiozin-ADP.P; komplexrél fluoreszcensen-jelolt
foszfat-koté fehérje (MDCC-PBP) jelvaltozasa alapjan (141) kovettiik nyomon stopped-flow
miiszerben. 0.5 uM vad-tipusu ¢és 167K m5aS1-et 100 pM ATP-vel osszekeverve (tobbszori
atviteli koriilmények) nem jelent meg burst fazis a linearis stedy-state fazist megelézéen. Ez
azt mutatta, hogy az 167K mutans, a vad-tipushoz hasonléan aktin hianyaban megérizte a P;
felszabadulast (ks) sebesség-meghatarozo 1épésként (4. tablazat).

10 uM aktin jelenlétében a linedris stedy-state fazist megel6zGen egy exponencialis
lefutast burst fazis volt megfigyelhetd, melynek kqps és amplitudd értékei telitést mutattak a
novekvé ATP koncentracioval (42.B, C abra). A maximalis kos érték az 167K mutans
esetében haromszor lassabbnak adodott a vad-tipushoz képest, mig a maximalis amplitudok
mindkét mutans esetében az 1 mol Pi/mol m5aS1 értéket kozelitették (42.B, C abra; 4.
tablazat). A kapott adatok alapjan, az 167K mutans P; felszabadulasa (k4’) haromszor lassabb
a vad-tipushoz képest, azonban az ATP hidrolizise (k3 + k3) és a P; felszabaduldsa (k")
tovabbra is gyors marad, vagyis ezek a lépések nem sebesség-meghatarozo Iépései az 167K

enzimciklusnak aktin jelenlétében sem.
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Az 167K mutacié megsziinteti az ADP felszabadulas aktin-aktivacidjat

PIA-m5aS1 és novekvd koncentracioban hozzaadott ADP eldinkubalt komplexét, molaris
feleslegben vett ATP-vel kevertiik dssze stopped-flow miiszerben, majd a PIA fluoreszcencia
valtozasa alapjan kovettik nyomon az ADP felszabadulast az akto-mS5aS1-r6l (k5”), illetve az
akto-m5aS1 ADP affinitasat (1/Ks’) is ezen mérés alapjan hataroztuk meg (42.D abra). A

kapott kétfazisu PIA fluoreszcencia tranziensek gyors fazisa az ADP-mentes PIA-mS5aS1

hatarozza meg (lasd az ,, Elsé témakorben” is). A lassu fazisok kobs értékeinek atlaga adja meg
az ADP felszabadulas sebességi allanddjat (ks’) aktin jelenlétében (42.D abra). Az ADP
felszabadulast aktin hianyaban md-ADP fluoreszcencia valtozas alapjan kovettiink nyomon,
m5aS1l.md-ADP komplexét moléris feleslegben vett ATP-vel stopped-flow miiszerben
Osszekeverve (4. tablazat). A kapott adatok azt mutattak, hogy az [67K mutacié megsziinteti
az ADP-felszabadulas - vad-tipusra jellemz6 - hétszeres aktin aktivaciojat (4. tablazat). Az
vad-tipusti akto-m5aS1 nagy ADP affinitdsa (1/Ks’) az 167K muticié hatdsara tovabb
er6sodott, melyet a kapott PIA fluoreszcencia tranziensek lassti féazisa alapjan, azok
frakcionalis amplitudo értékének ADP koncentracié fliggésébél, hataroztunk meg (42.D abra
6 panel; 4. tablazat).

Az 167K mutians mérsékeltebb ATP-az aktivitist mutat, ugyanakkor megérzi a vad-

tipusra jellemz6 magas steady-state aktin-kotottségi aranyt

NADH-kapcsolt esszében vizsgaltuk a konstrukciok steady-state aktin-aktivalt ATP-az
aktivitasat. Az 167K mutacié hatdsdra a steady-state aktin-aktivalt ATP-az aktivitasa (kcar)
Otszords csokkenést mutatott a vad-tipushoz képest (43.A abra; 4. tablazat), illetve ezzel
parhuzamosan az ADP felszabadulas (ks’) sebessége is csokkent az akto-I67K m5aSl
komplexrdl (42.D abra mellék panel; 4. tablazat).

Ultracentrifugalas alapu akto-mS5aS1 koszedimentacios kisérletekben, 15 mM ATP
jelenlétében megallapitottuk, hogy a vad-tipusra jellemz6 magas latszolagos aktin-affinitas
(mely az ADP felszabadulas (ks’) sebesség-meghatarozo szerepére és az akto-mS5aS1.ADP

komplex nagyaranyu el6fordulasara vezethetd vissza az enzimciklus soran (39.B abra) (41,
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154)) az 167K mutaci6 hatasara tovabb emelkedett a steady-state ATP-az ciklusa soran (43.B

abra).

Steady-state PIA fluoreszcencia intenzitas alapjan, a PIA emisszids spektrumat m5aS1-el

titralva vizsgaltuk meg a konstrukciok ATP hidnyaban és ATP jelenlétében mért erds-aktin

kotési sajatsagait. A kapott adatok azt mutattak, hogy a mutans megdrizte a vad-tipusra

jellemzd erds-aktin kotési sajatsagokat, s6t az 167K mSaS1 latszélagos aktin-affinitasa

mérsékelt novekedést is mutatott steady-state ATP-az ciklusa soran (ATP jelenlétében mért)

(43.B abra f6 panel).
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43. abra: Az 167K mutans alacsony aktin-aktivalt ATP-az aktivitast és magas steady-state
aktin-kotottségi aranyt mutat. A) Vad-tipusa m5aS1 (m) és 167K m5aS1 (o) steady-state ATP-
az aktivitasanak aktin (f6 panel) és ATP (mellék panel) koncentracié fliggése (0,1 pM mS5aS1
(mindkét panel esetében), | mM ATP (f6 panel), 10 pM aktin (mellék panel)). A vad-tipust
m5aS1 és I67K mS5aS1 adatsorokra illesztett hiperbola alapjan kapott maximalis ATP-az
aktivitas 8,7 és 2,4 s (f6 panel) illetve, 7,1 és 1,3 s! (mellék panel) értékeknek adodtak. A fél
telitési aktin-koncentracio a vad-tipusu és 167K mutans esetében 5,6 uM, illetve 1,8 uM (6
panel), a fél-telitési ATP-koncentracio pedig 12 és 2,8 uM (mellék panel). B) F6 panel, 0,15 uM
PIA fluoreszcencia intenzitasanak vad-tipusu m5aS1 (teli szimbolumok) és 167K m5aS1 (nyitott
szimbolumok) koncentracio-fiiggése nukleotid hianyaban (rigor, négyzet) és 1 mM ATP (kor)
jelenlétében. Az rigor adatokra illesztett kvadratikus fliggvény (159) és az ATP jelenlétében
mért adatokra illesztett hiperbola alapjan, a latszolagos mS5aS1-kotési affinitas értékek és a
mb5aS1-telitési PIA fluoreszcencia szintek (a m5aS1 hidnyaban mért PIA fluoreszcencia értékhez
normalizalva): kevesebb mint, 0,5 uM és 0,19 (vad-tipust m5aS1 és 167K m5aS1 esetében is
rigor korillmények kozott); 1,7 uM és 0,23 (vad-tipust m5aS1l-re ATP jelenlétében); illetve,
0,88 uM and 0,14 (I67K m5aSl-re ATP jelenlétében). A mellék panelen 1 uM vad-tipust
m5aS1 (m) és [67K m5aS1(0) frakcionalis aktin-kotésének aktin koncentracio fiiggése lathatd 1
mM ATP jelenlétében, akto-m5aS1 koszedimentacios kisérletben meghatarozva. Az adatsorra
illesztett hiperbola alapjan a fél-telitési aktin koncentracio 5,5 pM a vad-tipus és kevesebb, mint
2 uM az 167K mutans esetében.
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Az eredmények azt mutattak, hogy a vad-tipushoz hasonléan az 167K m5aS1 motorok is
enzimciklusuk nagyrészét erésen aktin-kotott allapotokban toltik (magas terhelési-aranyt

motorok).
Az 167K mutacié befolyasolja a rigor aktin kotést

MS5aS1-et (0,1 - 0,65 uM) Otszords molaris feleslegben vett PIA-nal, stopped-flow
miiszerben gyorskeverve hataroztuk meg a nukleotid-mentes 167K m5aS1 aktin kotési (rigor
aktin-kotés) kinetikajat (k-¢). A kapott PIA tranziensek kops értékének PIA koncentracid
fiiggése alapjan, az 167K mutans aktin-kotési sebességi allanddja négyszeres csokkenést
mutatott a vad-tipushoz képest (k-¢, 4. tablazat).

Fluoreszcencia kioltasos kisérletben, PIA-m5aS1 komplexét nagy molaris feleslegben vett
jeloletlen aktinnal Osszekeverve hataroztuk meg a nukleotid-mentes 167K m5aS1
allanddja az aktinrdl hétszeres gyorsulast mutatott a vad-tipushoz képest, mely 6sszességében

az aktin affinitds huszonnyolcszoros csokkenését eredményezte (1/Ks; 4. tablazat).

Az 167K mutdcié hatdsdra a miozin Sa motilitisa lassul, illetve érzékennyé valik az ATP

koncentraciora és a mechanikai terhelésre.

Kétféle kisérleti megkozelitést alkalmazva tartuk fel az 167K mutacié hatasat a mSaHMM
motilitasi sajatsagaira. Egyrészt fluoreszcensen jelolt aktin filamentumok segitségével
vizsgaltuk az aktin filamentumok csuszasat a mSaHMM boritott felszinen (aktin-cstszasi
vizsgalat vagy actin gliding assay), masrészt az egyedi GFP-jelolt m5aHMM molekulak
mozgasat vizsgaltuk rogzitett aktin filamentumok mentén TIRF (Total Internal Reflection
Fluorescence) — mikroszkopa segitségével. A csuszasi vizsgalat soran alkalmazott
koriilmények kozott (m5aHMM inkubacios koncentracio: 0,5 - 1 puM), ahol az aktin
filamentumokat egyszerre tobb miozin hajtja, valdsziniileg az egyes motorok transzlokacios
aktivitasat a tobbi motorral — az aktinon keresztiil - kialakitott mechanikai kapcsolat is
befolyasolja. Ezzel ellentétben, az egyedi molekulakat vizsgaldo TIRF- mikroszkopias
kisérletben a mSaHMM molekulak motilitasa a tobbi motor miikodésétdl kvazi fiiggetlen (31.
abra). Az 167K m5aS1 ADP felszabadulasanak (ks’) sebesség csokkenésével és alacsony
ATP-az aktivitasaval (kca) O0sszhangban az 167K m5aHMM futasi sebessége - mindkét tipust

vizsgalati modszer szerint - csokkenést mutatott (42.D; 43.A és 44. abra, 4. tablazat).
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44. abra: Az 167K mutacio lassitja és érzékennyé teszi a m5SaHMM processziv motilitasat az
ATP Kkoncentraciéra és a mechanikai terhelésre. A) Vad-tipusi m5aHMM (mellék panel) és
167K m5aHMM (f6 panel) in vitro futasi sebessége 1 mM ATP jelenlétében, aktin-cstiszasi
vizsgalat (teli oszlopok) és TIRF-mikroszkopia alapu egyedi-molekula motilitasi vizsgalat (lires
oszlopok) alapjan. Az adatokra illesztett Gauss gorbék alapjan adtuk meg a (C) dbran (f6 panel)
bemutatott atlagos futasi sebesség értékeket. B) Vad-tipust m5aHMM (mellék panel) és 167K
m5aHMM (f6 panel) futashossza 50 pM (iires oszlopok) és 1 mM ATP (teli oszlopok)
jelenlétében, TIRF-mikroszkopias egyedi-molekula motilitasi vizsgalat alapjan. A futashossz
adatokra illesztett exponencialis alapjan (50 uM ATP: szaggatott vonal, 1 mM: folytonos vonal)
megadott atlagos futashossz értékek a kovetkezOk: 980 + 60 nm (vad-tipusit m5aS1; 50 uM ATP),
830 + 50 nm (vad-tipustt m5aS1, 1 mM ATP); 450 + 60 nm (I67K-m5aHMM, 50 uM ATP) és
830 + 70 nm (I67K-mSaHMM, 1 mM ATP) (lasd a (C) abra mellék panelén is)). A 250 nm alatti
adatpontokat az exponencialis illesztésnél nem vettikk figyelembe. C) A vad-tipusi m5aHMM
(teli szimbolumok) és 167K mSaHMM (iires szimbolumok) atlagos futasi sebességének (fo panel)
¢és atlagos futdshosszanak (mellék panel) ATP koncentracio fiiggése, T/RF-mikroszkopids egyedi-
molekula motilitasi vizsgalatban (kor), illetve 1 mM ATP jelenlétében az aktin-csuszasi vizsgalat
soran kapott, atlagos futasi sebességgel kiegészitve (f6 panel: négyzet). A TIRF futasi
sebességekre (f6 panel) illesztett hiperbolak alapjan adtuk meg a 4. tablazatban feltiintetett V,,,
és Karp paramétereket. 1 mM ATP koncentracional a vad-tipust mSaHMM és 167K m5aHMM
futashossza megegyezett, ezért adatpontjaik egybeesnek. A hiba korlatokat a Gauss gorbék fél-
szélesség értéke (f6 panel), illetve az illesztések SE értéke (mellék panel) alapjan adtuk meg.
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Erdekes modon azonban, az 167K m5aHMM aktin-csuszési vizsgalat soran meghatérozott
futasi sebessége haromszor lassabbnak adodott, mint az egyedi molekulakat vizsgald TIRF-
kisérletben, mig a vad-tipusi mS5aHMM eset¢ében nem volt szamottevé kiilonbség
tapasztalhat6 (44.A, C abra). Ez a felfedezés azt mutatja, hogy az [67K mutacidé az
m5aHMM molekulat érzékenyebbé teszi a tobbi aktin-kotdtt motor altal, egyazon aktin
filamentumra kifejtett mechanikai terhelésre.

A m5aHMM atlagos futashosszat az 167K mutacié nem befolyasolta 1 mM-os ATP
koncentracio mellett. Alacsony ATP koncentracioknal azonban az 167K mS5aHMM
futashossza jelentdsen lecsokken, szemben a vad-tipus futashosszaval, mely a vizsgalt ATP
koncentracio tartomanyban kvazi allandé maradt (44.B, C abra). Emellett az 167K m5aHMM

jelentésen magasabb ATP koncentracional éri el a futdsi-sebesség fél-telitési ATP

109



Funkciora hangolva

A masodik témakorhoz kapcsolodo tablazatok:

Doktori értekezés

3. tablazat: Az NTS - konverter kilcsonhatas (a csirke 167 és R710 aminosavakkal homolog

aminosav parok kozott) tavolsag jellemzoi a miozinok kiilonb6z6 szerkezeteiben

Tavolsag
PDB . Nukleotid . Aminosav  Tavolsig ~ SzAmitishoz
, Konstrukcio . Konformacio ,
kéd ligandum par A) hasznalt
atomok
10E9 nincs rigor-szer{i 34 Cs-C,
IW71 Gg m5a MDE * ADP gyenge-ADP 167-R710 3,7 Cs-Ce
1W7J ADP.BeF, postrigor 15,6 C;s-C,
IMMD nincs rigor-szerfi 45 N-C;
1Q5G Dd miozin 2 MD ADP.BeF, postrigor K84-R704 4,9 NQ-Cg
1VOM ADP.V; prepowerstroke 355 N-C,
315G o nincs rigor-szeri 6,6 N-C,
Lp miozin 2 S1 . K81-R721
3I5F ADP postrigor 4,6 N-C,
2088 Aol iozi nincs rigor-szerii 5,1 N.-C
Pm zarmzon; miozin 2 g ’ K8I1-R719 L
20TG S1 ADP postrigor 4,1 N-C,
1SR6 L nincs postrigor 39 Ng-CE
Ai miozin 2 S1 K81-R719
1QVI ADP.V; prepowerstroke 273 N-C,

* Gg, Gallus gallus; MDE, MD és esszencialis konny( lanc (ELC); Dd, Dictyostelium discoideum; Lp,
Loligo pealei; Pm, Placopecten magellanicus; Ai, Argopecten irradians.

110




Funkciora hangolva

Doktori értekezés

4. tablazat: A vad-tipusu és 167K miozin 5a konstrukciok” mért funkcionalis paraméterei

Paraméter Meghatarozas modszere vad-tipus 167K
Steady-state ATP-dz aktivitas NADH-kapcsolt esszé
Bazalis aktivitas (s™) ° 0,020 + 0,03 0,015+ 0,04
Aktin-aktivalt ke (s)° 9,9+0,8 1,8+04
Kain (M) © 52+03 1,004
Karp (uM) ¢ 12+1 2,5403
Motilitas
Aktin csiiszasi sebesség (nm-s™) © Aktin-csuszasi vizsgalat 410 £ 50 82+22
Vinax (nMes™) TIRF vizsgalat 410 =30 250 +40
Karp (UM) TIRF vizsgalat 1104 130+ 10
Trp fluoreszcencia valtozas nukleotid kitésre .
Trp fluoreszcencia
(%)
ATP 17+3 9+1
AMPPNP 12+£1 13£3
ATPYS 0+1 11
ADP —1+1 1+£2
ATP kotés és hidrolizis
Kiky (pM"s") f Trp fluoreszcencia 1,3+0,2 1,3+0,2
by tksHE Trp fluoreszcencia 270 = 60 760 + 50
Jyt+hy(sT)E Quenched-flow >35 >39
K3 Quenched-flow 0,64 +0,05 1,8+0,6
K’k (uM"s'l) f PIA fluoreszcencia, fényszoras 0,73 £0,08 1,2+0,2
J (s PIA fluoreszcencia, fényszoras >200 >300
P; felszabadulas MDCC-PBP fluoreszcencia
ky(shH" 06(,);3; 0,025 + 0,002
ks >3 >12
Ay (mol P/mol m5aS1)! 0,99 0,01 0,90 + 0,02
ADP kélcsonhatas
ks (s md-ADP fluoreszcencia 2,4+0,1 43+0,6;13+0,1%
ks’ (s") PIA fluoreszcencia 1743 2,7+0,1
K5’ (uM) PIA fluoreszcencia 3,7+0,8 1,0£0,3
Aktin kélesonhatas PIA fluoreszcencia
ko (uM's™) 281 73402
ke (s 1,1x10° (8,1£0,8)x 107
Kq (uM) 3,9x10° 1L1x107

* Az oldatkinetikai kisérleteket egér (Mus musculus) m5aS1, a motilitas vizsgdlatokat mSaHMM
konstrukciokon végeztiik. A kinetikai allandok nevezéktana az 39.B abrara utal. Az Gsszes paramétert

25°C-on hatéroztuk meg. Az 4tlag + SE értékek megadasa két fiiggetlen kisérlet alapjan tortént. ® 1 mM
ATP jelenlétében. © Fél-telitési aktin koncentracio (I mM ATP jelenlétében). ¢ Fél-telitési ATP
koncentracio (10 uM aktin jelenlétében). © 1 mM ATP jelenlétében. © Az exponencidlis illesztések
alapjan szamitott paraméterek (40. abra, az 167K m5aS1 gyors fazisa alapjan). Az 167K m5aSI
adatokra kapott, globalis illesztés eredményeit 1asd az 5. tablazatban. & A gyors, pre steady-state burst
fazis maximalis sebességi allandojanak also hatarértéke 30 uM ATP mellett. " Steady-state
meredekség 100 uM ATP mellett. ' A gyors, pre steady-state burst fizis maximélis sebességi
allandojanak also hatarértéke 10 pM aktin jelenlétében. * A gyors, pre steady-state burst fazis
maximalis amplitadéja 10 uM aktin jelenlétében. * A kétfazisi mdADP felszabadulas gyors (40 + 3 %
amplitidoval) és lasst fazisanak sebességi allandoi.
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5. tablazat: Az 167K m5aS1 és akto-167K m5aS1 nukleotid-kotési tranziensek globalis

illesztéses kinetikai analizisének eredményei*

Paraméter Meghatirozis médszere Erték

ATP kotés m5aS1-hez Trp fluoreszcencia

ko (= Kiky) (uM's™) 0,98+ 0,33

ks ks (s 810+ 110

ky (M5 0,17 + 0,02

ky(s™) 6,7+2,0
md-ATP kotés m5aS1-hez md-ATP fluoreszcencia

kon (= Kiky) (uM sy ® 1,7£0,5

ky (uM's) 0,11 +0,07

k(s 3,9+1,1
ATP kotés acto-m5aS1-hez PIA fluoreszcencia, fényszoras

kow’ E K'Y (uM's ) 12+0,5

ke (uM's™) 0,32+0,10

ky (s 23+02

* A kinetikai allandok nevezéktana az 39.B abrara utal. A legjobban illeszkedd paraméterek atlag
+ SE értékinek megadasa két fliggetlen kisérlet alapjan tortént. A modellezés és szimulacio részleteirdl
lasd a 41. abrat, illetve az exponencialis illesztés analizis alapjan kapott megfigyelt ko, kon’
paraméterck a 4. tablazatban lathatéak. ° A vad-tipusi mS5aS1 egyfazisi md-ATP-kotési
tranzienseinek globalis illesztéses és exponencialis analizise alapjan, ko, (= Kiky) = 1,6 £ 0,3 pM's™!

értéket kaptunk.
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VII. EREDMENYEK MEGBESZELESE

A miozin motordomén (MD) a mechanokémiai energia atalakitdas kozponti
,,vezérldegysége” minden miozin esetében. Ez a régio tartalmazza az aktin - és ATP-kotd
helyet, illetve az erékar kiindulasi pontjat képzé konverter-régiot is (39. abra) (9). igy ez a
domén felelés az ,,lizemanyag” (ATP) megkotéséért, illetve az aktin sinnel torténd ciklikus
kapcsolattartasért is. Az utobb emlitett konverter régid, a motordoménben végbemend aprd
szerkezeti atrendezddések felerdsitéséért, és azoknak az erfkar felé torténd tovabbitisaért
felelés, mely az ATP-ben tarolt kémiai energia hatékony mechanikai energiava alakitasat
biztositja az ATP-az ciklus sordn. Az energiaatalakitd aktomiozin ATP-az ciklus alapja a
nukleotid, - ¢és aktin-k6t6 helynek, valamint a konverter régionak a dinamikus
kommunikacidja az enzimciklus soran.

A miozinok es6 latasra nagyfoku hasonldsagot mutato, soklépésbdl allo enzimciklusa
azonban, olyan miikodési mintazatokat igényl6 feladatok teljesitését teszi lehetévé a miozinok
szamara, melyek eltérd kinetikai sajatsagokat igényelnek. Ilyen példaul az izomkontrakcio

vagy a sejten beliili anyagszallitas (11).

Az FErtekezés alapjaul szolgalo munkak soran a ,,miozinologia” egyik legérdekesebb

kérdéskorében kerestiink valaszokat:

Melyek azok a MD-ben kodolt egyedi mechanizmusok, melyek a miikédési mintazatok
egyediségét biztositjak, illetve a miozinok hogyan hangoljik dssze az , dltalanos” miozin

enzimciklust az egyedien alkalmazott mechanizmusokkal?

Az alabbiakban részletesen targyalom, hogy a switch-2 hurok miozin osztaly-specifikus
aminosava (miozin 5a esetében: Y439) (32. abra), milyen szerepet tolt be a miozin Sa
processziv, lépegeté mechanizmusanak megvalositasaban (Elsé témakor), illetve hogy az
NTS-konverter interakcios felszin (39. abra) milyen szerepet tolt be a miozinok

mechanokémiai energia-atalakitd folyamataban (Mdsodik témakor).
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1. Az Els6 témakor eredményeinek megbeszélése

A switch-2 Y439 mutdns konstrukciok segitségével végzett munkank feltirta, hogy a switch-
2 hurok szerkezeti adaptdcidja biztositia az miozin 5a motor gyors processziv miikodését

Az ATP-az aktiv-helyen talalhato, erésen konzervalt szekvenciaval rendelkezd switch-2
miozinok ¢és mas NTP-az enzimek érdekes sajatsaga, melynek energia-atalakitd
enzimciklusuk soran betoltott szerepe ezidaig kérdéses volt. A miozin 6 és 7 osztily
képvisel6i, valamint egyes miozin 5 izoformak processziv motormiikodést mutatnak (26, 28,
32, 160-162). Az Y439-es pozicidval homoldg pozicidt elfoglald aminosav természete a
kiilonb6z6 miozinok esetében és azok processzivitasa nem mutat kozvetlen korrelaciot (32.A
abra). Ezt mutatjdk eredményeink is, ahol az Y439 helyettesitése kisebb oldallancu
aminosavakkal (Ala, Ser) nem alaklitotta a miozin 5a motort alacsony terhelési aranyu, izom
miozin 2 - szeri motorra. Ellenben, a mutaciok legfontosabb funkcionalis kovetkezménye az
volt, hogy az ADP felszabadulas aktin-aktivacidjanak megsziintetése altal csokkentették a
abra, 1. és 2. tablazat). Erdekes modon a miozin 6 esetében, ahol alanin (Ala) foglalja el az
érintett (Y439 homolog) poziciot (32.A abra) az ADP felszabadulast az aktin-jelenléte nem
aktivalja (40). Eredményeink alapjan a miozin 5-re jellemzd osztaly-specifikus switch-2
szerkezet gyorsabb processziv transzlokaciot biztosit az aktin mentén. Az ADP felszabadulas
lassulasa az aktomiozin.ADP komplexrdl (igy az erésen aktin-kottt allapotban t6ltott id6
megnyujtasa) azonban nem ndveli a motor processzivitasat, ami feltehetéen a P;
felszabadulasi sebességi allanddo - az aktomiozin.ADP.P; komplexrél - csokkenésének
koszonhetd (ks’ és k;’ az 1. tablazatban). Az egy-fejre vonatkozo terhelési-aranyt a
ks /(ks +ky ") 0sszefliggés alapjan hasonloan magas értéknek becsiiltilk, mind a vad-tipus, mind
az Y439A mutans esetében (0,94, illetve 0,97; a becsiilt terhelési-arany értékek magukban

hordozzak a sebességi allandok ,,mérési bizonytalansagat”).

A Mgz * és nukleotid kolcsonhatdst befolydsolja a switch-2 szerkezetének médositisa

A vad-tipust (S439) és switch-2 mutans (S439Y) Dictyostelium miozin 2 (Dm2) MD-ek
postrigor allapotban kristalyositott atomi szerkezeti eltérést mutatnak (az ,,Elsé témakor
eredményeinek megbeszélése” soran a szamozas a miozin 5a szerint értendd). A switch-2

hurok C-terminalis része (G440-E442), kilonosen az F441 oldallanca eltéré konformaciot
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vesz fel a vad-tipusi Dm2 MD (PDB koéd IMMD) és a vad-tipust mSa (IW7J) postrigor
allapotaban. Erdekes modon a Dm2 S439Y mutaciéja (IW9I) miozin Sa-szerti switch-2 és
F441 konformaciot indukal. A Dm2 S439E mutacidja (/W9K) nem indukal miozin 5a-szerii
konformaciot (45.A abra).

ADP.AIF,
vad-tipus (1TMND)

ADP.BeF,
s Dd vad-tipus 4
(1MMD) F g

Dd S439E (1 V_V?K) * switch-1— switch-2

sohid

///\\\/‘] .
| switch-1
L\D N A

1 switch-1-

K switch-2
%2 » sohid

Loligo miozin 2
(20VK)

45. dbra: Switch-2 hurok aminosavak poziciéja a miozinok kiilonbozé allapotaiban.

A) Postrigor allapot (ADP.BeF,). B) Prepowerstroke (ADP.AIFy) allapot. C) A switch-2 hurok
konformacidja a hurok ,,rigor-szerii” (aktin és nukleotid-mentes) allapotaban. (A fenti abrak
PyMOL 1.3 program segitségével késziiltek.)

Tovéabba az F441, mely az L50 kDa-os szubdoménnel és az aktin-koto hellyel teremt
kommunikéciot, mutatja a legnagyobb RMSD értéket (az Y439 mellett) az erés — gyenge
ADP kot6 allapotok kozotti atmenet soran (lasd, ,,Fiiggelék” 3. Fiiggeléke). Meglepé modon
az Y439A miozin 5a mutans esetében az ADP felszabadulas a vad-tipussal sszevetve sokkal
kifejezettebb Mg”'- fiiggést mutat (36.B abra; 2. tablazat). Rosenfeld és munkatarsai,
korabbi munkajuk alapjan (102), azt mondjak, hogy a vad-tipusti miozin 5a esetében az ADP-
felszabadulas aktin-aktivacio hatasara torténd gyorsitasa, a p-loop és az ATP-koté hely

bizonyos elemei kozott fenallo Mg®" koordinacié megsziinésének koszonhetd.
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Eredményeink Osszecsengnek ezzel a modellel, ha az Y439A mutans esetében az ADP-
felszabadulas aktin-aktivaciojanak megsziinését (36.B abra; 2. tablazat) a megvaltozott
Mg2+ koordinacionak tulajdonitjuk. Coureux és mtsai. azt javasoltdk (119), hogy az
erbgeneralas soran, a P; felszabadulds az aktomiozin.ADP.P; komplexrdl elsoként egy erés
ADP-k6t6 aktomiozin. ADP éllapotot eredményez, mely a reverzibilis Mg”" felszabaduléssal
kisérve alakul gyenge ADP-k6td aktomiozin.ADP allapotottd, melybél az ADP
felszabadulasa torténhet (a 32.B abra egyszerUsitett sémajan bemutatott AM.ADP allapot
foglalja magaba ezeket az allapotokat). A modell alapjan az Y439A mutans esetében az ADP
felszabadulas sokkal kifejezettebb szabad Mg®'- fliggése azt mutatja, hogy a vad-tipusi
miozin 5a Y439 hozzdjarul a viszonylagosan gyors ADP felszabadulashoz, igy novelve a
motor prosessziv transzlokacios sebességét, azaltal hogy el6segiti a gyenge ADP-kotd
aktomiozin.ADP allapotot kialakulasat (36. abra; 2. tablazat; a szerkezeti atalakulast
bemutatd animaci6 az Elsé témakor alapjaul szolgald kozlemény (154) kiegészité anyagaban
megtekinthetd (Supplemental Movie 1)). Dictyostelium discoideum (Dd) miozin 1D ¢és 1E
izoformak esetében, melyeknél tirozin talalhaté a miozin 5a Y439-el egyenértékii pozicioban,
az ADP-felszabadulas és motilitds jelentds szabad Mgzt koncentracié fiiggést mutat,
ellentétben a Dd miozin 1B motorral, ami fenilalanint tartalmaz az Y439-el homolog
pozicidban €és nem mutat szabad Mgzt koncentracio fiiggést (163-165). Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a miozin 1 motorok esetében az Y439 hidroxil-csoportjanak interakcioi
fontos szerepet tolthetnek be a Mg”'- fiiggd ADP felszabadulas folyamaténak irdnyitaséban.
Erdekes modon azonban, eredményeink szerint az Y439A mutans miozin 5a esetében az ADP
felszabadulas Mg®*- fiiggése sokkal kifejezettebb a vad-tipussal sszevetve (36.B abra; 2.
tablazat). A kapott adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az Y439 jelenléte eltérd
modon befolyasolja a Mg®'- koordindciot a miozin 5a és miozin 1 motorok esetében.

Annak ellenére, hogy a mutaciok hatasara az ATP kotés, az ATP-indukalt aktomiozin
disszociacio, az ATP hidrolizis és P; felszabadulas kinetikdja mérhet6 eltéréseket mutatott (az
Y439A mutacio az emlitett 1épések mindegyikét jelentGsen gyorsitotta) (33. abra; 1.
tablazat), ezek az eltérések csak kis mértékben befolyasoltak a miozin 5aS1 atfogd steady-
state paramétereit. Az, hogy a mutansok megdrizték ATP-hidrolizalo képességiiket
Osszhangban van azokkal a szerkezeti adatokkal, melyek szerint az aktiv-hely hurkok azonos
konformaciot vesznek fel a vad-tipust (/MND), S439Y (1W9J) és S439E (I W9IL) Dd miozin

2 konstrukciok hidrolizis - kompetens prepowerstroke allapotaban (45.B abra).
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Az ATP-indukalt Trp fluoreszcencia novekedés eltérései a miozin 5a mutansok esetében,
az ATP hidrolizist megeléz6, postrigor - prepowerstroke allapotok kozotti egyensuly
eltolodasat mutatjak a vad-tipushoz képest (1. tablazat) (78, 166) (a 32.C abra egyszerisitett
kinetikai sémajan a konformacios atalakulas és az ATP hidrolizis a K3 1épésben egyesitve
jelenik meg). Ezek az eltérések valosziniileg a mutaciok postrigor allapot szerkezetre
gyakorolt hatasabol erednek (lasd fentebb). Erdekes modon az S439L mutacié jelentésen
befolyasolja a Dd miozin 2 lépésnagysagat és motilitasat, feltehetéen a prepowerstroke
szerkezet modositasa révén (167). Masrészrol az S439A mutacioé nincs jelentds hatassal a Dd

miozin 2 ATP-az aktivitasara és motilitasara (155).

A switch-2 szerkezete befolydsolja az aktin-kotést

Ellentétben sok mas miozinnal, a miozin Sa aktin és nukleotid hianyaban n. ,,rigor-szeri”
(rigor-like) szerkezetet vesz fel, melyet zart aktin-koté arok és csekély homérséklet-fiiggést
mutatd aktin kotés jellemez (41, 88). Az 1. tablazatban feltiintetett alacsony aktivacios
entalpia érték is ezt tikrozi. A miozin Sa ,rigor-szeri” szerkezetében a switch-2 hurok
egyediilalloan kozvetlen kapcsolatban van a centralis B-lemez 4-es szalaval, mely a rigor-
szerli allapot ,,védjegyének” tekintheté (88). Ez a kozvetlen kapcsolat az izom miozin 2
izoformak ,,rigor-szeri’” szerkezetei esetében hianyzik - a switch-2 eltérd szerkezetet vesz fel
(75) - igy ez a sajatsag miozin Sa specifikus sajatsagnak tlinik. A terjedelmes oldallanccal
rendelkez6 Y439 eltavolitasa a switch-2 hurokbol - a helyettesitd oldallanc méretével
aranyosan - megnoveli a miozin 5a konstrukciok rigor aktin - koétésének hémérséklet-
fiiggését, mely magasabb aktivacios entalpia értékeket eredményez a mutansok esetében (38.
abra; 1. tablazat). Emellett az Y439 eltavolitasa csokkenti a nukleotid hianyaban mért aktin-
affinitast is (1. tablazat). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a vad-tipusi miozin Sa -
Y439 jelenlétében felvett - egyedi switch-2 konformacidja (45.C abra), illetve ennek
allosztérikus hatésai teszik lehetdvé a miozin Sa erds, kis energiagattal rendelkezé aktin-

kotését az aktin-koto arok zarddasanak eldsegitése révén.

A gerinces miozin 5a ortologok funkciondlis eltéréseket mutatnak

A legtdobb miozin 5a motorrol nyert kinetikai és szerkezeti ismeret a csirke izoforma
vizsgalatabol szarmazik (38, 39, 41, 88, 119). Munkank nyoman sziiletett meg a vad-tipust

egér izoforma elsé részletes kinetikai vizsgalata (1. és 2. tablazat). A két ortolog MD
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szekvencidja 95%-os hasonlosagot mutat és hasonléan processziv, lépegeté mechanizmus
jellemzi miikodésiiket (10, 28, 29, 103, 105, 146).

Az egér miozin Sa erékarjanak hat IQ motivuma hat kalmodulin (CaM) konnytilancot kot,
mig csirke miozin S5a esetében az erékar IQ motivumai esszencialis konnyti lancokkal (ELC)
is komplexalodhatnak (24, 168). Ennek a konnytilanc heterogenitasnak az in vivo jelentésége
még nem tisztazott. Az értekezés alapjaul szolgalé eredményeink szerint, a miozin 5a
processziv motormitkodésre nincs szamottevo hatassal (169). Az egér és csirke miozin 5a
izoformak kalmodulin kénnyiilancokkal alkotott komplexei hasonld K3, k3 + k3 és Kukin
értékeket mutatnak, mig az esszencialis konny(i lancokkal komplexalt csirke m5aS1 izoforma
ATP hidrolizise gyorsabb (magasabb ks+k_;), esetében az hidrolizis preferaltabb (magasabb
(169). Ez azt mutatja, hogy a fenti paramétereket a konnyiilancok jellege sokkal inkabb
befolyasolja, mint a nehézlancoké. Az esszencidlis koénnyli lancokkal (ELC) komplexalt
csirke m5aS1 izoforma esetében tapasztalt novekedés a k;tk ; és K; paraméterekben azt
jelezheti, hogy az ATP hidrolizisét megel6z6 gyors egyensuly a postrigor és prepowerstroke
allapotok kozott (78, 166, 169) jobban eltoldédik a hidrolizis kompetens prepowerstroke
allapot felé, mint a CaM konnytilanccal komplexben miikod6é csirke és egér miozin Sa
motorok esetében.

Osszfoglalva a korabbi és a jelen munka eredményeit elmondhatjuk, hogy minden vizsgalt
miozin 5a nehézlanc - konnyl lanc komplex megdrzi a processziv motormiikodéshez
sziikséges, kulcsfontossagu kinetikai adaptaciokat, mig a gyenge aktin ko6t allapotok
viszonylagosan magas aktin-affinitasa és az ATP hidrolizis magas egyensulyi allando értéke
nem tiinik a processziv miozin motilitas alapfeltételének (38, 39, 41). Masrészr6l az erdsen-
koté aktomiozin allapotok nem mutattak konnytilanc-fiiggést a csirke miozin 5a esetében
(169). Tehat az egér miozin 5a esetében tapasztalt nukleotid-mentes miozin alacsonyabb
aktin-affinitdsa (magasabb Kj), az aktomiozin komplex alacsonyabb ADP-affinitasa
(magasabb Ks’) és a kifejezettebb aktin-ADP kapcsoltsag (a miozin aktin és ADP kotésének
kolesonds gyengiilése) valodsziniileg az egér és csirke miozin Sa nehézlancok funkcionalis

kiilonbségeinek koszonhetd (1. tablazat).
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Eredményeinket és Megdllapitdsainkat Osszegezve

= elséként karakterizaltuk az egér (Mus musculus) miozin Sa aktomiozin ciklusanak
kinetikai sajatsagait;

= ravilagitottunk a nukleotid-koté helyen taldalhato switch-2 hurok miozin - osztaly

szerepére az aktin-aktivalt, Mg”*- fiiggé ADP-felszabadulas folyamatdban;

= kisérletes bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a miozin 5a tirozinja (Y439) a

processziv miikodéshez,

= megdllapitottuk, hogy az ADP felszabadulds kozvetleniil meghatdrozza a

miozin5a motor futdsi-sebességét;

® a vad-tipusndl jelentésen lassabban  halado, ugyanakkor vdltozatlan
processzivitasu miozin 5a motorokat hoztunk létre, ramutatva a miozin 5a

motorok futasi-sebességének célzott hangolhatosagara;

= azonositottuk, hogy a miozin S5a tirozinja, a switch-2 egyedi szerkezetét
eredményezve, teszi lehetévé a miozin 5a motor kis aktivalasi energiat igényld,

gyors rigor (a miozin nukleotid-mentes erds aktin-koté dllapota) aktin-kétését;

®  munkank alatamasztja az NTP-az enzimekben konzervalt switch-2 hurok

altalanos szabalyozo szerepét a Mg2+- fiiggé NDP-felszabadulas folyamataban.
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2. A Masodik témakor eredményeinek megbeszélése

Az 167K mutdcio az NTS-konverter kélcsonhato felszinen az erds aktomiozin kélcsonhatds

perturbdacidjaval jar egyiitt

Szerkezeti ¢és kinetikai megfigyelések alapjan tudjuk, hogy az aktin-és nukleotid mentes
(“rigor-szerl” (rigor-like)) miozin 5a (m5aS1) kristalyszerkezet (és ez a szerkezet puhatestii
izom miozin 2 izoformak esetében) nagyon hasonlé ahhoz a szerkezethez, amelyet a miozin
Sa az erés aktin-kotd rigor komplexben felvesz (39.A abra) (75, 87, 88). Ez a szerkezet
fontos energetikai szerepet tolt be a motilitdsi mechanizmusban, mivel az erds aktomiozin
kolesonhatas kialakulasa iranyitja a termékfelszabadulast, illetve a kapcsolt erégeneralasi
Iépéseket (74). A csirke miozin 5a 167 és R710 oldallancai (az utdbbi egyenértékii az egér
mb5a R709-es oldallancaval) egymashoz kozel helyezkednek el a “rigor-szeri” szerkezetben
(39.A abra; 3. tablazat). Ez az elrendezddés azt sugallja, hogy az 167K mutacio jelentds, a
vad-tipusii miozin 2 izoformak esetében is megfigyelhetd, toltés taszitast eredményez az
oldallancok ko6zott (39.A abra; 3. tablazat). Ezzel 6sszhangban azt talaltuk, hogy az erds
aktomiozin interakcié (Ks az 39.B abran) jelentésen megvaltozott az 167K miozin 5aS1
mutins esetében (4. tabliazat). Erdemes azonban azt is megemliteni, hogy a
krisztallografiasan azonositott, gyengén ADP-kot6 mSa koztitermék esetében az NTS-
konverter kolcsonhato felszin nagyon hasonldo a “rigor-szert” allapot NTS-konverter
kolesonhato felszinéhez (3. tablazat) (119). Ezen megfontolasok alapjan, az 167K mutacid
valoszintileg destabilizalja a “gyenge-ADP” szerkezetet is, amely magyardzhatja az ADP

felszabadulas aktin-aktivacidjanak megsziinését az 167K mutans esetében (lasd lentebb).

Az 167K mutdcié befolydsolja az ATP-kotés mechanizmusat is

Az ATP kotddése az erésen aktin-kotd rigor miozin 5a fejhez az aktomiozin interakcié 5-6
nagysagrenddel vald meggyengiiléséhez és az ezt kovetden kialakuld aktinrdl levalt, erésen
nukleotid-k6t6 postrigor allapot kialakulasahoz vezet (39.A abra; K,’, K>’ és Kg 1épések a
39.B abran) (38, 41, 154). Munkank soran azonositottuk, hogy az 167K mutacié az ATP
kotés folyamatanak fé-kinetikai Gtvonalat nem szamottevéen befolyasolja, azonban segiti egy
gyengén ATP-k6tO, off-pathway koztitermék kialakulasat, amely hasonld kinetikai
sajatsagokkal rendelkezik aktin hianyaban és jelenlétében is. (M.ATP* és AM.ATP® a 39.B

abran; 40. és 41. abra.; 5. tablazat; a kapcsolod6 magyarazatot lasd lent). Ezek a tények azt
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sugalljak, hogy az NTS-konverter kolcsonhaté felszin miikodése allosztérikus hatast gyakorol
az ATP-ko6tO zsebre is, €s ez a hatas hasonl6 az aktin mentes (“rigor-szerii”) és aktin kotott
(rigor) miozin Sa esetében is.

Az 167K mb5aS1 kisérletesen meghatarozott kinetikai paraméterein (4. és 5. tablazat)
alapuld steady-state kinetikai szimulacioink azt mutatjak, hogy telitési aktin és ATP
koncentracional (20 uM és 5 mM) az 167K m5aS1 molekulak 19 %-a esetében populalt az
AM.ATP allapot a steady-state ATP-4z ciklus soran, mialatt a M.ATP” allapot populaltsaga
nem jelentés. Az off-pathway ATP-kotési folyamat igy a steady-state ATP-az aktivitas
sebességének kismértékii lassulasat (1,3-szoros) eredményezi, azonban az 167K m5aS1 magas
aktin-kotottségi aranyara nincs hatassal az ATP-az ciklus soran (kozel 100%, 43.B abra
mellék panel).

Témavezetém ¢és munkatarsainak egy korabbi munkaja nyoman tudjuk, hogy Dd miozin 2
esetében az osztaly-specifikus toltés taszitds megsziintetése az NTS-konverter interakcios
felszinen (K84-R704) nem befolyasolja a nukleotid-kétés folyamatat (118). Ezzel ellentétben
a miozin 5a motor esetében a toltés taszitas megjelenése (egér mS5a: R709-167K) jelentésen
modositja az ATP-kotés folyamatat (40. abra). Ezek a megallapitasok jol dsszecsengnek a
szerkezeti adatokkal melyek azt mutatjak, hogy az érintett, kolcsonhatoé oldallancoknak a
térbeli elkiiloniilése (eltdvolodasa) a rigor-postrigor atalakulas soran megy végbe a miozin 5a
esetében, mig miozin 2-ben ezek eltavolodasa késébb, az erdkar felhizasaval kapcsoltan
torténik meg (postrigor-prepowerstroke atalakulas; 39.A abra; 3. tablazat).

Az ATP-kotés folyamataban megfigyelheté valtozasok, melyeket az 167K mutacio altal
idéztiink el6, kiilonboznek azoktol az elézetesen mar altalunk és mas csoportok altal
karakterizalt hatasoktol, amelyet az ATP-koté zseb konzervativ szekvenciaju, switch-2
specifikus Y439 aminosav mutaciéi az ATP kotés folyamatat szamottevéen nem
befolyasoltdk (154). mig a G440A muticio, az ATP-indukalt aktomiozin interakcio
gyengiilését gatolta meg (38, 170).

Az 167K m5aS1 és akto-167K m5aS1 ATP-kotési tranzienseinek hdtterében dllo
mechanizmus értelmezése

A kétfazisi 167K m5aS1 Trp fluoreszcencia (40.A — C abra) és akto-I67K mS5aS1 PIA
fluoreszcencia tranziensek (40.D — F abra) ATP koncentracio fliggését alapvetden, egy olyan

kétlépéses ATP kolcsonhatasi mechanizmus is magyarazhatna, mely nem feltételezi off-
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pathway ATP-koté koztitermék megjelenését. E szerint a mechanizmus szerint, a kezdeti
kotési 1épést (melyet a kétfazisu tranziensek gyors fazisa képvisel) egy lasst 1épés kovetné az
ATP-az ciklus {6 utvonalan, melynek eredményeként latunk a tranziensekben egy lasst fazist.
Azonban ezt a mechanizmust kizarhatjuk az alabbiak alapjan:

(i) Aktin hianyaban a Trp fluoreszcencia tranziensek lassu fazisanak maximalis kqps
paramétere 6-8 s értékek kozott volt (40.B dbra mellék panel). Azonban a tobbszori atviteli
(multi-turnover) quenched-flow kisérletek (42.A abra mellék panel) eredményei azt mutattak,
hogy az ATP hidrolizis (ks+k.;) legalabb 39 s sebességi allandoval torténik, ezzel kizarvan,
hogy a lassu 1épés megelézi vagy egyenértékii az ATP hidrolizis 1épésével (K3). Az emlitett
quenched-flow kisérletben (42.A abra mellék panel) egy masodik exponencialis fazis hianya
kizarja a lehetGségét egy a reverzibilis ATP hidrolizist (k3 + k3 > 39 s™") kovetd, de a sebesség
meghatarozé P; felszabadulast (ks = 0,025 s, 4. tablazat) megel6z6 lassu (6-8 s™) 1épésnek.

(ii) Aktin jelenlétében a PIA tranziensek lassu fazisanak maximalis kops €rtéke, 3-4 s!
értekek kozott volt (40.E abra mellék panel). Azonban az MDCC-PBP fluoreszcencia
tranziensek, melyeket az akto-I67K m5aS1 és molaris feleslegben vett ATP gyorskeverésével
kaptunk ravilagitottak, hogy a P; felszabadulas (k;’) legkevesebb 12 s sebességi allandéval
zajlik (42.C 4bra; 4. tablazat), ami kizarja a lehet6ségét barmilyen lassi on-pathway
hidrolizise (K3) soran. Szamos miozin izoforma esetében felmerilt az az elképzelés, hogy a
nukleotid-mentes akto-S1 reverzibilisen képes két kiilonb6z6 konformaciot felvenni, melyek
koziil az egyik alkalmatlan a nukleotid megkotésére (162, 171-173). gy ezen izoformak
esetében az ATP-kotési kinetikajat a nukleotid-mentes akto-S1 konformacids egyenstlya
befolyasolja. Azonban ez az elképzelés kizarhatd, az 167K m5aS1 és akto-I67K m5aS1
esetében is, a gyors ¢s lassu fazis amplittdok forditott ATP koncentracié fuggése alapjan
(40.C és F abrak).

A fenti megfontolasokat figyelembe véve, hipotézisiink szerint az 167K m5aS1 és akto-
167K m5aS|1 kinetikai viselkedése mogott (40. abra) egy reverzibilisen kialakuld off-pathway
koztitermék kialakulasa all (M.ATP#, illetve aktin jelenlétében AM.ATP?, 39.B abra).
Elképzelésiinket globalis illesztéses kinetikai modellezéssel tamasztottuk ala (lasd fentebb 41.

abra; 5. tablazat).
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Az 167K mutacio lelassitja a sebesség-meghatdrozo ADP felszabaduldst

Az aktin filamentum mentén torténd, processziv lépegeté mechanizmus a kétfejii mSa
holoenzim folytonos aktin kotését igényli a 1épegetés soran. Ez azt jelenti, hogy legalabb egy
fejnek aktin-ko6tott allapotban kell lennie a futas alkalmaval (egy futas atlagosan 30 1épés a
vad-tipusii miozin 5a esetében). A fentiek alapjan, az hogy a miozinfej enzimciklusanak
jelentds hanyadat erdsen aktin-kotott allapotban toltse eldfeltétele a processzivitasnak. A vad-
tipusi miozin Sa ATP-az ciklusa soran a miozinfej ATP-indukalt levalasat az aktinrol (K,’,
K>’ és Ky az 39.B dbran) a kovetkezdé gyors lépések kovetik: az ATP gyors hidrolizise a
miozin aktinr6l levalt allapotaban (K3), a hidrolizis termékeket tartalmazé miozin fej
visszakotése az aktinhoz (Ko) és az aktin-aktivalt P; felszabadulas (k,”) (41, 154). igy a P;
felszabadulast kovetd ADP felszabadulas az aktomiozinrdl (ks’) lesz az enzimciklus sebesség-
meghatarozé lépése. Ez a kinetikai mintazat erdményezi az erdsen aktin-koto,
aktomiozin.ADP komplex nagyaranya steady-state el6fordulasat, mely alapvetéen
meghatarzza a vad-tipusi mS5a magas terhelési aranyat (> 70 % egy fej esetében) (41, 154)
(lasd az “Irodalmi Attekintés: Terhelési-ardny és processzivitds” alfejezetében is). Az ADP
felszabadulasa, az atmenetileg kialakuld, nukleotid-mentes rigor aktomiozin komplex
kialakulasahoz vezet. A miozin fej ekkor gyorsan, egy Gjabb ATP-t kot, €s levalik az aktinrol.
Munkank alapjan tudjuk, hogy az ADP felszabadulas (ks’) és az aktin-aktivalt steady-state
ATP-az aktivitas (kcyr) hasonld mértéki lassulast mutat (~ 5 - 6 szoros) az 167K mutans
esetében. Ez azt jelzi, hogy az ADP felszabadulas maradt a mutans enzimciklusanak
sebesség-meghatarozo 1épése is (42.D és 43.A abra, 4. tablazat). Ennek koszonhetéen a
mutans megorzi (illetve még fokozza is) a vad-tipusra jellemzé magas terhelési aranyt (43.B
abra). Az ADP felszabadulas lassulasat, az ADP felszabadulasi 1épés aktin-aktivaciojanak
mutacio indukalt megsziinése okozhatja.

Korabban azonositottak, hogy az aktin-aktivalt ADP felszabadulas kinetikajat a nukleotid-
koté zseb szerkezeti atalakulasa hatdrozza meg az aktomiozin.ADP allapotban, az ADP
felszabadulasat megelézéen (124). Ennek a Iépésnek a mechanikai terhelés-figgése
biztosithatja, hogy a miozin Sa fejrél az ADP felszabadulds ne torténjen meg, amig a masodik
munkaiitem (masodik er6generalasi 1épés, 25. abra) le nem zajlott. Helyzetéb6l adoddan erre
az atalakulasra hatast gyakorolhat az 167K mutacio bevitele, példaul az erdkar allapotainak
megzavarasa ¢és ezaltal a munkaiitem hatraltatasa révén. Az a megfigyelés, hogy a mutacio

megsziintette az ADP felszabadulas aktin-aktivaciojat jol egybecseng ezzel az elképzeléssel.
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Kérdéses, hogy az “Elsé témakiorben” bemutatott switch-2 hurok osztaly-specifikus Y439
aminosavanak mutacioi altal indukalt aktin-aktivalt ADP felszabadulas megsziinése (154),
ennek az utvonalnak az érintésével, vagy egy ett6l fliggetlen kommunikaciés utvonal

megzavarasa révén valosul meg.

Az 167K mutdcié processziv, ugyanakkor lassi és a mehanikai terhelésre fokozottan

érzékeny motilitdst eredményez,

Amig az 167K m5aHMM mutans megdrzi a processziv mozgas képességét (44.B, C abra)
az aktin sin mentén, addig - a mutacio altal indukalt - az ADP felszabadulas aktin-
aktivaciojanak megsziinése (42.D dbra; 4. tablazat) a futasi sebesség jelentds lassulasat
eredményezi az 167K mutns esetében (44.A, C abra). Erdekes médon azonban, aktin-
cstszasi vizsgalat (actin gliding assay) alapjan meghatarozva a futasi sebességet (ahol az
aktin filamentumok mozgasat kovetjiik nyomon és egy aktin filamentumot tobb m5aHMM
motor is mozgat, ezaltal mechanikai terhelést gyakorolva egymasra (31. abra)) a lassulas
joval kifejezettebb volt, mint az egyedi molekuldk, aktin sin mentén torténdé mozgasat
kozvetleniil nyomon kovetd, TIRF-alapt egyedi molekula modszer esetében (44.A, C dbra;
4. tablazat). Ezek a tények azt mutatjak, hogy a terhelés mentes futas soran a futasi sebesség
lassul, a terhelés-érzékenység pedig fokozodott az 167K mutacié altal. Azonban egyéb
faktorok is befolyasolhatjdk a megfigyelt jelenséget. Az 167K mSa esetében tapasztalt
magasabb latszolagos aktin-affinitds a steady-state ATP-az ciklus soran (43. abra)
valoszintileg extra terhelést jelent az aktin filamentumokra nézve, amely csokkentheti a
motilitas sebességét az aktin-csuszasi vizsgalatok soran. Ezt a jelenséget, ellenallassal terhelt
motilitasi vizsgalatban aktin-kotd fehérjék segitségével mar korabban kimutattak (174-176).
Tovabba, az 167K mutacio helyzetébdl adoddan (az erdkar bazisanal talalhato R709-es
aminosavval kommunikal) befolyasolhatja a miozinfej merevségét, amely nagyobb
ellenallashoz ¢és alacsonyabb izometrikus eréhoz vezet. Erdekes médon az aktin-cstszasi
vizsgalat és az egyedi molekulak esetében megfigyelt kiilonbség az Y439A switch-2 mutans
esetében nem volt megfigyelhetd (154), annak ellenére, hogy az ADP felszabadulas aktin-
aktivaciojat mindkét mutacio (167K, Y439A) megsziintette (42.D abra és 4. tablazat; 34.B

abra és 1. tablazat).
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Eredményeinket és Megdllapitdsainkat Osszegezve,

= ramutattunk, hogy az NTS-konverter kolcsonhato felszin miikodése miozin osztaly-

specifikusan hangolja a motormiikédést az energiadtalakito aktomiozin ciklust;

= meghataroztuk, hogy a miozin 5a NTS-konverter kolcsénhato felszin miikodésének
megbolygatasa az erds aktomiozin interakciok meggyengiilését, tovabbd a

nukleotid-koté zseb modosult miikodését vonja maga utan,;

= azonositottuk, hogy az 167K mutans esetében a nukleotid-koté zseb modosult
miikddése egy uj ATP-koté off-pathway intermedier megjelenését idézi eld, illetve a

termék-felszabadulasi lépésekre is jelentds hatast gyakorol;

= felderitettiitk, hogy az  NTS-konverter  kolcsonhato — felszin  mddositott
kommunikacioja révén a kétfejii miozin 5a processziv motilitasa lassul, illetve tobb
szempontbol nézve is sériilékenyebbé valik: a motor processzivitisa és motilitisa
érzékennyé valik az ATP koncentraciora, tovabba motilitasa a mechanikai

terhelésre nézve is fokozott érzékenységet mutat.
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VIII. KOVETKEZTETESEK ES KITEKINTES

A motordomén nukleotid-koté helyének (Y439), és az NTS-konverter kolcsonhatd
felszinének (167) mutacidja révén kapott miozin Sa motorok megorizték ATP-kotési és ATP
hidrolizalé képességiiket, valamint a vad-tipusra jellemz6 magas terhelési aranyu motor
jellegiiket. Ennek kdszonhetéen magas processzivitasi motor mivoltukat is megtartottak. A
magas terhelési arany “bebetonozasa” arra vezetheté vissza, hogy aktin jelenlétében a
mutansok megérizték az ADP felszabadulast az egyedi miozinfejek sebesség-meghatarozd
Iépéseként. A kétfejii molekula esetében, a sebesség-meghataroz6 ADP felszabadulas altal
fenntartott erds aktin-kotése az egyedi fejeknek biztositja, hogy a tartd fej az éppen 1ép6 fej
szamara elegend6 1d6t biztositson a 1épés elvégzéséhez.

Annak ellenére azonban, hogy az Y439 és 167 aminosavak mutacioival kozvetlenil a
miozin 5a eltéré funkcionalis régioit érintettiik, mégis mindkét muticio szamottevd hatast
gyakorolt az ADP termék felszabadulasanak sebességére a nukleotid-koté zsebbdl. Mindkét
mutacié az ADP felszabadulas sebességének lassulasat eredményezte, mely a motilitasi
sebesség parhuzamos lassulasaval jart egyiitt. A nukleotid-koté zseb mutacioja - a switch-2
variabilis pozicidja révén - az ADP felszabadulas sebességét negyedére-6todére csokkentette,
mely a motilitdsi sebességet ezzel Osszhangban negyedére-6todére lassitotta. Az NTS-
alakult ez az Osszefliggés. Az ADP felszabadulas sebessége ebben az esetben is 6tddére-
hatodara csokkent, mig a motilitds sebessége csak a felére csokkent az egyedi molekula
motilitas vizsgalatok soran. Ez feltehetden arra vezethetd vissza, hogy az Y439-es mutacioval
kozvetleniil a motordomén nukleotid-koté helyén, az ADP-t koordindlé konzervalt loop-ok
koordinalo sajatsagait valtoztattuk meg, mely kozvetleniil meghatarozza a miozin 5a motor
haladasi sebességét. Az 167K mutaci6 esetében azonban, feltehetéen a motor terhelésre vald
fokozott érzékenységeébdl ered, hogy egyedi molekula motilitasi sebessége kevésbé csokken
az ADP felszabadulas sebességéhez képest. Az 167K mutacio - helyzetébdl adododan -
valészinlileg a kovetd fej erdkarjanak nagyobb ellenallasat eredményezi a vezetd fej
huzasaval szemben a molekula fejeinek egyidejii aktin kotése soran, ezzel hatraltatva az
erégeneralast és az azzal kapcsolt ADP felszabadulast. Ezt a mechanikai terhelésre vald
fokozott érzékenységet tamasztja ala az is, hogy a tobbi motor huzasa altal kifejtett

mechanikai terheléssel “terhelt” kisérletben (aktin-csuszasi vizsgalat) a motor sebessége
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lassabbnak adodik a tobbi motor miikodésébol eredd hatraltato hatas révén.

Osszegezve munkankat, a motordomén vad-tipusi kommunikaciés ttvonalainak
megbolygatasaval olyan mechanizmusokat sikeriilt feltérképezniink, melyek a miozin motor
specifikus funkciora hangolodasat biztositjak, illetve a miozin mechanokémiai ciklus soran
miikodo szabalyozasi mechanizmusokrol is sikeriilt teljesebb képet kapnunk.

Eredményeink alapjan a funkciondlis adaptacio hatterében allo szerkezeti atrendezédések
szamos esetben a funkcionalis paraméterek (processzivitas, motilitasi sebesség, terhelhetség)
egymastol fiiggetlen hangolasat teszik lehetévé (154, 177), ugyanakkor sok esetben tetten
érhetd ezeknek a kommunikacidés tutvonalaknak a talalkozasa is az energiaatalakitd
aktomiozin ciklus soran.

Az NTP-az enzimekben konzervaltan jelenlévé switch-2 hurok vizsgalata ravilagitott a
hurok allosztérikus szabalyozo szerepére a Mg®'- fiiggd NDP-felszabadulas folyamataban,
mely mechanizmussal a miozin 5a motor futasi sebességét optimalizalja (154). A switch-2
fent emlitett folyamatban betoltott, NTP-az enzimeknél altalanos szabalyozo szerepét
alatamasztjak mas szerkezeti tanulmanyok is (178). Az NTS-konverter kolcsonhatd felszin
megvaltoztatasa eltéré valtozasokat okoz a miozin 5a ¢és miozin 2 motorok enzim
mechanizmusdban ami arra utal, hogy az NTS-konverter kolcsénhato felszin kdzponti és
miozin osztalyonként eltérd, specifikus szerepet tolt be az enzim mechanizmus allosztérikus
folyamatainak 6szzehangolasaban. A kolcsonhato felszin megbolygatasa a processziv
motormiikddés és a motilitasi sebesség jelentés ATP koncentracié fiiggését eredményezi,
illetve a miozin 5a motor mechanikai terhelésre valo érzékenységét is fokozza.

Téavolabbra mutatva a processzivitas és/vagy a transzlokacios sebesség manipulalasa,
funkcionalisan jol karakterizalt mutaciok révén, lehetéséget adhat a motorenzimek pontos
fiziologias szerepének karakterizalasara, példaul a miozin 5a szerepének azonositasara
fotoreceptor sejtek ingeriilet atviteli folyamataiban (17). A mechanikai terhelés-érzékenységet
befolyasoldo mutaciok a motormiikodés terhelés-fliiggd pontjainak azonositasa felé nyithatnak
utat, illetve a mechanikai terhelésre vald érzékenység manipuldlasa funkcionalisan jol
karakterizalt mutaciok révén lehetdséget teremthet a molekulak fizioldgias mechanikai

terhelés kitettségének vizsgalatara is.
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(Dr. Téth Judit, Kocsis Zsuzsa, Krajesi Aniko, Ferencziova Veronika, Martina Maté, Hiirkecz
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munkatarsanak tiirelmét és baratsagat.

Koszonet illeti Prof. Graf Laszlot, az ELTE TTK Biokémiai Tanszékének korabbi
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XI. ABRAK ES TABLAZATOK JEGYZEKE

Abrak jegyzéke

1. A miozin szupercsalad rendszere és eléfordulasa eukariotadkban

2o A miozinok szerkezeti egységei a miozin 5 motor példajan bemutatva

3. Az aktomiozin mechanokémiai ciklus

4. A 35 miozin osztaly domén struktirajanak diverzitasa

5 Az izomrost szervezddése és a szarkomerek felépitése

6. A miozinok funkcionalis diverzitasa

7. A miozin 5a motor aktivitdsanak szabalyozasa

8. A miozin 5 motorok szerkezete

9. Az egyedi fejek aktomiozin ciklusa és a miozin 5a jellegzetes 1épegetd, ,,hand over
hand” mechanizmusa

10. Lymn — Taylor modell: az aktomiozin ATP-az ciklus elsé kemomechanikai modellje

11. Bagshaw — Trentham modell

123 A kereszthid és az erégeneralas

13. Az akto-S1 komplex rekonstrualt szerkezete az erkar felhuizott és lecsapott
allapotaban

14. A miozinok szerkezeti egységei

15. A miozinfej legfontosabb szerkezeti elemei

16. G-aktin monomer ¢és az F-aktin polimer szerkezete

1578 Er6s és gyenge aktin-kotd allapotok az aktomiozin ciklus soran

18. A féstikagylo harantcsikolt izom miozin 2 erégeneraldo ATP-az ciklusanak ismert
miozin szerkezetei

19. A miozin 2 motor kinetikai Gitvonal szelekcion alapuld er6generalasi mechanizmusa

20. Miozin funkcidk és az aktin-kotési sajatsagok (terhelési arany, aktin-ADP
kapcsoltsag, aktinkotott allapotok életideje) korrelacioja

21, A belsé fesziiltség szerepe az ADP felszabadulds hangoldsaban

22. A konverter régio 2 lépésben lezajlo elmozdulasa a miozin 2 postrigor -
prepowerstroke atalakulasa soran

28 Az erégeneralas felé vezetd, lehetséges utvonalak

24. Az erégeneralas két fazisanak azonositasa optikai csapdazas alapu, egyedi molekula
modszerrel

25. A dimer miozin 5 két - fazisu erégeneraléo mechanizmusanak modellje

26. Az egyedi miozin 5a fej enzimciklusanak Iépései

27. Az Y439 és 167-es aminosavak (mutaci6 altal érintett poziciok) elhelyezkedése a
csirke miozin 5a motordomén postrigor allapotaban

28. A célgén bacmid-ba torténd beépiilésének ellenérzése PCR technika segitsegével

29. Flag-cimkés Y439A m5aS1 konstrukcio kitermélésének ellendrzése (SDS-
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44.
45.

PAGE/WB) és a tisztitott Y439A m5aS1 fehérje SDS-PAGE gélképe

Stopped-flow és quenched-flow miiszer sematikus rajza és képe

Motilitas vizsgalati modszerek

A switch-2 hurok szekvenciaja, elhelyezkedése és szerepe

Az Y439 mutaciok hatasa a nukleotid kotésre, foszfat felszabadulasra és az ATP
hidrolizisre

Az Y439 mutaciok hatasa a miozin 5aS1-ADP kolcsonhatasra és a miozin 5aS1 ATP-
az aktivitasara

Az Y439A mutacio hatasa a miozin SaHMM haladasi sebességére és
processzivitasara

A Mg*" hatésa az aktin-aktivalt ATP-4z aktivitasra és az ADP-felszabaduldsra a vad-
tipust és Y439A aktomiozin komplexrdl

Az aktiv hely nagyitott képe erdsen (/ W7J) (A) és gyengén (I W7I) (B) nukleotid-
kotott allapotban

Arrhenius abrazolas, a nukleotid-mentes miozin 5aS1 aktin kotési kinetikajanak
hémérséklet-fuggése

Miozinok szerkezeti ¢és kinetikai atalakulasai

Az 167K mutacio6 befolyasol6 hatasa a m5aS1 ATP-ko6tési mechanizmusara aktin
hianyaban és jelenlétében

167K mS5aS1 és akto-I67K m5aS1 ATP-kotési tranzienseinek globalis illesztéses
kinetikai modellezése

Az 167K mutacid hatasa az ATP hidrolizisre, P; felszabadulasra és az ADP-
felszabadulas aktin-aktivaciojara

Az 167K mutaci6 hatasa az aktin-aktivalt ATP-az aktivitasra és a steady-state aktin-
kotottségi aranyra

Az 167K mutaci6 hatasa a m5aHMM processziv motilitasara

Switch-2 hurok aminosavak pozicidja a miozinok kiilonb6z6 konformacios
allapotaiban

Tablazatok jegyzéke

Vad-tipusu és switch-2 mutans miozin 5a konstrukciok funkcionalis sajatsagai
Mg*" - fiiggé md-ADP felszabadulés a vad-tipust és Y439A m5aS1-r6l aktin
hianyaban és jelenlétében

Az NTS - konverter kdlcsonhatés (a csirke 167 és R710 aminosavakkal homolog
aminosav parok kozott) tavolsag jellemz6i a miozinok kiilonboz6 szerkezeteiben
A vad-tipusu és 167K miozin 5a konstrukciok mért funkcionalis paraméterei

A globalis illesztéses kinetikai analizis eredményei az 167K m5aS1 és akto-167K
m5aS1 nukleotid-kotési tranziensei alapjan
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XII. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A

ADP

Ai
ADP.AIF4
ADP.BeFy
ADP.V;
AFM
AMDgy
AMPPNP
ATP
ATPyS
[y-*P-]ATP
B
Bluo-gal
C

CaM
C-terminalis
Cys

D

Da

Dd

Dm2
DMSO
DNS

DTT

E.coli
EGTA
EDTA
ELC

€

F

FBS
F-aktin
FRET
G
G-aktin
GFP
Gg

adenin, alanin, aktin, amplitadé
adenozin-difoszfat

Argopecten irradians
adenozin-difoszfat.aluminium-fluorid
adenozin-difoszfat.berillium-fluorid
adenozin-difoszfat.vanadat

Atomic Force Microscopy

gyenge ADP-k6t6 aktomiozin-adenozin-difoszfat komplex
adenozin-5’-(B, y-imidotrifoszfat)
adenozin-trifoszfat

adenozin 5'-O-(3-tio)trifoszfat
adenozin-trifoszfat y-> foszfat izotopja

,burst” fazis amplitaddja
5-bromo-4-kloro-3indoil B-D-galaktopiranozid
citozin, szénatom

kalmodulin

karboxi-terminalis

cisztein

aszpartat

dalton

Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum miozin 2
dimetil-szulfoxid

dezoxi-ribonukleinsav

ditiotreitol

glutaminsav

Escherichia coli

etilén-glikol-tetraecetsav
etilén-diamin-tetraccetsav

esszencialis konnytlanc (Essential Light Chain)
molaris extincios koefficiens

fenilalanin, frakcionalis amplitido

embrionalis marha vérszérum (Fetal Bovine Serum)
filamentozus aktin

Froster Resonance Energy Transfer

guanin, glicin

globularis aktin

z6ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)
Gallus gallus

Doktori értekezés
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GTD globuaris farok régi6 (Globular Tail Domain)
H hidrogén

HCM hipertrofias kardiomiopatia (Hypertropic Cardiomyophaty)
HMM nehéz meromiozin (Heavy MeroMyosin)
HPLC Nagynyomasu folyadék kromatografia (High Pressure Liquid Chromatography)
AH* aktivacios entalpia

| izoleucin

IF interferencia (Interference)

IQ motivum  izoleucin-glutamin motivum

1P3 inozitol-triszfoszfat

IPTG izopropil-B-tio-galaktozid

K lizin

KC1 kalium-klorid

kDa kilodalton

L lizin

LacZ -galaktozidaz fehérjét kodolo gén

LB Luria Bertani (agarlemez)

L50 also (Lower) 50 kDa-os szubdomén

LDH laktat-dehidrogenaz

LMM konny(i meromiozin (Light MeroMyosin)

LP feliil atereszt6 (Long Pass)

Lp Loligo pealei

M miozin, metionin

m5 miozin 5

mg** magnézium ion

MgCl, magnézium-klorid

MCS Tobbszords klonoz hely (Multi Cloning Site)
MD motordomén

MDE motordomén és esszencialis konnyii lanc
md-ADP N-metilantraniloil-2’-dezoxi-ADP

md-ATP N-metilantraniloil-2’-dezoxi-ATP

MDCC 7-(dietilamino)-3-((((2-malemidil)etil)amino)karbonil)kumarin
MDP miozin- adenozin-difoszfat-foszfat komplex
n 1épésszam

N barmely bazis, nitrogén atom

NaCl natrium-klorid

NADH nikotinamid-adenin-dinukleotid (redukalt forma)
NaN; natrium-azid

NDP nukleozid-difoszfat

NM2 nem-izom miozin 2

NTP nukleozid-trifoszfat
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NTS amino-terminalis szubdomén

(0] oxigén

P processzivitas

P1 els6é generacios virusnemzedék

P2 masodik generacios virusnemzedék

P3 harmadik generacios virusnemzedék

PBP fosztat-ko6td fehérje (Phosphate Binding Protein)
PCR polimeraz lanc-reakci6 (Polymerase Chain Reaction)
PDB fehérje adatbazis (Protein Data Bank)

PEP foszfo-enol-piruvat

P; foszfat

PIA N-(1-pirén)jodacetamiddal - jelolt aktin, (pirén aktin)
PK piruvat kinaz

Pm Placopecten magellanicus

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

Q glutamin

R arginin

RLC regulacios konnytilanc (Regulatory Light Chain)
RMSD kozépértektol vald négyzetes eltérés (Root-Mean Square Deviation)
RNaz ribonukleaz

RNS ribonukleinsav

rpm percenkénti fordulatszam (round per minute)

S szerin

S1 Szubfragment-1

S2 Szubfragment-2

SDS - PAGE  natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulfate) poliakrilamid gélelektroforézis
SD szoras (Standard Deviation)

SE standard hiba (Standard Error)

SER sima felszini endoplazmatikus retikulum

Sf9 Spodoptera frugiperda rovarsejt

SH1 SRC homologia domén 1 (SRC Homology 1Domain)
SH3 SRC homolégia domén 3 (SRC Homology 3 Domain)
T timin, treonin

t idéallando

TIRF Total Internal Reflection Fluorescence microscopy
Trisz trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan

Trp triptofan

U egység (unit)

Us0 felsé (Upper) 50 kDa-os szubdomén

w triptofan

X barmelyik aminosav

Y tirozin
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XIII. FUGGELEK

1. Fiiggelék

Az értekezés tranziens kinetikai méréseinek koriilményei

Tranziens
kinetikai mérés”

i

ii
ii

iii

Spektroszkopiai
megkozelités

Fluoreszcencia
kovetése

Fényszoras
kovetése

Jel

md-ATP, md-
ADP

Trp
PIA
MDCC-PBP
md-ADP
PIA
PIA

PIA

AM komplex
szétesése

Gerjesztés

280 nm

280 nm

365 nm
436 nm
280 nm
365 nm
365 nm

340 nm

340 nm

Doktori értekezés

Detektalas

420-as feliil ateresztd
filter (LP, LongPass)

340-es interferencia
filter (IF, Interference)

400 LP filter
455 LP filter
420 LP filter
400 LP filter
400 LP filter

400 LP

340 IF filter

* A mérések megjeldlése az Anyagok és Médszerek fejezet, Tranziens kinetikai mérések

alfejezetének felosztasa szerint értelmezendd.
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2. Fiiggelék

Doktori értekezés

Alkalmazott illesztések és paramétereik

linearis

y=a+bx

egyszeres exponencialis
y=yo + Ae™/*

kétszeres exponencialis

Y=y, + Ae™/ + Ao/t

hiperbola

Pyx

y= Py +x

modositott hiperbola

S L S
YT

a: y tengelymetszet

b: meredekség

A: amplitado
t: idéallando, 1/t = kops (megfigyelt sebességi allando)

Yo : platod

Ay és Ay: elsé és masodik fazis amplituddja

t; €s ty: elsd és masodik fazis idéallanddja,

1/t1 = Kobst » 1/t2= kops2

Yo : platd

P;: platd, az a minimalis vagy maximalis érték
ahova kg, értékek tartanak

P,: fél-telitéshez tartozé koncentracidja a valtozo

P;: plato, az a minimalis vagy maximalis érték
ahova ks értékek tartanak

P,: fél-telitéshez tartozé koncentracioja a valtozo

P3: y tengelymetszet
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masodfoku fiiggvény

(c+x + k)? — 4cx0>

y=a((c+x+k—< 2

Gauss-gérbe

A =2(x —x.)?
Sl S A

y:y0+ T W2
Wiz

Alkalmazott egyenletek
Arrhenius-egyenlet
—Eq
k = Ae RT
A 38. dbra esetében az egyenlet linearizalt

formajat hasznaltuk és Ink-t abrazoltuk

1000/T fiiggvényében:

a

Ink =

1+lA
T n

A 38. abra esetében megadott és az 1.
tablazatban feltlintetett aktivacids entalpia
(AH*) értékekeket az alabbi egyenlet alapjan
szamitottuk:

— k3T+AS* AHY
MENTTRE TR RT

Doktori értekezés

s:y tengelymetszet
a : amplitado

c: konstans értéken tartott komponens
koncentracidja

k: a kotés egyensulyi allanddja (Kq)

Yo: y tengelymetszet
Xc : center

Wooo
5 félszélesség érték

A: teriilet

k: areakcio sebességi allanddja
T : abszolut homérséklet

A: preexponencialis tényezd
E,: aktivalasi energia

R: egyetemes gazallando

kg. Boltzmann allando

h: Planck allando

AS*: aktivalasi entrépia

AH*": aktivacios entalpia
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