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1. Osszefoglalas

1.1.

1.2

Magyar nyelvii dsszefoglalas

E munkaban az aktomiozin rendszerben kulcsfontossagli erégeneralasi lépésrol
szerzett uj ismereteinket from le. Az erégeneralas a miozin motor mitkodésének az alapja,
melynek soran az ATP-hidrolizis termékei felszabadulnak, a miozin erds aktinkotést
Iétesit, er6karja lecsapodik és a molekula disztalis része elmozdul az aktinfilamentum
mentén. Korabbi eredmények azt sugalltak, hogy az erdgeneralas kezdépontja egy magas
aktin affinitasu, felhuzott erdkari miozin lehet. Egy ilyen tulajdonsagokkal bir6 allapotot
elsoként sikeriilt kimutatnunk: blebbistatin inhibitor és ADP jelenlétében a miozin
meg06rzi magas aktin affinitasat, de egy felhtizott erdkart szerkezetet vesz fel. Masképpen
szolva az inhibitor ,befagyasztja” az ATPaz ciklusban az erdgeneralasnak ezt a
koztiallapotat. Az erdgeneraldas végallapota a nukleotidmentes, rigor aktomiozin
komplex, melynek atomi szerkezete ma sem ismert. A meglévé szerkezeti és kinetikai
adatok alapjan a rigor komplex kialakuldsahoz a miozin Un. aktinkoté arkanak be kell
zarodnia. A rigor aktomiozin allapotba az egyes miozin izoformak mas-mas utvonalon és
energetikaval juthatnak. Azt talaltuk, hogy ez az energetikai valtozatossag az izoformak
szerkezeti valtozatossagaval fligg Ossze: az aktin tavollétében is zart arokkal biré Loligo
¢és Dictyostelium miozin 2 formak, valamint a vezikula-transzporter miozin 5 aktinkotése
exoterm folyamat, ellentétben az aktin tavollétében nyitott arkd gerinces vazizom miozin
2 endoterm aktinkotésével. Az elobbi esetben az aktinkotés csupan egyetlen 1épést
feltételez, a masodik esetében a mar korabban elfogadott modell két Iépést ir le. Az
aktinkotés soran a miozinmolekula a kdzponti B-lemez, a — valosziniileg a nukleotid- és
aktinkotd hely kozti kommunikacidban szerepld — transducer torziojanak valtozasa révén
belsé fesziilést is elszenved. Szamitasaink szerint a torzios szog valtozasa azonos mértékii
a kiilonbozd szerkezettel és aktinkotési energetikaval jellemzett izoformakban, ami azt

tamasztja ald, hogy a transducer valoban szerepet jatszik az erégeneralasban is.

Summary in English
In this thesis I describe our new findings on the powerstroke, the key step of the

mechanochemical cycle of the actomyosin system. The powerstroke is the basis of
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myosin’s motor function and force generation. Upon this process, the release of ATP
hydrolysis products occurs, myosin forms strong interactions with the actin filament,
myosin’s lever swings and the distal part of myosin translocates relative to the actin
filament. Based on previous results, a high actin-affinity, primed-lever myosin
intermediate was proposed to be the start point of myosin’s powerstroke. We first
captured a state characterized with these properties: myosin complexed with ADP and
blebbistatin inhibitor retains its high actin affinity but it primes the lever. In other words,
blebbistatin ,,freezes” myosin’s ATPase cycle in this ,,start-of-powerstroke” intermediate.
The end state of the powerstroke is the nucleotide-free rigor actomyosin complex. The
atomic structure of the rigor complex is still lacking. However, structural and kinetic data
indicate that the actin-binding cleft of myosin must undergo a closure upon formation of
the rigor complex. Different myosin isoforms may use different pathways and energetics
upon binding to actin. We found that the isoform’s energetic variability relates the
isoform’s structural variability. Myosins adopting a closed cleft even in the absence of
actin — some myosin 2 isoforms or vesicle transporter myosin 5 — bind to actin
exothermically in contrast to endothermic actinbinding of vertebrate muscle myosin 2
which has an open cleft in the absence of actin. Actin binding was considered to involve
only one step in the former and two steps in the latter case. Upon actin binding, myosin
molecules undergo an internal strain by the torsional twist of its central -sheet. This
element, the so-called transducer proposed to play a role in the communication between
myosin’s actin- and nucleotide-binding pocket. According to our calculations the change
of the torsional angle of the transducer is similar in all isoforms characterized with
different structures and actin binding energetics. This result supports the idea that the

transducer plays a role in force generation as well.
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2. Bevezetés

2.1.

2.2.

A Kutatasi irany

Doktori munkamban egy régota kutatott fehérjét, a miozin 2-t vizsgaltam. Ha egy
laikusnak kell elmagyardznom, mivel foglalkozom, azt vélaszolom, motorfehérjékkel.
Motorfehérjék minden €16 sejtben, s6t, a virusokban is jelen vannak. E motorok teszik
lehetévé az egyes molekulak, sejtalkotok, sejtek, testrészek, s6t, végsd soron az egész
szervezet mozgasat. A legismertebb példa erre az Gn. konvenciondlis miozinok kozé (a
miozin 2 osztalyba) tartozé vazizom miozin, mely egyben a legrégebben ismert miozin
motor. Az izommiikddés elve a maig elfogadott csuszo filamentum elmélet szerint az,
hogy a vastag szalakba (filamentumokba) szervez6dé miozin — kereszthidak révén —
elesuszik az aktinbol felépiild vékony filamentumokon.

A miozinok nemcsak a vazizomban, hanem minden eukaridta sejtben megtalalhatoak,
¢és szamos formajuk ismert. Kiilonboz6 tipusaik részt vesznek a sejten beliili szallitasi
(transzport-) folyamatokban, a sejtalak meghatarozasaban, a sejtosztodasban, a
sejtmozgasokban, vagy akar az egyes érzékszervek és az izmok miikodésében. Hibas
miikodésiik vagy mutans formaik kiilonbozé betegségeket vagy korképeket okozhatnak.
Megismerésiik — az alapvetd tudomanyos kivancsisagon til — ezért is nagy jelentdségii a
bioloégiaban. A miozinok kutatdsa ezen feliill, mondhatni, hungarikum, hiszen miozint
Szent-Gyorgyi Albert, aktint Straub F. Brund csoportja izolalt el6szor a vilagon. Az
ELTE TTK Biokémiai Csoportjanak, majd Biokémiai Tanszékének tudomanyos hirnevét
is — tobbek kozott — az izombiokémiai vizsgalatok eredményei alapoztak meg, Biré Endre
tanszékvezetd professzor iranyitasaval. A motorfehérjék kutatdsaban azota is
megfigyelhetd a folytonossag a tanszéken (1).

A munkahoz sziikséges motivaciot a fentieken tul elsésorban az tartja fenn, hogy a
miozin erégeneralasaval kapcsolatos legérdekesebb kérdések még mindig megoldatlanok.
Dolgozatom az erégeneralas témajaval foglalkozik, vagyis azzal, hogyan képes a miozin

elmozdulni az aktin mentén.

A hasznalt nevezéktan és jelolések
A dolgozatot magyarul irtam meg, ezért igyekeztem mindent magyarul

megfogalmazni vagy magyarra leforditani. Az idegen nyelvli szakkifejezéseket,
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szakzsargont”, tudomanyos neveket vagy lefordithatatlan szavakat (pl. steady-state,
miniprep kit, transducer) délt betiivel szedtem. A magyar szakkifejezések mellett
ugyanigy dolt betiivel megemlitettem azoknak az angol nyelvii szakirodalomban
hasznalatos parjat is, ha szilkségesnek tartottam (pl.: actin binding cleft).

Az egyes miozin osztalyokat arab szammal irtam. A miozin konstrukciokat a
publikacidinkban hasznalt modon neveztem, ezek leirasa az 5.2. Fehérjetermelés,
fehérjepreparalas alfejezetben, valamint 6sszefoglalva az 1-2. tablazatban talalhato.

Fontosnak tartottam kiemelni, hogy ki milyen hozzajarulast tett doktori munkamhoz,
illetve e dolgozathoz. Ezért az igeragozasnal az alabbi elveket kovettem, hogy a
torténtekhez hii maradjak. A kisérletek és eredmények leirasanal mult idot; az
eredmények értelmezésénél és megbeszeélésénél jelen idot hasznaltam. Tobbes szam elsé
személyben fogalmaztam a fehérjepreparalasok receptjénél, a kisérletek tervezésénél (pl.
~a komplex képzddését ... kovettik nyomon”), a masokkal kozosen kivitelezett
munkaknal — a kollégakat megnevezve — ¢és az eredmények értelmezésénél. A
kollaboratoraink altal elvégzett munkakat mindig az 6 neviikon irtam le. Végiil egyes
szam elsé személyben fogalmaztam a magam altal elvégzett és értékelt méréseknél,

valamint a dolgozat elkészitésére vonatkozo megjegyzéseknél.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A motorfehérjék meghatiarozasa és csoportositasa

A motorfehérjék energiat igényelnek, amit valamilyen energiatermeld kémiai
reakciobol nyernek — ez a legtobb motornal az ATP vagy GTP hidrolizise. Mivel igy
kémiai energiat alakitanak mechanikai energiava (kemomechanikai — energia
transzdukcio), mechanoenzimeknek is nevezik és katalitikus mechanizmusuk alapjan az
energazok csoportjaba (2) soroljak ezeket az enzimeket.

A motorfehérjéket a mozgas iranya szerint linearis és forgomotorokra oszthatjuk
(1. abra).

Motorfehérjék
linearis motorok forgébmotorok
flagellum, ATP-szintaz

nukleinsav motorok citoszkeletalis motorok

polimerézok, helikézok,
transzlokézok

aktinon mikrotubulusokon polimer
mozgé motorok mozg6 motorok motorok
miozinok kinezinek, dineinek tubulin, aktin

1. abra: A motorfehérjék csoportositasa.

Forgomotor a bakterialis ostor (flagellum), valamint az oxidativ foszforilacioban
szereplé ATP-szintdz. A linedris motorokat tovabb csoportosithatjuk nukleinsav- és
citoszkeletalis motorokra. DNS és RNS mentén mozognak a polimerazok, helikdzok; és
egyéb, a miikodésiik soran szereplé enzimek (transzlokazok, rekombinazok stb.). A
mikrotubulus ,,sineken” a kinezinek és dineinek lépkednek. A miozinok definicid szerint
azok a motorok, amelyek aktinfilamentumon haladnak. A tubulin és aktin 6nmagaban a

polimer motorok kozé tartozik (3).

3.2. A miozin szupercsalad és evolicioja
A miozinok valosziniileg a kinezinekkel (és G-fehérjékkel) k6zos elbalakbol, egy 6si
nukleotidkotd fehérjébdl alakultak ki (4). A miozin szupercsaladot a filogenetikai
elemzések egyre tobb csoportra osztjak (5-8), a legujabb kutatasok szerint mar 35 osztalyt

foglal magaba (2. abra) (9).
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2. abra: A miozin szupercsalad

gyokértelen filogenetikai faja a motor
domének szekvenciai alapjan.

A filogenetikai fa a) Hodge és Cope
(7); illetve b) Odronitz és Kollmar (9)
szerint modositva. A b) panelen a
kiemelt részlet a miozin 6 osztaly
formainak a kiilonboz6 taxonokban
val6 megjelenését mutatja.

A miozin  szupercsalad
feltételezett evolciojat mutatja
a 3. abra (10). A legkorabban
megjelent miozin formak e
tanulmany szerint a miozin 1 —
mely a membranforgalomban
jatszik szerepet — és a miozin 2 —
mely 6si funkcidja az osztodas
utan a leanysejtek szétvalasztasa
a  tobbi
ki.

— lehettek;

ezekbol

osztaly
alakult Ennek
fényében érdekes, hogy a mai
novényekben nincsen miozin 2.
Nagy formagazdagsaganak ¢és
altalanos el6fordulasanak
koszonhetden a miozin

szupercsalad mara az eukariota

¢letfa filogenetikai kutatasanak is fontos objektumava valt (9,11,12).

Konvencionalis miozinoknak nevezik dsszefoglalo néven a miozin 2 osztalyba tartozo

vaz- és szivizom, simaizom és nem-izom miozin 2 izoformakat. Ezek leszdrmazasa

szerint a simaizom ¢és a nem-izom miozinok alkotjak az egyik, a vaz- és szivizom

miozinok a masik f6 kladot (4. abra) (13).
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= Eix
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- Emidsok

Doktori értekezés

3. abra: A miozin szupercsalad
feltételezett evolucioja
Thompson ¢és Langford (10)
alapjan modositva.

a) Az egyes miozin osztalyok
leszarmazasa és a miozin formak
doménszerkezete; b) a miozin
osztalyok megjelenése a
torzsfejlédés soran. A felsorolt
fajok mellett szogletes zardjelben
az  azokban  leirt  miozin
osztaly(ok)  szama  szerepel,
kiilén zardjelben szedve a cikk
megjelenéséig még nem publikalt
eredményeket; ,,U — unclassified”
a még nem  osztalyozott

miozin(oka)t jelenti.
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4. abra: A konvenciondlis miozinok

leszarmazasa Golomb ¢és mtsai (13)

% alapjan modositva.
nem-izom

miozin A human miozin 2 izoformak

vazizom,
szivizom
miozin

filogenetikai faja a nehézlancok

szekvencidi alapjan, az aminosavak

simaizom

e NMIIA NMIIB egyezésének fliggvényében.

simaizom
Perinataiis g Sehisom S miozin

Vveazizom
[}

Vazizom
[

3.3. A miozinmolekula felépitése és fragmentumai

A miozinok multimer fehérjék: nehéz- és konnytilancokbol allnak. A nehézlanc
(MHCQ) fej- ¢és farokrégiora oszthato (5. dbra). Az N-terminalis fej (szubfragmentum-1,
S1) szerkezetét ¢és szekvencidjat tekintve a legkonzervativabb része a molekulanak. Ez
tartalmazza a motordomént és az erékart. A motordomén (MD) a katalitikus rész,
melynek funkcionalis egységei a nukleotid- és aktink6td zseb, valamint az atalakito (relé-
konverter) régi6. Ez utobbi erésiti fel a nukleotidk6td zsebben torténd kis szerkezeti
valtozast, mely az erdkarra (lever arm vagy roviden lever) terjed at, annak lecsapasahoz
vezetve. Az erékar a nehézlanc egy o-helikalis szakaszabol és az ennek IQ-
motivumaihoz kotddo, stabilizalé konnyiilancokbol (MLC) all. A miozin 2 formakhoz
nehézlanconként két, a kalmodulin csaladba tartozé konnytilanc; a 17 kDa-os esszencialis
¢és a 20 kDa-os regulacios konnyiilanc (ELC, RLC) csatlakozik (6. abra). Az erékar
funkciojat maganyos toltott o-hélix movumok (CSAH) is betolthetik (14,15). A miozinok
C-terminalis farokrégioja mutatja szerepe és szerkezete szerint a legnagyobb
valtozatossagot az egyes osztalyokban; kiilonféle effektor doméneket tartalmazhat (pl.
kindz domén a miozin 3 (16) vagy membrank6td domén a miozin 10 (17) esetén). A
konvencionalis miozinokban a farokrégi6 fiziologids ionerdsségnél coiled-coil
filamentumot formal. A legujabb kutatasok szerint ez a coiled-coil ,yad” (palca, rod) nem
pusztan szerkezeti elem, hanem flexibilis, a szabalyozasban is szerepet jatszo rész (18). E
filamentum jelenléte ugyanakkor megneheziti az oldatkinetikai vizsgéalatokat. A
gyakorlatban  ezért kiilonboz6  fragmentumokat vizsgalnak oldatban. Az e
fragmentumokat eldallitd limitalt proteolizist Szent-Gyorgyi és Mihalyi alkalmazta

elészor (19,20).
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5. abra: A miozin 2 alegység-szerkezete.

'miOZinfeJ miozin a) Conti és Adelstein (21), illetve

motor domén o e
- nehézténcok b) Szent-Gyorgyi (22) alapjan modositva.
230kDa

7 29 K02 snnyiilancok

S1 coiled-coil rad nem-helikalis
HMM farok
B motor domén, N-terminalis -

oc:/edjo(l id S am Kennyiancok

\ il L st

2nmc.

C-terminalis

A miozinok tripszinnel vagy kimotripszinnel nehéz (HMM) és konnyi (LMM)
meromiozinra hasithatdak. A HMM a két fejet és a farokrégié egy rovid szakaszat
foglalja magaba, az LMM a ,,maradék” farokrész. A HMM mar szolubilis, vizsgalhatd
oldatban, de papainnal tovabb emészthet6 két S1 (fej) és egy S2 (a maradék coiled-coil)
fragmentumra (5-6. dbra). Az S1 is tovabb bonthatd limitalt proteolizissel egy 50 kDa,
egy 25 kDa és egy 20 kDa fragmentumra (23). Az 50 kDa fragmentum tartalmazza az
aktink6t6 arkot (actin binding cleft, 50 kDa cleft) egy hosszanti hasiték formajaban. Ezt a
régiot ezért felsd és alsd 50 kDa szubdoménre (U50 — upper50, L50 — lower50) osztjak
(6. abra). A 20 kDa fragmentum molekulatomege az erékar nehézlanc-részével egyiitt

értendd.

6. abra: A miozin 2 S1 felépitése

als6 50 kDa konverter
szubdomén 2 ; ¢és funkcionalis egységei.
& Gys
2L . . L
aktink6ts arok £7 % esszencialis A csirke vazizom miozin SI

e konnyiilanc

CM loop 4 fragmentuménak szerkezete
g erdkar . .

loop-4C\ R/ foaiilEi6 Rayment és mtsai (24) alapjan

5 | nukleotid- /=~ ;'_::; konnydlane  modositva.
fels650kDa \KO6Zseb T X Y
szubdomén - @ 20

3.4. A miozin ATPAz mechanizmusa
A miozin (M) aktin tavollétében végbemend ATPaz ciklusat Bagshaw és Trentham
irta le (25-27) (7. abra). Sémajuk szerint az {itkdzési komplex kialakulasa (1. 1épés) utan

kovetkezik egy kvazi-irreverzibilis konformacid-valtozas (2. 1épés). Maga a hidrolizis
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(3.) lépés lassabb, reverzibilis reakcio. Ekkor torténik a miozin ,.felhiizadsa”, mely a
kovetkezé (4.) 1épésben relaxalodik. Ezutan torténik meg a termékek (P; és ADP)
felszabadulasa (5-7. lépés). A séma fontos tulajdonsiga, hogy az ATPaz reakcio

hajtéerejét az ATP-kotés szabadenergia-kiilonbségének tulajdonitja.

7. abra: A Bagshaw-Trentham

1 2 3
M + ATP —=— M.ATP —=— M".ATP «<—  M*.ADP.Pi séma.,
1|4 A magas fluoreszcenciaju
7 6 5 . s
M + ADP-—-— M.ADP - M*".ADP + Pi ~—— M*.ADP.Pi allapotokat ,,*”, illetve ,,**” jeloli.

A miozin aktin jelenlétében végbemend ATPaz ciklusat a kemomechanikai ciklus
modell irja le, mely 4 alapvetd Iépést kiilonboztet meg (28,29) (8. abra). A
nukleotidmentes, rigor aktomiozin komplex ATP kotés hatdsara disszocial. A kovetkezd
1épés az ATP hidrolizise, mely soran a miozin erdkarja felhuzodik (lever priming). A
miozin igy kotédik vissza az aktinhoz (M.ADP.P;). Végiil a termékek felszabadulasaval
kapcsoltan megtorténik az erégenerald 1épés (powerstroke), melynek soran a miozin

erékarja lecsapodik és a miozin disztalis része elcsuszik az aktinfilamentumhoz képest.

8. dbra: Az aktomiozin kemomechanikai
POSZT-RIGOR PRE-POWERSTROKE ) .
ATP — ATP, ADPP, ciklus modellje (Lymn-Taylor modell), a
ATP-hidrolizis
= -
erdkar felhuzas legfontosabb szerkezetek elnevezésével.
aktomiozin
disszociacio visszakotés az aktinhoz
ATP )T* Tl
RIGOR erbgeneralas START-OF-POWERSTROKE

nukleotidmentes ADP, P, ADPP,
MIOZIN

AKTIN

»

A miozin ciklikus miikddése soran erds és gyenge aktink6td allapotok valtakoznak (9.
abra). Eros aktinkotd allapot a nukleotidmentes (rigor) és az ADP-k6tott miozin, gyenge
aktinko6t6 az ATP, vagy ADP.P;-kotott miozin.
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9. abra: Erés és gyenge aktinkotd allapotok
A K s Ky K K X X
T TP = ANATF = [AVEATF = APIADYY, - [OADE =M megoszlasa De La Cruz és mtsai szerint.
t € enge aktink6ts kot . I . .
Kn o K e Kot Kot a) A kinetikai séma (30); b) a rajzolt séma (31)
MTATP = M@ATP) = M.ATI’ "-'M.A'I)l’.l’l % MADP 5= M alapjén modositva
aktinrél levalt
K K K; Ko K5
-L:: .&. 4— :-k::
8s akt gyengén Ktinkst
Wietsin.
levalt
N=¢
e e

3.5. A miozin funkcionalis egységei

A miozinfej funkcionalis egységei az aktink6té régio és nukleotidkoté hely, valamint
az erékar.

Az aktink6td arok az 50 kDa fragmentumban talalhato (6. abra), ezért 50 kDa aroknak
is nevezik. Az aktin kotésében szamos felszini hurok vesz részt: loop-4, CM
(cardiomyopathy) loop, prolin-gazdag/aktivacios hurok. A loop-4 stabilizdlja az
aktomiozin kolcsonhatast, a hegyén elhelyezkedé savas oldallanc az aktin bazikus
aminosavaival sohidat képez (32). A CM-loop (33) és a prolin-gazdag/aktivacios hurok a
miozin aktin aktivaciojahoz sziikséges (Varkuti és mtsai, kozlés alatt).

A nukleotidkoté zseb kialakitasaban egymastdl szekvencialisan tavol esé hurkok
jatszanak szerepet, melyek koziil a legfontosabbak: a P-hurok (foszfatk6té hurok, P-
loop), a switch-1 (kapcsolo-1) és a switch-2 (kapcsolo-2). Ezek a felszini hurkok igen
konzervativ részei a miozin fejnek, neviiket a G-fehérjékben fellelhetd homolog
szekvenciakrol kaptak (4). A P-hurok NTPazok az egyik legnagyobb és legdsibb
csoportot alkotjak a citoplazmatikus fehérjék kozt (34,35). Idetartoznak a miozinokon
kiviil a kinezinek és a P-hurok GTPaz fehérjék (pl. Rac, Rho cserefaktorok). A P-hurok
szekvencidja szerint egy glicin-gazdag szakaszt egy lizin, majd egy szerin vagy treonin
kovet (36). A switch-1 és switch-2 hurkok az atomi szerkezetek tanusaga szerint képesek
kiilon-kiilon nyitott és zart allapotban eléfordulni. A ,nyitott” és ,zart” kifejezések a
ligandum szempontjabol értendéek; azaz zart konformacionak nevezziik, amikor a hurok
a nukleotidhoz kozelebb, nyitott konformacionak, amikor a hurok a nukleotidtol tavolabb
van (10. abra). A switch-2 zarddasaval jard konformacio-valtozas endoterm folyamat
(37).
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10. abra: A switch-2 helyzete; zart és nyitott allapota Geeves
¢és Holmes (38) alapjan modositva.

A zart-nyitott atmenet soran a konverter helyzetének
megvaltozasa a switch-2 elem elmozdulasat idézi elé: a switch-
2 hélix a hozza kapcsolédd switch-2 hurok hajlasat és

csavarodasat eredményezi.

Az erdkart a konverter kapcsolja a relé régiohoz, ami pedig az aktinkotd régidval és a
nukleotidkotd zsebbel teremt kapcsolatot. Az erdkar két fo konformacidja a felhuzott (up

vagy primed) és a lecsapott (down vagy knocked) allapot (11. 4bra).

11. 4bra: Az erdkar két végallapota Geeves és Holmes (38) alapjan

e modositva.

flamentum

|\\ miean Az aktomiozin ,kereszthidban™ torténd szerkezeti valtozds a miozin

erckar |

mo ) remazow disztalis, erokarként szolgalé részének elmozdulasara korlatozodik.

miozin- o\
filamentum

/' lecsapott

3.6. Kommunikaci6é a miozin molekuldn beliil
A fenti funkcionalis egységek kozti allosztérikus kommunikacio képezi a motor
miikodés alapjat. A jelenlegi modell szerint az allosztéria az alabbi modokon valosul
meg:
1) Az er6s aktinkotés létrejottéhez a miozinfej felsd ¢és alsé 50 kDa szubdoménjei
kozt levo aktinkotd aroknak be kell zarodnia (39-41).
2) Az aktin-miozin kolcsonhatas a switch-1 hurok mozgasaval kapcsolt folyamat:

er6s aktinkotd allapotokban a switch-1 nyitott, gyenge aktinko6td allapotokban
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zart konformacioban talalhato. A switch-1 ilyen moédon a nukleotid- és az
aktink6t6 hely kozti kommunikacioban jatszik szerepet (42,43).

3) A switch-2 hurok mozgasa az erOkarral van Osszhangban aktinrol levalt
allapotban: felhtizott er6karnal a switch-2 zart, lecsapott er6karnal a switch-2
nyitott konformacioju. A switch-2 igy a nukleotidk6té hely, valamint az erkar
kozti kommunikacidban szerepel (37,44,45).

4) Az er6generalas nem az erékar felhtizasaval ellentétes konformacios utvonalon
megy végbe, hanem zart switch-1 és switch-2 hurok mellett torténik az erékar

lecsapasa (51).

3.7. Az aktin és az aktomiozin komplex szerkezete

Az aktint Straub F. Brund azonositotta 1943-ban. Az aktin monomer (globularis vagy
G-aktin) atomi szerkezetét csak 1990-ben irtdk le (46), DNaz I-gyel és egyéb
komplexekben kristalyositva. A G-aktint két, egymashoz hasonlé domén alkotja —
miozin- és DNS-koté domén —, melyeket egy Otszalu P-lemez és o-hélixek alkotnak. A
Mg-nukleotid a két domén kozti arokba, a B-lemezek k6z¢é kotédik. Mindkét domén két
szubdoménbdl épiil fel, melyek egyike az aktin-aktin kdlcsonhatasokban, a masik pedig a
nukleotid kotézseb kialakitasaban vesz részt. Az aktinfilamentum (F-aktin) szerkezeti
modelljét ugy épitették fel, hogy orientalt aktin gélek rontgenszorasos képébe illesztették
bele a G-aktin atomi szerkezetét. Az F-aktin eszerint 13 monomer balmenetes hélixeként

irhat le (47) (12. 4bra).

12. abra: Az aktin szerkezete Geeves és Holmes (38) szerint.

Az egyes aktin protomerek kiilonboz6 szinnel lathatok.

A filamentum kialakuldsa soran bekovetkezd konfomacio-
valtozasokat a modell finomitasa soran irtdk le. Ugyanekkor
hataroztak meg az F-aktint stabilizal6 ciklikus peptid, a falloidin
kotéhelyét, valamint falloidin-kotott aktin szerkezetét (48). Az
aktin polimerizacioja soran a monomerek 166°-ot fordulnak el
egymashoz képest, masrészt a szubdomének is 0,3-0,4 nm-rel

kozelebb keriilnek egymashoz, bezarva a nukleotid kétShelyet.

20
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Az F-aktin legujabb szerkezeti modellje 2009-ben latott napvilagot (49). Ez a
korabbiakhoz képest egy sikabb, kompaktabb szerkezetrél szamol be, amit a G-aktin 2
doménjének egymashoz képest 20°-kal vald elfordulasa idéz el§.

Az aktinfilamentum dinamikus fel- és leéptilése (treadmilling) soran alacsony ATPaz
aktivitds mérhetd. Ez a jelenség alakitja ki az aktinfilamentum direkcionalitasat és az
aktin polimer motor miikodését: az ATP-ko6tétt G-aktin monomerek folyamatosan
asszocialodnak a + véghez (barbed end) és az ADP-kotott monomerek folyamatosan
disszocialodnak a — végrol (pointed end).

Az aktomiozin rigor komplex pontos atomi szerkezete a mai napig sem ismert. A

komplex modelljét a miozinfej meglévé poszt-rigor szerkezetének a miozinnal telitett

.dekoralt” aktin krio-elektronmikroszkopos felvételébe valo illesztésével kaptak meg (13.

4bra) (43,50).

13. abra: Az aktomiozin komplex
modellje Holmes és mtsai alapjan
modositva.

a) Az F-aktin és a miozin 2 Sl

kristalyszerkezeti modelljének

illesztése az aktomiozin

h Y f . 2
nyitott 4rok ,kereszthid” elektronmikroszkopos
(gyenge aktink6t6) felvételek alapjan készitett
S }médés tengely térkitoltd modelljébe (50) szerint.

A két abra ugyanazt mutatja; két
kereszthid lathato atlatszo, illetve
atlatszatlan felszinnel. b) Az er6s
Zart arok aktinkotés  sordn  bekovetkezd
y (erds aktink5ts) konforméci6-valtozas  térkitoltd
modellen, illetve réntgen-
szerkezettel dbrazolva (43) szerint.
A rontgenszerkezetet a modellbe
illesztve latszik, hogy a miozin
molekula egyes részei — pl. gyenge koté allapotban a felsé 50 kDa domén — a modell szerinti felszinen
kiviil esnek. A nem jelolt részek szinkodja a 6. abraéval egyezik (kék: konverter és erdkar, zold: N-

terminalis 25 kDa domén, rozsaszin: ELC, sarga: RLC).
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3.8.

Az aktomiozin ciklus modelljét a szerkezetekkel 6sszhangban a 14. abra mutatja. A
modellben a switch-1 és switch-2 huroknak, az aktinkotd aroknak és a motordomén

kozponti B-lemezének (transducer) az allapotait feleltették meg a Lymn-Taylor modell 4

1épésével.
aktinkotott aktinrol levalt 14. abra: Az aktomiozin kemomechanikai
aengeerds skinkts o [] , ovense aktinkotes ciklus modellje a szerkezetekkel Osszhangban
4, TOP-OF- A | 3, PRE- J g
[ e
POWERSTROKE & | | | POWERSTROKE  Geeves és Holmes (51) alapjan médositva.
switch-1 nytot ' — [I'] switcn-1 zant
sx:(ch-ixﬂr\ I \—‘ g).‘. :wr:(c:lIQ z:r\n
rnsdicorcsavant | § | ransduce e
até & (] , iz
Tp’:m’::;:; I m:::’-;k:::‘::memms
- ) ayenge aktinkstis
1, RIGOR-SZERU § | & 2, POSZT-RIGOR
iy | B | awtentmyon
‘switch-2 zart N — | ‘switch-2 nyjtott
o ] e e

Az aktomiozin kolcsonhatast energetikai szempontbol is vizsgaltak. A nyul modellen
tanulmanyozott gerinces vazizom miozin 2 S1 (skS1) aktinkotése entropia-hajtott,
endoterm folyamat (52-55). Egyéb miozin izoformdk mds-mas aktivacios entalpia-
valtozast mutattak aktinkotés hatdsara (56). Az erds aktinkotés kialakulasa nagyban
hozzajarul az er6generalas soran torténé munkavégzéshez (57). A miozin energetikai
allapotahoz valoszintileg a motordomén kozponti B-lemezének (a transducer-nek) a

torzioja is hozzajarul, ami a miozin konformacio-valtozasai soran kovetkezik be.

Miozin gatlészerek

A miozin gatlasara tobbféle inhibitort is leirtak, azonban ezek alkalmazhatésaga
korlatozott. A BDM — 2,3-butandion-monoxim — egyéb sejtfehérjékkel is kolcsonhatasba
1ép (58); a BTS — N-benzil-p-toluolszulfonamid — befolyasolja a miozin aktin affinitasat
(59).

A Dblebbistatint (15. abra) a sejtosztodast gatlo miozin inhibitorként irtak le (60).
Késobbi vizsgalatok kideritették, hogy a nem-izom miozin izoforméakon kiviil a vazizom
és bizonyos simaizom miozinok specifikus inhibitora is (61-63). Ugyanakkor szelektiv
inhibitor: mas osztalyokba tartozo miozinok ATPaz aktivitasat nem gatolja (62). Gatlo
hatasat ugy fejti ki, hogy az aktinkoté arok mélyére kot (16. abra), a poszt-hidrolizis
allapotban blokkolja a miozint (M.ADP.P; komplex), gatolja a motilitast és lassitja a
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foszfat-felszabadulast (61,64). Ez a blokkolt szerkezet a miozin gyenge aktinkotd

allapota, igy a blebbistatin hasznalata azzal az eldnnyel jar, hogy a sejtben nem okoz

aktin-miozin ,keresztkotéseket”. A jelatviteli kutatasokban és in vivo munkakban ezért

széleskoriien alkalmazzak, amikor a miozin 2 izoformak funkciojat ki akarjak titni.

A blebbistatin fontos, a sejbiologiai és fluoreszcens kisérletekben figyelembe veendd

tulajdonsaga, hogy a kék és az UV fény inaktivalja (65,66).

felsé 50 kDa
szubdomén

Ktikot6 ligandumok:
aktinkoté Tstati
O blebbistatin
arok Oy

% §
als6 50 kDa -
szubdomén

c

szubdomén

15. abra: A blebbistatin szerkezete.
Forras: trc-canada.com. Az S(—)blebbistatin kémiai
szerkezete szerint 1-fenil-1,2,3,4-tetrahidro-4-

hidroxipirrolo-[2,3-b]-7-metilkinolin-4-on.

16. abra: A blebbistatin az aktinkotd arok mélyére kot.
Témavezetdm és mtsai (61) alapjan modositva. Az abrazolt
miozin 2 a DdAMD MgADP.AIF,-komplexe (PDB kod:
IMND).
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4. Célkitiizések és kérdések

Munkank célja az er6s aktinkotés és az erdgeneralas soran végbemend
szerkezetvaltozasok azonositasa volt. Az alabbi két témakorben a kovetkezé kérdésekre
kerestiik a véalaszt:

4.1. A blebbistatin nevii inhibitor mechanizmusanak vizsgalata

1) Hogyan befolyasolja a blebbistatin a miozin 2 motordomén konformacio-

valtozasait?

2)  Megvaltoztatja-e a blebbistatin a nukleotidk6té zseb és az aktinkétd arok, illetve a

nukleotidkoto zseb és az erdkar kapesoltsagat?

A kezdeti eredmények szerint tovabbi kérdések meriiltek fel, mivel ezekr6l is

informacio6 szerezhet6 a blebbistatin segitségével:

3) A termékfelszabadulas soran az erds aktinkotés Iétrejotte és az erfkar lecsapasa

milyen konformaciés valtozasokon keresztiil valosul meg?

4) A mar azonositott miozin.ADP.P;.blebbistatin komplexen kiviil eloallithato-e az

erdgeneralasnak mas stabil konformacids intermediere?
4.2. Az eros aktinkotés folyamatanak vizsgalata
Az erds aktinkotés létrejottének energetikai profilja és kinetikdja hogyan fligg 0ssze a
miozinnak az aktin tavollétében felvett szerkezetével a kiilonbdzé miozin izoformakban?

1) Az erés aktinkotés kialakuldasakor a miozinban bekovetkezé konformacio-

valtozasok (pl. az arokzarddas) hogyan befolyasoljak az aktinkotés energetikajat?

2) Az energetikai valtozasok mennyire jarulnak hozza az erdgenerald lépés

,hajtasahoz”?
3) Az energetikai valtozasok mennyire univerzalisak a kiilonb6z6 miozin izoformak

erdgeneralasa soran?
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5. Anyagok és médszerek

5.1. A munka soran hasznalt anyagok

A munkank soran hasznalt vegyszerek és reagensek a Sigma-Aldrich termékei. A
kivételek: a "HLS’ (Formedium) ¢és az ’Insect-Xpress’ (Lonza) taptalaj; az Sf9 és
kompetens sejtek, a falloidin, valamint a 4-20 % gradiens Tris-Glycine gélek
(Invitrogen); a geneticin és az FBS (Gibco); a DNS-izolalé miniprep kit és a "Ni-NTA’
agar6z gyanta (Qiagen); az anti-egér IgG ellenanyag és a Western Blue reagens
(Promega); a FLAG peptid (EZBiolab); a *Q Sepharose’ gyanta (GE Healthcare); a
NaHCO; (Reanal); az aceton, ecetsav ¢és etanol (Molar Chemicals); az N-(1-
pirén)jédacetamid (Molecular Probes); a mérésekhez hasznalt, nagy tisztasagi ATP és
ADP (Roche)'; a blebbistatin (Calbiochem).

A milanyag eszk6zo6k, a gépek és a miiszerek gyartoit a szovegben jeleztem.

5.2. Fehérjetermelés és fehérjetisztitas
5.2.1. Gerinces vdzizom miozin 2 preparalis
A gerinces vazizom miozin 2-t Margossian és Lowey (54); az S1 és HMM
fragmentumokat (a tovabbiakban: skS1 és skHMM) Okamoto és Sekine (67) modszere
alapjan preparaltuk nyul vazizombol Hegyi Gyorgy professzor segitségével.
5.2.1.1. Miozinkivonas
A nyul vazizmokat jégben lehiitottiik 15 percig, hiisdaralon megdaraltuk és 3 ml/g
miozin kivonopufferrel (150 mM KH,PO,; 300 mM KCI; 89 mM KOH) 10 percig
jégben kevertettiik. A szuszpenziot 7000/perc fordulatszamon 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk Avanti J25i késziilékben JLA 9.1000 rotorral, majd a feliiluszot gézen
atszlirtiik. A tiszta feliiliszo volt a miozin oldata. A miozint 12-szeres térfogatli hideg
1 mM EDTA oldatba val6 csurgatéssal kicsaptuk, majd hagytuk iilepedni. Ezutan a
A kicsapas, llepités és visszaoldas ciklusat megismételtiik, majd a feloldott miozint
40000/perc fordulatszamon 90 percig 4 °C-on ultracentrifugaltuk Beckman L7-65

késziilékben 55.2 Ti rotorral. A feliiliszo tetejérdl leszivtuk a maradék lipidréteget

! A fehérjepreparalasoknal a Sigma-Aldrich altal gyartott ATP-t hasznaltuk.
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(sziikség esetén a feliilluszot gézen is atszlirtik), végil a miozin oldatbol
koncentraciomérés utan (atlagosan 40-50 mg/ml) S1, illetve HMM fragmentumot
készitettiink.
5.2.1.2. Az S1 fragmentum (skS1) készitése
A miozin oldatat 1. dializispufferrel (13,6 mM Na,HPO4.7H,O; 6,4 mM
NaH,P04.3H,0 pH 7,2; 120 mM NaCl; 2 mM EDTA) 20-25 mg/ml koncentraciojura
higitottuk és ugyanebben dializaltuk egy éjszakan at. Az igy ,,félig kicsapott” miozint
0,05 mg/ml végkoncentracidju a-kimotripszinnel emésztettiik 10 percig 25 °C-on. Az
emésztést 3 mM PMSF hozzdadasaval allitottuk le, majd a miozint 2.
dializispufferben (20 mM HEPES pH 7,2; 10 mM KCl) egy éjszakan at dializaltuk.
Végiil ultracentrifugaltuk (40000/perc, 55.2 Ti rotor, 90 perc, 4 °C), a tiszta
feliliszoban volt az skS1 fragmentum.
5.2.1.3. A HMM fragmentum (skHMM) készitése
A miozin oldatat elészor KCl; (KH);PO4 pH 6,5 és MgCl, oldatokkal higitottuk
ugy, hogy a miozin végkoncentracidja 20-25 mg/ml, a foszfat pufferé 50 mM, a
KCl1-¢ 500 mM, a MgCl,-¢é 2 mM legyen. A tovabbi Iépéseket (emésztés ¢s leallitasa,

dializis, ultracentrifugalas) az S1 fragmentum készitésével megegyezden végeztiik.

A tisztitott fragmentumok rendszerint 4-7 mg/ml (30-50 uM, M, = 134 kDa, skS1);
illetve 1,5-5,5 mg/ml (10-30 uM, M, = 170 kDa, skHMM) koncentraciojiiak voltak. Az
S1 és HMM mintakat 250 pl-ként fagyasztocsovekbe (Greiner Bio-One) toltottiik és igy
fagyasztottuk le folyékony nitrogénben, majd Arpege 110 tartalyban (VWR) taroltuk.

5.2.2. Dictyostelium discoideum miozin 2 motordomén (DdMD) expresszio
A vad tipusi (m761), valamint az egy-triptofanos (W239+, WS501+) miozin 2
motordomén konstrukciokat Dictyostelium discoideum sejtes nyadlkagomba rendszerben
expresszaltuk (68,69).
A laborban korabban, a pDXA-3H/M761 plazmid (70) mutagenezisével® készitett
szekvenciakat (42,45) DH5a E. coli kompetens sejtekben szaporitottuk fel és QiaPrep

2 A W501+ mutansban a vad tipust DAMD m761 masik harom triptofanjat (W36, W42, W584) cserélték
fenilalaninra; a W239+ esetén eldszor mind a négy triptofant fenilalaninra mutaltak (W- konstrukcio), majd a
vad tipusu F239-et triptofanra.
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5.2.3.

spin miniprep kit segitségével izolaltuk. A konstrukciokat elektroporalassal (Gene
Pulser XCell késziilékkel, Bio-Rad) juttattuk Dictyostelium discoideum (a
tovabbiakban: Dd) AX2 ORF+ sejtekbe (71). A Dd sejteket 21 °C-on ndvesztettiik 20
ml HLS taptalajban 12,4 g/ gliikoz; 100 unit/ml penicillin; 0,1 mg/ml streptomycin és
geneticinjelenlétében 75 cm’-es sejttenyészté lemezen (TPP). A plazmidot felvett
sejteket eloszor 10 mg/l geneticinnel szelektaltuk, és csak a lemez bendvése utan
alkalmaztuk 30 mg/l koncentracioban. A lemez bendvése utan a sejteket 100 ml
kulturdba oltottuk at és razattuk 120/perc fordulatszamon 21 °C-on. 107/ml sejtszam
elérése utan a kulturat 100 ml-bdl eldszor 400 ml-be, majd ebbdl 41-be oltottuk at.

A lemez bendvéséhez elektroporalas utan 7-21 napra volt sziksége a Dd sejteknek,

egyéb esetben 2-3 naponta kellett atoltani a lemezen vagy razatva fenntartott kulturat.

DdAMD preparalas

A Dd sejteket 10"/ml sejtszam  elérésekor centrifugalassal gyijtottiik Ossze
(2700/perc, 7 perc, 4 °C Beckman J2-MC késziilékben, JLA 10.500 rotorral), majd
egyszer PBS-ben (10,1 mM Na,HPO,4.7H,0; 1,8 mM KH,PO4 pH 7,3; 140 mM NaCl;
2,7 mM KCI) mostuk.

A sejtek feltarasakor az tiledéket (35-40 mg) 160 ml lizis pufferben (50 mM Tris pH
8,0; 2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA; 3 mM DTT; 5 mM benzamidin; 40 pg/ml PMSF)
homogenizaltuk, majd tovabbi 80 ml 1 V/V % TritonX-100 detergenst is tartalmazo
lizis puffert adtunk hozza. A szuszpenziot 2-3-szor 6 percig jégben szonikaltuk Branson
Sonifier 250 késziilékkel (VWR). A lizdtumot még 1 o6ra hosszan jégben inkubaltuk,
majd 55000/perc fordulatszamon 60 percig 4 °C-on ultracentrifugaltuk 55.2 Ti rotorral.

A termeltetett miozin kivonasahoz az iiledéket 90 ml extrakcios pufferben (50 mM
HEPES pH 7,3; 30 mM K-acetat; 10 mM Mg-acetat; 3 mM B-merkaptoetanol; 5 mM
benzamidin; 40 pg/ml PMSF) homogenizaltuk, majd ultracentrifugaltuk (55000/perc,
45 perc, 4 °C). Ennek az iiledékét ismét homogenizaltuk 60 ml, 10 mM ATP-t és 10
mM MgClh-ot is tartalmazd extrakcios pufferben. Ultracentrifugalas (55000/perc, 60
perc, 4 °C, 55.2 Ti rotor) utian a feliiliszobol a motordomént His-cimkés affinitas
kromatografiaval tisztitottuk hidegszobaban (45,69).

Az affinitas-tisztitashoz 15 ml Ni-NTA agar6z gyantat 50 ml alacsony sotartalmu
pufferrel (50 mM HEPES pH 7,3; 30 mM K-acetat; 3 mM f-merkaptoetanol; 5 mM
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5.2.4.

benzamidin) mosva készitettiink eld. A miozin feliliszot a gyantara 2 ml/perc
sebességgel vittiik fel Pump P-1 perisztaltikus folyadékpumpaval (Amersham
Biosciences). Ezutan ismét 50 ml alacsony sotartalmi pufferrel, majd 40 ml magas
sotartalma (50 mM HEPES pH 7,3; 300 mM K-acetat; 3 mM B-merkaptoetanol; 5 mM
benzamidin) pufferrel mostuk a toltetet (2-2 ml/perc sebességgel). Végiil az egyéb
szennyez$ fehérjéket tavolitottuk el (3 ml/perc) 80 ml alacsony imidazol-tartalmi
pufferrel (50 mM imidazol; 45 mM HEPES pH 7,3; 27 mM K-acetat; 3 mM [-
merkaptoetanol; 5 mM benzamidin). A frakciok fehérjetartalmat Bradford reagenssel
(0,1 g/l Coomassie Brillant Blue G250; 0,05 V/V % etanol; 0,1 V/V % foszforsav)
ellendriztiik. A rekombinans motordomént magas imidazol-tartalmt pufferrel (450 mM
imidazol pH 7,3; 2 mM HEPES; 4 mM NaCl; 0,2 mM MgCl,; 3 mM B-merkaptoetanol;
5 mM benzamidin) elualtuk (0,9 ml/perc). A frakciok fehérjetartalmat ezuttal is
ellendriztitk Bradford reagenssel. A tisztitott motordomént DAMD mérési pufferben (20
mM HEPES pH 7,2; 40 mM NaCl; 2 mM MgCl,; | mM DTT) dializaltuk kétszer 8 6ran
at.

Egy adag gyantat 5 alkalommal hasznaltunk DAMD tisztitasra. Az elici6 utan a
gyantat tovabbi 30 ml eliicios pufferrel, majd 50 ml vizzel mostuk el. Ha hosszabb ideig
nem hasznaltuk, a gyantat 20 V/V % etanolban taroltuk.

Konstrukciotol fuiggden rendszerint 0,9-2,5 mg/ml-es (10-30 uM, M, = 89 kDa)

fagyasztottuk le folyékony nitrogénben.

Kalmar (Loligo pealei) izom miozin 2 preparalas

A kozonséges kalmar (Loligo pealei, squid) miozin 2-t, illetve S1-et (LpS1) Stafford
és mtsai (72), illetve Kalabokis és mtsai (73) altal leirt modszer szerint Elizabeth
O’Neall-Hennessey preparalta Andrew Szent-Gyorgyi laboratériumaban (Brandeis
University, Waltham, Egyesiilt Allamok). A fehérjemintdk 15-20 mg/ml (110-150 pM,
M, = 134 kDa) koncentraciojuak voltak.
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5.2.5. Miozin 5 S1 expresszi6

Az egér vad tipusi miozin 5a S1 fragmentumat (m5S1) Spodoptera frugiperda
eredetii sejtkultiraban (a tovabbiakban: Sf9) termeltikk, bakulovirus expresszios
vektorokat hasznalva (74,75).

A szekvenciak el6allitasahoz a miozin 5 S1 N-terminalis 820 aminosavat és az elsé
két IQ motivumat, valamint a FLAG cimkét (szekvencia: DYKDDDDK ill.
GACTACAAGGACGACGATGATAAG) kodolé ¢cDNS-t DH10Bac E. coli kompetens
sejtekben szaporitottuk fel, pFastBacl bakulovirus vektorba klonoztuk, majd Sf9
sejtekben amplifikaltuk. A vektorok ellenérzésére agardz gélelektroforézist (1,5 %
agar6z, 40 V, 30 perc) és DNS-szekvenalast végeztiink.

A bakulovirusokat legalabb 3. generdcioig amplifikaltuk; ezt 8x10%/ml
koncentracioju S sejtben, 1 V/V % virus mellett végeztiik 48 6ran at (27 °C, 125/pere,
lasd lejjebb). A virust centrifugalas (1000/perc, 2 perc, 4 °C Janetzki K23 centrifugaban,
kilendiild rotorral) utén a feliiliszo® tartalmazta, melyet 2 V/V % FBS mellett 4 °C-on,
fénytdl védve taroltunk 75 cm’-es sejttenyésztd lemezben. A virusokkal valdé munkanal
az Invitrogen protokollja alapjan jartunk el (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/
manuals/bactobac_man.pdf).

Az S19 sejteket 27 °C-on ndvesztettiik 50 ml térfogatban Insect-Xpress taptalajban 50
unit/ml penicillin és 0,05 mg/ml streptomycin jelenlétében 125/perc fordulatszamon
razatva.Az  Sf9  sejttenyésztésnél is az Invitrogen leirasat vettiik alapul
(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/insect_man.pdf). A kultirat hetente
kétszer* higitottuk, 8x10°/ml koncentraciojura. A fehérjeexpressziora szant kulturat 50
ml utan eldszor 2-400 ml, majd 2-3 1 térfogatban vettiik fel.

Expresszio alkalmaval 2-3 liter 2x10%ml koncentraciojii sejtkulturat egyiitt
fertdztiink amplifikalt (legalabb 3. generacids), a fenti pFastBacl vektort, valamint
Xenopus laevis kalmodulinjanak szekvenciajat hordozo bakulovirussal. Az expresszid
idGtartamat (48 vagy 72 h) és az idealis fert6z6 virusmennyiséget (1, 3 vagy 5 V/V %)
probaexpresszioval” hataroztuk meg 25 ml Sf9 kulturdban SDS-gélelektroforézist

kovetd Western blot segitségével.

? Sziikség esetén (pl. maradék sejttormelék vagy bakterialis szennyezés gyantja) a virusokat 0,22 pm-es porusi

Millex sziirén (Millipore) is atsziirtiink. A sziirés ugyanakkor gyengiti a virusok mindségét.
* A scjthigitast ,,3 és fél” naponta, hétfs déleltt és csiitortok délutan, illetve kedd délelétt és péntek délutan
végeztiik; egy sejtkultiranal lehet6leg mindig azonos oraban.
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5.2.6.

Az SDS-gélelektroforézist az 5.3.5. fejezetben irtam le. A Western blot soran
Hybond-C Extra membranra (Amersham Biosciences) vittiikk at a fehérjéket (40 V, 60
perc, jégben), majd az alabbi reagensekkel detektaltunk: 1. ellenanyag — 1 ng/ml
monoklonalis egér anti-FLAG IgG; 2. ellenanyag — 0,1 pg/ml alkalikus foszfatazzal
konjugalt anti-egér IgG; el6hivo reagens — membranonként 1 ml Western Blue. Az
ellenanyagokat 15 ml 1,5 % BSA-t is tartalmazé TBS-TWEEN pufferben (49,5 mM
Tris pH 8; 117 mM glicin; 0,005 V/V % TWEEN-20) higitottuk, amivel a membrant is

mostuk az egyes 1épések kozt.

Miozin 5 S1 preparalas

Az S sejteket centrifugalassal gytjtottiik dssze (9000/perc, 10 perc, 4 °C Avanti
J251 késziilékben JLA 9.1000 rotorral), majd kétszer PBS-ben mostuk. A masodik
mosas soran a sejteket 50 ml-es Falcon-csovekbe (TPP) tettik at, centrifugalas
(3000/pere, 2 perc, 4 °C Janetzki K23 késziilékben kilendiild rotorral) utan az iiledéket
folyékony nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk; majd a feltarasig -80 °C-on taroltuk.

Feltaraskor az iiledéket jégben extrakcids pufferben (10 mM HEPES pH 7.3; 0,5 M
NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM EGTA; 3 mM NaNs; 0,1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 1
png/ml leupeptin; 2 mM ATP) olvasztottuk fel, majd homogenizaltuk. Sziikség esetén a
szuszpenziot 2-3-szor 1 percig jégben szonikaltuk is. Centrifugalas (20000/perc, 20
perc, 4 °C Beckman J2-MC késziilékben JA-20 rotorral) utan a feliiliszobol a m5S1-et
FLAG-cimkés affinitas kromatografiaval tisztitottuk hidegszobaban (74,75).

1 ml anti-FLAG agaréz gyantat 3 ml PBS-aziddal (PBS + 5 mM NaN3); majd 4 ml
0,1 M pH 3,5 glicinnel; végiil ismét kétszer 3 ml PBS-aziddal mosva készitettiink el. A
feltart sejtek feliiliszojat Osszekevertik a gyantaval, majd 1 éjszakan at 4 °C-on
forgattuk Falcon-csovekben. Centrifugalas (1000/perc, 2 perc, 4 °C Janetzki K23
késziilékben kilendiilé rotorral) utan a gyantat MgATP-t is tartalmazo6 1. mosépufferben
(10 mM HEPES pH 7,2; 0,5 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaNj3; 0,1 mM DTT; 0,1
mM PMSF; 1 pg/ml leupeptin; 1 mM ATP; 5 mM MgCl,) mostuk. A gyantat oszlopba
toltottiik, majd rola az egyéb szennyezd fehérjéket Gjabb 3 ml 1. mosopufferrel
tavolitottuk el. A FLAG-ellenanyaggal keresztreaktiv fehérjéket 3 ml alacsony ionerejii
2. mosoépufferrel (10 mM HEPES pH 7,2; 0,1 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaN3;
0,1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 1 pg/ml leupeptin) mostuk le.
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5.2.7.

Végiil a rekombinans S1 fragmentumot 2. mosopufferben oldott 0,3 mg/ml FLAG
peptiddel elualtuk, 300 pl-es frakciokat szedve. A frakciok fehérjetartalmat Bradford
reagenssel ellendriztikk. Egy adag anti-FLAG gyantat 3 alkalommal hasznaltunk m5S1
tisztitasara. Az elucié utan a gyantat az el6készitéssel azonos modon mostuk el, majd
PBS-azidban taroltuk 4 °C-on. Sziikség esetén az eludlt frakciokat 'Q Sepharose’
gyantan toményitettiik: a gyantat 2. mosopuffer és 3 M KCI 1:1 aranyu keverékével
mosva készitettiik el6, a FLAG frakciokat felvittik, majd MgATP-mentes 1.
mosopufferrel elualtuk. Az Sl-tartalma frakciokat 8 oran at 1. dializispufferben
(MgATP-mentes 1. mosopuffer), majd 3 oran at 2. dializispufferben (10 mM HEPES
pH 7,2; 0,1 M KCL 0,1 mM EGTA; 3 mM NaNj) dializaltuk (mindkét puffer
tartalmazott 1 mM DTT-t is).

Rendszerint 0,4-1 mg/ml-es (3,5-8 uM; M, = 120 kDa) koncentracioji m5S1-et

sikertilt tisztitani. A mintakat 250 pl-ként fagyasztottuk le folyékony nitrogénben.

A miozinok koncentraciéjanak mérése
96-lukt lemezen (TPP) 620 nm-en Biotrak II lemezleolvaso késziilékkel (Amersham
Biosciences). Kontrollként 1 mg/ml-es BSA oldatot hasznaltunk (17. abra).

h B 1,0

08

ABS 620nm

0,6

u 1,049 mg/ml BSA

04r A Dd m761
o DdMD dializispuffer
02 % =
0 2 4 6 8

ul fehérje/200 pl Bradford

17. abra: Fehérjekoncentracio-mérés 96-luka lemezen.

a) A kalibralo BSA oldat, illetve a tisztitott Dd miozin kiilonb6z6 térfogatai 200 ul Bradford reagenssel
osszekeverve a lemezen. A fehérjéket 1-6 pl kozt mértem be; 1,5 pl-ként novekvo térfogattal; a 12. luk
csak Bradford reagenst tartalmaz.

b) A kapott abszorbanciak a fehérjék bemért térfogatanak fliggvényében. Az illesztett egyenesek (y =a +
bx, lasd: 13.6. fejezet) meredekségébdl (b) szamoltam a preparalt fehérje koncentraciojat. Itt: bgsa =

0,072 + 0,006 & byzg = 0,170 + 0,005; ebbdl [m761] = 2,49 mg/ml (28 uM).
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Sziikség esetén a fehérjemintakat Amicon ill. Centricon bekoncentrald csdvekben
(Millipore) valé centrifugélassal (legfeljebb 3000/perc, 4 °C Janetzki K23 késziilékben

kilendiil6 rotorral) toményitettiik.

5.2.8. Aktinpreparalas
Méréseinkhez nyul vazizombol szarmazo o-aktint hasznaltunk, melyet Straub (76),
valamint Spudich és Watt modszere alapjan (77), az alabbi médon preparaltunk.
5.2.8.1. Aktin ,,szdarazpor” készités
A nyul vazizom miozinhoz hasonléan az aktin ,szdrazport” is Hegyi Gyorgy
professzor segitségével készitettiik.
A miozin kivondsa utdni izommaradékot —20 °C-on lefagyasztottuk, majd
felolvasztas nélkiil felszeleteltik és megmértiik a tomegét. Az izmot kétszer 10 percig
5 ml/g hideg vizzel; kétszer 10 percig 5 ml/g hideg 0,4 %-0s NaHCOs-oldattal; majd 1
percig ismét hideg vizzel mostuk. Az egyes mosasok utan az izommaradékot
szlirdzsakban mindig kipréseltiik. Végiil az izmot a teljes vizmentesitéshez 5-6-szor
10-15 percig 1-2 ml/g hideg acetonnal mostuk, majd rendre kipréseltikk. A fennmarad6
forgacsot — az aktin ,,szarazport” — teljes szaradas utan 4 °C-on taroltuk.
5.2.8.2. F-aktin prepardlds
Preparalasonként 5-6 g aktinport 20 ml/g hideg G pufferben (2 mM Tris pH 7,7; 0,1
mM CaCl; 2,5 mM DTT; 0,5 mM ATP) 40 percig jégben kevertettiink, majd
vizlégszivattyl segitségével szlirdpapiron leszilirtiink. Az oldatot 2 mM MgCl, és 50
mM KCl hozzdadasaval 30 percig szobahémérsékleten polimerizaltuk, ezutdn a
tropomiozin-mentesitésért tovabbi 450 mM KCl-ot hozzaadva 1 o6ran at jégben
kevertettiik. Az oldatot 40000/perc  fordulatszamon 90 percig 4 °C-on
ultracentrifugaltuk Beckman L7-65 késziilékben 55.2 Ti rotorral, a csapadékot 15-20
ml G pufferben homogenizaltuk, majdugyanebben haromszor 8 oran at dializaltuk
(depolimerizalds). Az oldatot ismét ultracentrifugdltuk (40000/perc, 90 perc, 4 °C,
55.2 Ti rotor), a feliiluszo volt a tiszta G-aktin. A G-aktint 2 mM MgCl, és 50 mM
KCl hozzdadasaval 30 percig szobahOmérsékleten polimerizaltuk, majd
ultracentrifugaltuk (40000/perc, 90 perc, 4 °C, 55.2 Ti rotor). A csapadékot 8-15 ml F
pufferben (4 mM HEPES; 2 mM MgCly; 3 mM NaNs3; 1| mM DTT) homogenizalva,

majd e pufferben kétszer 8 oran at dializalva megkaptuk az F-aktint.
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Az F-aktin koncentracidjat a 290 nm-en mért abszorbanciaja alapjan hataroztuk

meg (M; = 42 kDa és £99=2,65-10"M'cm™). Rendszerint 4-8 mg/ml-es

uM), a szarazporbol 1-2 %-os hatasfoki kitermeléssel.

5.2.8.3. Pirén-F-aktin prepardlas

Az aktin Cys*"*-en N-(1-pirén)jodacetamiddal (a tovabbiakban: PIA) valo kovalens
jelolését Cooper és mtsai altal leirtak (78) alapjan kiviteleztiik, az alabbi modon.
dializaltuk DTT-mentes F pufferben® (a DTT versengene a PIA-dal a Cys-hez valo
kotodésért). A pirén-jelolést DMSO-ban frissen feloldott 50 mM-os PIA-dal végeztiik,
melyet 10-szeres molaris feleslegben (208-szoros higitdsban) adtunk az aktinhoz.
Ezutan az aktint egy éjszakdn 4t billegbasztalon, szobahémérsékleten inkubéltuk
fényt6l védve. A jelolt F-aktint 1000/perc fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk
Janetzki K23 késziilékben kilendiil6 rotorral, a feliiliszot kétszeresére higitottuk DTT-
tartalm F pufferrel, majd ultracentrifugaltuk (40000/perc, 90 perc, 4 °C, 55.2 Ti
rotor). A depolimerizalast a jeloletlen aktinhoz hasonldéan végeztiik (polimerizalas,
dializis G pufferben, majd ultracentrifugalas). A tiszta G-aktint 2 mM MgCl, és 100
mM KCl hozzdadasaval 30 percig szobahOmérsékleten polimerizaltuk, majd
ultracentrifugaltuk (40000/perc, 90 perc, 4 °C, 55.2 Ti rotor). A csapadékot 3-8 ml F
pufferben felvéve, majd e pufferben kétszer 8 oran at dializalva megkaptuk a pirén-F-
aktint (a tovabbiakban: PA).

A PA koncentracidjat a 290 nm-en (aktin), 320 nm-en (fényszoras), illetve a 344
nm-en (pirén) mért abszorbancia (4BS) alapjan szamoltuk ki, az alabbi dsszefliggések
szerint:

[aktin] (UM) = [(4BS290 — ABS320) — 0,127 - ABS344]/0,022

[pirén jelolés] (UM) = ABS344/0,022

A jelolés hatasfoka = [aktin]/[pirén jelolés] - 100 %

Rendszerint 50-100 uM koncentraci6ji PA-preparatumokat allitottunk el6,

70-100 %-os pirén jeloléssel.

° Rendszerint a friss jeldletlen F-aktint DTT-mentes pufferben vettiik fel, majd a jelolésre szant aktin elvétele
utan dializaltuk a maradékot DTT-tartalmu F pufferben. Igy a jeldlendd aktin nem is talalkozott DTT-vel.
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Mind a jeldletlen, mind a pirén-jelolt F-aktint 1,5-szeres molaris feleslegben
hozzaadott falloidinnel stabilizaltuk; az aktin mért koncentraciojat a hozzaadott térfogat
szerint korrigaltuk. A preparalt aktint jégben taroltuk és legfeljebb 1 honapig hasznaltuk
fel. A tovabbiakban az aktin (A) vagy pirén-aktin (PA) F-aktint jelent.

A preparalt és tisztitott fehérjéket az 1. tablazatban, a rekombinans konstrukciokat
kiilon a 2. tablazatban, a gyakrabban hasznalt reagenseket a 3. tdblazatban, az oldatokat

a Fiiggelék 13.1. fejezetében foglaltam &ssze.

5.3. Mérések
5.3.1. A mérések alapelvei
Az Eredmények 6.1. alfejezetében ismertetett blebbistatinos méréseket DdMD
mérési pufferben (20 mM HEPES pH 7,2; 40 mM NaCl; 2 mM MgCly; 1| mM DTT —
lasd: 5.2.4. fejezet) kiviteleztem, rendszerint 20 °C-on. A 6.2. alfejezetben leirt,
aktinkotéssel foglalkozd kisérleteket stopped-flow (SF) pufferben (20 mM HEPES pH
7,0; 0,1 mM EGTA; 5 mM MgClL; 1 mM DTT) végeztem. Az SF puffer ionerdsségét
KCl-dal allitottam be. Ha kiilon nem jeleztem a koriilményeket, akkor 50 mM KCl-ot
tartalmaz6 ,,SF50” pufferben (ionerdsség (1) = 75 mM), 25 °C-on mértem.
A nukleotidmentes mintakbol az esetleg jelen 1évé szennyezd nukleotidokat altalaban
0,1 unit/ml apirazzal tavolitottam el; szobahdmérsékleten 30 percig inkubalva.
Az ADP-bdl a szennyezé6 ATP-t miozinnal hidrolizaltam el, szobahdmérsékleten 30
percig inkubalva. Ahol masként nem jeleztem, ott az ADP torzsoldatot — mely a
miozinnal a mintikhoz valé hozzaadis el6tt’. A DAMD konstrukciok ADP-ben vald
aktinkotésének vizsgalatakor, illetve a kiillonboz6 homérsékleten végzett egyensulyi
titralasok esetén nem az ADP torzsoldatban, hanem a kiilonb6z6 koncentracioji miozint
(M) tartalmazé "M.ADP’ ill. ’A.M.ADP’ mintakban hidrolizaltam el a szennyezé ATP-t
(szobahémérsekleten 30 percig inkubdlva). Lasd az Eredmények 6.1.7.1 és 6.2.6.

fejezetében bemutatott kisérleteket.

® A koncentracidkat Ggy valasztottam, hogy az ADP-ben lev$ miozin a mintihoz valé hozzéadés utén legfeljebb
1 %-os hibat okozzon a bemérési koncentraciokban.
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5.3.2. Steady-state ATPaz mérések
A miozin konstrukciok steady-state bazalis (aktin tavollétében mért) és aktin-aktivalt
ATPaz aktivitasat Shimadzu UV-2101 PC spektrofotométeren mértem a NADH-csatolt
reakcio (coupled assay, NADH-linked assay) modszerével (79,80).
A reakcio elve:
miozin: ATP — ADP + P;
piroszélésav kinaz (PK): ADP + foszfoenol-piroszélésav (PEP) — ATP +
pirosz6lésav
tejsav-dehidrogenaz (LDH): pirosz616sav + NADH — tejsav + NAD"
A reakciot a miozin hozzaadasaval inditottam el, az aktin-aktivalt méréseknél az
aktinnal titraltam a mintakat.

Az ATPadz aktivitds szamitdsa:

A NADH fogyasat a 340 nm-en mért abszorbancia (4BSss) csokkenése alapjan
kovettem. Az egyes hozzdadasok utdn a gérbe linedris szakaszara rendre egyenest
illesztettem.

Aktivitas (s) = meredekség [d4BS340/d1])/(enapr, 340-[miozin])

A miozin aktudlis koncentracidjat minden esetben korrigaltam a hozzaadasokbol
szarmaz6 higulassal, valamint a mért aktivitasokbol levontam az aktin sajat ATPaz
aktivitasat is.

A mintak Osszetételét a Fiiggelék 13.2.1. fejezetében irtam le.

5.3.3. Steady-state fluoreszcencia-mérések
A fluoreszcencia-méréseket SPEX 320 FluoroMax ™ spektrofluoriméteren végeztem
10 mm-es kvarckiivettaban (Hellma) 200 pl térfogatban 4 nm-es rés mellett, rendszerint
’s/t” (samplelreference) modban az alabbi beallitasok szerint:

Triptofan fluoreszcencia-spektrumok:

gerjesztés 297 nm-en, emisszi6 310-430 nm kozott;
csucsnak egy kisebb fluoreszcencia-tartomany atlagat vettem (altalaban 342-348 nm),
¢és az eredményeket erre az atlagértékre normalizaltam.

Pirén-aktin fluoreszcencia-spektrumok:

gerjesztési spektrum 300-390 nm kozt, emisszio 406 nm-en;

emisszids spektrum 380-460 nm kozt, gerjesztés 365 nm-en.
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Az idd ill. a hdmérséklet fiiggvénvében mért triptofan fluoreszcencia:

gerjesztés 297 nm-en; emisszid az adott preparatum spektrumanak maximuma alapjan

egy, a 340-346 nm kozti hullimhosszon; a normalizalast az egyes méréseknél irtam le.

Az adatokat minden mérésnél korrigaltam a triptofan vagy pirén szenzort hordozd
fehérje higulasaval. A spektrumok esetén tovabba az értékelésnél a tobbi eredménybdl
mindig kivontam a fehérjementes (ill. a megfeleld koncentracioju blebbistatint mar

tartalmaz6) puffer fluoreszcenciajat.

5.3.4. Megallitott Aramlasos (stopped-flow) Kisérletek
A megallitott aramlasos méréseket KinTek SF-2004 (Kin-Tek Corporation, 18.a
abra), és Bio-Kine SFM 300/400 (Bio-Logic, 18. b abra) gyorskinetikai berendezésen
végeztem 4 nm-es rés mellett az alabbi beallitasokkal.
Triptofan fluoreszcencia: gerjesztés 297 nm-en, emisszid 340 nm-es interferencia
sztirével (Corion CFS-001999 9L134).

Pirén-aktin_fluoreszcencia: gerjesztés 365 nm-en, emisszio 420 nm-es felilatereszté

(long pass) sziirgvel (Comar Instruments).

Fényszoras: emisszid 320 nm-es sziirdvel (Comar Instruments)’.

ﬂunveszcencla fluoreszcencia
ényt e forensioerer) iaf
P freatacel Tanshe TRk

keverés

kevevés

keverés
[ tubusok W m W tubusok
e oo D

18. dbra: A hasznalt SF késziil¢kek.
a) Kin-Tek SF-2004 (forras: http://www.kintek-corp.com), b) Bio-Kine SFM 300/400 (forras:

http://www.bio-logic.info), c-d) A késziilékek sémaja egyszeres és kétszeres keverés (,,0sszel6vés”)

esetén http://www.hi-techsci.com alapjan modositva.

A tubusokban levé mintakat mindig 1:1 térfogati aranyban kevertem Ossze. A

keverés roviditése a grafikonokon ,x” (pl. M x PA). A kisérletek leirasanal és az

7 Ha kizarolag fényszorast mértem, a gerjesztést is 320 nm-en végeztem. Ha més csatornan is detektaltam
triptofan vagy pirén fluoreszcenciat, a gerjesztést is ugy valasztottam.
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5.3.5.

5.3.6.

eredmények abrazolasanal altalaban a mintdk gyorskeverés utani (post-mix)
koncentraciojat tuntettem fel. A késziilékek sémaja a 18. ¢ és d abrakon lathato; a

késziilékek elvét a Fiiggelék 13.3 fejezetében irtam le.

Koszedimentacio

A 100 pl-be Gsszemért mintakat 90000/perc fordulatszamon 20 percig 4 “C-on
ultracentrifugaltam Beckman OptimaTM TL késziilékben TLA 100.1 rotorral. A mintak
pontos dsszetétele ¢s a bemérés sorrendje a Fiiggelék 13.2.2. fejezetében talalhato.

A feliiluszot leszivtam és 20 pl SDS-kezel6 oldatot (375 mM Tris pH 6,5; 10 V/V %
glicerin; 41,6 mM SDS; 2 M B-merkaptoetanol; 15 V/V % bromfenolkék) adtam hozza.
Az tiledéket egyszer megmostam mérési pufferben, hogy ne tartalmazzon a feliiliszobol
szarmaz6 szennyezést. Ezutan az iiledéket is felvettem 100 pl mérési pufferben és 20 pl
SDS-kezel6t adtam hozza.

A kezelt mintakat 5 percig forraltam, majd SDS-gélelektroforézist végeztem gradiens
gélen, 170 V fesziiltség mellett 90 percig szobahdmérsékleten. A géleket ezutan kétszer
megmostam vizzel; majd 30 percig Coomassie festékkel (0,24 V/V % Coomassie
Brillant Blue R250; 50 V/V % metanol; 9 V/V % ecetsav), végill 60 percig
festéktelenitd oldattal (13,5 V/V % etanol; 9,5 V/V % ecetsav) kezeltem.

A megfestett géleket GeneSnap programmal fényképeztem le és GeneTools
denzitometrald szoftverrel (mindketté SynGene) értékeltem a ,,Rolling disk” meniipont
szerint. Ez kétféle eredménysort adott meg (height és volume); mivel ezekkel altalaban
hasonlo tendenciat kaptam, a kett6bdl statisztikat szamoltam. Az abrakon az tiledékben
maradt miozint, vagyis az aktinkoté miozinhanyadot tiintettem fel az aktinkoncentracio

fuggvényében (fractional attachment).

Kalorimetria
A kalorimetrias méréseket 25 °C-on, VP-ITC késziiléken (MicroCal Corporation, 19.
abra) végeztik a Semmelweis Egyetem Biofizikai Intézetében, Dr. Tolgyesi Ferenc

laboratoriumaban, Dr. Kardos Jozsef itmutatasaval.
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5.3.7.

_—— pipetta B
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19. abra: A VP-ITC késziilék (forras: www.microcal.com).
a) A késziilek keresztmetszeti rajza.

b) A késziilék sémaja.

Az S1 és HMM fragmentumokat 100 uM koncentraciora toményitettiik. Az aktin, S1
¢és HMM mintakat ezutan a mérési pufferben (20 mM HEPES pH 7,0; 50 mM KCI; 0,1
mM EGTA; | mM MgCl; 1| mM DTT) dializaltuk 1 éjszakan at. A kisérletek soran
altalaban 1,8 ml 5 uM-os aktint tettiink a kaloriméter mintacellajaba; majd azt a
homérséklet kiegyenlitddése utan a miozin mintakkal titraltuk (600 masodpercenként az
skS1, 700 masodpercenként az skHMM ¢és 1300 masodpercenként az LpS1 esetén).
Kontrollként miozin-, illetve aktinmentes mintdkat alkalmaztunk, a fehérje helyett
mérési pufferrel. Ertékeléskor az egymast kovetd hozzaadasokbol —szarmazo
hovaltozasokat dsszeadtuk és a miozin koncentracidjanak fiiggvényében abrazoltuk (az

értékelés modjat részletesen lasd az Eredmények 6.2.5. fejezetében).

Elektron-mikroszképia

Az elektron-mikroszkopos felvételeket Dr. Neil Billington és Peter J. Knight
professzor (University of Leeds, Egyesiilt Kiralysag) készitette, vazizom miozin 2 S1
(skS1) mintakkal. 100 nM skS1 fehérjét 0,5 unit/ml apirazzal 15 percig (apo-S1); illetve
1 mM ADP, 1 mM gliik6z és 0,5 unit/ml hexokinaz jelenlétében (S1.ADP komplex) 30
percig 20 °C-on inkubaltak. Az ’SI.ADP’ mintak egy részét tovabba 100 puM
blebbistatinnal is kezelték 5 percig. A mintak egy-egy cseppjét EM racsra helyezték, és
1 % uranil-acetattal jelolték. A felvételeket 0,52 nm/pixel felbontassal digitalizaltak és a
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SPIDER szoftverrel elemezték (81), referencia-mentes illesztéssel. Az osztalyozast a
képek variancidja és a “K-means clustering” elve alapjan végezték (82); utobbi

modszert a Fiiggelék 13.4 fejezetében irtam le.

5.3.8. Atomi szerkezeteken alapul6 szamitasok
A szamitasokat Dr. Hetényi Csaba végezte.
A rigor-szerli (zart arokkal bird) és a poszt-rigor (nyitott arokkal bird) skS1, LpSl1,
DdAMD és m5S1 miozinok szerkezete (24,56,83-86) a Protein Data Bank-b6l szarmazik
(87,88), lasd: 12-13. tablazat.
5.3.8.1. A kélesonhatasi energia szamitdsa
A vizsgalt miozinok motordoménjének szerkezetét az aktinkotd arok egymassal
szemkozti két ,,oldalara” osztotta (1. és 2. oldal), melyeket a switch-2 hurok kot dssze
(20. abra). A két oldal rendre az alabbi szakaszokbol allt: az skS1-re D4-V460 (1.
oldal) és G466-E777 (2. oldal); az LpS1-re M1-V461 (1. oldal) és G466-E773 (2.
oldal); a DdMD-re N2-V452 (1. oldal) és G457-E759 (2. oldal); az m5S1-re E5-V435
(1. oldal) és G440-K761 (2. oldal) az 10E9 esetében; illetve A2-V435 (1. oldal) és
G440-L737 (2. oldal) az m5S1 1W7J szerkezeténél.

1. oldal (rigor-szerii)
1. oldal (poszt-rigor)

switch-2

2. oldal (poszt-rigor)
20. abra: Az aktinkot6 arok és a nehézlanc két oldala az LpS1 példajan.
A két oldal az LpS1 rigor-szerti (zart arkt, 315G, vilagos szinekkel) és poszt-rigor (nyitott arka, 3ISF,

(rézsaszin). A szamitiasokhoz a kiilsé és belsé arok szélességét meghatarozé C, atomok térkitoltd
abrazolassal szerepelnek: 424. és 601. aminosavak — kiils6 arok (piros); illetve 281. és 474. aminosav —

belsd arok (narancsséarga).
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Az arok két oldala kozti kolcsonhatasi energia értékét (Eyp), illetve annak
Osszetevoit a két oldal kozti kiilonbségként szamolta ki (AEeiekirosztatikusy AGdeszolvicios)-
Ezutan ezen értékeknek a két vizsgalt konformacid (rigor-szerii és poszt-rigor) kozti
kiilonbségét (AAEirok, AAGdeszolvicios) Szamitotta ki (12. tablazat). A szamitasokhoz a
FastContact szervert hasznalta (http://structure.pitt.edu/servers/fastcontact/doc/)
(89,90); melynek paramétereinél az alapértelmezett beallitasokat valasztotta (5-7 A
tavolsagl deszolvacios kolesonhatasok, fixalt peptidgerinc).

5.3.8.2. A 'transducer’ torzidjanak szamitdsa
A B és By szalak altal meghatarozott torzios szogeket (a ill.c vektor) a P-lemez

kvazi-longitudinalis ¢le (b vektor) mentén szamitotta az alabbi egyenletek szerint:

¢ = arccos M]
|7, || 72y, |

Itt n a megfelel6 sik normalvektora; 8 a megfelelé vektorok altal bezart szog (ezt
pontosan nem hatarozta meg) (91); a vektorokat az A, B, C, D pontok x, y, z
koordinataival definialta; az A, B, C, D pontok a C, atomokat mutatjak, amelyek a f3;
(A, B) és B7 (C, D) szalakban talalhatoak, igy a= AB, b=BC és ¢ = CD. Az A, B, C
és D pontoknak megfeleld C, atomok a szekvenciaban rendre: S119, Y116, T267,
S262 skS1-re; S116, Y113, Y270, 1262 LpS1-re; S119, Y116, Y261, 1253 DdMD-re;
C103, Y100, Y242, 1234 m5S1-re. @ az ABC és BCD sikok kozti torzids szog; Ap a
torzios sz0g valtozasa, melyet az el6z6hoz hasonléoan a két vizsgalt konformacio

(rigor-szert és poszt-rigor) kiilonbségeként szamitott ki (12. tablazat).

5.4. A Kisérletes adatok feldolgozasa és értékelése
A mért adatokat Microsoft Office Excel 2003 és 2007, OriginLab 7.0 és 8.0 (MicroCal
Corporation) segitségével dolgoztuk fel és értékeltilk. A megallitott aramlasos kisérletek
elemzését a miiszerhez tartozo KinTek StopFlow v8.2.6 (KinTek Corporation) ill. Bio-

Kine32 v4.46 (Bio-Logic) szoftverrel végeztikk. A felhasznalt egyenleteket a Fiiggelék
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13.5, az illesztéseket a Fiiggelék 13.6. fejezetében foglaltam Ossze. A Tris-Glycine,
valamint az agar6z géleket a GeneSnap és GeneTools (SynGene) szoftverekkel
rogzitettem ¢és elemeztem.

Minden kisérletet 2-6 alkalommal végeztiink el, az egyes parhuzamosokat lehetdleg
kiilonboz6 preparalasokbol szarmazo fehérjemintakkal. A grafikonokon vagy egy
reprezentativ mérést, vagy tobb parhuzamos mérés atlagat tiintettem fel; ezt minden
abranal kiilon jeleztem. Az atlagok mellett a standard hibat jeloltem.

Az abrakat az Adobe Photoshop CS 8.0 szoftver segitségével egységesitettem (300
dpi, Arial betiitipus, jpg formatum).
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6. Eredmények

6.1. A miozin ADP és blebbistatin harmas komplexében ("M.ADP.B’) az erégeneralé
1épés kezdoallapotara emlékezteté konformaciot vesz fel
6.1.1. Probléma és kisérleti elrendezés
A miozin motor aktivitasanak kulcsa az er6generalas, melynek soran ébredd
fesziiltség eldfeltétele az aktinfilamentum mentén vald elmozdulasnak. Arra voltunk
kivancsiak, hogy az er6generalas milyen konformaciés utvonalon at torténhet. Az
erdkifejtd 1épés vizsgalatat megneheziti, hogy igen gyorsan megy végbe, koztiallapotai
rovid életidejliek ¢és steady-state részaranyuk rendkiviil alacsony (51). Ezért a

blebbistatin nevii inhibitorral (61) gatolt ciklust tanulmanyoztuk. Miozin modellként

korabban mar jol leirt és jellemzett vad tipusi — m761 (70) — és egy-triptofanos —
W501+ (37,45) és W239+ mutans (42) — Dictyostelium discoideum miozin 2
motordomén konstrukciokat (DdMD) alkalmaztunk (21. abra).

switch-1

blebbistatin ./,

21. dbra: Egy-triptofanos DAMD mutéansok.

Az egyedi triptofan szenzorok és a blebbistatin helyzete a DAMD molekulaban. A motor domént kékkel, a
blebbistatint és a kotott nukleotidot feketével abrazoltuk (a szerkezet PDB kodja: 1YV3). A triptofanok
pozicidjat és az altaluk érzékelt elemeket azonos szinnel jeleztiik. gy az 501-es triptofan, a switch-2
hurok és az er6kar narancssarga; a 239-es fenilalanin — melyet triptofanra cseréltink a W239+ mutansban
—, a switch-1 hurok és az aktink6té arok zolddel lathatd. Az erdkart (narancssarga hélix) a fésiikagylo
(scallop) S1 MgADP.V; komplexének szerkezetébol (PDB kod: 1QVI) illesztettiik be. A DAMD itt zart
switch-1 (gyenge aktink6té) és zart switch-2 hurokkal bird (felhuzott erékara) pre-powerstroke

szerkezetben szerepel.
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A mutansok triptofan fluoreszcencia-valtozasait korabban megfeleltették a
miozinfejben bekovetkezé konformacio-valtozasoknak (37,42,44,45,92). A miozinokat
a triptofan és pirén-aktin fluoreszcencia-szenzorok felhasznalasaval spektroszkopiai és
kinetikai, tovabba elektron-mikroszkdpos és szedimentacids vizsgalatoknak vetettiik
ala.

Eredményeink szerint a miozin. ADB.blebbistatin’ komplex jelentds frakcidja egy,
az ATPaz ciklusban alapvetd, de korabban hozzaférhetetlen, magas aktin affinitasu,
felhuzott erdkart allapotot vesz fel, mely az erdkifejto 1épés kezddallapotara (a ,, start-
of-powerstroke” intermedierre) emlékeztet. Az alabbiakban ismertetem az e

konkliziohoz vezetd eredményeket.

6.1.2. A blebbistatin gatolja a DAMD konstrukciék ATPaz aktivitasat

A blebbistatint miozin 2 inhibitorként irtak le (60,61), és az is ismert, hogy
potencialis gatloszere a DAMD konstrukcioknak (62,64,93). Ezek alapjan megmértem a
blebbistatin gatld hatdsat a hasznalt vad tipusi és egy-triptofinos DdMD fehérjék
ATPaz aktivitasara (a beméréseket pontosan lasd a 13.2.1. fejezetben). Az inhibitor
mindegyik vizsgalt esetben, bazalis (aktin tavollétében mért) és aktin-aktivalt ATPaz
aktivitasoknal is hasonld gatlast mutatott: a K, = 4 uM, a maximalis gatlas 90 % felett
volt (22. abra, 4. tablazat).

%0 22. dbra: A blebbistatin gatolja a DAMD

@ : ’ konstrukciok ATPaz aktivitasat.

Z 08 2 vad voued DA et sk vt

& ® W39 bazilis ‘ A vad tipusti (m761, A), W239+ () és W501+ (m)

< 0.6 m W501+, bazdlis

N Bl SO SRSivt motor domének bazalis (aktin tavollétében mért; teli

o

<04 jelek, folyamatos vonal) és aktin-aktivélt (nyitott

=

% 0,2 jelek, szaggatott vonal) ATPaz aktivitasat a

4 Lo s s
. blebbistatin  koncentraciojanak fliggvényében

0 20 40 60 80 100 abrazoltam 20 °C-on és az adatokra hiperbolat

[blebbistatin] /uM illesztettem.

Az abran két parhuzamos mérés atlaga lathato. A kapott eredményeket a 4. tablazat tartalmazza.

6.1.3. A blebbistatin az erékar felhtizasat idézi el6 miozin.ADP’ "M.ADP’) komplexben
A mutansok nukleotidkotés hatasara bekovetkezo fluoreszcencia-valtozasat aktin

tavollétében kovettik nyomon. Az egy-triptofinos DAMD mutansok (5 uM W501+,
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illetve W239+) triptofan fluoreszcencia-spektrumat mértem nukleotidmentes allapotban,
majd 100 uM ADP, illetve 1 mM ATP mellett; kiilonbozé blebbistatin-
koncentracioknal. A blebbistatint a pufferhez tettem, még a DAMD hozzaadasa elott. A
kapott spektrumokat a nukleotidmentes miozin spektrumanak csucsara normalizaltam

minden egyes inhibitor-koncentracional®. Végiil az igy kapott relativ fluoreszcencia-

6.1.3.1. A W501+ mutans triptofan fluoreszcencia-spektrumai aktin tavollétében

El6szor a W501+ mutanst vizsgaltam, mely a triptofanjat a relé-konverter régioban,
az erdkar alapjanal hordozza (45). A W501+ a switch-2 hurok mozgasanak és ezzel
kapcsoltan az erdkar 4llapotanak a szenzora (10, 21. dbra). A W501+ fluoreszcencidja
ADP hatéasara kisebb (10-20%) relativ csékkenést mutatott, amely a switch-2 nyitott
allapotat jelzi. ATP (és az ADP.Pji-analog ADP.AIF4, ezt nem abrazoltam)
hozzaadasara ellenben jelentds fluoreszcencia-ndvekedést (70-80 %) tapasztaltam (23.
a abra), amely a switch-2 zart allapotara utal. A switch-2 nyitott-zart atmenete az
erékar felhuzasaval (priming) kapcsolt folyamat, melynek soran az a lecsapottbdl
(poszt-rigor) a felhtzott allapotba (pre-powerstroke) keriil (37,94) (8. és 14. abra).

Blebbistatint is adva a miozin mintakhoz, ATP-ben az ¢l6z6h6z hasonléan nagy
fluoreszcencia-emelkedés  tortént (80-100 %, az inhibitor koncentracidjanak
figgvényében), ami azt jelzi, hogy az inhibitor jelenlétében is a felhtizott erékart (pre-
powerstroke) "M.ADP.P;” komplex a dominans. ADP-ben ugyanakkor a blebbistatin-
mentes mintatol eltéréen szintén fluoreszcencia-emelkedést kaptam (10-70 %, az
inhibitor koncentraciojanak fliggvényében), ami magas blebbistatin-koncentracional
az ATP-ben mért W501+ fluoreszcencia-szintjéhez tartott (23. b abra). A hiperbolikus
illesztéssel extrapolalt relativ fluoreszcenciak a kovetkezok voltak: 2,2 + 0,4 ADP-ben
és 2,1 £ 0,3 ATP-ben (23. ¢ abra, 5. tablazat). Ez az eredmény azt jelzi, hogy ADP
mellett a blebbistatin zart switch-2-vel biro, felhtuzott erékart allapot 1étrejottét idézi
elé. Ilyen allapot ADP-ben eddig ismeretlen volt, hiszen a miozin erékarjanak
felhtizédasahoz korabban ATP, vagy mas, a y-foszfat kotdhelyet is bet6ltd ligandum

jelenlétét tartottak elengedhetetleniil sziikségesnek.

¥ Mivel a DAMD triptofan fluoreszcencia-spektruma nem ad éles csticsot, ahogy az Anyagok és modszerek

fejezetben is emlitettem, egy, legfeljebb 10 nm-es tartomany (rendszerint 342-348 nm kozt) értékeit atlagoltam

¢és a spektrumot erre az atlagértékre normalizaltam.
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A fenti eredményekbdl meghataroztuk a blebbistatin kotésének egyenstlyi
allandojat is, ami "W501+.ADP’ komplexben K4 = 53 + 16 pM-nak adodott (6.
tablazat).
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23. dbra: A blebbistatin hatdsa a W501+ mutans nukleotid-indukalt fluoreszcencia-véltozasaira.

5 uM W501+ triptofan fluoreszcencia-spektrumai (négyzetek) a) blebbistatin nélkil és b) 50 uM
blebbistatin jelenlétében, nukleotidmentes allapotban (egyszertisitve: apo, fekete), majd 100 uM ADP
(piros), illetve 1 mM ATP (kék) mellett 20 °C-on; valamint c) a relativ fluoreszcencia-szintek a
blebbistatin-koncentracié fliggvényében. A nukleotidmentes miozin fluoreszcencidjanak csticsat rendre
I-re normalizaltam. A c) abra adataira hiperbolat illesztve meghataroztam a telitési blebbistatin-
koncentraciora érvényes relativ fluoreszcencia-szinteket (5. tablazat) és a blebbistatin-kotés egyensilyi

allandoit (6. tablazat). Az abran a harom parhuzamos mérés egyike lathato.

6.1.3.2. A W501+ mutdns triptofan fluoreszcenciajanak hémérséklet-fiiggése

A DAMD mutansok triptofan fluoreszcencidjanak hémérséklet-fiiggését is aktin
tavollétében mértem 5 pM miozinnal nukleotidmentes allapotban, 100 uM ADP, 2
mM ATP és ADP.AIF4 (100 uM ADP + 3 mM NaF + 100 uM AICl3) mellett. Az
ADP.AIF, az ADP.P; analogja, az AlF4 a y-foszfat helyére kot (85). Két sorozatot
alkalmaztam: blebbistatin-mentes (24. a abra), illetve 100 uM blebbistatint tartalmazd
mintakat (24. b dabra). A kisérleteket gy végeztem, hogy a kiivettat el6szor lassan
lehiitéttem (22-4 °C kozt), aztan lassan visszamelegitettem. A fluoreszcencia-
intenzitdsokat minden esetben 1 °C-onként (+ 0.1 °C) detektaltam, a lehiités és
felmelegités soran kapott értékeket atlagoltam. Végiil a két sorozatnal (inhibitormentes
illetve inhibitort tartalmazé mintdk) rendre a nukleotidmentes miozin 20 °C-on kapott
értékére normalizaltam (Fyooc = 1).

A kapott eredmények a spektrumokhoz hasonlé tendenciat mutattak: 100 pM
blebbistatin mellett ADP-ben a W501+ relativ fluoreszcenciaja az ATP-ben, illetve az

ADP.AIF4-ban mért szinthez tartott. A switch-2 bezarodasat tovabba az is jelezte,
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hogy a WS501+ relativ fluoreszcencia-emelkedése a *W501+.ADP.B’ komplexben

magasabb hdmérsékleten kifejezettebb volt (24. abra); a switch-2 nyitott-zart

atmenetéhez vezetd konformacio-valtozas ugyanis endoterm folyamat (37).
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24. dbra: A W501+ mutans fluoreszcenciajanak hémérséklet-figgése.

5 uM W501+ fluoreszcenciajat mértem a) blebbistatin nélkiil és b) 100 uM blebbistatin jelenlétében;

nukleotidmentes allapotban (egyszertsitve: apo, fekete), majd 100 uM ADP (piros), 2 mM ATP (kék)
és ADP.AIF, (100 uM ADP + 3 mM NaF + 100 pM AICls, z6ld) mellett. Két mérés atlagat abrazoltam.

Az egyes nukleotid-allapotokat a tovabbiakban ugyanigy jeloltem.

6.1.3.3. A 'miozin.ADP.AIF;’ komplex képzédésének kinetikdja
A switch-2 bezarddasat és a y-foszfat kotdhely betoltését a "W501+. ADP.AIF,”

komplex képzédésének kinetikajat kovetve vizsgaltuk fluoriméteren (az AlF4 a -

foszfat helyére kot, lasd az el6zéekben). Blebbistatin-mentes, illetve 100 uM

blebbistatint tartalmazo 5 uM W501+ motordomén mintahoz 100 uM ADP-t, majd 3
mM NaF-ot és 100 uM AICl;-ot adtam. A kontroll minta csak ADP-t és blebbistatint

tartalmazott, NaF-ot és AICl;-ot nem. A mért W501+ fluoreszcencia-értékeket rendre

a nukleotidmentes miozin fluoreszcencidjara normalizaltam (25. abra).

A blebbistatin gatolta a *"W501+.ADP.AIF,” komplex képzddését, amint az a

fluoreszcencia-spektrumokbol is kovetkezik. A goérbékre egyszeres exponencialis

fliggvényt illesztve a megfigyelt sebességi allando ko = 0,0025 £ 0,0001 s volt
blebbistatin nélkiil €s kobs, bieb = 0,00068 + 0,00020 s 100 uM blebbistatin mellett. Az
AlF4" csak a W501+.ADP’ komplexhez ko6tddik, mely nem volt teljesen telitve

blebbistatinnal (K4 = 53 + 16 uM a 23. ¢ abra adatai szerint). Ez az eredmény tehat azt

jelzi, hogy a "M.ADP.B’ komplex valoban hozzaférhetetlen y-foszfat kotohellyel bir.
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25. abra: A Dblebbistatin  hatasa  a

18l 1 "W501+.ADP.AIF,”  komplex  képzddésének
kinetikajara.

o 16} b
g ] 99 5 UM W501+ fluoreszcenciajat koévettem az ido
g 14r 1 R . .
§ ol » WS01+ADPAFS | fuggvényében 100 uM ADP, majd 3 uM NaF és
2 o W501+.ADP.B 100 upM AICI; egymas utani (nyilak) hozzaadasara
1,087 o o W501+ADP.BAIF4™ 4 plebbistatin nélkiil (m) é 100 uM blebbistatin
e h&’)zzéadés? 1000 2000 jelenlétében (o) 20 °C-on. A kontroll minta (o) a
AP+ F hozzéadas 1d6 /s miozin mellett csak ADP-t ¢és blebbistatint

tartalmazott. Az adatokra egyszeres exponencidlist illesztettem, amely megadta a megfigyelt sebességi
allandokat (ko = 0,0025 £ 0,0001 s blebbistatin nélkiil és ks, pieb = 0,00068 = 0,00020 5™ 100 uM
blebbistatin jelenlétében). Ha a y-foszfat-kotéhely a *W501+.ADP’ komplex esetén szabad, a
*W501+.ADP.AIF,” esetén pedig nem, akkor a "W501+.ADP.AIF,” komplex képzddésének gatlasara
az alabbi séma irhato fel: Aops, bieb = kobsKa/(Kq + [blebbistatin]). A kqs = 0,0025 s (23. ¢ 4bra) és Ky =
37 uM (7. tablazat) értékeket alkalmazva a kapott kgps ey = 0,00068 ! ¢éppen a kisérletben kapott

eredménnyel egyezik meg.

6.1.4. A’M.ADP.B’ harmas komplex képzédésének kinetikaja

E komplex képzddését is a W501+ fluoreszcenciajanak valtozasaval kovettiik
mintakkal a stopped-flow késziilék egyik tubusaban; majd ezt az oldatot kevertem a
masik tubusba tett 2,5 uM W501+ miozinnal (gyorskeverés utani koncentraciok).

Kétfazist gorbéket kaptam (26. a abra). Az elsd, gyors fazisban (38 1M blebbistatin
mellett ks = 200 s) a fluoreszcencia kismértékben csokkent, ami a W501+ ADP-
kotését jelzi. Az ezt kovetd, viszonylag lassabb masodik fazisban nagy fluoreszcencia-
emelkedés tortént (38 uM blebbistatin mellett ko ~ 0,1 s7), ami a blebbistatin kotését
mutatja a "M.ADP’ komplexhez. A masodik fazis megfigyelt sebességi allandoi
linedrisan emelkedtek a blebbistatin koncentraciéo novelésével. Az adatokra illesztett
egyenes meredeksége ko = 0,0018 pM's”-nak; a tengelymetszet ko = 0,028 s™-nak
adddott; ami K4 = 16 uM-t eredményezett a "M.ADP’ blebbistatin kotésére (26. b
abra). Ha e masodik fazis amplitidoira hiperbolat illesztettiink (26. ¢ abra), a kapott K4
=42 + 10 uM volt. Ez egyrészt a motordomének nagyjabol 70 %-anak a harmas

komplexbe valo beépiilését engedi meg magas blebbistatin-koncentracional (a
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blebbistatin vizoldékonysaga 100 pM); masrészt a fluoreszcencia-spektrumokbol

szarmazo Ky értékkel (53 + 16 uM) dsszhangban van (23. ¢ dabra).

50[AA  W501+x ADP + blebbistatin B A s ©
o
] 2.tz o0 "
2 45 Wsot+ o o g 10
§ — blebbistan-kotes y 3
£ W01+ ADP-K6tés s
Z 40 s <05
2 a X
/ -]
0,00 0,
001 01 1 10 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

I1do /s [blebbistatin] /uM [blebbistatin] /uM

26. abra: A "W501+.ADP.blebbistatin” harmas komplex képzédésének kinetikéja.

a) A W501+ fluoreszcencia-tranziense a stopped-flow késziilékben. Az egyik tubus 2,5 uM W501+
miozint; a masik 50 pM ADP és 38 uM blebbistatin keverékét tartalmazta; melyeket 20 °C-on kevertem
Ossze (a keverést x-szel jel6ltem). b) A masodik fazis sebességi allanddi, és ¢) a masodik fazis amplitadoi
a blebbistatin-koncentracio fiiggvényében. A b) abra adatpontjaira egyenest, a c) abra adataira hiperbolat
illesztettem, melyeket felhasznaltam a blebbistatin-kotés egyensulyi allanddjanak meghatarozasahoz (7.

tablazat).

A "M.ADP’ blebbistatin kotésének egyensilyi allanddja a harom modszerrel kapott
értékeket atlagolva Kq =37 + 19 uM (7. tablazat).

Az j konformacié megerdsitése elektron-mikroszkopos felvételekkel

Az elektron-mikroszkopos felvételeket angliai kollaboratoraink — Dr. Neil Billington
és Peter J. Knight professzor (University of Leeds, Egyesiilt Kiralysag) — készitették.
DdMD helyett nyul vazizom miozin 2 S1-gyel (skS1) dolgoztak. E miozin fragmentum
a motordoménen kiviil az er6kart is tartalmazza, melynek lecsapott vagy felhtizott allasa
igy meghatarozhato; masrészt a blebbistatin a DAMD-hez hasonléan gatolja (61,62,93).
Kollaboratoraink az apo-S1, az ADP-komplexben levé S1, valamint az ADP.B-
komplexben levé S1 molekuldk képét hasonlitotték dssze.

Az apo-S1 és az S1.ADP esetében a motordomén és az erékar egy vonalba esett —
kolinearis” megjelenésit volt —, ezekkel ellentétben az ’S1.ADP.B’ komplex a
felvételeken ,,meggorbiilt” szerkezetet mutatott (27. a abra). A képeket osztalyokba
sorolva azt kaptak, hogy az ADP.B-komplexben levé S1 molekuldk mintegy 80 %-a
volt ,,gorbiilt” szerkezetben, ami dsszhangban all az elbbi kisérlet eredményével (26. ¢

abra). A felvételeken latszo, ,kolinedris” ill. ,,gorbilt” S1 molekulak képe nagyon
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emlékeztet a lecsapott, ill. felhuzott er6karti miozinok tipikus atomi szerkezetére (27. b
abra). Igy elmondhatjuk, hogy a tapasztalt fluoreszcencia-valtozasok valoban az erékar

mozgasat jelzik és a "M.ADP.B’ komplex felhtizott erdkarral bir.

A ADP +
blebbistatin

Apo  ADP
n n ) a) Elektron-mikroszkopos felvételek: az skS1 molekulak atlagolt képei. A

bal oldali oszlop a nukleotidmentes (apo), a kozépsé az 1 mM ADP-t, a

27. abra: A blebbistatin ¢s az ADP hatasa a miozin fejek szerkezetére.

jobb oldali az 1 mM ADP-t és 100 pM blebbistatint tartalmazo skS1
mintakat abrazolja. A képek oldalhossza 31.2 nm. A fels6 sorban az sszes
kép atlaga lathato, az alatta levo 5 kép rendre az egyes osztalyok atlagolt
képe. A képek kozepén lathatdo a motor domén, alatta az erékar. A
képekben megjelend ,.gloria” a felvételek atlagolasanak eredménye.

b) Tipikus réntgen-krisztallografias motor domén szerkezetek fésiikagylod

SRS 2D
e~ Rl

(scallop) miozinon, az a) panellel azonos orientacioban.
Baloldalon az apo-S1 (1SR6), jobboldalon az SI.ADP.V; (1QVI) lathaté.

Apo

6.1.6. A blebbistatin nem valtoztatja meg a miozin aktinkoté sajatsagait
6.1.6.1. A W239+ mutans triptofan fluoreszcencia-spektrumai aktin tavollétében
A W239+ mutanssal is elvégeztem a nukleotidkotés hatasara bekovetkezd
fluoreszcencia-valtozasok vizsgalatat; e triptofan szenzor a switch-1 hurokban
talalhato (21. abra) (42). A hurok zart-nyitott atmenete — amely gyors Iépés, ahol K =
1 — az alacsony és magas aktin affinitasu allapotok kozti kapcsoloként mikodik. ATP
hatasara a W239+ fluoreszcencidja csokkent (25 %, 28. a abra), ez a kioltas a switch-
1 hurok zarodasat és igy az alacsony aktin affinitast allapot felé valo eltolodast jelzi.
Az aktin affinitas csokkenését valoszintileg az aktinkoté arok kiilsé részének (kiilsé
arok, outer cleft) kinyilasa idézi el6. Ezek a molekularis mozgasok vezetnek az ATP-
indukalt aktomiozin disszociaciohoz (42).
Blebbistatin hatasara a W239+ fluoreszcencidja ATP-ben még nagyobb (50 %)
csokkenést mutatott. ADP-ben csak kisebb csdkkenést tapasztaltam (10-15 %), amely
az inhibitor mellett sem valtozott jelentésen (5-8 % csokkenés, 28. b abra). A
blebbistatin koncentracio novelésével a W239+ relativ fluoreszcencidja tehat ADP-ben

és ATP-ben nem tartott azonos szinthez (28. ¢ abra, 5. tablazat). Ez az eredmény azt
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jelzi, hogy a blebbistatin nem valtoztatja meg a switch-I hurok konformacios
egyensulyat és igy a miozin aktink6td sajatsagait a kiilonboz6é nukleotid-allapotokban.
Az inhibitor ATP-ben gyenge aktink6td, zart switch-1-gyel bird miozint stabilizal; a
’M.ADP.B’ harmas komplex ellenben megérzi magas aktin affinitasat, a switch-1
reverzibilis mozgasanak kovetkeztében.

A W239+ blebbistatin-kotésének egyensulyi allandoit a 6. tablazat tartalmazza.

10

10 apo o —o
ADP B 0,93}/“ ADP
o 08 0 o
8 g 06 ATP H
8 i g o7
s o 8
£ o4 o
2 Kl § 06
o [
02 05 o ATP
00 W239+ blebbistatin 041230
: 320 340 360 380 "o 20 40 60 80 100
Hullamhossz /nm Hullamhossz /nm [blebbistatin] /uM

28. dbra: A blebbistatin hatasa a W239+ mutans nukleotid-indukalt fluoreszcencia-valtozasaira.

a) 5 uM W239+ triptofan fluoreszcencia-spektrumai (kordk) blebbistatin nélkil és b) 50 uM
blebbistatin jelenlétében 20 °C-on; valamint ¢) a relativ fluoreszcencia-szintek a blebbistatin-
koncentracié fliggvényében. A nukleotidmentes miozin fluoreszcencidjanak cstcsat rendre 1-re
normalizaltam. A nukleotid-allapotok jelolése a 23. abraéval azonos. A c¢) abra adataira hiperbolat
illesztve meghataroztam a telitési blebbistatin-koncentraciora érvényes relativ fluoreszcencia-szinteket
(5. tablazat) és a blebbistatin-kotés egyensulyi allanddit (6. tablazat). Az dbran a harom parhuzamos

mérés egyike lathato.

6.1.6.2. A W239+ mutdns triptofan fluoreszcencidjanak hémérséklet-fiiggése
A W501+ mutansnal leirtak szerint a W239+ fluoreszcencidjanak homérséklet-
fuggését is megmértem. Ezuttal is a spektrumokhoz hasonldo valtozasokat
tapasztaltunk: blebbistatin hozzaadasara ADP-ben hasonlo, ATP és ADP.AIF,” mellett
a nukleotidmentes mintahoz képest nagyobb relativ fluoreszcencia-csdkkenés tortént
(29. abra).
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29. dbra: A W239+ mutans fluoreszcenciajanak hémérséklet-figgése.
5 uM W239+ fluoreszcenciajat mértem a) blebbistatin nélkiil és b) 100 uM blebbistatin jelenlétében. A

nukleotid-allapotok jel6lése a 24. abraéval azonos. Két mérés atlagat abrazoltam.

6.1.6.3. A blebbistatin hatdsa a miozin-nukleotid komplexek aktinkotésére

Azt, hogy az inhibitor valoban nem valtoztatja-e meg a miozin aktinkotd sajatsagait
a  kiillonb6z6  nukleotid-allapotokban,  direkt ~moédon ultracentrifugalasos
koszedimentacios kisérletekkel igazoltuk. 2 uM vad tipusi DdMD miozint (m761)
kiilonb6z6 koncentracioju aktinnal inkubaltam nukleotid nélkil, 100 uM ADP és 1
mM ATP mellett blebbistatin nélkiil; illetve 100 uM blebbistatin jelenlétében (a
beméréseket pontosan lasd a 13.2.2. fejezetben) Ezutan a mintakat
ultracentrifugdltam, a felilaszot ¢és az iledéket gélen megfuttattam ¢és

denzitometraltam (30. abra).

A

Aktin(uM) 30 20 10
0

5 3 0 A o , A
FOU FUFOF OFUOE 30. abra: A blebbistatin hatdsa a vad tipust

. DAMD aktink&tésére, a gélképek.

miozin - A géleken a miozin és aktin mintik megjelenése
aitin S e S g lathato a centrifugalas utan a feliiliszoban (F) és
B az {iledékben (U) 2 uM miozin, 100 uM ADP és
Aktin(M) 30 20 10 5 3 0 emelkedé  aktinkoncentracio ~ mellett  a)
O FUOFOFUFUOF OF

blebbistatin nélkiil, b) 100 pM blebbistatin

mosn jelenlétében. Molekulasuly-markert nem

Kti e

e - hasznaltam e kisérleteknél. A kapott géleket

denzitometraltam. A kisérletek belsé kontrollja az volt, hogy az aktin koncentracidja linearisan né-e,
illetve a miozin koncentracioja azonos-e az egyes mintdkban a denzitometralassal kapott értékek szerint

is (egy mintan itt a feliiluszo és az liledék egyiittese értendd).
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Az iiledékben maradt, vagyis az aktink6td miozinhanyadot abrazoltam az
aktinkoncentracié fliggvényében, az értékekre masodfokt fuggvényt illesztve. A
kisérleteket elvégeztem 1 uM DAMD mellett, kisebb aktinkoncentraciokkal is, ezek az

eredmények a betett abrakon lathatok (31. a-c abra).

0| nukleotidmentes

08

06

04

Aktinkotd miozinhanyad
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31. abra: A blebbistatin hatasa a vad tipusi DdMD aktinkétésére a kiilonb6z6 nukleotid-allapotokban,
az aktinkoté miozinhanyad.

2 uM m761 aktinkétd miozinhanyadat az aktin koncentraciojanak fliggvényében abrazoltam a)
nukleotidmentes allapotban (fekete), b) 100 uM ADP (piros), és ¢) 1 mM ATP (kék) mellett;
blebbistatin nélkiil (teli jelek) és 100 uM blebbistatin jelenlétében (iires jelek). Az adatokra masodfoku
fiiggvényt illesztettem (az egyenletet lasd a Fiiggelék 13.6 fejezetében; ¢ értékét rogzitettem). A betett
abrakon ugyanilyen kisérletek eredményei, 1 pM m761 és alacsonyabb aktinkoncentraciok mellett

lathatok. Az abrak 4 (a betettek 2) parhuzamos kisérlet atlagat mutatjak.

Az inhibitor nem befolyasolta sem a nukleotidmentes, sem az ADP-kotott miozin
magas aktin affinitasat (Kq < 1 pM), sem az ATP-kotott miozin gyenge aktinkotd
allapotat (Kyq =~ 20 uM). fgy megerdsitettiik a W239+ fluoreszcencia-mérések alapjan
kapott eredményt, miszerint a blebbistatin nem valtoztatja meg a switch-I hurok
konformaciés egyensulyat és igy a miozin aktinkotd sajatsagait sem a kiilonbozo

nukleotid-allapotokban (8. tablazat).

6.1.7. A ’M.ADP’ aktinkotésének kinetikaja
6.1.7.1. A "M .ADP’ és a "M.ADP.B’ komplex aktinkotésének kinetikaja
A DdMD mutansok ADP-komplexének aktinkotését inhibitor mellett és annak
tavollétében tranziens kinetikai mérésekkel hasonlitottuk &ssze, a triptofan
fluoreszcencia és a fényszoras valtozasat kovetve.
Eloszor a W239+.ADP’ aktink6tését vizsgaltam: miozint és 0.5 mM ADP-t
kevertem Ossze aktinnal és 0.5 mM ADP-vel blebbistatin nélkil és 100 uM
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blebbistatin (mindkét tubusban) jelenlétében, emelkedd miozin- és aktin-koncentracid
mellett. Bar a kisérletet nem pszeudo-elsérendi kériilmények kozt végeztem ([A]/[M]
~ 1.5/1 volt, a jel-zaj aranyt javitandd), a triptofan fluoreszcencia-valtozasokra
egyszeres exponencialist jo1 lehetett illeszteni (32. a abra). A tranziensek mintegy 8
%-0s emelkedést mutattak minden esetben: az Osszes fehérje-koncentracional, az
inhibitor tavollétében és jelenlétében is. Mivel az aktin monomer 4 triptofant
tartalmaz, és igy fluoreszcencidja a kezdeti jelnek nagyjabol 80 %-at teszi ki, ez az
eredmény a W239+ mutanst leiré korabbi kézleménnyel dsszhangban van (42). Ebben
kimutattak, hogy a W239+ ADP-komplexben kevert zart (alacsony fluoreszcenciaji)
és nyitott switch-1 (magas fluoreszcenciaji) populacidja aktinkotés hatasara
gyakorlatilag homogén nyitott switch-1 allapot felé¢ tolodik el (amit 36 % W239+
fluoreszcencia-emelkedés kisér). A kisérletet elvégeztem a fényszoras valtozasat
kovetve is (32. b abra), ami az aktomiozin kotés vagy disszociacio detektalasara
hasznalhat6. A teljes jelvaltozasra 5 % emelkedést kaptam, ami jo egyezést mutat a
korabbi eredményekkel (42).

Az exponencialis illesztésekbdl szarmazd megfigyelt sebességi allandokat a
fehérje-koncentracio fliggvényében abrazoltam és az adatokra egyenest illesztettem
(32. ¢ abra). A triptofan fluoreszcencia (a tovabbiakban: W) esetén a nem pszeudo-
elsorendii koriilmények miatt az x tengelyen az [A] + [W239+] egyiittes koncentraciot,
a fényszorasnal a [W239+] koncentraciot tintettem fel. Az aktinkdtés kapott
mésodrendii sebességi allandoja 1,1 = 0,2 uM's™ (W), illetve 0,84 + 0,07 uM's™
(fényszoras) volt "W239+.ADP’; és 2,3 £ 0,3 uM's™ (W), illetve 0,78 + 0,06 uM's™
(fényszoras) *W239+.ADP.B’ komplexre. A tengelymetszetek igen kozel estek a
zéréhoz, ami az aktin disszocidciojanak alacsony egyensulyi allandéjat jelenti (32. ¢
abra, 9. tablazat, Ks < 2 uM): a "W239+.ADP’ és a "W239+.ADP.B’ tehat erds
aktink6td komplexet alkot. Mindkét esetben dbrazoltam a megfigyelt amplitadokat is a
fehérje-koncentracio fliggvényében: a triptofan fluoreszcencia tranzienseknél a relativ
emelkedést a kezdeti értékekhez képest, a fényszorasnal a mesterséges egységben
megfigyelt amplitadokat (32. d 4abra). A kapott emelkedés 0,082 + 0,005 (W), illetve
0,049 + 0,007 (fényszoras) volt inhibitor nélkil; és 0,079 + 0,003 (W), illetve 0,040 +
0,005 (fényszoras) volt inhibitort tartalmazo komplexre (32. d abra, 9. tablazat);
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korai telités mellett (Kq < 2 uM). Tehat az amplitudok elemzése is megerésitette a

‘W239+ erds aktinkotését.
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32. abra: A "W239.ADP’ és a "W239.ADP.B’ komplex aktinkotésének kinetikaja.

a) A triptofan fluoreszcencia tranziensei (piros) 2,2 uM W239 + 500 uM ADP és 3,3 uM aktin + 500
UM ADP osszekeverésekor blebbistatin nélkiil (felsd gorbe, @) és 100 uM blebbistatin jelenlétében
(also gorbe, o) 20 °C-on. A gorbéket kezdeti értékiikre normalizaltam és a blebbistatint tartalmazo
minta esetén —0,1-del eltoltam, hogy konnyebben lehessen abrazolni. A gorbékre egyszeres
exponencialist illesztettem (kops = 9,8 s!és Kops, bieb = 17 s").

b) A fényszoras tranziensei (fekete korok) 2 pM W239 + 500 uM ADP és 3 uM aktin + 500 uM ADP
Osszekeverésekor blebbistatin nélkiil (felsé gorbe, @) és 100 uM blebbistatin jelenlétében (alsd gorbe,
0) 20 °C-on. A blebbistatint nem tartalmaz6é minta esetén a gorbét +0,05-dal modositottam, hogy
konnyebben lehessen abrazolni. A gérbékre egyszeres exponencialist illesztettem (kgps = 1,123 5™ és
Kobs, bier = 0,973 8°1).

c) A megfigyelt sebességi allandok a fehérje-koncentracio fiiggvényében. Az adatokra egyenest
illesztettem, amelybol meghataroztam az aktinkotés masodrendii sebességi allanddjat és az aktin
disszocidciojanak egyensilyi allandojat (9. tablazat).

d) Az amplitudok fehérjekoncentracio-fliggése. Az adatokra illesztett hiperbola (az abran nem tiintettem
fel) megadta az aktin disszociacié egyensulyi allandéjat (9. tablazat).

A ¢) és d) abran a jelmagyarazat az a) és b) abraval egyezik; tovabba a triptofan fluoreszcencia esetén a

[W239+] + [aktin] egyiittes koncentraciot tiintettem fel.
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A mérést elvégeztem a W501+ mutanssal is, a fényszoras valtozasat kovetve (33. a
abra), hogy 0Osszehasonlithassuk a *W501+.ADP.AIF, > és a *WS501+.ADP.B’
komplexek aktinkotésének kinetikajat. Az elébbi a "M.ADP.P;’ poszt-hidrolizis allapot
analogja, melyben a W501+ gyenge aktink6td tulajdonsagl, a komplex gyors
aktinkotésének egyensulyi allanddjat korabban Ky = 57 uM-nak mérték (95). A
W501+ ADP mellett ezzel ellentétben blebbistatin nélkiil és 100 uM blebbistatin
mellett is erds aktinkotést mutatott. A kisérletiinkben kapott kons-0k elemzésébdl
szarmaz6 masodrendii sebességi allando 0,043 + 0,005 uM™'s™ volt "W501+.ADP’ és
0,025 + 0,005 pM's™ volt "W501+.ADP.B’ komplexre; a tengelymetszetek igen kozel
estek a zérohoz (33. b abra, 9. tablazat). Az amplitidok emelkedésére kapott értékek
rendre: 0,050 + 0,009 blebbistatin nélkiil és 0,037 + 0,004 blebbistatin mellett; korai
telitésnél (Kq < 1,5 uM; 33. ¢ abra; 9. tablazat).
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33. abra: A ’W501.ADP’ és a "W501.ADP.B’ komplex aktinkotésének kinetikaja.

a) A fényszoras tranziensei 2,5 uM WS501 + 500 uM ADP ¢és 0,5 uM aktin + 500 uM ADP
Osszekeverésekor blebbistatin nélkiil (also gorbe, m) és 100 uM blebbistatin jelenlétében (felsd gorbe,
0) 20 °C-on. A gorbékre egyszeres exponencialist illesztettem (kgps = 0,28 5™ 65 Kopg pier = 0,17 s™).
illesztettem, amelybél meghataroztam az aktinkotés masodrendii sebességi allanddjat és az aktin
disszociacidjanak egyensulyi allandojat (9. tablazat).

¢) Az amplitudok fehérjekoncentracio-figgése. Az adatokra illesztett hiperbola (az abran nem tiintettem

fel) megadta az aktin disszociacio egyensulyi allandojat (9. tablazat).
Osszességében e méréseink azt bizonyitjik, hogy — bar a W239+ és a W501+

mutans mas-mas aktinkotési kinetikat mutat — mindkét konstrukcio 'M.ADP’ és

’M.ADP.B’ komplexe erds aktink6td tulajdonsaggal bir.
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6.1.7.2. Az "aktomiozin.ADP.blebbistatin’ ("A.M.ADP.B’) négyes komplex képzédése

Az elobbi eredmények (31-33. abra) azt sugalljak, hogy — bar a blebbistatin a
miozin aktinkoté arkanak mélyére kotddik —a "M.ADP.B’ komplex képes az aktinhoz
kotédve A.M.ADP.B’ négyes komplexet formalni magas ADP- ¢és inhibitor-
koncentracional. A négyes komplex képzddésének megerdsitésére a kovetkezd két
kisérletet végeztiik.

Elészor az ATP-indukalt AM disszociacio6 ADP altali gatlasat vizsgaltuk
blebbistatin nélkiil, illetve 100 uM blebbistatin jelenlétében. 0,5 uM DAMD fehérjét
kevertem 6ssze 1 uM aktinnal és kiilonbozé koncentracioju ADP-vel a stopped-flow
késziilék egyik tubusaban, majd ezt kevertem a masik tubusba tett 200 uM ATP-vel a
fényszoras valtozasat kovetve (keverés elotti koncentraciok). A megfigyelt sebességi
allandok az ADP-koncentracio fliggvényében csokkentek, mivel az ADP
lathatatlanul” kotédik az aktomiozin komplexhez. A kgps értékekre hiperbolat
illesztve az ADP-kotés egyenstlyi allandoja Kg = 69 + 12 uM volt inhibitor nélkiil,
illetve Kq = 24 + 1 uM az inhibitor jelenlétében (34. abra). A blebbistatin tehat
haromszorosara novelte az aktomiozin komplex ADP-affinitasat. A masodik
bizonyitékként ismét egy koszedimentacios kisérletet végeztem el: ezuttal 1 pM
m761-et 5 uM aktin és | mM ADP mellett, de kiilonb6z6 koncentracidji blebbistatin
jelenlétében inkubaltam. Ultracentrifugalas utdan a "M.ADP’ komplex aktink6td
hanyada magas inhibitor-koncentracional is alig csokkent, végig 80 % koriil maradt.
Ez azt mutatja, hogy az aktin és a blebbistatin egyiittesen képes kotédni a "M.ADP’
komplexhez (35. abra).

34. abra: Az ATP-indukalt aktomiozin disszociacio

AM.ADP x ATP gatlasa ADP-vel és a blebbistatin hatasa a reakciora.
A blebbistatin nélkal

& 100 M blebbistatin jeleniétében A fényszoras valtozasat kovettem blebbistatin nélkiil

(A) és 100 uM blebbistatin jelenlétében (A) 20 °C-on.
A megfigyelt sebességi  allandokra  hiperbolat

illesztettem, ami megadta az aktomiozin ADP-

kotésének egyensulyi allandojat. A két parhuzamos
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Aktink6té miozinhanyad
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8 A "M.ADP’ aktinkotd miozinhanyadat (f[m761] = 1 uM,
[A] = 5 uM, [ADP] = 1 mM) abrazoltam emelked6

04 blebbistatin-koncentraciéo mellett (A). Két kisérlet atlaga

0,2 4 lathato.

00 6 20 40 60 80 100

[blebbistatin] /uM

6.1.8. A miozinfejek tobbsége A.M.ADP.B’ négyes komplexben is erds aktinkoto,

felhuzott erékari allapotban van jelen

6.1.8.1. A W501+ mutdns triptofan fluoreszcencia-spektrumai aktin jelenlétében

A W501+ mutanssal aktin jelenlétében is megvizsgaltuk a nukleotidok kotésére
bekdvetkezd fluoreszcencia-valtozasokat. A kisérletet az aktin nélkiil elvégzett
mérésekkel azonos modon kiviteleztem a kovetkezd koncentraciokkal: 3 pM miozin
6nmagaban, majd 5 uM aktinnal, végiil 5 uM aktin és 0,5 mM ADP vagy 5 uM aktin
és 1 mM ATP mellett. Az eredmények az aktin tavollétében (23. abra) kapottakkal
azonos tendencidt mutattak: a blebbistatin-koncentraci6 novekedésével az akto-
W501+ fluoreszcenciadja ADP-ben és ATP-ben azonos szinthez tartott (36. abra). A
hiperbolikus illesztéssel extrapolalt fluoreszcencia-szintek — az aktin fluoreszcenciajat
kivonva — a kovetkezok voltak: 2,6 £ 0,3 ADP-ben és 2,4 + 0,1 ATP-ben (5. tablazat).
Ez két dolgot jelez:

1) Blebbistatin mellett az aktin jelenléte nem befolyasolja az erékar allapotainak
megoszlasat.

2) Blebbistatinban az akto-W501+ ADP-kotése is eloidézi az erdkar felhiizasat.

A fenti eredményekbél meghataroztuk a blebbistatin kotésének egyensulyi
allandojat is, ami *’A.M.ADP’ komplexben K4 = 38 = 17 uM-nak adddott (36. abra, 6.
tablazat), ez gyakorlatilag megegyezik a "M.ADP’ esetében kapott K4 = 37 + 19 uM
értékkel (23. ¢, 26. b és ¢ abra, 7. tablazat).
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36. abra:

Doktori értekezés

A blebbistatin  hatdsa az akto-W501+

nukleotid-indukalt fluoreszcencia-valtozasaira.

A relativ

fluoreszcencia-szintek  a

blebbistatin-

koncentracio fliggvényében 3 uM W501+ mutins 5 uM

aktin

mellett

nukleotidmentes

allapotban

(narancssarga), majd 500 uM ADP (piros), illetve 1
mM ATP (kék) mellett 20 °C-on. A nukleotid- és

aktinmentes miozin fluoreszcencidjanak csticsat rendre

I-re normalizaltam. Az éabra adataira hiperbolat illesztve meghataroztam a telitési blebbistatin-

koncentraciora érvényes relativ fluoreszcencia-szinteket (5. tablazat) és a blebbistatin-kotés egyensulyi

allandoit (6. tablazat). Az abran a harom parhuzamos mérés atlaga lathato.

6.1.8.2. Az erés és gyvenge aktinkoté allapotok megoszidsa pirén-aktin spektrumok alapjan

A DAMD konstrukciok aktinkotését a blebbistatin-koncentracio fiiggvényében

pirén-jelolt aktin segitségével is vizsgaltuk. A pirén-aktin az aktomiozin interakcid

detektalasara hasznalhatd. Ha a miozin erésen koti az aktint, a pirén-aktin

fluoreszcenciaja jelentés csokkenést mutat (78). Ez a quench a gerjesztési

spektrumban a 365 nm-es, az emisszios spektrumban a 406 nm-es csics esetén a

legnagyobb (mintegy 80 %-os csokkenés). Ha a pirén-aktomiozin komplex (PA.M)

disszocial jeloletlen aktin vagy ATP hozzaadasakor, a pirén-aktin fluoreszcenciaja

visszatér csaknem az eredeti szintre (37. a-c abra).
s
15610 o fer A - B - c
N +3 M PA
o 12X10°F o 45 M W501+ " PA-kotés o
2 —o-+1 mM ATP S S 48
89,0410’ 8 56 8
F] N N
. g g
860x10 B 52 g 44
w . [ w PA.M disszociacio
3,0x10° N~
4,0 5
00 48
' 320 360 400 440 1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 1E-4 1E-3 0,01 01 10

Hullamhossz /nm

Idé /s

37. abra: A pirén-aktin (PA) fluoreszcencia-valtozasai.

1do /s

a) Normalizalatlan (,,nyers”) PA fluoreszcencia-spektrumok: a W501+ PA-kétése és a disszociacio ATP

hozzaadasara. 3 uM PA-hoz (narancssarga) adtam 5 uM W501+ motor domént (fekete), majd ehhez 1
mM ATP-t (kék) 20 °C-on.
b) Az LpS1 PA-kétési, illetve ¢) a PA.M disszociacios SF-tranziense. 0,4 uM LpS1-et kevertem dssze 2

UM pirén-aktinnal, illetve 1 uM PA.S1 komplexet 10 uM aktinnal (keverés elétti koncentraciok) 18 °C-

on. Az egyszeres exponencidlis illesztéssel kapott megfigyelt sebességi allandok kops, on = 4,15 s (PA-

kotés, narancssarga), illetve kobs o = 0,97 ! (PA.M disszociécio, sziirke) voltak.
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Az erds és gyenge aktinkotd allapotok megoszlasat ugy mértem, hogy 3 uM pirén-
aktin spektrumait vettem fel miozin nélkiil, majd 5 pM DdMD-vel, végil 5 uM
DdAMD ¢és 0,5 mM ADP vagy 5 pM DAMD és 1 mM ATP mellett; kiilonb6zo
blebbistatin-koncentracioknal (38. a-b dbra). Az ,lires” pirén-aktint tekintettem a 0 %
erés (vagy 100 % gyenge), a PA.M komplexet a 100 % erés (vagy 0 % gyenge)
aktinkot6 allapotnak; amelyek szerint kiszamoltam a két nukleotid melletti aktink6td
allapotok aranyat (38. ¢ abra; az egyenletet lasd a Fiiggelék 13.6 fejezetében).

ATP mellett mind az m761, mind a W501+ konstrukcié gyenge aktinkotést
mutatott, (a miozinpopulacionak legfeliebb 10 %-a volt erdés aktinkotd); a
nukleotidmentes és az ADP-ko6tott miozin ellenben megorizte erds aktinkotd
tulajdonsagat (a miozinpopuldcionak mintegy 80 %-a volt erds aktink6td) az Osszes
vizsgalt blebbistatin-koncentracional (38. ¢ dbra). Tehat a "M.ADP.B’ komplexek

tobbsége blebbistatin mellett is erds aktinkdtd allapotban van jelen.

18/ A gerjesztési emisszios 18[B  gerjesatesi emisszios { § C
spektrumok PA - spektrumok spektrumok spektrumok| £ 1O[E & = = s 8 5
8 15 15 £ a a Y
s 8 g osft 4 8 a
8 12 g 12 - ] ADP
8 g F € op = W501+ ADP
g 09 $ 09 2 o W501+ ATP
3 ATP S £ 04 + m761+ ADP
T 06 ATP 2 06 ATP £ 5
By ADP) [ ADP, 2., AP m761+ ATP
03 03 RN & o
5 m761 m761 : m761 m761 @ gp R a & 5 n
330 360 390 420 ' 330 360 390 420 0 20 40 60 80 100
Hullamhossz /nm Hullamhossz /nm [blebbistatin] /uM

38. abra: Az erés és gyenge aktinkotd allapotok megoszlasa PA fluoreszcencia-spektrumok alapjéan.

Normalizalt spektrumok a) blebbistatin nélkiil és b) 50 puM blebbistatin jelenlétében 3 uM PA
(narancssarga), 3 UM PA + 5 uM m761 (fekete) és 3 uM PA + 5 uM m761 + 500 uM ADP (piros),
vagy 3 UM PA + 5 uM m761 + 1| mM ATP (kék) mellett. ¢) Az m761 (A) és a W501+ (0) erds
aktink6té miozinhanyada ADP (piros), illetve ATP mellett (kék) a blebbistatin-koncentracio

fliggvényében.

6.1.9. A blebbistatin kotése nem valtoztatja meg az apo miozin szerkezetét
A DdMD konstrukciok blebbistatin-kotés hatasara bekdvetkezd triptofan
fluoreszcencia-valtozasat vizsgaltam nukleotidmentes (apo) motordoménen is. E
kisérletekben a fluoreszcencia-valtozast az id6 fiiggvényében kovettem, a két mutans
motordomén konstrukciot titralva blebbistatinnal. Az inhibitornak ezattal mindkét

enantiomerjét felhasznaltam: az eddig leirt mérésekben is alkalmazott, aktiv S(-)-
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blebbistatint; valamint kontrollként az inaktiv format, az R(+)-blebbistatint (60). A két
izomer eltéré miozinko6td tulajdonsaggal is bir: az S-blebbistatin kotédik az apo-W501-
hez, az R-blebbistatin viszont nem (39. a abra).

A fluoreszcencia-csokkenés mind a négy esetben szinte azonos, mutansonként a két
enantiomerrel pedig teljesen azonos lefutast mutatott (39. b abra). Ez azt jelzi, hogy a
csokkenés nem a miozin sajat, intrinsic triptofan fluoreszcencia-valtozasanak, hanem a
blebbistatin fényabszorpcidjabol szarmazo belsé sziird hatasanak (inner filter effect) a
kovetkezménye (€297, vicbbistatin ~ 7000 Mflcmfl). Ez az eredmény megegyezik a W501+
és W239+ triptofan fluoreszcencia-spektrumai esetén kapottakkal: a blebbistatin-
koncentracidé novelésével a nukleotidmentes DAMD ,,nyers” fluoreszcenciaja csokkent.
Eszerint az S-blebbistatin kotése dnmagaban (aktin és nukleotid tavollétében) nem okoz
triptofan fluoreszcencia-valtozast a W501+ és W239+ mutansokban, vagyis nem idéz

eld szerkezetvaltozast az apo motordoménben.

:E 1,0 A 10
£ 08 o W239+ S(-)blebbistatin
= ! R(+)blebbistatin titralas 8 0,8 ® W239+ R(+)blebbistatin
S 06 < o W501+ S(-)blebbistatin
= S 06 ®  W501+ R(+)blebbistatin
2 04 1 uM S(-) + R(+)blebbistatin titralas ﬁ
g S 04
5 S 0,
e i
+ 02
& 0,2
3 S(-)blebbistatin titralas
2 00 : : ’ -

0 20 40 60 80 100 ) 20 40 60 80 100

[blebbistatin] /uM [blebbistatin] /uM

39. abra: A blebbistatin kétése a DAMD mutansokhoz.

a) Az S(—)blebbistatin és R(+)blebbistatin hatasa a W501+ mutans aktin-aktivalt ATPaz aktivitasara 0,1
uM W501+ és 20 uM ATP mellett. Az R(+)blebbistatin nem befolyasolja sem a W501+ ATPaz
aktivitasat (m), sem az 1 uM S(—) blebbistatin ATPaz aktivitast gatld hatasat (o).

b) Az S(—)blebbistatin (iires jelek) és R(+)blebbistatin (teli jelek) hatasa az apo-W239+ (e) és az apo-

W501+ (m) fluoreszcenciajara.
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6.2. Az aktinkoté zseb beziarédasa meghatirozza a miozinok aktinkotésének
energetikajat
6.2.1. Probléma és kisérleti elrendezés

Az er6kifejté 1épés végallapota az erbsen kotd rigor aktomiozin komplex, amely
rovid életideje ellenére az egyik legfontosabb koztidllapota az erdkifejtés soran torténd
munkavégzésnek. A rigor komplex atomi felbontast pontos szerkezete a mai napig sem
ismert. A korabban nyul és csirke modelleken tanulmanyozott gerinces vazizom miozin
2 ismert ,,rigor-szerii” szerkezetében az aktinkoté arok nyitott allapotban van (24), az
erds aktinkotés kialakitasahoz viszont az aroknak be kell zarddnia (24,39,41). A
klasszikus “3G” modell — Geeves, Goody és Gutfreund (96,97) — szerint a miozin 2
aktinkotése gyenge asszociacioval kezdddik, majd az aktomiozin komplex
izomerizacidjaval valik eréssé; egy ,,indukalt illeszkedés” tipusii mechanizmust jelezve
(40. a abra). Léteznek ugyanakkor olyan miozin izoformak, — puhatestii (Loligo,
Placopecten spp) izom miozin 2, Dictyostelium discoideum miozin 2, miozin 5, miozin
6 — amelyek aktin tavollétében is részben vagy teljesen zart arokkal birnak
(40,56,84,98) (20. és 40. b abra). E szerkezetek egyrészt emlékeztetnek a rigor
allapotra (40. b abra), masrészt e miozinok indukalt illeszkedés nélkiil is képesek
lehetnek az erés aktinkotésre (40. a abra).

A gerinces vazizom miozin 2 S1 aktinkdtése entropia-hajtott, endoterm folyamat (52-
55). A reakcio endoterm természetére magyarazat lehet, hogy a pozitiv entalpia-valtozas
a miozinfejben ébredd fesziilés velejaroja; amely fesziilés pedig az aktinfilamentummal
valo pontos térbeli komplementaritas kialakitasa, és részben az arok bezarasa miatt
szitkséges. Igy az apo miozinban lev arok allapota és az aktinkotés energetikaja kozott
Osszefuggésnek kell lennie. E hipotézis vizsgalatara négy miozin izoforma
Osszehasonlitdo  vizsgalatat végeztik el gyors tranziens kinetikai, egyensulyi
fluorimetrias és kalorimetrias mérésekkel, valamint atomi szinti energetikai
szamitasokkal. A tranziens kinetikai és egyensulyi fluorimetrids kisérleteknél pirén-
aktin szenzort hasznaltunk, az el6z6 alfejezetben mar leirt modon (6.1.8.2. fejezet, 37.
abra). A négy miozin izoforma az aldbbi volt: nyul vazizom miozin 2 S1 (¢s HMM
fragmentum; skS1 ill. skHMM), vad tipusa Dictyostelium discoideum miozin 2
motordomén (m761 konstrukcio; a tovabbiakban csak DAMD), k6zonséges kalmar —

Loligo pealei — izom miozin 2 S1 (LpS1) és egér miozin 5a S1 (m5S1).
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40. abra: Az aktinkotés utvonalai és az aktink6té arok allapota kiilonbz6é miozin izoformakban.

a) Az aktinkotés utvonalainak szerkezeti és kinetikai sémaja. Aktin tavollétében a miozinfej (sziirke) zart
vagy nyitott ark konformaciot vehet fel. A két allapot kozti atmenetet a K,;q egyensulyi allando szabja
meg (fels6 sor). Azok a miozin izoformak, melyek aktin tavollétében tobbségében nyitott arka allapotban
vannak jelen, az aktinhoz (vilagoskék) a 3G ,,indukalt illeszkedés” mechanizmussal kotddnek (96,97). Ez
egy kezdeti gyenge kotés (Kgyenge) €8 az ezt kovetd szerkezeti atalakulds (K, ,an) 1épéséb6l all (sotétkék
nyilak). Azok a miozin izoformak, melyek aktin tavollétében tobbségében zart arku allapotban vannak
jelen (igy az erds aktinkotésre ,konformacidsan eldszelektalt allapotban” vannak), az aktinhoz nagyobb
szerkezeti atalakulas nélkiil képesek lehetnek kotddni (Kes, fekete nyilak).

b) Az aktinkotd arok allapota aktin tavollétében kiilonbozé miozin izoformakban Yang és mtsai (56)
alapjan modositva.

Az egyes miozin motor domének rigor-szerii szerkezetének kinagyitott részlete (kék) a szubdomének
(U50 és L50 — fels6 és also 50 kDa, N — N-terminalis 25 kDa) és az aktinkotd arok helyzetével, az LpS1
(z61d, szaggatott vonal) szerkezetére vetitve. Az aktink6to arok is kiils6 (U50 és L50 kozt) és belso arokra
(U50 és N kozt) oszthato, melyek eltéré mértekii zartsagot mutatnak. A zarodashoz hozzajaruld sohidak
és hélixek is fel vannak tiintetve.

Az d4bra bal felsd részén az LpS1 US0 (sotétzold) és LS50 (vilagoszold) szubdoménjei kozti
kolcsonhatasban résztvevoé elemek vannak kinagyitva. A szerzok a sohidakat szaggatott vonallal, az

eltemetett apolaros aminosav-maradékokat aldhuzassal jelezték.
Eredményeink szerint az skS1 aktinkdtésének endoterm volta egyediilalld, az egyes

miozin izoformak arkanak allapota meghatarozza az aktinkotés utvonalat, de nem szabja

meg direkt médon az aktinkotés kinetikajat és az egyes miozinok aktin affinitasat.
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6.2.2. A miozin aktinkoté folyamata: hasonlésagok és kiilonbségek az izoformak kozott
6.2.2.1. A pirén-aktin fluoreszcencia-spektrumok
A spektrumokat 25 °C-on vettem fel, a puffer utdn el8szér 1 uM pirén-aktint
mértem, majd 2 uM miozint adtam hozza. Az emisszios spektrumokat ezttal a 384
nm-es csucsra normalizaltam, hogy konnyebben lehessen abrazolni. A vizsgalt
miozinok mindegyikének kotése hasonld, nagy pirén-aktin fluoreszcencia-csokkenést
(a 365 és 384 nm-es csucs esetén 80%) eredményezett (41. dbra). Ez arra utal, hogy

ezen izoformak esetében hasonld az aktomiozin kdlcsonhatasi feliilet (interface).

41. 4bra: A vizsgilt miozin izoformdk PA
fluoreszcencia-spektrumai.
Normalizalt PA fluoreszcencia spektrumok: 1 uM

pirén-aktin énmagaban (fekete vonal), majd 2 uM

Fluoreszcencia

miozin mellett 25 °C-on. A miozin izoformékat ezen
az abran és a tovabbiakban az alabbi modon

jeloltem: skS1 — o, LpS1 — o, DAMD — A, m5S1 — 9.

Hullamhossz /nm Két parhuzamos mérés atlaga lathato.

6.2.2.2. Az aktinkotés kinetikdja

A fenti, 365 nm-en mérhetd fluoreszcencia-kioltast felhaszndlva mértem a
miozinok aktinkotésének kinetikajat stopped-flow késziiléken. A masodrendi
aktinkotési  sebességi  allandok (k) meghatarozasara a miozint kiilonboz6
koncentracioju pirén-aktinnal kevertem 0ssze pszeudo-elsérendii koriilmények kozt
([PA)/[M] = 5), alacsony ionerésségnél (I = 25 mM). A jelvaltozas, ahogy a
spektrumok alapjan is varhatd, a PA-fluoreszcencia gyors csokkenése volt (42. a
abra). A gorbékre egyszeres exponencialis fliggvényt illesztettem, az ezekbdl
szarmaz6 megfigyelt sebességi allandokat (kops) a PA-koncentracio fliggvényében

abrazoltam (42. b abra).
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42. abra: A vizsgalt miozin izoformak PA-kétési kinetikéja.

a) Normalizalt SF-gorbék 1 uM PA ¢és 0,2 uM miozin dsszekeverésekor 18 °C-on /= 75 mM mellett.
Egy tranziens 10-15 parhuzamos gorbe atlaga, a kapott fluoreszcenciakat a kezdeti értékre
normalizaltam. A tranziensekre egyszeres exponencidlist illesztettem, a megfigyelt sebességi allandok a
kovetkezok voltak:

8,957 (skS1); 5,7 s (LpS1); 0,30 s (DAMD) és 38 s™' (m5S1).

b) A megfigyelt sebességi allandok PA-koncentracio fliggése. Az adatokra az skS1 esetében hiperbolat
illesztettem, a kapott kezdeti meredekség (ko) 26 uM™'s™, a megfigyelt sebességi allandé maximuma
(Kumax) 73 87" volt. A tobbi izoforma esetében az értékekre egyenest illesztettem, melyek meredeksége a
kovetkezd ko, értékeket adta: 35 uM's”" (LpS1); 0,43 uM's" (DAMD) és 21 uM's' (m5S1). A
tengelymetszetek (ko) nem kiilonboztek szignifikinsan a zérotol.

Mindkét panelen a két parhuzamos mérés egyikét abrazoltam. Az Gsszes mérés atlaga a 10. tablazatban

talalhato.

Az skS1 esetében a ks értékek magas koncentracioknal telitést mutattak, az
extrapolalt sebességi 4llando ke = 79 + 4 s'-nak adodott (42. b abra, 10. tablazat).
Ez a gorbe a korabban leirt kétlépéses aktinkotd reakciomechanizmussal cseng egybe:
a gyors masodrendii kotési 1épést (Kgyenge) €8y izomerizacios lépés koveti (Ka, ,ar) (40.
a abra). A ki értéke a szerkezeti valtozassal jaro, Ka, .4 egyensulyi allandoval jelolt
lépésnek a sebességi allandojat fejezi ki (97,99,100). A tobbi vizsgalt izoforma esetén
ellenben nem tapasztalhat6 egyértelmiien telités, a kqps-0k inkabb linedris fliggést
mutattak a PA-koncentraciotol (42. b abra).

Magasabb ionerésségnél mar egyik miozinnal sem jelent meg a telités. A tovabbi
kisérletekben a kon-t @ kops-0k PA-koncentracio fuggésének kezdeti meredekségével
hataroztuk meg ([PA] < 5 uM) kiilonboz6 ionerésségeknél és homérsékleteken (10.

tablazat).
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6.2.2.3. Az aktinkotés kinetikajanak ionerdsség-fiiggése
Az elézbekben bemutatott médon meghatarozott k,, értékek ionerdsség-fiiggését
ugy mértem, hogy az SF pufferhez az ionerdsségnek megfelelé mennyiségii KCl-ot
adtam. A kapott ko, ¢értékek tizes alapt logaritmusat (log kon) az ionerésség
négyzetgyokének fliggvényében (I°°) abrazoltam (Debye-Hiickel plot), az adatokra
egyenest illesztettem (43. abra).

43. abra: A vizsgalt miozin izoformak PA-
kotési kinetikajanak ionerésség-fliggése.
A jelolések leirasat lasd a 41. abranal. A két

parhuzamos mérés egyikét abrazoltam. Az

log (k,, M's™)

Osszes mérés atlaga a 10. tablazatban

talalhato.

00 01 02 03 04 05
(1 M)°°

Az 1. egyenlet felhasznalasaval meghataroztuk a nulla ionerGsségre extrapolalt
kotési sebességi allandot (kon, o, az illesztett egyenes tengelymetszetébdl) és az
ionerdsség-fliggést (az illesztett egyenes meredeksége, S) (101,102):

log kon = 108 kon, o + S - I* 1. egyenlet

Az skS1, LpS1 és m5S1 szamitott k,n, o paramétere nagyon hasonlonak bizonyult;az
értékiik egy diffuzio-limitalt reakcid nagysagrendjébe esett (103,104). A DAMD
aktinkotése a tobbi izoformaénal két nagysagrenddel alacsonyabb ko, o értéket adott.
Az ioner6sség-fiiggés az skS1, m5S1 és DAMD esetében volt szinte azonos, az LpS1-
re kaptunk magasabb értéket a tobbi izoformanal (43. abra, 10. tablazat).

6.2.3. Az aktin nélkiil is zart arokkal biré miozinok aktinkotése nukleotid tavollétében
exoterm folyamat
6.2.3.1. Az aktinkotés kinetikdajanak homérséklet-fiiggése
Az aktinkotés homérséklet-fliggését szintén az el6zdekben leirt mdédon hataroztam
meg 3 °C-onként (£ 0,1 °C) emelkedd hdmérsékleteken 50 mM KCI mellett (I = 75
mM). A kapott ko, értékeket Arrhenius szerint abrazoltam (az egyenletet lasd a
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Fiiggelék 13.5 fejezetében) ¢és az adatokra egyenest illesztettem, melynek
meredekségébél szamoltam az aktivacios entalpiat (AHY,, 44. dbra, 10. tablazat).

Az illesztett egyenes tengelymetszetébdl az entalpidhoz hasonldé mddon
kiszamithato az aktivacios entropia (AS%on) is. Ezt nagyobb elméleti és mérési

bizonytalansaga miatt azonban nem tettem meg.

6.2.3.2. Az aktomiozin disszocidcio kinetikdjanak homérséklet-fiiggése

In (k,, M"s™)

In (k. /s")

Az aktin disszociaciojanak sebességi allandojat (kor), illetve annak hémérséklet-
fliggését leszoritasos (chasing) kisérletekkel hataroztam meg: 0,5 pM pirén-
aktomiozin (PA.M) komplexet kevertem dssze 5 uM jeloletlen aktinnal az elébbi
modon. A kapott ko értékeket az aktinkotéshez hasonloan abrazoltam és az aktivacios
entalpiat kiszamoltam (AHioff, 45. abra, 10. tablazat).

A m5S1 esetében a lassabb reakcid miatt (egy tranziens lefutasa mintegy 2000 s) e
mérést fluoriméteren végeztem, nem a stopped-flow késziiléken; tovabba az

alkalmazott koncentraciok 0,2 pM PA.M ¢és 5 uM aktin voltak.

18 44. dbra: A vizsgalt miozin izoformak PA-kotési
kinetikajanak homérséklet-fiiggése.
16 A masodrendii kotési sebességi allandok (ko) Arrhenius-
A \‘\n abrazolasa (lasd a Fiiggelék 13.5 fejezetében) megadta
T S az aktinkstés aktivacios entalpidjat (AH', 10. tablazat).
A 4
M\A A két parhuzamos egyikét abrazoltam; a kapott AH*,
iy A
. ry (kJmol™) értékek itt 71 (skS1), 37 (LpS1), 18 (DAMD) és
0,0033  0,0034  0,0035  0,0036 30 (m5S1) voltak. A jelolések leirasat lasd a 41. abranal.
1 /(T IK)
2 kS 45. abra: A ’PAM’ disszociacio kinetikdjanak
0 S o LpS1 | homérséklet-fiiggése a kiilonbozd miozin izoformakon.
i - P A DdMD

A —¢

2 M5S1 A megfigyelt sebességi allandok (koy) Arrhenius-
- Py
n‘hﬂ—ﬂw

abrazolasa (lasd a Fiiggelék 13.5 fejezetében) megadta

az aktin disszociacio aktivacios entalpigjat (AH'.g, 10.

-6 Q‘N tablazat). A két parhuzamos mérés egyikét abrazoltam; a

-8 kapott AH' o (kJmol™) értékek itt 19 (skS1), 69 (LpS1),

0,0033 °’°°3“1 o /°K"))°35 0.0036 39 (DAMD) és 41 (m5S1) voltak. A jelslések leirasat lasd
a 41. dbranal.
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6.2.3.3. Az aktomiozin interakcio energetikdja nukleotid tavollétében

Az skS1 aktinkétésének aktivacios entalpidja (AH*,) sokkal nagyobb volt, mint a
ezzel ellentétben sokkal alacsonyabb értéket kaptunk, mint a masik harom izoforma
esetén. Ezekbdl az értékekbol kiszamithato az aktinkotés standard entalpiavaltozasa:

AHY = AH 5 — AHE o 2. egyenlet

Az elébbick szerint a AH® a gerinces miozinra joval nagyobb érték, mint a tobbi
vizsgalt miozin esetében. Az skS1 — a korabbi adatokkal dsszhangban — endoterm
aktinkotést mutatott, a harom masik izoforma aktinkotése ellenben gyengén exoterm
folyamatnak bizonyult (46. abra, 10. tablazat). Ezen eredmény megerdsitésére a két

alabbi fliggetlen kisérletet végeztiik el.

100 46. abra: Az aktinkétés standard entalpiavaltozasa.

A 44-45. abran bemutatott kisérletek soran kapott

A
o

aH'
= AH’ = aH’ - AH®

entalpia-valtozasokat (teli sziirke oszlopok — AH',, és

o
o

off

csikozott oszlopok — AHgoff) és az ezekbdl szamolt
standard entalpia-valtozasokat (AH’, lila oszlopok)
abrazoltam (10. tablazat).

o

AH* vagy aH° /kJmol”
N

]
o

&
S

skS1 LpS1 DdMD mb&81

6.2.4. Az exoterm és endoterm aktinkotés igazoldsa fluoreszcencia-méréses egyensulyi
titralasokkal
A miozinok aktinkétésének egyenstlyi allandoit megallitott aramlasos egyensulyi
titrldsokkal hataroztuk meg Kurzawa és Geeves szerint (105) 5, 12, 18 és 25 °C-on. 0,1
UM pirén-aktint inkubaltam kiilonb6z6 koncentracioji miozinnal 0,1 unit/ml apiraz
jelenlétében 30 percig szobahémérsékleten. Ezutan e mintakat a stopped-flow
miiszerben 20 uM ATP-vel kevertem dssze (keverés elotti koncentraciok), ami teljesen
disszocialta a 'PA.M’ komplexet (47. a dbra). A kapott tranziensekre exponencialis
fiiggvényt illesztettem. E kisérletet m5S1-gyel nem végeztem el, annak nukleotid
tavollétében 1évo extrém magas aktin affinitasa miatt (30).
Az ATP-indukalt PA-fluoreszcenciavaltozas amplitidéja megmutatja a PA-kotott

miozin aranyat. Az amplitido-valtozasokat (AAmp) normalizaltam (a sémat lasd a
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Fiiggelék 13.5 fejezetében), hogy kikiiszoboljem a lampa esetleges intenzitas-
valtozasaibol szarmazo hibat. A normalizalt amplitadokat a miozin keverés elotti (pre-
mix) koncentraciojanak fiiggvényében abrazoltam, az adatokra masodfoku fliggvényt
illesztettem (47. b abra; a fliggvényt lasd a Fiiggelék 13.6 fejezetében).

A kapott egyensulyi allandokat van’t Hoff szerint abrazolva lathato, hogy az skS1
asszociacios allandoja a homérséklet emelésével nétt, a masik két izoformaé ellenben
csokkent (47. ¢ abra). Tehat az egyensulyi titralasok igazoltak a fenti eredményeinket:
az LpS1 és a DAMD gyengén exoterm aktinkdtést mutat az skS1 endoterm aktinkdtd

folyamataval ellentétben (10. tablazat).

PAS1xATP

0,025 M S1

Fluoreszcencia

AFIF

™'y

a (rigor)

=]

240\ 9:1 st 03 o skS125°C 16
0,5 M S1 u skS1 5°C X
20 LpS125°C £ 15 = 2
A 00 o st 5B qal e C
5T 0z 03 04 05 06 00 o1 02 03 04 05 0,0034 0,0035 0,0036
1d6 /s [S11/uM 1 (T IK)

47. abra: A vizsgélt miozin izoformak aktin affinitdsdnak meghatdrozasa egyensulyi titralasokkal.

a) SF-gorbék 0,1 puM PA és a jelzett koncentracioju skS1 keverékének 20 uM ATP-vel valo
osszekeverésekor (keverés eldtti koncentraciok) 25 °C-on. Mindegyik tranziens 10-15 parhuzamos gérbe
atlaga, a sotétedo szinek az emelkedd S1-koncentraciot jelzik. A tranziensekre egyszeres exponencialist
illesztettem, a megfigyelt amplitadok itt 0,324 (0,025 uM); 0,760 (0,1 uM); és 1,743 (0,5 uM) voltak.

b) A normalizalt amplitidok (a normalizalas modjat lasd a Fiiggelék 13.5 fejezetében) az S1 keverés

jelek). Az adatokra masodfokd fliggvényt illesztettem (az egyenletet lasd a Fiiggelék 13.6 fejezetében; s
= 0 értéket rogzitettem), ami megadta a PA-kétés egyensulyi allandojat. Ez az abrazolt mérésre: 28 nM
(skS1, 5°C), 5 nM (skS1, 25°C), 42 nM (LpS1, 5°C), és 230 nM (LpS1, 25°C) volt.

¢) A kapott egyensulyi 4llandokat van’t Hoff szerint (In K, = —~AH’R - 1/T + AS’/R) abrazoltam. Az
illesztett egyenesek az alabbi standard entalpia- (AH"; kJmol™) és standard entrépia-valtozasokat (AS’;
JK 'mol™) eredményeztek: 71 és 400 (skS1); —52 és —60 (LpS1); —28 és 24 (DAMD).

Mindegyik panelen a harom parhuzamos mérés egyikét abrazoltam, az dsszes mérés eredményének atlaga

a 10. tablazatban lathato. A b) és c) panelen a jelolés a 41. abraéval megegyezo.
Az egyensulyi titralasokbol és a tranziens kinetikai mérésekbol eltéré AH® értékeket

kaptunk; a legnagyobb kiilonbséget az LpS1 esetén tapasztaltuk (10. tablazat). Ezt a

kiilonbséget valosziniileg a AH’ meghatarozasara alkalmazott két kiilonbéz8 modszer —
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6.2.5.

az Arrhenius-gorbék meredekségének kiilonbsége (44-45. abra), illetve az egyensulyi
adatokra illesztett masodfoku fliggvény (47. b abra) — eltér6 hibaja okozza.
Ugyanakkor az skS1 és a masik harom izoforma eltér6 energetikai profilja e

bizonytalansag ellenére is kit{inik.

Az exoterm és endoterm aktinkotés megerdsitése kalorimetriaval

Az skS1 és LpS1 aktinkétése soran elnyelddé vagy felszabaduld hét direkt modon
izotermalis titracios kalorimetridaval (ITC) mértiikk Dr. Kardos Jozsef utmutatasaval. Az
ITC miiszer egy referencia- és egy mintacellat tartalmaz (19. 4bra). A mintacellaba tett
aktint titraltuk a miozin mintakkal, a kontroll méréseknél pufferrel titraltuk az aktint,
miozinnal a puffert, illetve pufferrel a puffert. A kisérletek soran azt a hdmennyiséget
detektaltuk, amennyivel az aktualis idépillanatban a mintacellat fiiteni kell, hogy a
homérséklete megegyezzen a referencia-cellaéval.

SkS1, valamint skHMM aktinhoz valo hozzdadasakor egy gyors héelnyeld fazis
figyelhettiink meg, a vart endoterm reakcionak megfeleléen. Az LpS1l-nél ez a
héelnyelés nem volt jelen, helyette egy gyors héfelszabadulasi fazis latszott, ami
exoterm reakciot jelez (48. a abra). Korabban megallapitottak, hogy a gyors fazisban
mért hévaltozas gyakorlatilag az aktinkotés entalpiajaval egyenld (55). Mindharom
titralasnal megjelent azonban egy lassi hovaltozassal jaré masodik fazis is (48. a abra)
(55). Ez az aktin szerkezetében az S1, illetve HMM hatasara bekovetkezo lassu
valtozasnak tulajdonithato (,kotegelddés” — bundling). A lassi fazis megjelenése
megneheziti a miozin aktinkdtése soran bekovetkezd specifikus hdvaltozas pontos
meghatarozasat, azonban azt jol mutatjak a kisérletek, hogy az entalpiavaltozas LpS1-
ben hasonl6 nagysagrendi, de ellentétes eldjelii, mint skS1-ben.

A titralas soran az egymast kovetd hozzaadasokbdl szarmazo hdvaltozasokat a
detektalt ,,hévaltozasi sebesség” gorbe integralasaval szamitottuk. A kapott értékeket
Osszeadtuk és a miozin koncentracidjanak fliggvényében abrazoltuk, majd masodfoku
fiiggvényt illesztettiink ra (48. b dbra). Az illesztés paramétereit a 11. tablazat
tartalmazza. A szamolt AH® értékek az irodalomban kordbban szerepl (55), és a
fluoreszcens méréseinkbdl szarmazo adatoknal ugyan alacsonyabbak, de a megfigyelt

tendencia az eddigi eredményekkel Osszhangban van (10. tablazat). Az észlelt
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kiilonbség valosziniileg annak a kovetkezménye, hogy a lasst fazis is hozzajarul az
aktinkotés soran torténd hovaltozashoz.
Nagy anyagigénye miatt e kisérletet a rekombinans miozin konstrukciokkal — DdAMD

és m5S1 mintaval — nem végeztiik el.

_ 1010 80
% — puffer A B
Q = skS1 40
=10,05 o LpSt 2
3 —=- skHMM 2 0 u sksf
2 5 %00, LpsSt
2 10,00 3 ., o Lp
2 5 40 = skHMM
2 G 2 “"“\
N 9,95 ~ -80
5 -r -"‘\.._
8 120
= 9,90 s n L L - L

0 20 40 60 80 100 0 2 4 6 8

1d6 /s [S1 vagy HMM] /uM
48. abra: Az aktinkétés soran fellépo hévaltozas mérése kalorimetriaval.
a) Egy hozzaadas soran kapott hévaltozas a kaloriméteren. 5 uM F-aktinhoz miozinmentes puffert (fekete
vonal); 0,73 uM skS1-et (m); 0,73 uM skHMM-et (m); illetve 0,20 uM LpS1-et (o) adtunk.
b) Egy titrdlas soran mért entalpia-valtozas a miozin 2 izoformékon. A titralds soran egymast kovetd
hozzaadasokbdl szarmazo hovaltozasokat Osszeadtuk és a miozin koncentracidjanak fiiggvényében
abrazoltuk, majd masodfoku fliggvényt (az egyenletet lasd a Fiiggelék 13.6 fejezetében; s = 0 értéket
rogzitettiik) illesztettiink ra (11. tablazat).

A két parhuzamos mérés egyikét abrazoltam.

6.2.6. Az aktomiozin interakciot az ADP jelenléte entalpikusan kedvezétlenebb iranyba
tolja el
A fluoreszcencia-méréses egyensulyi titralasokat (47. abra) | mM ADP mellett is
megismételtilk, hogy lassuk, e nukleotid jelenléte hogyan befolyasolja az erds
aktomiozin komplex kialakulasanak energetikdjat. A méréseket kétféle modon is
elvégeztem. A stopped-flow miszerben az ADP-mentes méréshez (47. a abra)
hasonloan jartam el: a szobahdmérsékleten elore inkubalt; 0,4 pM PA-t, kiilonbozo
koncentracioji miozint és 1 mM ADP-t tartalmazé 'PA.M.D’ komplexet kevertem
Ossze 100 uM ATP-vel (keverés el6tti koncentraciok) (105). A fluoriméterben a 0,1 pM
PA-t és | mM ADP-t tartalmaz6 mintat titraltam miozinnal (49. a abra) (106).
Az exponencialis illesztésekbdl szarmazd amplitadokat (stopped-flow), illetve a

titralasok soran kapott és normalizalt fluoreszcencia-szinteket (fluoriméter) a miozin

70



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

6.2.7.

koncentraciojanak fiiggvényében abrazoltuk és az adatokra masodfoku fliggvényt
illesztettiink (49. b abra). Az ezekb6l szarmazd egyensulyi allandok van’t Hoff
abrazolasa azt mutatja, hogy a nukleotid jelenléte a miozinok aktink6tését endoterm
iranyba tolja el (a AH" értéke 40-50 kJ/mol-lal nagyobb, mint a nukleotidmentes

miozinmintak esetén) (49. ¢ abra, 10. tablazat).

000 10
6000 b —25°C A 25°C B
5%C 08 b
@ 5000 Q e 5%C ~
% I ] 2 kS
E 4000 g os o, £
8 3000 $0e 9 o <
g 5 O B g Sgciesdasiuld o o
2 2000 3 o <
LS £
1000 n ” ﬂ 02 -
S 0
200 400 600 g0 %85 o1 oz o3 o4 05 0,0034 00035 0,0036
1d6 /s [M5ST] /uM 11T 1K)

49. abra: A "M.ADP’ komplex aktin affinitasanak meghatarozasa egyensulyi titralasokkal.

a) Titralasi gorbék a fluoriméteren. A 0,1 pM PA-t és 1 mM ADP-t tartalmaz6é mintat m5S1-gyel titraltam
5 °C-on (rézsaszin) és 25 °C-on (vrds). A gorbe alakja abbol szarmazik, hogy a fluoriméter rését csak az
egyes hozzaadasok utan néhany maésodpercre nyitottam ki, a photobleaching elkeriilésére. A mért
fluoreszcencia-értékek nagysagrendje azért ekkora, mert a detektalast *s&r’ (sample & reference) modban
végeztem.

b) A m5S1 normalizalt fluoreszcencia-szintjei a miozin koncentracidjanak fliggvényében 25 °C-on (iires
jelek) és 5 °C-on (teli jelek). A mért fluoreszcencidkat az oldat higulasaval korrigéltam, a miozinmentes
PA értékére normalizaltam és az adatokra masodfoku fliggvényt illesztettem (az egyenletet lasd a
Fiiggelék 13.6 fejezetében; s = 1 értéket rogzitettem). Ez megadta a PA-kotés egyensulyi allandojat,
mely az abrazolt mérésre: 10 nM (5 °C) és 4 nM (25°C).

¢) A fluoriméteren vagy stopped-flow késziiléken végzett titralasokkal kapott egyensulyi allandok van’t
Hoff-abrazoldsa. Az illesztett egyenesek az aldbbi standard entalpia- (AH"; kJmol") és entropia-
valtozasokat (AS"; JK'mol™) eredményeztek: 83 és 400 (skS1); 12 és 150 (LpS1); 39 és 240 (DAMD); 47
és 260 (m5S1). Az izoformak jel6lése a 41. abraéval megegyezo.

Mindegyik panelen a harom parhuzamos mérés egyikét abrazoltam, az dsszes mérés eredményének atlaga

a 10. tablazatban lathato.

Az aktinkotés termodinamikai paramétereinek 6sszefoglalasa
A kovetkezd abrakon Osszefoglaltam a kisérleteinkbdl szarmazd eredményeket. Az
elson a vizsgalt miozinok szerkezeti és energetikai paramétereinek Osszevetése lathatd

(50. abra). A masodik a sajat kisérleteinkb6l szarmazé és az irodalomban talalt
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eredményeket tartalmazza a négy miozin izoformarél. Eredményeink 6sszhangban

allnak egymassal és az irodalomban fellelhetd adatokkal (51. abra).

100 .
0L A B mmaH
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0 m581 £
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-60 50
6 8 10 12 14 16 18 skS1 LpSt DdMD m5S1

Arok szélessége /Angstrom

50. abra: A vizsgalt miozin izoformak szerkezeti és energetikai paramétereinek dsszevetése.

a) A belso (teli jelek) és kiils6 arok (nyitott jelek) szélességének, és az aktinkotés mért standard entalpia-
valtozasanak (AH") 6sszefiiggése. Az arok szélességét (lasd 20. Abra) a miozin S1 vagy MD konstrukciok
aktin és nukleotid tavollétében meghatarozott (rigor-szerii) kristalyszerkezete alapjan szamitottuk (skS1 —
2MYS; LpSI — 315G; DAMD — 2AKA; m5S1 — 10E9; lasd 12-13. tablazat). A AH’ értékekként az
Osszes mérésbol szarmazo érték atlagat abrazoltam. Az izoformak jeldlése a 41. abraéval megegyez6.

b) Az aktinkotés standard entalpia-véltozasa a nukleotidmentes (rigor-szerd, sziirke oszlopok) és az ADP-

kotott (poszt-rigor, fehér oszlopok) miozin izoformakban.
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51. dbra: Az altalunk mért és az irodalomban korabban leirt termodinamikai paraméterek osszefoglalasa.
a) A vizsgalt izoformak standard entalpia-valtozasa.
b) A vizsgalt izoformak standard entropia-valtozasa.
A sajat méréseinknél a 41. abranal leirt jelolést alkalmaztam; tovabba a gyorskinetikai mérésekbél
szarmaz6 eredményeket lires, az egyensulyi titralasos (kalorimetrias és PA-fluoreszcencias) adatokat teli
jellel abrazoltam; az skS1 irodalomban kordbban leirt adatait hatszoggel jeleztem, a kalorimetrias

eredményeket (55) teli, a kinetikai adatokat (52,53,99,100) iires hatszoggel.
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6.2.8. Az aktinkoto arok két oldala kozti kotés energetikaja

A kisérletekben meghatarozott energetikai paraméterek szerkezeti alapjanak
meghatarozasara Dr. Hetényi Csaba kalkulaciokat végzett a vizsgalt izoformak rigor-
szerli (zart arka) és poszt-rigor (nyitott arkt) atomi szerkezetein. Az skSl-gyel a
hianyzo rigor-szerii szerkezet miatt e kalkulaciot nem végezte el. A kdlesonhato felszin
meghatarozasara a miozinfejet az az aktinkotd arok egymassal szemkozti két oldalara
osztotta, melyeket a switch-2 hurok valaszt el (20. abra, a modszert részletesen lasd az
5.3.8.1. fejezetben). A két oldal kozti kdlesonhatas energidjahoz (Eyn) hozzajaruld
paraméterek vizsgalatara olyan modszert hasznalt, melyet fehérje-fehérje interakcidok
kotési szabadenergiajanak kiszamitasara ajanlanak (89,90,107).

Evi= AEiekirosatatikus T AGdeszolvacios — 1 ASkonfiguracios 3. egyenlet

It AE¢iekiroszatikus aZ elektrosztatikus kolesonhatas energidjanak valtozasa, AGeszolvacios
a deszolvacios szabadenergia valtozasa, TASionfigursciss @ konfiguracios entropia
valtozasa. AEeiekiroszatikus €ntalpikus tagnak tekinthetd (108). AGeszolvacios @ deszolvaciod
entalpikus ¢és entropikus hozzajarulasat is tartalmazza. Ha a két feliilet hidrofob
aminosavai kozt kapcsolatok alakulnak ki, akkor értéke negativ (a deszolvacio
energetikailag kedvezébb). TASionfigurscios €ntropikus tag, mely azonos kotdpartnerek
esetén (itt: ugyanannak a miozin izoformanak a kiillonb6zé szerkezeteinél) a masik két
taghoz képest elhanyagolhatonak tekinthetd. gy AFuekmosmatikus €5 AGaesmolvicios
meghatarozasaval kiszamolta a kotési szabadenergia kiilonbségét az LpS1, DAMD és
m5S1 rigor-szerii és poszt-rigor szerkezete kozt:

AEw= Exn (rigor-szerit) — Exh (poszt-rigor)- 4. egyenlet

Itt Eyy, értéke csupan az arok két oldala kozti (potencialis) kolesonhatas energidjanak
mérészama az egyes izoformakban, nem az arok bezarasahoz vezetd konformacio-
valtozasok energetikajat jellemzi. (A modszer eredeti leirasaban a kiszamolt
energiaértékeket AG-ként jelolték (89,90)).

A kalkulalt eredményeket a 12. tablazat tartalmazza, ezek alapjan az alabbi
megfigyelések tehetok:

1) Az arok két felillete kozti kotés az elektrosztatikus kolesonhatasok révén

entalpikusan kedvezd (AAEiekiroszatikus €rtéke negativ).
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2) A két feliilet kozti kotés sokkal kedvezdbb rigor-szeri, mint poszt-rigor
konformacidban, mert AEy;, értéke negativ.
3) A AEy, abszolutértéke és a kotés kedvezo volta az alabbi sorrendben né: LpS1
<DdMD < m5S1.
4) A AEy, mindegyik izoforma esetén tartalmaz elektrosztatikus és deszolvacios
hozzajarulast is.
5) A AGgeszolvacios negativ értéke a két feliilet kozti hidrofob kolesonhatasokra utal.
A fenti szamitasok kizarolag miozin szerkezetek felhasznalasaval késziiltek, az
aktinkotés bevonasa nélkiil. fgy az itt kapott értékek sem tartalmaznak az aktomiozin
kotofelszin  kialakulasabol szarmazo entalpikus hozzajarulast. Az aktin-miozin
kélesonhatés valoszintileg tovabb arnyalja a miozin izoformak kozt az aktinkdtés AH

értékében megfigyelt eltéréseket (10. tablazat).

6.2.9. A ’transducer’ becsiilt torziés szoge hasonlo az egyes izoformakban
A miozin motordomén magjaban talalhato egy hétszalu B-lemez, ami a fels6é 50 kDa
szubdomént ¢és az N-terminalis szubdomént koti 6ssze. Ez valosziniileg szerepet jatszik
a motordomén nukleotid- és aktinkoté helye kozti allosztérikus kommunikacidban,
torzios szogének valtozasai altal (56,83). A B-lemez utols6 harom szalat és a hozza

kapcsolodo elemeket ezért , transducer”-nek nevezték el (52. abra).

linker g
transducer

g . &_{J\
poszt-rigor |~ j&fC A

52. dbra: A transducer helyzete a miozinban Coureaux ¢s mtsai (83) szerint.
A transducer a motor domén magjaban 1év6, a nukleotidkotd helyhez kozel esé hétszali B-lemez utolsd
harom (5-7) szala (¢és az azzal egyiitt mozgé elemek, igy a loop-I), mely az abrazolt két allapot kozt

torzidt szenved.
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A transducer-t ,csavart” (twisted) konformacioban azonositottak rigor-szerti és
részben kitekert” (partially untwisted) konformacioban poszt-rigor allapotban. Arra
voltunk kivancsiak, hogy az egyes miozinok aktinkotésének kiilonbozé energetikai
profilja szarmazhat-e a transducer eltéré mértéki kitekeredésébdl (untwisting). Ezért
kollaboratorunk, Dr. Hetényi Csaba kiszamolta a fransducer kitekeredésének Aq
szOgét, amely a miozinok rigor-szeri allapotabol a poszt-rigorba torténd atmenete,
illetve ezzel egyiitt az arok kinyilasa soran torténik.

A kapott értékek a 13. tablazatban lathatok. A szamitasok szerint a A@ szog nagyon
hasonlé volt mind a négy vizsgalt miozin esetén. Bar az skS1 rigor-szeri atomi
szerkezete nincs megoldva és igy az izoforma Ag szoge eltéré lehet, a masik harom
vizsgalt miozin barmelyikének értékét alkalmazva szintén hasonld értéket kaptunk. Ez
Osszhangban 4ll azzal a korabbi leirassal, hogy a m5S1 rigor-szerii rontgenszerkezete
deformacié nélkil beilleszthetd az akto-skS1 rigor komplex krio-elektronmikroszkopos
boritékaba” (50). A fenti eredmények szerint a miozin izoformak eltér energetikaja
nem a transducer kiilonb6zé mértéki kitekeredésébol ered.

Erdekes, de még eldontetlen az a kérdés, hogy a rigor-szerii (csavart) vagy a poszt-
rigor (kitekert) konformacio ¢ szoge jelenti-e a transducer mechanikailag relaxalt(abb)
allapotat. A AEy, érték negativ, vagyis az arok zarddasa termodinamikailag kedvezdbb.
Az arok két szemkozti feliilete kozti kotési interakcionak is kdszonhetden (12. tablazat)
a kitekeredés szabadenergia-valtozasa (AGkiwkerr) legalabb részben fedezi a kedvezd
interakciok felbomlasanak szabadenergia-koltségét, ami az darok kinyilasakor

kovetkezik be (a rigor-szerli — poszt-rigor atmenet soran).
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7. Az eredmények megbeszélése

7.1. Az erégeneralé lépés kezdéallapota

Munkank soran kimutattuk, hogy a miozin 2 molekuldk az ATPaz ciklus soran
blebbistatin-kotés hatasara zart switch-1 és zart switch-2 hurokkal bird, vagyis gyenge
aktinkotd, felhtizott erdkarti pre-powerstroke allapotot vesznek fel, a korabbi
megfigyelésekkel 6sszhangban (61,63,64). Ugyanakkor arra az 0j eredményre jutottunk,
hogy a miozin 2 fejek tobbsége ATP nélkiil és ADP jelenlétében blebbistatin-kotés
hatasara zart switch-2 hurokkal bird, felhtizott erdkarti pre-powerstroke szerkezetben van
jelen (23, 26. ¢és 36. abra). Ez az allapot azonban megérzi a switch-1 hurok egyensulyat
¢és igy a "M.ADP’ komplexre jellemzé magas aktin aftinitasat (28, 32-33. és 38. abra). A
fluoreszcens méréseken tul a '"M.ADP.B’ komplex felhtizott erdkaru szerkezetét elektron-
mikroszképos felvételekkel (27. dbra), magas aktin affinitdsat koszedimentacids
kisérletekkel erdsitettiik meg (31. és 35. abra). A 'M.ADP.B’ (egyik lehetséges)
szerkezete a komplex ezen tulajdonsagai alapjan nagyon hasonlit a normal (nem gatolt)
ATPaz ciklus egy sziikséges, de eddig le nem irt ,,start-of-powerstroke” koztiallapotahoz.
Ez az erdkifejtd 1épés kezddallapota, ami rovid életideje miatt az inhibitor tavollétében
eddig nem volt ismert (51).

A ciklus soran a miozin-termék komplex (M.ADP.P;) visszakét az aktin-
filamentumhoz, ami a termékek felszabadulasahoz és az erékifejtéshez (powerstroke)
vezet. E 1épések soran gyenge aktinkotd (zart switch-1, nyitott kiilsé arok), felhuzott
erOkart, zart switch-2-vel bird (pre-powerstroke) szerkezetbdl erGs aktink6td (nyitott
switch-1, zart kiilsé arok), lecsapott er6karu (rigor) szerkezetbe megy at a miozinfej
(40,84) (8. és 14. abra).

A jelen szerkezeti és spektroszkopiai informaciok alapjan valosziniinek tiinik, hogy az
erbgeneraldas nem az ATP altal eldidézett szerkezeti valtozasok (recovery stroke)
forditottjaként kovetkezik be (40,51). Az erdkifejtést inkabb egy aktinkotdtt “start-of-
powerstroke” M.ADP.P;’ allapoton at feltételezik, amelyben az aktinkotd arok még
zarva van, ugyanakkor az er6kar mar fel van huzva. A switch-2 zarva marad ezutan az
erdkar lecsapasakor, amikor az erdkifejtés megtorténik (14. abra). A hidrolizis

termékeinek felszabadulasat a P-hurok egy konformacio-valtozasa segiti eld, ami a
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7.2.

motordomén kézponti B-lemezének ,.csavarodasahoz” (transducer twist) vezet (51). igy
az erdgeneralasi utvonalnak kikeriilhetetlen része egy zart switch-2-vel biré, felhuzott
er@kart konformacio, amelyben a switch-1 reverzibilis médon nyilhat (igy a kiilsé arkot
bezarva) (51,95). Az itt bemutatott eredmények azt tamasztjak ala, hogy az altalunk leirt
M.ADP.blebbistatin komplex képezheti a “start-of-powerstroke” éllapotot. A normal
(nem-gatolt) ciklusban nehéz ilyet leirni rovid életideje és kis gyakorisaga miatt. A masik
harom alapvetd miozin allapotrél mar rendelkezésre allnak szerkezetek, de a “start-of-
powerstroke” koztidllapot szerkezete még hianyzik. Oldatban végzett kisérleteink azt
mutatjak, hogy ADP és blebbistatin mellett a “start-of-powerstroke” és a pre-
powerstroke allapotok konformacids egyensulyban vannak, ami a kristalyositast is
befolyéasolhatja (mint korabban a M.ADP.BeFx komplex esetén (38)).

Adataink egybevagnak korabbi rontgendiffrakcios és  elektronmikroszkopos
eredményekkel. Zhao és mtsai leirtak, hogy az ADP-kotott miozinfejek helikalis
rendez6dést mutatnak blebbistatin hatasara tarantulapok (7heraphosidae csalad) vastag
filamentumaiban (109). A helikalisan rendezett allapotot a pre-powerstroke
konformacionak feleltették meg (110). Xu és mtsai arra az eredményre jutottak, hogy
talnyujtott izomrostokon a blebbistatin a miozinfejek rendez6dését okozza a ,,nem
atlapolo” (csak miozint tartalmazd) szakaszokon; tovabba a rendezett allapotok
gyakorisaga jelent6sen megné kiilonboz6 nukleotidok, koztikk ADP mellett blebbistatin
hozzaadasara (111). Mi, ezzel a munkaval ellentétben, nem tapasztaltunk konformacio-
valtozast a nukleotidmentes miozinban blebbistatin hozzaadasara (39. b abra). E munkak
is azt tamasztjak ald, hogy a blebbistatin a y-foszfat kotShely betdltott vagy betoltetlen
allapotatol fuggetleniil a miozint pre-powerstroke konformacioba viszi. A blebbistatin
altal el6idézett erkar felhuizodast, az aktivhely konformacidjat és a "M.ADP.B’ komplex

aktinkoto sajatsagait ugyanakkor mi irtuk le el6szor.

Az aktinkotés energetikdja

Az aktomiozin kdlcsonhatas energetikai vizsgalataival korabban kimutattak, hogy a
nukleotidmentes skS1 aktinkdtése entropia-hajtott, entropikusan kedvezdtlen folyamat
(52-55). A reakci6 energetikai viszonyainak szerkezeti alapjat azonban még nem irték le
részletesen. A kolcsonhatas endoterm természete meglepdnek tiinhet, hiszen nagy

fehérje-fehérje kolesonhatasi feliilet jon létre az erds, magas affinitasti aktinkotés soran.
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Munkank soran az skSl-et olyan miozin izoformakkal hasonlitottuk &ssze, amelyek
feltételezhetéen mas szerkezeti és kinetikai Gton kotik az aktint (24,30,56,84,112) (40. b
abra). Az egyes izoformak aktomiozin kolesonhatasanak dsszehasonlitd vizsgalataval az
alabbi 0j eredményekre jutottunk:

1) A vizsgalt izoformak hasonld pirén-aktin fluoreszcencia-csokkenést mutattak,
ami hasonlo aktinkotd kolesonhatasi feliiletre utal (41. abra).

2) Az skS1 endoterm aktink&tése egyediilallo a vizsgalt izoformak kozt (46-48. és
50. abra, 10. tablazat).

3) Az aktinkétés energetikai profilja Osszefligg az arok — kristalyszerkezetekben
megfigyelt — zarddasanak mértékével az aktin tavollétében. A zart arokkal
kristalyositott LpS1, DAMD, m5S1 miozinok (24,40,56,84) aktinkotése az skS1-
gyel ellentétben exoterm (46-48. és 50. abra, 10. tablazat).

4) Az egyes miozinok aktinkétésének sebességi allanddja és a kotés affinitasa nem
tablazat).

5) Az arok bezarédasa kozben a tramsducer torzidjanak kalkulalt szoge igen
hasonl6 az Osszes izoformaban (13. tablazat), bar az skSl-nek nincs nagy
felbontast rigor-szerti szerkezete.

6) Az ADP a miozinok aktinkotését endoterm iranyba tolja el a nukleotidmentes
allapothoz képest, a kiilonbség mértéke hasonld nagysagrendii mindegyik
izoforma esetében (50. b dbra, 10. tablazat).

A nukleotid-mentes, aktinrol levalt apo miozin nem része az aktomiozin
mechanokémiai utvonalaknak, és az apo allapoti miozin feje nagy konformacios
kiilonbségeket mutathat. Korabban mégis ugy vélték, hogy az arok allapota az aktin
tavollétében (K,4) meghatarozza az aktinkotés ttvonalat (112). A négy vizsgalt miozin
izoforma kozil egyediil az skS1-et kristalyositottak nyitott arokkal aktin és nukleotid
tavollétében (24). Ennek megfelelden mi egyediil az skS1 aktinkotésének kinetikdjanal
kaptunk telitést (42. b dbra), mely egy kétlépéses, ,indukalt illeszkedés” tipust
aktinkotési mechanizmust jelez (40. a abra) (96,97,99,100). Ennek a miozinnak az
aktinkotési kinetikaja a tobbihez képest nagyobb homérséklet-fiiggést is mutat (44. abra,
10. tablazat — magasabb AHim,). Ez arra utal, hogy a szerkezeti atalakulas Ku ,n-tal

jelzett sebességi allandojanak (40. a abra) a homérséklet-fiiggese kifejezettebb az
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asszociacios Iépésekhez (Kgyenge 1ll. Kerss) képest. A tobbi vizsgalt izoformaban nem
tudtuk megfigyelni az aktink6tés tobblépéses voltat. Ez bonyolitja a pontos
meghatarozasat az asszociacios ¢és az arokzarodasi 1épéseknek az aktinkotés
energetikajahoz vald hozzajarulasat.

A korabbi sejtésekkel ellentétben mi azt tapasztaltuk, hogy az arok zarddasa az aktin
tavollétében (K,) nem szabja meg direkt modon sem az aktinkotés affinitasat, sem a
masodrendii aktinkotési sebességi allandd nagysagrendjét (10. tablazat). Bar a K.
egyensulyi allandd nem hatarozhaté meg kozvetlenill, a szerkezeti adatok €s energetikai
szamitasaink (12. tablazat) azt jelzik, hogy az egyensuly a zart allapot felé van eltolva
LpS1, DAMD és m5S1; ellenben a nyitott allapot felé skS1 esetében. Eredményeink
szerint a nulla ionerésségre extrapolalt masodrendii aktinkotési sebességi allandd skS1,
LpS1 és m5S1 esetében nagyon hasonlo, egy tisztan diffuzio-limitalt reakcid
nagysagrendjéhez van kozel (103,104) (43. abra, 10. tablazat). Ez az skS1 a masik két
miozintdl eltéré aktinkdté mechanizmusa — telitési kinetika (42. b abra); magasabb
homérséklet-fliggés (44. 4abra); kétlépéses, szerkezeti 4atalakulassal jaré aktinkotés
(96,100) — ellenére is igaz. Ez az eredmény, nevezetesen hogy az aktink6td arokzarodasa
¢és az aktin affinitas nem korrelal (10. tablazat), azt sugallja, hogy a kiilonb6z6 miozinok
nemcsak a Ky egyensulyi allandoban, hanem a gyenge vagy erds aktinkotd allapotok
affinitdsaban (Kgyenge ill. Kerss) is valtozatossagot mutatnak. A m5S1 rendkiviil magas
aktin affinitasa (30) valoszinileg — legalabbis részben — annak koszonhetd, hogy
hosszabb ¢€s pozitivabb toltésti loop-2 hurokkal bir (113), amit alatdmaszt a loop-2 m5S1
mutans konstrukciok megvaltozott aktin affinitasa "M.ADP’ allapotban (113). Nemrég
kimutattak azt is, hogy a m5S1 és az skS1 nukleotidmentes allapotban kiilonb6z6 moédon
befolyasolja az F-aktin kooperativitasat és intrafilamentaris mozgasait (114).

A DAMD érdekes modon nagyjabol 2 nagysagrenddel alacsonyabb aktinkotési
sebességi allandokat mutatott, zérd ionerésségre extrapolilva is (43. dbra). Igy ennek az
izoformanak a lassu aktinkotése nem tulajdonithatd kizardlag az aktinfilamentumokhoz
valé gyengébb elektrosztatikus vonzasanak. Mi a Dd miozin motordomén (DdMD)
konstrukcioit alkalmaztuk, nem DdS1 fragmentumot e munkéban. Kordbban a DdS1 ¢és a
DAMD aktin affinitasat hasonlonak talaltak (70,115). A DdS1 masodrendii aktinkotési
sebességi allandojat (kon) nem mérték meg, de DdMD-szerii konstrukciok sorozatanak

vizsgalata szerint a ko, értéke nem fliggott a DAMD csonkolasanak helyét6l (mas szoval a

79



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

konstrukcié méretétol) (70). A DdS1 tovabba minden enzimatikus 1épésben az skS1-nél
lassabb kinetikajinak bizonyult (70,115); hasonléan a nem-izom miozin izoformakhoz
(79,116). A DAMD — a tobbi vizsgalt izoformahoz képesti — lassabb aktinko6tési kinetikaja
valosziniileg a Dictyostelium miozin 2 izoforma-specifikus jelensége, mely a sejtben
betoltott  szerepéhez valdo alkalmazkodasnak és nem az erékar hianyanak a
kovetkezménye.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az skS1 aktinkétése (a kékkel jelzett utvonal a 40. a
abran) magaban foglal egy lépést, amikor az arok bezarodik (Ka, ,ar), a tobbi izoforma
kozvetlen aktinkdtése (Kerss) soran ellenben ez a szerkezeti valtozas nem kovetkezik be.
Az bsszefliggés ezen utvonal és az entalpiavaltozas kozott (pozitiv AHaz skS1-nél,
negativ AH’ a tSbbi izoforméanal; 46. és 50. abra, 10. tablazat) azt jelzi, hogy az arok
bezarddasa entalpikusan kedvezdtlen folyamat. Ez a kedvezbtlen (pozitiv) entalpia-
hozzajarulas szarmazhat az elektrosztatikus kolcsonhatasok megsziinésébdl (az arok
zarodasa soran a vizmolekuldk kizdroédasa miatt) és/vagy a motordomén belsé
atrendez0désébdl. Az energetikai szadmitdsaink szerint a poszt-rigor — rigor-szeri
konformacids atmenet nagy kedvez6 (negativ) elektrosztatikus hozzajarulassal bir, mely
az arok két felilete kozti kolcsonhatasokbol szarmazik (12. tablazat). Ezt a nagy
kedvezd hozzajarulast nem valészinli, hogy a vizmolekuldk atrendezodése altal a
kolesonhatasok megsziinése feliilmulna. Az endoterm komponens igy valoszinileg a
motordomén bels6 szerkezeti valtozasaibol szarmazik. Ezt a kovetkeztetést tamasztja ala
az is, hogy az aktinkotés soran bekdvetkezd izomerizacids lépés egyensulyi allandoja
(Ka, zn) endotermnek bizonyult korabban (99,100). A motordomén belsé
atrendez0désétdl eltekintve az aktin és miozin kdlesonhatasai valosziniileg hozzajarulnak
a kiilonbdz6 miozin izoformék aktinkdtésének AH® értékében megfigyelt kiilonbségekhez
(10. tablazat).

A nyitott arokkal bird (poszt-rigor, ADP-ben az aktinkotés eldtt talalhatd meg)
szerkezetbdl a zart arokkal birdba (rigor-szeri, nukleotid tavollétében talalhatd meg) valo
atmenet entalpikus koltsége valoszinilileg szintén hozzajarul az ADP-kotott ¢és
nukleotidmentes miozin pozitiv (kedvezdtlen) entalpikus kiilonbségéhez (AAHO a 10.
tablazatban, 50. b abra). A AAH® értékeket a teljes aktinko6td folyamatra az aktinkotd
arok zarddasanak iranyaban definialtuk:

AAHO = AHOADP—kiilbll - A[—Ionuklcolidmcnlcs 5. egyenlet
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Ttt AH® Appxss tartalmazza az arok bezaroddsat és az aktinkdtést (Kt €s Kerss a 40. a
abran), A deotidmentes pedig foleg az aktinkotési 1épést (Kess a 40. a abram). A
AAEiekiroszatikus €8 AAGiyrox (12. tablazat) paramétereket ellenben a zart (rigor-szeril) és
nyitott (poszt-rigor) arokkal bird allapotok kozti kiilonbségként, az aktin tavollétében
hatéroztuk meg (K a 40. a abran). A AAH’ értékei nagyon hasonloak voltak minden
izoformara, az skSl-re is, jelezve, hogy ezt nem egyenlitheti ki az arok bezarédasanak
entalpikus ,koltsége”. Azonban ennek nagy eltérése a kedvezd (negativ) AAE¢ickiroszatikus
értekétdl (12. tablazat) utal a motordomén bels6 szerkezeti atrendezédésének entalpikus
koltségére”. A jelenleg ismert szerkezetek alapjan az arok zarodasanak entalpikus
koltségét (vagy annak egy részét) a motordomén kozponti B-lemezének megndvekvo
torzios fesziiltségének tulajdonitjak. Ennek a B-lemeznek (transducer, 52. abra) a
szomszédos szerkezeti elemekkel egyiitt valosziniileg szerepe van az energia-
transzdukcioban a motordomén aktin- ¢és nukleotid-affinitasanak kapcsolasa altal
(50,51,56).

A bemutatott eredmények alapjan gy gondoljuk, hogy a ,teljesen kitekert”
transducer konformacio, mely a zart arkd (rigor-szeri) allapot jellemzdje, mechanikailag
feszitettebb, mint a ,részben kitekert” konformaciéo a nyitott arka (poszt-rigor)
allapotban. Vagyis a miozinfejben bels6 fesziiltség ébred az arok bezarasakor az aktin-
filamentummal valo pontos térbeli komplementaritas kialakitasa érdekében. Az altalunk
vizsgalt izoformdk mindegyikében hasonld mértékii a transducer torzidés szogének
valtozasa (13. tablazat). Ez azt erdsiti meg, hogy e torzio sziikséges az erdgeneralashoz,

ugyanakkor nem magyarazhatja a kapott energetikai kiilonbségeket.
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8. Konkluzié és kitekintés

A blebbistatinnal végzett vizsgalataink fontos informaciot szolgaltattak a miozin ATPaz
ciklusarél. Felhuzott erékaru miozin eddig csak ATP, vagy mas, a y-foszfat kétShelyet
betolté ligandum esetében volt ismert. A kimutatott intermedier vélhetden az erdkifejtd
1épés kezdballapota. Eszerint az erds aktinkotés 1étrejotte valtja ki az erdkifejtd 1épést. Az
erds aktinkotés létrejotte soran az aktinkoté aroknak be kell zarodnia. Gerinces vazizom
miozinban ez endoterm folyamat. Az aktin tavollétében is zart arokkal bird Loligo és
Dictyostelium miozin 2, valamint a miozin 5 aktinkétése ellenben exoterm. Az arok
allapota igy meghatarozza az aktink6tés energetikajat, ezaltal az erégenerald 1épést.

A ,blebbistatin” szot begépelve a PubMed adatbazis koriilbeliil 250 cikket ad ki
eredménynek. Ezen munkak tobbsége azonban csupan felhasznalja a blebbistatint
jelatviteli vagy élettani kutatasokban, nem a miozin szerkezetének vagy funkciojanak
feltarasaban alkalmazza. Reméljik, hogy a fenti eredményeink alapjan a blebbistatin,
illetve az altalunk tanulmanyozott 'M.ADP.B’ komplex, valamint ennek aktinkotott
formaja az aktomiozin ciklus és az erégeneralas megértésében is rendkiviil hasznos lehet.
A mi munkankb6l hidnyzik az ’A.M.ADP.B’ komplex szerkezeti (példaul elektron-
mikroszkopos) vizsgalata, ez egy lehetséges tovabblépés a témaban.

A miozin izoformak &sszehasonlitd vizsgalatakor a K egyensilyi allandot szerettik
volna meghatarozni, hiszen korabban gy vélték, ez meghatarozza az aktinkotés affinitasat
¢és az aktinkotés sebességi allandojat. Ilyen osszefiiggést nem talaltunk, csak az egyenstly
(nyitott vagy zart arku allapot felé eltolt volta) és az aktinkotés energetikaja kozott. Az
aktinkotés, vagyis az arok bezarodasa soran feltételezhetden szerkezeti fesziilés torténik a
miozin molekulaban, mely a transducer torzidjaval jellemezhetd. A transducer torzids
szogének valtozasa — szamitasaink szerint — hasonlo a kiilonb6z6 miozin izoformakban.
Erdekes lenne a transducer pontos mechanikai szerepét, fesziilését kisérletes modon vagy

in silico részletesebben is megvizsgalni.
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9. Koszonetnyilvanitas

Doktoranduszként eloltott négy évemért és az ezen id6 alatt kapott segitségért nekik
tartozom koszonettel:

Csaladomnak.

Témavezetomnek: Kovacs Mihalynak, vagyis Stocinak, a Motor Enzimologia Csoport
vezetdjének.

Labortarsaimnak: a Gervai Judit, Gyimesi Maté, Harami Gabor, Jelinek Balazs, Kocsis
Zsuzsa, Molnar Eszter, Nagy Niki, Saranko Hajni és Sarlos Kata alkotta csapatnak.

A cikkeinkben szereplé kollaboratoroknak, névszerint: Neil Billington, Hetényi Csaba,
Kardos Jozsef, Kintses Balint, Peter J. Knight, Malnasi-Csizmadia Andras, Elizabeth
O’Neall-Hennessey ¢s Andrew G. Szent-Gyorgyi.

A tanszék munkatarsainak, elsésorban Hegyi Gyorgy professzornak; Simon Zolinak, a
Photoshop szakértéjének; Szasz Ilona és Kurucz-Varadi Kati asszisztenseknek.

A tanszék vezet6inek: Graf Laszl6 professzornak és Nyitray Laszlonak.

Barataimnak, kiilonosen: Marcinak a borokért; Balintnak a bicikliturakért; biologus
évfolyamtarsaimnak, névszerint Erikanak, Panninak, Veranak, Dominak és Norbinak és
Yetinek az egyetemen és azok falain kiviil kozosen eltoltott idoért.

Azoknak is, akik akaratlanul vagy szandékosan gyarapitottak 6sz hajszalaimat, hiszen ez is

egy lecke.
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11. Roviditések

A

ABS
ADP
Amp
ATP

BSA
Cys
Dd
DdMD
DMSO
DTT

EM

FBS
His
HMM

ITC
kDa
LDH
LpS1

m5S1
NAD
NADH
NTA
ORF
PA

: aktin

: abszorbancia

: adenozin-difoszfat

: amplitudo

: adenozin-trifoszfat

: blebbistatin

: bovine serum albumin, marhaszérum albumin
: cisztein aminosav-maradék

: Dictyostelium discoideum

: Dictyostelium discoideum miozin 2 motordomén
: dimetil-szulfoxid

: ditiotreitol

: molaris extinkcios koefficiens [M"cm"]

: elektronmikroszkop

: fluoreszcencia-intenzitas

: fetal bovine serum, embrionalis marhaszérum
: hisztidin aminosav-maradék

: nehéz meromiozin fragmentum

: ionerdsség [mM]

: izotermalis titracios kaloriméter / kalorimetria
: kilodalton

: laktat- (tejsav-) dehidrogenaz

: kozonséges kalmar (Loligo pealei) miozin 2 S1 fragmentum
: miozin

: miozin 5a S1 fragmentum

: nikotinamid-adenin-dinukleotid

: redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid

: nitrilo-triecetsav

: open reading frame, nyitott leolvasasi keret

: pirén-aktin
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PBS : phosphate-buffered saline

PEP : foszfoenol-pirosz616sav

PIA : N-(1-pirén)jodacetamid

P; : szervetlen foszfat

PK : piruvat- (pirosz6losav-) kinaz

PMSF : fenil-metil-szulfonil-fluorid

S1 : szubfragmentum-1, miozinfej

SDS : natrium-dodecilszulfat

skS1 : nyul vazizom (skeletal) miozin 2 S1 fragmentum
skHMM : nyul vazizom (skeletal) miozin 2 HMM fragmentum
w : triptofan aminosav-oldallanc, ill. triptofan fluoreszcencia(-valtozas)

87



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

12. Abrak és tablazatok jegyzéke

12.1. Abrik jegyzéke
1. abra: A motorfehérjék csoportositasa.
2. abra: A miozin szupercsalad gyokértelen filogenetikai faja a motordomének
szekvenciai alapjan.
3. abra: A miozin szupercsalad feltételezett evolicioja Thompson és Langford alapjan
modositva.
4. abra: A konvencionalis miozinok leszarmazasa Golomb és mtsai szerint.
5. abra: A miozin 2 alegység-szerkezete.
6. abra: A miozin 2 S1 felépitése és funkcionalis egységei.
7. abra: A Bagshaw-Trentham séma.
8. abra: A kemomechanikai ciklus (Lymn-Taylor) modell.
9. abra: Erds és gyenge aktinkotd allapotok megoszlasa De La Cruz és mtsai szerint.
10. abra: A switch-2 helyzete, nyitott és zart allapota Geeves és Holmes alapjan
modositva.
11. abra: Az erékar két végallapota Geeves és Holmes alapjan méodositva.
12. abra: Az aktin szerkezete.
13. abra: Az aktomiozin komplex modellje Holmes és mtsai alapjan modositva.
14. abra: Az aktomiozin kemomechanikai ciklus modellje a szerkezetekkel
Osszhangban Geeves és Holmes alapjan modositva.
15. abra: A blebbistatin szerkezete.
16. abra: A blebbistatin az aktinkoté arok mélyére kot.
17. abra: Fehérjekoncentracio-mérés 96-luku lemezen.
18. abra: A hasznalt SF késziilékek és sémajuk.
19. abra: A VP-ITC késziilék.
20. abra: Az aktinkotd arok ¢és a nehézlanc két feliilete az LpS1 példajan.
21. abra: Egy-triptofanos DdAMD mutansok.
22. abra: A blebbistatin gatolja a DAMD konstrukciok ATPaz aktivitasat.
23. abra: A blebbistatin hatasa a W501+ mutans nukleotid-indukalt fluoreszcencia-
valtozasaira.

24. abra: A W501+ mutans fluoreszcencidjanak homérséklet-fliggése.
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25. abra: A Dblebbistatin hatasa a *W501+.ADP.AIF;” komplex képzddésének
kinetikajara.

26. abra: A "W501+.ADP.blebbistatin” harmas komplex képz6désének kinetikaja.

27. abra: A blebbistatin és az ADP hatasa a miozin fejek szerkezetére.

28. abra: A blebbistatin hatasa a W239+ mutans nukleotid-indukalt fluoreszcencia-
valtozasaira.

29. abra: A W239+ mutans fluoreszcenciajanak hémérséklet-fliggése.

30. abra: A blebbistatin hatasa a vad tipusi DdMD aktinkdtésére, a gélképek.

31. dbra: A blebbistatin hatdsa a vad tipusa DdMD aktinkotésére a kiilonbozd
nukleotid-allapotokban, az aktink6té miozinhanyad.

32. abra: A W239.ADP’ és a "W239.ADP.B’ komplex aktinkotésének kinetikaja.

33. abra: A ’W501.ADP’ és a "W501.ADP.B’ komplex aktinkotésének kinetikaja.

34. abra: Az ATP-indukalt aktomiozin disszociacio gatlasa ADP-vel és a blebbistatin
hatasa a reakciora.

35. abra: Az *A.M.ADP.blebbistatin’ négyes komplex képzddésének megerdsitése
koszedimentacios kisérlettel.

36. abra: A blebbistatin hatdasa az akto-W501+ nukleotid-indukalt fluoreszcencia-
valtozasaira.

37. abra: A pirén-aktin (PA) fluoreszcencia-valtozasai.

38. abra: Az erés és gyenge aktinkoté allapotok megoszlasa PA fluoreszcencia-
spektrumok alapjan.

39. abra: A blebbistatin kotése az apo-DAMD mutansokhoz.

40. abra: Az aktinkotés Utvonalai és az aktink6td arok allapota kiilonbozé miozin
izoformakban.

41. abra: A vizsgalt miozin izoformak PAfluoreszcencia-spektrumai.

42. abra: A vizsgalt miozin izoformak PA-kotési kinetikaja.

43. abra: A vizsgalt miozin izoformak PA-kotési kinetikdjanak ionerdsség-fiiggése.

44. abra: A vizsgalt miozin izoformak PA-kotési kinetikajanak hdmérséklet-fliggése.
45. abra: A 'PAM’ disszociacio kinetikdjanak homérséklet-fliggése a kiilonbozo
miozin izoformakon.

46. abra: Az aktinkétés standard entalpiavaltozasa.
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47. abra: A vizsgalt miozin izoformak aktin affinitasanak meghatarozasa egyensulyi
titralasokkal.

48. abra: Az aktink6tés soran fellépd hévaltozas mérése kalorimetriaval.

49. abra: A °M.ADP’ komplex aktin affinitisanak meghatarozasa egyenstlyi
titralasokkal.

50. 4bra: A vizsgalt miozin izoformak szerkezeti és energetikai paramétereinek
Osszevetése.

51. dbra: Az altalunk mért és az irodalomban korabban leirt termodinamikai
paraméterek Osszefoglalasa.

52. abra: A transducer helyzete a miozinban Coureaux ¢s mtsai szerint.

53. abra: A K-means clustering algoritmus sémaja.

12.2. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat: A kisérletekben hasznalt aktin és miozin fehérjék osszefoglalasa.

2. tablazat: A kisérletekben hasznélt rekombindns miozin konstrukciok adatai.

3. tablazat: A gyakrabban alkalmazott reagensek beoldasa és hasznalata.

4. tablazat: A blebbistatin gatld hatasa a DAMD konstrukciok ATPaz aktivitasara.

5. tablazat: A relativ triptofan fluoreszcencia-szintek blebbistatin nélkiil

(Fo blebbistatin)» 11letve telitési blebbistatin-koncentracio mellett (Fiax blebbistatin)-

6. tablazat: A blebbistatin-kotés egyensulyi allandéi a DdAMD mutansokban a két
nukleotid mellett a triptofan fluoreszcencia-spektrumok alapjan.

7 tablazat: A "W501+.ADP’ blebbistatin kotésének egyensulyi allandoi a kiilonb6z6
modszerekkel mérve.

8. tablazat: Az aktin koszedimentacios kisérletekben kapott disszociacios allandoi a
kiilonb6z6 nukleotid-allapotokban.

9. tablazat: A M.ADP’ és a 'M.ADP.B’ komplexek aktinkotésének kinetikai
paraméterei.

10. tablazat: A vizsgalt miozin izoformak aktinkdtésének kinetikai és energetikai
paraméterei.

11. tablazat: A kalorimetridas mérések soran nyert hdvaltozasokra valo illesztés

paraméterei.
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12. tdblazat: Az aktinkotd arok két felilete kozti kotés szamitott energetikai

paraméterei (Dr. Hetényi Csaba munkéja).

13. tablazat: A transducer becsiilt torzids szogének valtozasa (Dr. Hetényi Csaba

munkaja).
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13. Fiiggelék

Az itt leirtaknal a dolgozatban hasznalt sorrendet kovettem.

13.1. Pufferek és reagens oldatok
Bradford reagens:
0,1 g/l Coomassie Brillant Blue G250; 0,05 V/V % etanol; 0,1 V/V % foszforsav; a
reagenst a végén leszlrtiik
Coomassie gélfesték:
0,24 V/V % Coomassie Brillant Blue R250; 50 V/V % metanol; 9 V/V % ecetsav; a
festékoldatot 1 éjszakan at kevertettiik
Coomassie festéktelenité oldat:
13,5 V/V % etanol; 9,5 V/V % ecetsav

DdMD alacsony imidazol-tartalmu puffer:
50 mM imidazol; 45 mM HEPES pH 7,3; 27 mM K-acetat; 3 mM p-merkaptoetanol; 5

mM benzamidin

=10 V/V % 0,5 M imidazol + 90 V/V % alacsony sotartalmui puffer

DdMD alacsony sotartalmu puffer:

50 mM HEPES pH 7,3; 30 mM K-acetat; 3 mM B-merkaptoetanol; 5 mM benzamidin
DdAMD extrakcids puffer:

50 mM HEPES pH 7,3; 30 mM K-acetat; 10 mM Mg-acetat; 3 mM [-merkaptoetanol; 5
mM benzamidin; 40 pg/ml PMSF

— 2 korben; a masodikban tartalmazott 10 mM ATP-t és 10 mM MgCl-ot is

DdMD lizis puffer:
50 mM Tris pH 8,0; 2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA; 3 mM DTT; 5 mM benzamidin; 40

png/ml PMSF

— 2 korben; a masodikban tartalmazott 1 V/V % TritonX-100 detergenst is

DdMD magas imidazol-tartalmu (eliicios) puffer:

450 mM imidazol pH 7,3; 2 mM HEPES; 4 mM NacCl; 0,2 mM MgCl,; 3 mM -
merkaptoetanol; 5 mM benzamidin

=90 V/V % 0,5 M imidazol + 10 V/V % DdMD mérési puffer
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DdMD magas sétartalmi puffer:
50 mM HEPES pH 7,3; 300 mM K-acetat; 3 mM B-merkaptoetanol; 5 mM benzamidin

DdMD mérési puffer:
20 mM HEPES pH 7,2; 40 mM NaCl; 2 mM MgCl; | mM DTT

= DdMD dializis puffer

F puffer:

4 mM HEPES; 2 mM MgCl; 3 mM NaN3; | mM DTT

= magas ionerejli F-aktin puffer, PIA jeloléskor DTT nélkiil

G puffer:

2 mM Tris pH 7,7; 0,1 mM CaCl; 2,5 mM DTT; 0,5 mM ATP

= alacsony ionerejli, G-aktin puffer

Kalorimetria mérési puffer:

20 mM HEPES pH 7,0; 50 mM KCI; 0,1 mM EGTA; I mM MgCl; 1 mM DTT
= csokkentett MgCl,-tartalmi SF50 puffer

Kalmar miozin 2 dializispuffer:
20 mM MOPS pH 7,0; 80 mM NaCl; 2 mM MgCl; 0,2 mM CaCl,; 3 mM NaNjs; 0,1
mM EDTA; 5 ng/ml leupeptin; 0,1 mM DTT

Miozin 5 S1 extrakcios puffer:
10 mM HEPES pH 7,3; 0,5 M NaCl; | mM EGTA; 3 mM NaNj; 0,1 mM DTT; 0,1 mM
PMSF; 1 pg/ml leupeptin; 2 mM ATP; 10 mM MgCl,

Miozin 5 S1 1. mosépuffer:
10 mM HEPES pH 7,2; 0,5 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaN3; 0,1 mM DTT; 0,1
mM PMSF; 1 pg/ml leupeptin; 1 mM ATP; 5 mM MgCl,

Miozin 5 S1 2. mosépuffer:
10 mM HEPES pH 7,2; 0,1 M NacCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaNs; 0,1 mM DTT; 0,1

mM PMSF; 1 pg/ml leupeptin
Miozin 5 S1 1. dializispuffer:
10 mM HEPES pH 7,2; 0,5 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaNs; 1 mM DTT

= MgATP-mentes 1. mosopuffer
Miozin 5 S1 2. dializispuffer:
10 mM HEPES pH 7,2; 0,1 M KCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaNs; | mM DTT
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Nyul vazizom miozin 1. dializispuffer:
13,6 mM Na,HPO,4.7H,0; 6,4 mM NaH,P0O4.3H,O pH 7,2; 120 mM NaCl; 2 mM
EDTA

Nyl vazizom miozin 2. dializispuffer:
20 mM HEPES pH 7,2; 10 mM KC1

Nyl vazizom miozin kivonopuffer:

150 mM KH,POy; 300 mM KCl; 89 mM KOH

PBS:

10,1 mM Na,HPO4.7H,0; 1,8 mM KH,PO4pH 7,3; 140 mM NacCl; 2,7 mM KCI
PBS-azid:

PBS + 5 mM NaN;

SDS-kezel6 oldat:

375 mM Tris pH 6,5; 10 V/V % glicerin; 41,6 mM SDS; 2 M B-merkaptoetanol; 15
V/V % bromfenolkék

SDS-gélelektroforézis puffer:
25 mM Tris; 192 mM glicin pH 8,3; 3,5 mM SDS

SF (stopped-flow) puffer:
20 mM HEPES pH 7,0; 0,1 mM EGTA; 5 mM MgCl,; | mM DTT

SF50 puffer:

20 mM HEPES pH 7,0; 0,1 mM EGTA; 5 mM MgCl; 50 mM KCI; | mM DTT
TBS-TWEEN:

50 mM Tris pH 8; 150,6 mM NaCl; 0,005 V/V % TWEEN-20

1x Tris-glicin puffer:

25 mM Tris; 192 mM glicin pH 8,3

Western blot puffer:
80 V/V % Tris-glicin puffer + 20 V/V % metanol

13.2. A mintak dsszetétele
13.2.1. A steady-state ATP4z mérések mintaosszetétele
Az alabbi koncentraciokat alkalmaztuk: 2 V/V % PK/LDH enzimkeverék; 1 mM
PEP; 200 uM NADH; 1 mM DTT; 0,02-2 uM miozin (a konstrukciotédl, ill. a bazalis
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vagy aktin-aktivalt ATPaz mérést6l fliggden); 1 mM ATP (ennek hozzaadasaval
inditottuk el a reakciot); 0-100 uM aktin titralva (az aktin-aktivalt ATPaz méréseknél).
Rendszerint 1 ml térfogatba mértiik 6ssze a reakciot (az ATP-t is beleértve). Az
ATPaz gatlasi kisérleteknél az aktin koncentracioja volt allando (30-50 uM kozt a Ky
értéke alapjan) és a gatloszerrel titraltunk (0-100 uM blebbistatin).
13.2.2. A koszedimentacios kisérletek mintadsszetétele
A koncentraciok:
m761 (M) 2 uM; aktin (A) 0, 3, 5, 10, 20, 30 uM; DTT 1 uM; blebbistatin (B) 100
uM, apiraz 1 unit/ml, ADP 1 mM, ATP 5 mM.
A betett abrakon:
m761 (M) 1 uM; aktin (A) 0; 0,3; 0,7; 1; 2; 3 uM. A tobbi Osszetevo a fentiekkel
megegyez0 koncentracioban.

A bemérések sorrendje:

rigor: A+ M + apiraz, 15 perc inkubalas szobahémérsékleten, majd centrifugalas
ADP: A + M + ADP, 30 perc inkubalas szobahdmérsékleten, majd centrifugalas
ATP: A +M + ATP, majd rogton centrifugalas

rigor + B: A + M + apiraz, 15 perc inkubalas szobahdmérsékleten; + B, 2 perc
inkubalas szobahémérsékleten, majd centrifugalas

ADP + B: A + M + ADP 30 perc inkubalas szobahdmérsékleten; + B, 2 perc
inkubalas szobahdmérsékleten, majd centrifugalas

ATP + B: A + M + B, 2 perc inkubalas szobahdmérsékleten;+ ATP, majd rogton

centrifugélas

13.3. A megallitott Aramlasos (stopped-flow) késziilék elve
Az altalunk hasznalt két stopped-flow késziilék elve azonos, a séma a 18. ¢ és d
abran lathato. A késziilék tubusaiba tolthetok elkiilonitve a reaktansok, melyeket
szamitogép-vezérelt szervomotorral lehet a kever6kamraba juttatni (a reaktansokat
L0sszeldni”). A ,lovés” sebessége ¢és a bejuttatott térfogat valtoztathato. A
kever6kamrabol az oldat a kiivettaba jut. A reaktansok keverése és az oldat kiivettaig
valo eljutasa hatarozza meg a késziilékek holtidejét, ami altalaban ms nagysagrendbe

esik. A kiivettaban torténik a reakcid detektalasa, mely a szamitogép képernydjén a

95



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

megfeleld SF szoftverrel folyamatosan kovetheté. A kiivettaban detektalhatunk
fluoreszcenciat, fényszorast, vagy abszorbanciat/transzmittanciat; a T-elrendezésnek
koszonhetéen egyszerre akar két kiillonbozd csatornan is. A T-elrendezés szerint a két
fotoelektron-sokszorozo egy vonalba esik és merbleges a diddara. A késziilékek
termosztalasa vizkeringetéssel torténik; csakigy, mint a Kin-Tek SF esetén a lampa
hiitése. A kiivetta pontos hdmérsékletét kontakthdmérd segitségével kovettiik, melyet a
Kin-Tek SF esetén utdlag épitettiink be (testo 925 hdméré — Testo Kft), a Bio-Logic SF
viszont tartalmazott.

A dolgozatban leirt kisérletekben nem alkalmaztuk, de lehetéség van ,kétszeres
Osszelovésre” (double push) is, amikor a két tubusbol szarmazo, mar Osszekevert
reaktansokat a harmadik tubusba tett oldattal keverjik Ossze; a reakciot ezutan
detektalva a kiivettaban (18. d abra). A Kin-Tek stopped-flow berendezés
modositasaval laborunkban korabban kialakitottak egy ,,hémérséklet-ugrasos”
(temperature-jump/stopped-flow) késziléket is, mellyel az enzimreakciok magas

hémérsékleten is vizsgalhatok (117).

13.4. A K-means clustering eljaras
A K-means clustering statisztikai modszer, mely n darab megfigyelés &k darab
csoportba (cluster-be) vald besorolasat végzi el. Mindegyik megfigyelés abba a
csoportba keriil, amelyik a leghasonlobb atlaggal bir.
Az algoritmus fobb lépései (53. abra):
1. Az adatokbol random médon k& darab atlagérték kivalasztasa.
2 Az atlagok alapjan k darab csoport képzése és az adatok besorolasa.
3. Mindegyik csoporton beliil egy 0j atlagérték keresése.
4

Finomitas a 2. és 3. 1épés ismétlésével.

53. abra: A K-means clustering algoritmus sémaja.
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A modszer legfontosabb alkalmazasi teriiletei a szamitégépes képfeldolgozas és a
mesterséges intelligencia kutatasa.

A szoveg és a kép forrasa: http://en.wikipedia.org/wiki/K-means_clustering

13.5. A felhasznalt egyenletek
Az aktink6td allapotok aranya PA-spektrumok alapjan
Nerss = 1 — (Fx — Fm)/Fpa - 100 %
Noyenge = (Fn — Fam)/Fpa - 100 %

Ellen6rzés: Nerss + Ngyenge = 1
A paraméterek: F a fluoreszcencia-spektrum 365 nm-es (gerjesztési), ill. 406 nm-es
(emisszios) csucsa; Fy a miozin (itt: DdMD) fluoreszcencia-csticsa nukleotid
jelenlétében; F\ a miozin fluoreszcencia-csucsa nukleotid nélkill; Fpa a pirén-aktin
fluoreszcencia-csticsa miozin nélkiil; Ness, ill. Ngyenge az erés, ill. gyenge aktinkotd
allapotok aranya szazal¢kban kifejezve. A gerjesztési és emisszids spektrumbol
szarmaz6 eredményeket 4tlagoltam (38. dbra).

Arrhenius-egyenlet
Az enzimreakciok hémérséklet-fliggését Arrhenius irta le az alabbi egyenlet szerint:
k=Ae %WRT
A paraméterek: k a reakcid sebességi allanddja, 7 az abszolut homérséklet, 4 egy
homérséklettd] fliggetlen pre-exponencialis faktor (prefaktor), £, az aktivalasi energia,
R az egyetemes gazallando.
A gyakorlatban az egyenlet természetes alapu logaritmusat hasznaljuk; In k-t abrazolva
1/T vagy 1000/7T fuggvényében (44-45. abra):
Ink=-EJ/R-1/T+InA

van’t Hoff-egyenlet
Az egyensulyi alland6 hémérséklet-figgését a van’t Hoff-egyenlet (van’t Hoff
isochore) irja le:
dInK/dT = AH’/RT?
A paraméterek: K a reakcio egyensilyi allanddja, T az abszolit hémérséklet, R az

egyetemes gazallando, AH’ a standard szabadentalpia-valtozas.
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AG = AH — TAS és AG’ = —RTInK felhasznalasaval a gyakorlatban itt is
kettésreciprok-abrazolast alkalmazunk (In K 1000/7 figgvényében; 47. ¢ és 49. ¢
abra):

InK =~ AH’/RT + AS*/R

A normalizalas az egyensulyi titralasok esetén

abrazoltam (47. b abra). Itt AF = AAmp az egyes SF-tranziensekre; = C — alapvonal,
ahol C az exponencialis illesztés platdja az egyes SF-tranziensekre, az alapvonalat a

PA-mentes mintak ATP-vel valo dsszekeverésével hataroztam meg.

13.6. A hasznalt illesztések és paramétereik

linedris

Kin-Tek SF: Y=kt+C

Origin: y=a-+bx

C,a tengelymetszet (intercept)
k,b meredekség (slope)
egyszeres exponencialis

Kin-Tek SF: Y =A™+ C

Origin: y =A™ +y,

kétszeres exponencialis

Kin-Tek SF: Y =A™V + A2V + C
Origin: y =A™ + A2 + y,
A Ay 1. és 2. fazis amplitadoja
t, to id6allando (decay constant)
k=1t k=1t 1. és 2. fazis megfigyelt sebességi allandoja (kobs)
C,yo plato (offser)

hiperbola

Origin: y=Px/(P; +x)

modositott (inhibicios) hiperbola

Origin: y=Px/(P, +x) +P3
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P, vertikalis aszimptota, kmax Vagy kmin
P, horizontalis aszimptota, Ky
P; tengelymetszet

masodfoku fliggvény (quadroffset)

Origin: y=a((c+x+k- ((c+x+ k) 4cx)**)2¢)+s
s tengelymetszet

a amplitudo

c koncentracio

k egyensulyi allando, K, ill. K4
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14. Tablazatok

1. tablazat: A kisérletekben hasznalt aktin és miozin fehérjék dsszefoglalasa.

Doktori értekezés

Fehérje Jelolés Molekulasiily Eredet Tarolas Puffer
(My)
Gerinces vazizom skS1 134 kDa nyul vazizom folyékony nitrogénben 20 mM HEPES pH 7,2;
miozin 2 S1 10 mM KCI
Gerinces vazizom skHMM 170 kDa nyul vazizom folyékony nitrogénben 20 mM HEPES pH 7,2;
miozin 2 HMM 10 mM KC1
Dictyostelium DAMD 89 kDa Dictyostelium folyékony nitrogénben 20 mM HEPES pH 7,2;
discoideum (W239+, discoideum 40 mM NaCl;
miozin 2 W501+4, sejtkultira, 2 mM MgCly;
motordomén m761) rekombinans 1 mM DTT
Loligo pealei LpSt 134 kDa kalmar (Loligo pealei),  folyékony nitrogénben 20 mM MOPS pH 7,0;
miozin 2 S1 Andrew G. 80 mM NaCl;
Szent-Gyorgyi 2 mM MgCly;
laboratoriumabol 0,2 mM CaCly;
(Brandeis University, 3 mM NaNjs;
Waltham, Egyesiilt 0,1 mM EDTA;
Allamok) 5 pg/ml leupeptin;
0,1 mM DTT
Egér miozin 5a S1 m5S1 120 kDa S sejtkultura, folyékony nitrogénben 10 mM HEPES pH 7,2;
rekombinans 0,1 mM EGTA;
3 mM NaNjs;
0.1 M KCI;
1 mM DTT
Aktin A 42 kDa nyul vazizom aktin ,,szarazpor” 4 mM HEPES pH 7,1;
4°C-on 1 évig; 2 mM MgCly;
F-aktin jégben 3 mM NaNjs;
1 honapig 1 mM DTT
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2. tablazat: A kisérletekben hasznalt rekombinans miozin konstrukciok adatai.

Doktori értekezés

Miozin Leiras Bazilis ATPaz Aktin-aktivalt Hivatkozas
aktivitas; s ATPaz aktivitas
(e
DAMD m761 vad tipusit DAMD, 0,05 1 (70)
a 761-es aminosavnal csonkolva
DdMD W239+  a triptofan szenzort a switch-1 hurok 0,06 0,1 (42)
tartalmazza (a 239. aminosav);
switch-1 szenzor
DAMD W501+ a triptofan szenzort a relé-konverter 0,06 4 (32,45)
régio tartalmazza
(az 501. aminosav);
erbkar szenzor
m5S1 vad tipust egér miozin 5a S1 0,02 10 Nagy T. N. és

mtsai (2010)
FASEB J*

"Az értekezésben nem szerepld sajat kozlemény, lasd pontosan a 10. fejezetben.
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Doktori értekezés

3. tablazat: A gyakrabban alkalmazott reagensek beoldasa és hasznélata.

Reagens Beoldis Koncentraciémérés Tarolas Hasznilat
(beoldva)
ATP és ADP 100 mM vizben; £60= 15400 M 'cm™! 100-200 pl-ként mintakhoz
1,2-szeres molaris ~80 °C-on (mérésekhez) megfelelé higitasokban
Mg-felesleg mellett, ill. =20 °C-on
pH=7 (preparalashoz)
apiraz 100 unit/ml F pufferben - 100 pl-ként mintdkhoz
~80 °C-on 0,1 vagy 0,5 unit/ml
koncentracioban
blebbistatin 100 mM DMSO-ban £207=4100 M 'em ! —20 °C-on 1 honapig, miozin mintakhoz
fényt6l védve megfelel higitasokban
BSA 1 mg/ml vizben £270 = 44000 M 'em! ~20 °C-on koncentracioméréshez kontroll
(0,07-0,7 uM tartomanyban)
DTT 1 M vizben - —20 °C-on mintdkhoz
0,1 vagy 1 mM
koncentracioban
falloidin 10 mM 96 %-os - —20 °C-on F-aktinhoz
etanolban 1.5-szeres molaris feleslegben
N-(1-pirén)jodacetamid 50 mM DMSO-ban - - 1 mg/ml-es (24 pM)
(PIA) frissen F-aktinhoz
10-szeres molaris feleslegben
(208-szorosara higitva)
NADH 10 mM vizben - ~20 °C-on, csatolt reakciohoz
fénytol védve 200 uM koncentracioban
PEP 100 mM vizben - —20 °C-on csatolt reakciohoz

1 mM koncentracioban

102




Erdgeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

4. tablazat: A blebbistatin gatlé hatasa a DAMD konstrukciok ATPaz aktivitasara (22. abra).

DAMD ATPaz aktivitas Kip; pM Maximalis
konstrukcié gatlas; %
vad (m761) bazalis 35+04 96+ 3
vad (m761) aktin-aktivalt 2,6+1,3 >99
W501+ bazalis <2 95+3
W501+ aktin-aktivalt 4,6+0,9 >99
W239+ bazalis 40+1,0 90 +7
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Doktori értekezés

5. tablazat: A relativ triptofan fluoreszcencia-szintek blebbistatin nélkiil (Fo piebbistatin)s

illetve telitési blebbistatin-koncentracid mellett(Fiax bicbbistatin)-

DAMD-nukleotid k )l Fy Finax blebbistatin
W501+ADP * 0,8 2,103
W501+.ATP * 1,7 22404
W239+.ADP ° 0,9 1,1£0,1
W239+ATP ° 0,73 0,46 = 0,04
akto-W501+.ADP © 0,7 2,6+0,3
akto-W501+.ATP © 1,6 24+0,1

“23. c abra

"28. ¢ abra

©36. ¢ 4bra, az ,jiires” aktin triptofan fluoreszcencigjat levontuk a kapott értékekbdl.
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6. tablazat: A blebbistatin-kotés egyensulyi allandoi a DAMD mutansokban

a két nukleotid mellett, a triptofin fluoreszcencia-spektrumok alapjan.

DAMD-nukleotid komplex Ko;pM
W501+.ADP * 53+ 16
W501+.ATP * 99+110
W239+.ADP ° -
W239+.ATP ® 2,5+1,0
akto-W501+.ADP ¢ 38+17
akto-W501+ATP ¢ 17+£3
#23. ¢ bra

"28. ¢ dbra

©36. ¢ bra
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7. tablazat: A "W501+.ADP’ blebbistatin-kotésének egyensiilyi allandoja a kiilonb6z6 modszerekkel mérve.

Modszer Kq; pM
Triptofan fluoreszcencia-spektrumok 53+16
(23. ¢ 4bra)

A’M.ADP.B’ komplex képzédésének 16
kinetikdja, kops-0k alapjan

(26. b abra)

A M.ADP.B’ komplex képzédésének 42+10
kinetikdja, amplitudok alapjan

(26. ¢ abra)

A harom eredmény atlaga 37+ 19
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8. tablazat: Az aktin koszedimentacios kisérletekben kapott disszociacios allandoi

a kiilonboz6 nukleotid-allapotokban (31. abra).

Minta Kq
nukleotidmentes 0,12 +0,07
nukleotidmentes + B 0,51 +0,27
nukleotidmentes 0,09 + 0,04
(betett abra)

nukleotidmentes + B 0,11 +0,06
(betett abra)

ADP 0,06 + 0,06
ADP +B 0,55 +0,08
ADP 0,10 + 0,06
(betett abra)

ADP +B 0,05 + 0,04
(betett abra)

ATP 20+ 6
ATP+B 2243
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Doktori értekezés

9. tablazat: A "M.ADP’ és a "M.ADP.B’ komplexek aktinkotésének kinetikai paraméterei (32-33. abra).

kons-0k alapjan Amplitadék alapjan Atlag

Komplex Kons pM's™ Fotry 8! Ka; pM AAmp Kg; pM Kg; pM
‘W239+ ADP 1,1£02(W) 1,3+1,0(W) 1,2(W) 0,082 + 0,005(W) 0,16 + 0,16 (W) 0,65 + 0,39

0,84 + 0,07 0,37+0,33 0,44 0,049 + 0,007 0,80 + 0,49
W239+ADP.B 23403 (W) 0,6+12(W) 0,3 (W) 0,079 £ 0,003 (W) 1> (W)

0,78 + 0,06 0,37 +0,28 0,47 0,040 + 0,005 0,92 +0,45 0,56 + 0,26
W501+.ADP 0,043 0,005 0,030 + 0,051 0,70 0,037 + 0,004 1,25+0,43 0,98 + 0,28
W501+.ADP.B 0,025+ 0,005 0,013 +0,049 0,52 0,050 = 0,009 1,02 + 0,68 0,77 0,25

A ,,W” a triptofan fluoreszcencia-valtozasokbol szarmazo adatokat jelenti, a tobbi esetben a fényszoras valtozasat kovettiik.
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10. tablazat:

Doktori értekezés

A vizsgalt miozin izoformak aktinkdtésének kinetikai és energetikai

paraméterei.
Nukleotidmentes skS1 LpS1 DAMD m5S1
(rigor)
feon; pM's7® 25+2 35+8 0,46 +0,14 20+3
Knas 87 ° 7944 - - -
kong; pM '€ 56+ 11 140 + 30 0,8+0,2 31+£9
S; M03e -1,9+0,3 -3,3+0,3 -1,7+0,3 1,9+ 0,4
ko s° 0,15 + 0,04 2,1+0,3 0,34+0,03  0,0037 £ 0,0005
AH on; KJmol ' 62+ 4 37+2 2+5 23+5
AH* o55; KJmol " ® 28+5 47+9 36+1 40 +3
AH"; kJmol " ¢ 34+9 10+ 10 —14+6 -17+8
AH’; kJmol ™ ¢ 44+11 —54+12 —18+12 -
AH’; kTmol ™ f 13+3 —17+3 - -
AS®; JK ' mol! 300+40° —57+13°¢ 57+43° 130 £60°
AG®; kJmol ¢ —45 -37 -35 -56
Ko pM 0,011 +0,003%  0,19+0,05 0,63 = 0,05 ¢ %’%%%ﬁf
ADP-Kitott skS1 LpS1 DdMD m5S1
AH; KImol™ © 82+8 13£2 5110 356
AS%; JK ol © 410+30 160 + 10 300 + 40 220:£30
AGY; KJmol ® 40 33 38 29
Ko pM © 0,20 + 0,10 1.840.2 1304 7,2£0,5
Kiilonbség " skS1 LpS1 DAMD m5S1
AAH®; KImol™ 43213 45224 67+ 12 2E14
AAS®; K mol™ © 110 £ 70 220 £20 240 + 80 90:£90
AAGY; KJmol ¢ 5 4 3 27
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* Gyorskinetikai mérésekbdl (44-45. 4bra).

® A telitésre extrapolalt megfigyelt sebességi llando 7 =25 mM mellett (42. dbra).

© A nulla ionerdsségre (I = 0) extrapoldlt masodrendii aktinkotési sebességi allandok (Ko, o) €s
a koy ionerdsség-fliggése (S) (43. abra). A felhasznalt 1. egyenlet szerint: log kon = log kon, o +
S+ 1°°(101,102).

dA gyorskinetikai mérésekbdlszamolt értékek a AH" = AHion - AHInff egyenletet felhasznalva
(44-46. abra). Az aktivacios entropiat (ASi) nagyobb bizonytalansaga miatt nem hataroztuk
meg.

“Egyensulyi fluorimetrids mérésekbdl (47, és 49.4bra).

TKalorimetrias mérésekbél (48. abra).

¢ Egyensulyi fluorimetrias mérések AH® és AS° atlagabol 25°C-ra, kivéve a nukleotidmentes
m5S1-nél, ahol gyorskinetikai adatokbol szarmazik.

" A nukleotidmentes és ADP-kotott miozinfejek termodinamikai paramétereinek kiilonbsége

(pl AAH) = AHOADP-kGNSn - A1—10nukleotidmentes) (50- b a’lbra).
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11. tablazat: A kalorimetrias mérések soran nyert hévaltozasokra valo illesztés paraméterei (48. abra).

Minta s a ¢ k
(rogzitve) (Kg; M)

skS1 0 82,7+43 4.877 + 0,250 0,656 + 0,271

skHMM 0 51,5+ 1,9 8,021 + 0,240 0,020 + 0,025

LpS1 0 -1153 £ 1,1 5,764 £ 0,035 0,101 £0,016
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12. tablazat: Az aktink6to arok két feliilete kozti kotés szamitott energetikai paraméterei (Dr. Hetényi Csaba szamitasai).

. AE, ikus 3 G, acios 3 AAE;ro”: <
Izoforma Allapot PDB kéd 3 A ’ ’ A
kJ/mol kJ/mol kJ/mol kJ/mol
rigor-szeri 315G 279 158
LpS1 . -71 49
poszt-rigor 31I5F -208 ~180
rigor-szerii 2AKA -359 223
DAMD ) —40 -62
poszt-rigor IMMD -319 201
rigor-szerii 10E9 -301 227
msS1 ) —49 -70
poszt-rigor 1W7J -252 ~206

* Az aktink§td arok két feliilete kozti kdlesdnhatasi (kh) energiat ado értékek (Exp, 4. egyenlet, 20. dbra).

b
AAEjk= AE, i) — AL (poszt-rigor)

€ AEw= AAEjsok + (AGaeszolviciss (rigor-szerit) — AGueszolvicids (poszt-rigor)) (4. egyenlet)
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13. tablazat: A transducer becsiilt torzids szogének valtozasa (Dr. Hetényi Csaba szamitasai).

. . Torzids szog A torzibs szog viltozisa
Izoforma Allapot PDB kod
(g; fok) (A@; fok)

rigor-szeri _ ~115,0*

skS1 10.0
poszt-rigor IMYS -105,0 ’
rigor-szerii ~113,5

Lpsi 315G ol
poszt-rigor 3I5F -104,4 ’
rigor-szerii 2AKA —-116,8

DdMD 1.4
poszi-rigor IMMD -105,4 ’
rigor-szerii 10E9 ~115,0

m5S1 ) 8,9
poszt-rigor 1W7J —-106,1

* Az m5S1 izoforma értéke (az ismert 3 érték medianja).
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»--- @ Szerzett tuddsbodl és tapasztalatbol
maris megtudhattad, mit jelent Ithaka!”

(Kavafisz: Ithaka c. versének befejezé sorai)

114



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

15. Irodalom

18.

Graf, L., Nyitray, L. and Simon, Z. (2008) 40 éves a Biokémiai Tanszék. Az ELTE
Biokémiai Tanszékének jubileumi kiadvanya.

Purich, D.L. (2001) Enzyme catalysis: a new definition accounting for noncovalent
substrate- and product-like states. Trends Biochem Sci, 26, 417-421.

Tilney, L.G. (1975) Actin filaments in the acrosomal reaction of Limulus sperm.
Motion generated by alterations in the packing of the filaments. J Cell Biol, 64, 289-
310.

Kull, F.J., Vale, R.D. and Fletterick, R.J. (1998) The case for a common ancestor:
kinesin and myosin motor proteins and G proteins. J Muscle Res Cell Motil, 19, 877-
886.

Berg, J.S., Powell, B.C. and Cheney, R.E. (2001) A millennial myosin census. Mol
Biol Cell, 12, 780-794.

Foth, B.J., Goedecke, M.C. and Soldati, D. (2006) New insights into myosin evolution
and classification. Proc Natl Acad Sci U S A, 103, 3681-3686.

Hodge, T. and Cope, M.J. (2000) A myosin family tree. J Cell Sci, 113 Pt 19, 3353-
3354.

Sellers, J.R. (2000) Myosins: a diverse superfamily. Biochim Biophys Acta, 1496, 3-
22.

Odronitz, F. and Kollmar, M. (2007) Drawing the tree of eukaryotic life based on the
analysis of 2,269 manually annotated myosins from 328 species. Genome Biol, 8,
R196.

Thompson, R.F. and Langford, G.M. (2002) Myosin superfamily evolutionary history.
Anat Rec, 268, 276-289.

Richards, T.A. and Cavalier-Smith, T. (2005) Myosin domain evolution and the
primary divergence of eukaryotes. Nature, 436, 1113-1118.

Titus, M.A. (2005) Evolution: a treasure trove of motors. Nature, 436, 1097-1099.
Golomb, E., Ma, X., Jana, S.S., Preston, Y.A., Kawamoto, S., Shoham, N.G., Goldin,
E., Conti, M.A., Sellers, J.R. and Adelstein, R.S. (2004) Identification and
characterization of nonmuscle myosin II-C, a new member of the myosin II family. J
Biol Chem, 279, 2800-2808.

Baboolal, T.G., Sakamoto, T., Forgacs, E., White, H.D., Jackson, S.M., Takagi, Y.,
Farrow, R.E., Molloy, J.E., Knight, P.J., Sellers, J.R. et al. (2009) The SAH domain
extends the functional length of the myosin lever. Proc Natl Acad Sci U S 4, 106,
22193-22198.

Suveges, D., Gaspari, Z., Toth, G. and Nyitray, L. (2009) Charged single alpha-helix:
a versatile protein structural motif. Proteins, 74, 905-916.

Ng, K.P., Kambara, T., Matsuura, M., Burke, M. and Ikebe, M. (1996) Identification
of myosin III as a protein kinase. Biochemistry, 35, 9392-9399.

Berg, J.S., Derfler, B.H., Pennisi, C.M., Corey, D.P. and Cheney, R.E. (2000) Myosin-
X, a novel myosin with pleckstrin homology domains, associates with regions of
dynamic actin. J Cell Sci, 113 Pt 19, 3439-3451.

Brown, J.H., Yang, Y., Reshetnikova, L., Gourinath, S., Suveges, D., Kardos, J.,
Hobor, F., Reutzel, R., Nyitray, L. and Cohen, C. (2008) An unstable head-rod

115



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

junction may promote folding into the compact off-state conformation of regulated
myosins. J Mol Biol, 375, 1434-1443.

Mihalyi, E. and Szent-Gyorgyi, A.G. (1953) Trypsin digestion of muscle proteins. II1.
Adenosinetriphosphatase activity and actinbinding capacity of the digested myosin. J
Biol Chem, 201, 211-219.

Mihalyi, E. and Szent-Gyorgyi, A.G. (1953) Trypsin digestion of muscle proteins. I.
Ultracentrifugal analysis of the process. J Biol Chem, 201, 189-196.

Conti, M.A. and Adelstein, R.S. (2008) Nonmuscle myosin II moves in new
directions. J Cell Sci, 121, 11-18.

Szent-Gyorgyi, A.G. (2004) The early history of the biochemistry of muscle
contraction. J Gen Physiol, 123, 631-641.

Balint, M., Sreter, F.A., Wolf, 1., Nagy, B. and Gergely, J. (1975) The substructure of
heavy meromyosin. The effect of Ca2+ and Mg2+ on the tryptic fragmentation of
heavy meromyosin. J Biol Chem, 250, 6168-6177.

Rayment, I., Rypniewski, W.R., Schmidt-Base, K., Smith, R., Tomchick, D.R.,
Benning, M.M., Winkelmann, D.A., Wesenberg, G. and Holden, H.M. (1993) Three-
dimensional structure of myosin subfragment-1: a molecular motor. Science, 261, 50-
58.

Bagshaw, C.R., Eccleston, J.F., Eckstein, F., Goody, R.S., Gutfreund, H. and
Trentham, D.R. (1974) The magnesium ion-dependent adenosine triphosphatase of
myosin. Two-step processes of adenosine triphosphate association and adenosine
diphosphate dissociation. Biochem J, 141, 351-364.

Bagshaw, C.R. and Trentham, D.R. (1973) The reversibility of adenosine triphosphate
cleavage by myosin. Biochem J, 133, 323-328.

Bagshaw, C.R. and Trentham, D.R. (1974) The characterization of myosin-product
complexes and of product-release steps during the magnesium ion-dependent
adenosine triphosphatase reaction. Biochem J, 141, 331-349.

Lymn, R.W. and Taylor, E.W. (1971) Mechanism of adenosine triphosphate
hydrolysis by actomyosin. Biochemistry, 10, 4617-4624.

Taylor, E.W. and Lymn, R.W. (1972) Enzyme kinetics and the mechanism of muscle
contraction. Muscle Biol, 1, 47-69.

De La Cruz, E.M., Wells, A.L., Rosenfeld, S.S., Ostap, E.M. and Sweeney, H.L.
(1999) The kinetic mechanism of myosin V. Proc Natl Acad Sci U S A4, 96, 13726-
13731.

De La Cruz, E.M., Ostap, E.M. and Sweeney, H.L. (2001) Kinetic mechanism and
regulation of myosin VI. J Biol Chem, 276, 32373-32381.

Gyimesi, M., Tsaturyan, A.K., Kellermayer, M.S. and Malnasi-Csizmadia, A. (2008)
Kinetic characterization of the function of myosin loop 4 in the actin-myosin
interaction. Biochemistry, 47, 283-291.

Ajtai, K., Garamszegi, S.P., Watanabe, S., Ikebe, M. and Burghardt, T.P. (2004) The
myosin cardiac loop participates functionally in the actomyosin interaction. J Biol
Chem, 2779, 23415-23421.

Goody, R.S. and Hofmann-Goody, W. (2002) Exchange factors, effectors, GAPs and
motor proteins: common thermodynamic and kinetic principles for different functions.
Eur Biophys J, 31, 268-274.

Vale, R.D. (1996) Switches, latches, and amplifiers: common themes of G proteins
and molecular motors. J Cell Biol, 135, 291-302.

116



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

52.

53.

Saraste, M., Sibbald, P.R. and Wittinghofer, A. (1990) The P-loop--a common motif
in ATP- and GTP-binding proteins. Trends Biochem Sci, 15, 430-434.
Malnasi-Csizmadia, A., Pearson, D.S., Kovacs, M., Woolley, R.J., Geeves, M.A. and
Bagshaw, C.R. (2001) Kinetic resolution of a conformational transition and the ATP
hydrolysis step using relaxation methods with a Dictyostelium myosin II mutant
containing a single tryptophan residue. Biochemistry, 40, 12727-12737.

Geeves, M.A. and Holmes, K.C. (1999) Structural mechanism of muscle contraction.
Annu Rev Biochem, 68, 687-728.

Conibear, P.B., Bagshaw, C.R., Fajer, P.G., Kovacs, M. and Malnasi-Csizmadia, A.
(2003) Myosin cleft movement and its coupling to actomyosin dissociation. Nat Struct
Biol, 10, 831-835.

Reubold, T.F., Eschenburg, S., Becker, A., Kull, F.J. and Manstein, D.J. (2003) A
structural model for actin-induced nucleotide release in myosin. Nat Struct Biol, 10,
826-830.

Yengo, C.M., De La Cruz, E.M., Chrin, L.R., Gaffney, D.P., 2nd and Berger, C.L.
(2002) Actin-induced closure of the actin-binding cleft of smooth muscle myosin. J
Biol Chem, 277, 24114-24119.

Kintses, B., Gyimesi, M., Pearson, D.S., Geeves, M.A., Zeng, W., Bagshaw, C.R. and
Malnasi-Csizmadia, A. (2007) Reversible movement of switch 1 loop of myosin
determines actin interaction. Embo J, 26, 265-274.

Holmes, K.C., Angert, 1., Kull, F.J., Jahn, W. and Schroder, R.R. (2003) Electron
cryo-microscopy shows how strong binding of myosin to actin releases nucleotide.
Nature, 425, 423-427.

Malnasi-Csizmadia, A., Dickens, J.L., Zeng, W. and Bagshaw, C.R. (2005) Switch
movements and the myosin crossbridge stroke. J Muscle Res Cell Motil, 26, 31-37.
Malnasi-Csizmadia, A., Woolley, R.J. and Bagshaw, C.R. (2000) Resolution of
conformational states of Dictyostelium myosin II motor domain using tryptophan
(W501) mutants: implications for the open-closed transition identified by
crystallography. Biochemistry, 39, 16135-16146.

Kabsch, W., Mannherz, H.G., Suck, D., Pai, E.F. and Holmes, K.C. (1990) Atomic
structure of the actin:DNase I complex. Nature, 347, 37-44.

Holmes, K.C., Popp, D., Gebhard, W. and Kabsch, W. (1990) Atomic model of the
actin filament. Nature, 347, 44-49.

Lorenz, M., Popp, D. and Holmes, K.C. (1993) Refinement of the F-actin model
against X-ray fiber diffraction data by the use of a directed mutation algorithm. J Mol
Biol, 234, 826-836.

Oda, T., Iwasa, M., Aihara, T., Maeda, Y. and Narita, A. (2009) The nature of the
globular- to fibrous-actin transition. Nature, 457, 441-445.

Holmes, K.C., Schroder, R.R., Sweeney, H.L. and Houdusse, A. (2004) The structure
of the rigor complex and its implications for the power stroke. Philos Trans R Soc
Lond B Biol Sci, 359, 1819-1828.

Geeves, M.A. and Holmes, K.C. (2005) The molecular mechanism of muscle
contraction. Adv Protein Chem, 71, 161-193.

Highsmith, S. (1977) The effects of temperature and salts on myosin subfragment-1
and F-actin association. Arch Biochem Biophys, 180, 404-408.

Konrad, M. and Goody, R.S. (1982) Kinetic and thermodynamic properties of the
ternary complex between F-actin, myosin subfragment 1 and adenosine 5'-[beta,
gamma-imido]triphosphate. Eur J Biochem, 128, 547-555.

117



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Margossian, S.S. and Lowey, S. (1982) Preparation of myosin and its subfragments
from rabbit skeletal muscle. Methods Enzymol, 85 Pt B, 55-71.

Smith, S.J., White, H.D. and Woledge, R.C. (1984) Microcalorimetric measurement of
the enthalpy of binding of rabbit skeletal myosin subfragment 1 and heavy
meromyosin to F-actin. J Biol Chem, 259, 10303-10308.

Yang, Y., Gourinath, S., Kovacs, M., Nyitray, L., Reutzel, R., Himmel, D.M.,
O'Neall-Hennessey, E., Reshetnikova, L., Szent-Gyorgyi, A.G., Brown, J.H. et al.
(2007) Rigor-like structures from muscle myosins reveal key mechanical elements in
the transduction pathways of this allosteric motor. Structure, 15, 553-564.
Karatzaferi, C., Chinn, M.K. and Cooke, R. (2004) The force exerted by a muscle
cross-bridge depends directly on the strength of the actomyosin bond. Biophys J, 87,
2532-2544.

Ostap, E.M. (2002) 2,3-Butanedione monoxime (BDM) as a myosin inhibitor. J
Muscle Res Cell Motil, 23, 305-308.

Shaw, M.A., Ostap, E.M. and Goldman, Y.E. (2003) Mechanism of inhibition of
skeletal muscle actomyosin by N-benzyl-p-toluenesulfonamide. Biochemistry, 42,
6128-6135.

Straight, A.F., Cheung, A., Limouze, J., Chen, 1., Westwood, N.J., Sellers, J.R. and
Mitchison, T.J. (2003) Dissecting temporal and spatial control of cytokinesis with a
myosin II Inhibitor. Science, 299, 1743-1747.

Kovacs, M., Toth, J., Hetenyi, C., Malnasi-Csizmadia, A. and Sellers, J.R. (2004)
Mechanism of blebbistatin inhibition of myosin II. J Biol Chem, 279, 35557-35563.
Limougze, J., Straight, A.F., Mitchison, T. and Sellers, J.R. (2004) Specificity of
blebbistatin, an inhibitor of myosin II. J Muscle Res Cell Motil, 25, 337-341.
Ramamurthy, B., Yengo, C.M., Straight, A.F., Mitchison, T.J. and Sweeney, H.L.
(2004) Kinetic mechanism of blebbistatin inhibition of nonmuscle myosin IIb.
Biochemistry, 43, 14832-14839.

Allingham, J.S., Smith, R. and Rayment, I. (2005) The structural basis of blebbistatin
inhibition and specificity for myosin II. Nat Struct Mol Biol, 12, 378-379.

Kolega, J. (2004) Phototoxicity and photoinactivation of blebbistatin in UV and
visible light. Biochem Biophys Res Commun, 320, 1020-1025.

Sakamoto, T., Limouze, J., Combs, C.A., Straight, A.F. and Sellers, J.R. (2005)
Blebbistatin, a myosin II inhibitor, is photoinactivated by blue light. Biochemistry, 44,
584-588.

Okamoto, Y. and Sekine, T. (1985) A streamlined method of subfragment one
preparation from myosin. J Biochem, 98, 1143-1145.

Manstein, D.J., Schuster, H.P., Morandini, P. and Hunt, D.M. (1995) Cloning vectors
for the production of proteins in Dictyostelium discoideum. Gene, 162, 129-134.
Manstein, D.J. and Hunt, D.M. (1995) Overexpression of myosin motor domains in
Dictyostelium: screening of transformants and purification of the affinity tagged
protein. J Muscle Res Cell Motil, 16, 325-332.

Kurzawa, S.E., Manstein, D.J. and Geeves, M.A. (1997) Dictyostelium discoideum
myosin II: characterization of functional myosin motor fragments. Biochemistry, 36,
317-323.

Batra, R. and Manstein, D.J. (1999) Functional characterisation of Dictyostelium
myosin II with conserved tryptophanyl residue 501 mutated to tyrosine. Biol Chem,
380, 1017-1023.

118



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

72.

73.

74.

75.

76.
71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Stafford, W.F., 3rd, Szentkiralyi, E.M. and Szent-Gyorgyi, A.G. (1979) Regulatory
properties of single-headed fragments of scallop myosin. Biochemistry, 18, 5273-
5280.

Kalabokis, V.N. and Szent-Gyorgyi, A.G. (1997) Cooperativity and regulation of
scallop myosin and myosin fragments. Biochemistry, 36, 15834-15840.

Wang, F., Chen, L., Arcucci, O., Harvey, E.V., Bowers, B., Xu, Y., Hammer, J.A., 3rd
and Sellers, J.R. (2000) Effect of ADP and ionic strength on the kinetic and motile
properties of recombinant mouse myosin V. J Biol Chem, 275, 4329-4335.
Sakamoto, T., Wang, F., Schmitz, S., Xu, Y., Xu, Q., Molloy, J.E., Veigel, C. and
Sellers, J.R. (2003) Neck length and processivity of myosin V. J Biol Chem, 278,
29201-29207.

Straub, F.B. (1943) Actin. Univ. of Szeged.

Spudich, J.A. and Watt, S. (1971) The regulation of rabbit skeletal muscle contraction.
1. Biochemical studies of the interaction of the tropomyosin-troponin complex with
actin and the proteolytic fragments of myosin. J Biol Chem, 246, 4866-4871.
Cooper, J.A., Walker, S.B. and Pollard, T.D. (1983) Pyrene actin: documentation of
the validity of a sensitive assay for actin polymerization. J Muscle Res Cell Motil, 4,
253-262.

Wang, F., Kovacs, M., Hu, A., Limouze, J., Harvey, E.V. and Sellers, J.R. (2003)
Kinetic mechanism of non-muscle myosin IIB: functional adaptations for tension
generation and maintenance. J Biol Chem, 278, 27439-27448.

Trentham, D.R., Bardsley, R.G., Eccleston, J.F. and Weeds, A.G. (1972) Elementary
processes of the magnesium ion-dependent adenosine triphosphatase activity of heavy
meromyosin. A transient kinetic approach to the study of kinases and adenosine
triphosphatases and a colorimetric inorganic phosphate assay in situ. Biochem J, 126,
635-644.

Burgess, S.A., Walker, M.L., Sakakibara, H., Oiwa, K. and Knight, P.J. (2004) The
structure of dynein-c by negative stain electron microscopy. J Struct Biol, 146, 205-
216.

Burgess, S.A., Walker, M.L., Thirumurugan, K., Trinick, J. and Knight, P.J. (2004)
Use of negative stain and single-particle image processing to explore dynamic
properties of flexible macromolecules. J Struct Biol, 147, 247-258.

Coureux, P.D., Sweeney, H.L. and Houdusse, A. (2004) Three myosin V structures
delineate essential features of chemo-mechanical transduction. Embo J, 23, 45277-
4537.

Coureux, P.D., Wells, A.L., Menetrey, J., Yengo, C.M., Morris, C.A., Sweeney, H.L.
and Houdusse, A. (2003) A structural state of the myosin V motor without bound
nucleotide. Nature, 425, 419-423.

Fisher, A.J., Smith, C.A., Thoden, J.B., Smith, R., Sutoh, K., Holden, H.M. and
Rayment, I. (1995) X-ray structures of the myosin motor domain of Dictyostelium
discoideum complexed with MgADP.BeFx and MgADP.AlF4. Biochemistry, 34,
8960-8972.

Reubold, T.F., Eschenburg, S., Becker, A., Leonard, M., Schmid, S.L., Vallee, R.B.,
Kull, F.J. and Manstein, D.J. (2005) Crystal structure of the GTPase domain of rat
dynamin 1. Proc Natl Acad Sci U S 4, 102, 13093-13098.

Berman, H., Henrick, K. and Nakamura, H. (2003) Announcing the worldwide Protein
Data Bank. Nat Struct Biol, 10, 980.

119



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.
104.

105.

106.

Berman, H.M., Battistuz, T., Bhat, T.N., Bluhm, W.F., Bourne, P.E., Burkhardt, K.,
Feng, Z., Gilliland, G.L., Iype, L., Jain, S. ez al. (2002) The Protein Data Bank. Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr, 58, 899-907.

Camacho, C.J. and Zhang, C. (2005) FastContact: rapid estimate of contact and
binding free energies. Bioinformatics, 21, 2534-2536.

Champ, P.C. and Camacho, C.J. (2007) FastContact: a free energy scoring tool for
protein-protein complex structures. Nucleic Acids Res, 35, W556-560.

Cecchini, M., Houdusse, A. and Karplus, M. (2008) Allosteric communication in
myosin V: from small conformational changes to large directed movements. PLoS
Comput Biol, 4, ¢1000129.

Malnasi-Csizmadia, A., Kovacs, M., Woolley, R.J., Botchway, S.W. and Bagshaw,
C.R. (2001) The dynamics of the relay loop tryptophan residue in the Dictyostelium
myosin motor domain and the origin of spectroscopic signals. J Biol Chem, 276,
19483-19490.

Shu, S., Liu, X. and Korn, E.D. (2005) Blebbistatin and blebbistatin-inactivated
myosin II inhibit myosin II-independent processes in Dictyostelium. Proc Natl Acad
Sci U S 4,102, 1472-1477.

Urbanke, C. and Wray, J. (2001) A fluorescence temperature-jump study of
conformational transitions in myosin subfragment 1. Biochem J, 358, 165-173.
Gyimesi, M., Kintses, B., Bodor, A., Perczel, A., Fischer, S., Bagshaw, C.R. and
Malnasi-Csizmadia, A. (2008) The mechanism of the reverse recovery step, phosphate
release, and actin activation of Dictyostelium myosin 1. J Biol Chem, 283, 8153-8163.
Geeves, M.A., Goody, R.S. and Gutfreund, H. (1984) Kinetics of acto-S1 interaction
as a guide to a model for the crossbridge cycle. J Muscle Res Cell Motil, 5,351-361.
Geeves, M.A. and Jeffries, T.E. (1988) The effect of nucleotide upon a specific
isomerization of actomyosin subfragment 1. Biochem J, 256, 41-46.

Menetrey, J., Bahloul, A., Wells, A.L., Yengo, C.M., Morris, C.A., Sweeney, H.L. and
Houdusse, A. (2005) The structure of the myosin VI motor reveals the mechanism of
directionality reversal. Nature, 435, 779-785.

Coates, J.H., Criddle, A.H. and Geeves, M.A. (1985) Pressure-relaxation studies of
pyrene-labelled actin and myosin subfragment 1 from rabbit skeletal muscle. Evidence
for two states of acto-subfragment 1. Biochem J, 232, 351-356.

Taylor, E.W. (1991) Kinetic studies on the association and dissociation of myosin
subfragment 1 and actin. J Biol/ Chem, 266, 294-302.

Eigen, M., Kruse, W., Maass, G. and DeMaeyer, L. (1964) Rate constants of
protolytic reactions in aqueous solution II: The maximum rate of ionic recombination
in solution. Prog. React. Kinet., 2, 287-296.

Lin, S.H. and Faller, L.D. (2005) Ionic-strength dependence of the conformational
change in the unphosphorylated sodium pump. Biochemistry, 44, 1482-1494.

Atkins, P. (1990) Physical Chemistry. 4th ed. Oxford University Press, Oxford.
Fersht, A. (1977), Enzyme Structure and Mechanism. 2nd ed. W.H.Freeman & Co.,
New York, pp. 147-148.

Kurzawa, S.E. and Geeves, M.A. (1996) A novel stopped-flow method for measuring
the affinity of actin for myosin head fragments using microgram quantities of protein.
J Muscle Res Cell Motil, 17, 669-676.

Conibear, P.B. and Geeves, M.A. (1998) Cooperativity between the two heads of
rabbit skeletal muscle heavy meromyosin in binding to actin. Biophys J, 75, 926-937.

120



Erégeneralashoz vezet6 szerkezetvaltozasok a miozinban Doktori értekezés

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Brooks, B.R., Brooks, C.L., 3rd, Mackerell, A.D., Jr., Nilsson, L., Petrella, R.J., Roux,
B., Won, Y., Archontis, G., Bartels, C., Boresch, S. et al. (2009) CHARMM: the
biomolecular simulation program. J Comput Chem, 30, 1545-1614.

Hetenyi, C., Maran, U., Garcia-Sosa, A.T. and Karelson, M. (2007) Structure-based
calculation of drug efficiency indices. Bioinformatics, 23, 2678-2685.

Zhao, F.Q., Padron, R. and Craig, R. (2008) Blebbistatin stabilizes the helical order of
myosin filaments by promoting the switch 2 closed state. Biophys J, 95, 3322-3329.
Xu, S., Offer, G., Gu, J., White, H.D. and Yu, L.C. (2003) Temperature and ligand
dependence of conformation and helical order in myosin filaments. Biochemistry, 42,
390-401.

Xu, S., White, H.D., Offer, G.W. and Yu, L.C. (2009) Stabilization of helical order in
the thick filaments by blebbistatin: further evidence of coexisting multiple
conformations of myosin. Biophys J, 96, 3673-3681.

Sweeney, H.L. and Houdusse, A. (2004) The motor mechanism of myosin V: insights
for muscle contraction. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci, 359, 1829-1841.

Yengo, C.M. and Sweeney, H.L. (2004) Functional role of loop 2 in myosin V.
Biochemistry, 43, 2605-2612.

Prochniewicz, E., Chin, H.F., Henn, A., Hannemann, D.E., Olivares, A.O., Thomas,
D.D. and De La Cruz, E.M. (2010) Myosin isoform determines the conformational
dynamics and cooperativity of actin filaments in the strongly bound actomyosin
complex. J Mol Biol, 396, 501-509.

Ritchie, M.D., Geeves, M.A., Woodward, S.K. and Manstein, D.J. (1993) Kinetic
characterization of a cytoplasmic myosin motor domain expressed in Dictyostelium
discoideum. Proc Natl Acad Sci U S A, 90, 8619-8623.

Kovacs, M., Wang, F., Hu, A., Zhang, Y. and Sellers, J.R. (2003) Functional
divergence of human cytoplasmic myosin II: kinetic characterization of the non-
muscle ITA isoform. J Biol Chem, 278, 38132-38140.

Kintses, B., Simon, Z., Gyimesi, M., Toth, J., Jelinek, B., Niedetzky, C., Kovacs, M.
and Malnasi-Csizmadia, A. (2006) Enzyme kinetics above denaturation temperature: a
temperature-jump/stopped-flow apparatus. Biophys J, 91, 4605-4610.

121



