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1. fejezet
Bevezetés

A sejt belsejében a fehérjék, sejtszervecskék és membranvezikulumok gyakran
tesznek meg tobb mikrométert jol meghatarozott utak mentén és érkeznek
meg rendeltetési helyiikre. Hosszli axonok esetén ez a tavolsdg a métert is
meghaladhatja. Ezt a mozgést a diffizioval nem lehet megmagyarazni. Ahhoz
példaul, hogy a gerinchen elhelyezkedd idegsejtekben termelGdd neurotransz-
mitter az axon mentén diffizio atjan eljusson az ujjak végi szinapszisokba,
t6bb szaz évre lenne sziikség. A ¢él6 sejtek ezt a problémat motorfehérjék al-
kalmazasaval oldjak meg (1. abra). Az axonélis transzportért felelés motor-
fehérjék a kinezin illetve dinein csaladba tartoznak, és gyakorlatilag minden

vizsgalt eukariota sejttipus minden fejlédési szakaszaban megtalalhatok.

A kinezinek a legkisebb citoszkeletélis, azaz sejtvazhoz kapcsolodd mo-
torok. Méretben ket a miozinok kovetik, a legnagyobbak pedig a dineinek.
Harmuk koziil a kinezint sikeriilt legkésGbb izolalni, bar el6zéleg méar szamos
alkalommal megfigyelték a kinezinnel kapcsolatos transzportjelenségeket [1],
[2], 13]. |4]- Az izoldlasra és a névadésra csak 1985-ben keriilt sor [5]. A név
a gorog kinein-bol (mozogni) jon.

Az utobbi évtizedekben nagy mennyiségi kinezinnel kapcsolatos adat hal-
mozodott fel, azonban méig nem sziiletett konszenzus e kémiai energiat me-

chanikai munkava alakité motor pontos miikodési mechanizmuséarol. Milyen
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hatékony a kinezin? Van-e futilis hidrolizis? Elengedhetetlen-e a neck linker
dokkolasa a megfigyelt viselkedés megmagyarazasahoz? Milyen egy tipikus
trajektoria a kinezin allapotterében? Hogy ezekre a kérdésekre eddig nem
szilletett kielégitd valasz, nem utolsosorban annak kdoszonhets, hogy a kisér-
leti adatok egymasnak gyakran ellentmondanak. Hasznosnak tiint tehat egy
minél t6bb mérhet§ paramétert tartalmazo kinetikai modellt késziteni, ami-
nek segitségével a fenti kérdések megvalaszolasa mellett a kinezin kinetikai

paramétereit is illeszteni tudjuk.

Modelliink egyediilallé abbdl a szempontbol, hogy benne tobb olyan al-
lapot kozti atmenet kinetikai allandojanak kiszamitasat és erdfiiggését he-
lyeztiik fizikai alapokra, amikre eddig csak becslések voltak. Ehhez egyrészt
a freely jointed chain polimermodellt hasznaltuk, mésrészt megkoveteltiik
a termodinamikai konzisztencia teljesiilését. Az irodalomban arra sem talal-
tunk példat, hogy a kinezin monomer allapotainak valamennyi kombinaciojat
figyelembe vegyék a dimer kinetika soran. Ezzel a modellel sikeriilt reprodu-

kalnunk a kinezin sebességének, lépésidejének és randomnessének ATP- és

motorfehérjék
linearis motorok forgd motorok
flagellum  ATP szintaz
citoszkeletélis egyéb

/\/\

aktinhoz mikrotubularis RNS és DNS  transzlokézok

kapcsolodo N polimerazok
\ dinein  kinezin

mizoin

1.1. 4bra. A motorfehérjék osztalyozasa



ADP-koncentracio- és erdfiiggését. Eredményeink mutéans kinezinek viselke-
désével is jo egyezést mutatnak. Ezért ugy gondoljuk, hogy a mechanizmus
apro részleteire vonatkozo fenti kérdésekre is helyes valaszt tudunk adni.
Modelliink jelentdségét azonban nem is annyira a paraméterek fittelésé-
ben, mint inkabb tjszeriiségében latjuk: egy termodinamikailag konzisztens
és bizonyos értelemben teljes keretrendszert ad a kinezin és a hozza hasonlo

rendszerek leirdsara.






2. fejezet

A kinezin-1 Altaldnos jellemzéi

Mar joval a kinezin felfedezése el6tt ismert volt, hogy mikrotubulusok (MT)
nélkiil az axonalis transzport megsziinik [6]. [7]. A MT-ok a sejtvaz részét ké-
pez6, a- és 3 tubulin fehérjékbal allo fehérjeszalak. Az a- és a S-tubulin 8 nm
hosszu heterodimert képez. Tubulin heterodimerek lanca adja a protofilamen-
tumot, amikb6l 13 darab hengerpalastot formalva alkot egy mikrotubulust.
A 13 in vivo koriilmények kozott magikus szam, noha in vitro eléfordulnak

ennél kevesebb vagy tébb protofilamentumbol felépiils MT-ok is.

A protofilamentumok 0.9 nm-rel el vannak cstusztatva egymés mellett,
ami a hengerpalast alakzat miatt az 1. és 13. protofilamentum kozott éppen
egy a- ¢s B-tubulin kozotti lateralis (protofilamentumok kozotti) kapesolatot
eredményez, amit a MT varratanak is szoktak hivni. A MT a-tubulinban vég-
726d6 végére csak lassan tud Gjabb tubulin heterodimer kapcsolodni, ezért ezt
a véget minusznak hivjuk. A S-tubulinban végzGdd a gyorsan novd, plusz vég.
A MT-ok sugariranyban indulnak ki a sejtmag melletti sejtkézponthol, ezért
tobbnyire a sejtkdzponttol tavolabbi vég a plusz, de idegsejtek dendritjében
talalunk példat antiparallel MT-ra is [8].

Maga a kinezin tul kicsi ahhoz, hogy mikroszképpal lathato legyen. Ha
azonban egy feliilethez kinezineket kotiink, majd MT-okat helyeziink rajuk,
a MT-ok hosszirdnyu tengelyeik mentén mozogni kezdenek, amit mikrosz-

koppal mér lathatova lehet tenni (motility assay) [9]. A kinezinhez illet-
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ve dineinhez kétdds membranvezikulumok szintén elég nagyok ahhoz, hogy
mozgasuk optikai uton kozvetleniil megfigyelhetd legyen. Ezekhez hason-
16 kisérletekbdl tudjuk, hogy a dineinek és a kinezinek MT mentén hala-
d6 motorfehérjék. Az Gsszes dinein a MT — vége felé halad, mig a kine-
zinek tobbsége + vég motor. Ez alol kivétel a kinezin-14 alcsalad, amibe
— vég motorok tartoznak. A dinein és kinezin kiilon osztalyba sorolasat
az aminosav-szekvencidban és szerkezetben mutatkozo nagy kiilonbség in-
dokolta. Eltéré az 5'-adenililimido-difoszfat (AMPPNP) hatasara bekovetke-
z6 MT-affinitasvaltozés is. Az AMPPNP egy nem hidrolizalhat6 adenozin-
trifoszfat (ATP) analog, ami a kinezin MT-affinitasat noveli, a dineinét csok-
kenti [10]. A dineinhez képest a kinezinrsl sokkal tébbet tudunk, részben
mert csak az utobbit sikeriilt kristélyositani. Rontgenkrisztallografids mérés-
bél tudjuk, hogy a kinezin a tubulin heterodimernek féleg a 3 egységére kot,
de egy kicsit atlog az a-ra is.

Jelenleg a kinezineket mintegy 17 kiilonb6z6 alcsaladba soroljak. Felfe-
dezésiikkor mindegyik kiilon, egyéni nevet kapott (esetenként tobbet is), igy
sziikségessé valt a nomenklatiira szabvanyositésa, ami a jelenleg hasznalatos
kinezin-1, kinezin-2 stb. alcsaladneveket eredményezte.

A kinezinek kozos szerkezeti vondsa a nukleotidot és tubulint kot6 globu-
laris fej rész és az a-hélix struktiraju szar. A legtobb kinezin a szar mentén
dimerizalodik, de léteznek mono-, tri- és tetramer valtozatok is. A fej elhe-

lyezkedése alapjan harom osztalyt kiilonboztetiink meg:
1. N-osztély
A fej rész a fehérje N-termindlisan talalhato. Ezek + vég motorok.
2. C-osztaly
A fej rész a fehérje C-terminalisan talalhato. Ezek - vég motorok.

3. Internal vagy Medial osztaly
A fej rész az aminosav szekvencia kozepe felé talalhato. Ezek MT-

depolimerizacioban részt vevs fehérjék.
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Az N-csaladba tartozik a kinezin-1 (korabbi elnevezések: konvencionalis
kinezin, KHC). A kinezin-1 in vivo homodimerként fordul el6. A monomer N
terminélisan van a kb. 340 aminosavbol allo fej rész, amin tehat a nukleotid-
és mikrotubulus-kotshely talalhato. A fej egy kb. 13 aminosavbol 4ll6 neck
linkerrel (NL) csatlakozik a kb. 485 aminosavnyi alfa hélixet formalo szérhoz.
(Egyes leirdsok egy nyaki részt is megkiilonboztetnek a szar és a N kozott,
innen a ,neck linker” elevezés.) Két monomer széra egymas koré csavarodva
coiled coilt formal, igy jon létre a dimer. A fehérje egy 92 aminosav hossziisa-
g1, teher megkotésére alkalmas régioban végzddik. Erre a részre kot egy-egy,
a teherszallitasban szerephez juté konnyt lanc fehérje (light chain, LC), ami

miatt a kinezin-1-et heterotetramernek is lehet tekinteni (2.1. abra).

Teherkdtd régic LC

Visszahajld konformacié

b Al gétolja sz ATPaz aktivitast
3 11 .
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— “"“‘JJ\,
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l“\\\\i,\\\.\‘L - =
s ¥
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Motor domeén

2.1. abra. A kinezin-1 szerkezete [11].

A fej a megkotott ATP-t elhidrolizalja. Ez az ATPaz aktivitas teher hi-
anyaban lecsokken, ilyenkor ugyanis, hogy feleslegesen ne fogyasszon ATP-t,
a szar végeén talalhato konzervélt par aminosavas szakasz rahajlik a fejre és
gatolja ezt a folyamatot [12]. Ha a szarat levagjak, az autoinhibicio megszi-
nik. Ha a szar végén van teher, de a fej nem kotédik MT-hoz, akkor a kinezin
csak egy ATP-t hidrolizdl el, mert a végtermék (adenozin-difoszfat, ADP)

kibocsatasdhoz MT-ra van sziikség.
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A kinezin-1 a MT + vége irAnyaban képes lépkedni. Mivel a kinezin-1 a
MT fS-tubulinjdhoz kot, a lépéshossz azonos a MT 8 nm-es perioduséval. A

lépés modja sokaig vita targyat képezte. A jeloltek a kovetkezsk voltak:

1. Herny6 modell

Az egyik fej mindig el6l van, a mésik mindig héatul, a kinezin araszolgat.

2. . Hand over hand” modellek

Egy fej felvaltva van hol elol, hol hatul. Ez tobb modon lehetséges:

a) Csavarodé modell

Mindkét fej ngyanarrdl az oldalrol el6zi a méasikat.

b) Valtozo oldalrél elézs modell

Az egyik fej balrol, a masik jobbrol elgz.

Ha a kinezin egyik fejét megfestjiik, 16 nm-es elmozdulasokat figyelhetiink
meg. Ezzel egybevagnak az optikai csipeszes kisérletek, amik a tomegkdzép-
pont egyenld, 8 nm-es elmozdulasait mutattak. Ha a kinezin fej mindig a
kovetkezs kotdhelyre két, akkor a hernyd modell kizarhato, mivel abbol 8
illetve 4 nm kovetkezik. A hernyo modell is tud 16 nm-es fejelmozdulasokat
produkélni, ha mindig a szomszédos utéani kotShelyre kot a fej, azonban igy
a lépések nem egyenértékiek: az elsé fejnek nyujtozkodnia kell, mig a hatso
fej szinte odarantodik az elsé mogé. A megfigyelt 1épések idejének eloszlasa
azonban csak egy csticcsal rendelkezik, és ez egyenértékii lépésekre utal. A
csavarodé modell a kinezin-1 szaranak folyamatos csavarodasat josolja, ami
a rakotott terhet forgatna. Ezt szintén nem tudtak kisérletileg megfigyelni,
igy a jelenleg altaldnosan elfogadott modell a valtozo oldalrol el6z6 |13].

A kinezin-1 irdnyitott mozgéasnak legaltalinosabban elfogadott magya-
razataban a fészerepet a NL jatssza. A NL a lekotott fejnek a MT negativ
végéhez kozelebbi végébdl indul és ATP hatasara egy része képes a fejhez hoz-
zakotni agy, hogy a maradék NL a MT + végéhez kizelebbrdl induljon. Ezt
a konforméaciovaltozast NI dokkolasnak hivjuk. A MT-hoz kotott fej dokkolt
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allapotaban a MT-on kitShelyet kereso diffundalo fej kizelebb van az eliilsG
kitshelyhez, mint a hatsohoz, ezért nagyobb valoszintiséggel kot elére (lasd
késGbb a 4.3. abrat).

2.1. A kinezin szerepe a sejtben

A kinezin csaladba tartozo fehérjék szamos sejtfolyamatban jatszanak fontos

vagy akar létfontossagu szerepet.

2.1.1. Endoplazmikus retikulum

Az endoplazmikus retikulum (ER) egy sejtbeli membranhalozat. Membran-
vezikulumokbol, iiregekbdl és csévekbdl all. Szerepe van tobbek kozott a cito-
plazmikus kalciumkoncentracio szabalyozasaban, makromolekuldk és szteroi-
dok raktarozasaban valamint a fehérjék szintézisében és szallitasaban. Képzs-
dése és fenntartdsa egyarant a MT halozathoz kotdik (2.2. abra). Uj memb-
ranstruktirak kialakulasakor kinezinek huzzak MT-ok mentén a membrant,
amit aztan egy CLIMP-63 nevii fehérje rogzit a MT-hoz. Mas fehérjék a

membréaniiregek egyesitését vagy darabolasat végzik [14].

Kinesin H1

2.2. abra. A kinezin-1 és az ER kolokalizacioja [15].

2.1.2. Sejtszervecske- és vezikulum szallitas

Mig a kis molekulak elég gyorsan diffundalnak ahhoz, hogy egy atlagos mére-

t1 sejten beliil barhova elég gyorsan eljussanak, a nagyobb méretti vezikulu-
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mokat és sejtszervecskéket (pl. mitokondrium) a kinezinek mozgatjik MT-ok
mentén. Ha a sejt nagyon nagy, kis molekuldk célba juttatisahoz sem elég
a diffazio. Motorfehérjékre van sziikség egyes sejtkomponensek rendezéséhez
is.

A Golgi késziilék és az ER tébbek kozott a fehérjeszekrécios folyamatban
jatszik fontos szerepet. Az ER a fehérjeszintézis és a fehérje folding, a Golgi
késziilék a fehérjék osztalyozasanak feladatat latja el. A kettd kozotti szallitas
membranvezikulumok felhasznalasaval torténik. A Golgi késziiléktdl tavolodo
membran transzportot kinezinek végzik [15]. Ezen feliil, bar a Golgi apparétus
lehorgonyzasaért foként dineinek a felelgsek, bizonyos koriilmények kozott
kinezinek is részt vesznek ebben a feladatban [16].

Az idegsejt hosszil nytlvanya az axon, ennek végén helyezkedik el a szi-
napszis. Két idegsejt kozott az ingeriilet a szinapszisbol kikeriilG ingeriilet-
atvive anyagok (neurotranszmitterek) ttjan terjed. A neurotranszmitterek a
szinapszistol tavol, a sejtmaghoz kiozel termelGdnek, ezért aktiv transzport-
ra van sziikségiik, hogy rendeltetési helyiikre jussanak. Ezt nevezik axonélis
transzportnak. A retrograd (szinapszis felé tarto) axonélis transzportban a
kinezin-1, 2, 3 és 4 alcsaladnak van szerepe, mig az anterograd (sejtmag felé

tarto) transzportban dineinek miikddnek kozre.

Saxton és munkatérsai altal vegzett kisérletekben |17] Drosophila larva
kinezin-1 mutansan a farki rész ritmikus rangatézasaban mutatkozo diszta-
lis bénulas figyelhetd meg. Az idegsejtek axonjain duzzanatok keletkeznek,

amiket a feltorlodott vezikulumok okoznak. A leirt mutacio letélis.

A csillok és flagellumok hosszu sejtkitiiremkedések belsé mikrotubularis
strukturaval. Egyes sejtek esetében mozgato funkciot toltenek be (pl. csillok
terelgetik a petesejtet a petevezetékben, az egysejtiiek egy része csillokkal
vagy flagellumokkal hajtja magét), mas résziik mechano-, kemo- vagy fo-
toreceptorokban kap szerepet. Mivel a csillokban és a flagellumokban nincs
fehérjeszintetizalo apparatus, novekedésiik soran folyamatosan a végiikbe kell
szallitani az épitGanyagot. A flagellumon beliili szallitast intraflagellaris transz-

portnak (IFT) nevezik (2.3. dbra). A leggyorsabb sejteknek 20 perc kell egy
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csillo Gsszerakasahoz. Az IFT-ben a kinezin-2-nek és a dineinnek van a leg-
nagyobb szerepe. A szem receptorsejtjeiben az IFT megsziinése retinitis pig-

mentozahoz vezet, ami csélatassal és farkasvaksaggal jar.

2.3. abra. Eukariota flagellum. 1 - MT struktira (axonéma), 2 -

sejtmembran, 3 - IFT, 4 - axonéma alapja (bazélis test) |18|

Egyes kétélttiek és halak a parzasi idgszakban figyelemfelkeltés célja-
bol valtoztatjak a sziniiket. Ennek molekularis hatterében szintén kinezi-
nek allnak. A hal vagy kétéltd pigmentsejtjeiben cAMP (ciklikus adenozin-
monofoszfat) koncentraciondvekedés hatésara a melanoszomék (pigmenttes-
tek) a sejt kozepébdl szétvandorolnak (diszperzio). Ha a koncentracio is-
mét lecsokken, a melanoszomék visszavandorolnak (aggregacio). Kimutattak,
hogy a melanoszoma-diszperzioban a kinezin-2 alcsalidnak van szerepe. Az

aggregacioert dineinek felelGsek [19], [20].

2.1.3. Sejtosztodas

A sejtosztodas sok allépésbdl allo folyamat, amiben tucatnyi kiillonbozé fe-
hérjemotor vesz részt.

A MT-ok kiindulasi pontja a sejtmag melletti centroszoma vagy sejtkoz-
pont. A centroszoma allati sejtekben két centriolumbol all. A sejtosztodas
profazisiban a centroszoma MT-szervezs aktivitdsa megnd, az egymas felé
novesztett szalak kozott kialakulnak antiparallel parok. Az ilyen parokra a

tetramer kinezin-5 (régi nevén BimC) racsatlakozik, és elkezd egyszerre mind-
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kettén a pozitiv vég felé sétalni. A két szal ennek kovetkeztében egyméshoz
képest szétesuszik, a centriblumok tavolodni kezdenek egymastol. Egy ma-
sik kinezin azért felelds, hogy a centriolumokat a magmembran kézelében
tartsa, igy azok egy sejtmag koriili mozgasba kezdenek. Amikor a sejtmag
atellenes oldalara érnek, a centriolumok a plazmamembran felé ndvesztett
(an. asztralis) MT-ok segitségével dineineken keresztiil lehorgonyozzik ma-
gukat a plazmamembranhoz.

A metafazisban a magmembran felszakad, a leméasolt, egyelére dsszekap-
csolodott kromoszomak kiszabadulnak. A centri6lumokbol kiindulé MT-okra
rakot a kromoszomék karjairol a szaranal fogva 16go kinezin-4 (régi nevén kro-
mokinezin), és a kromoszomat a MT + vége felé (azaz a tlso centroszoma
felé) huzza. Mivel az ellenkezd iranyhol érkezd MT-okra is kotnek kinezin-4
motorok, amik az ellenkezg iranyban fejtenek ki erét, a kromoszomak végiil
a sejt ekvatoridlis sikjaba allnak be.

Miutan a kromoszomak kozépen felsorakoztak, a két DNS példanyt szét
kell valasztani. Ehhez egy MT-nak be kell taladlnia a kromoszéma kinetokor
régiojaba. A MT dinamikus instabilitdasa itt fontos szerepet jatszik abban,
hogy a sikertelen MT-ok depolimerizalodjanak. A MT depolimerizaciot elé-
segiti a kinezin-13 alcsaladba tartozo XKCM1. A kinetokor régiorol a szaruk-
nal fogva kinezin-7 motorok lognak. Ezek a kinezin csalad leghosszabb szara
tagjai, igy a kromoszomatol viszonylag messze ra tudnak kotni kinetokorba
betalalo MT-ra. Ekoézben a szintén a kinetokor régioban el6fordul6 kinezin-13
depolimerizalé motorok pozitiv vége felgl elkezdik lebontani a MT-t, igy a

kromoszomak a megfelel6 polusba vandorolnak.
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3. fejezet

A kinezin-1-gyel kapcsolatos

mérési technikak

A kinezin-1-gyel (tovabbiakban kinezin) kapcsolatos, szamunkra fontos mé-
rések kozott vannak trajektoridkra, szabadenergidkra és sebességi allandokra
vonatkozoak. Az éltalunk végzett szimulaci6 nagy mértékben tamaszkodik
ezen mérések eredményeire. A mérési modszerek ismeretében lehetdségiink
van a kisérletileg kapott paraméterértékeket kritikusan kezelni, a szimulaci-

onk illesztésébdl adodo értékektol valo eltérésiiket megmagyarazni.

3.1. Kinezin koncentracio

Egy kinezin prepardtum jellemzését tébbnyire a motor koncentricié megmé-
résével szoktak kezdeni [21]. Erre valamilyen kolorimetrikus mddszert hasz-
nalnak, példaul a Bradford-analizist, ahol egy fehérjéhez kot6dé festék ab-
szorpcios csicsanak kék felé tolodasabol lehet kvetkeztetni a fehérjekoncent-
raciora. A modszer fiigg a fehérje aminosav-Gsszetételétol

Hasonléan aminosav fiiggé eredményt ad, ha 280 nm-en megmérjiik a
fehérje abszorpcidjat. Ez a modszer a Beer-Lambert torvényen alapul:

Asso
c=—

2 (3.1)
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ahol ¢ a fehérje koncentracioja, Asgy a 280 nm-en mért abszorpcio, € az ex-
tinkcios koefficiens és [ a fény mintdban megtett utja. Valojaban csak harom
aminosavnak van elnyelési csticsa 280 nm-en: a triptofannak, a tirozinnak és
a cisztinnek. Ez utobbi két, kénhiddal 6sszekapcesolodo ciszteint jelent, ami-
nek koncentracioja altalaban nem ismert. Ennek athidalasara két szélsGséges
megkozelitést szoktak alkalmazni. Mivel a cisztin extinkcios koefficiense egy
nagysagrenddel eleve kisebb, mint a masik ketté aminosavé, és mivel valo-
sziniileg a ciszteinek amigy is csak egy része képez kénhidat, ezek jarulékat
esetenként egyszeriien el is hanyagolhatjuk. Ezzel ellentétes feltevés, hogy
minden cisztein részt vesz egy kénhid kialakitasaban. A fehérjét a kolori-
metrikus mérés elGtt tobbnyire denaturaljak, bar sok fehérje esetében nincs
kiilonbség a nativ és denaturalt forma abszorpcidja kozott.

Mivel csak a mikrotubulus-kinezin asszociacié sebessége fiigg a kinezin
koncentraciotol, a kinetikai szimulacio szempontjabol ez egy irrelevans para-

méter, mas mérések kiértékeléséhez viszont sziikséges.

3.2. A nukleotid-kotShelyek koncentracidja

Egyes kisérletekben (pl. az tigynevezett motility assay-ben, lasd késGbb) nem
fontos tudni a kinezin motor koncentraciojat. Az ATP- és ADP-kotGdés se-
bességi allandojanak méréseinek kiértékelésénél azonban elengedhetetlen a

centracio kétszerese. Ennek mérésére tobb madszer is 1étezik [21].

3.2.1. Kotddés nitrocellul6zhoz

A kinezin szintetizalasa soran a fehérjével egyiitt tobbnyire hozza erdsen ki-
t6d6 ADP nukleotidokat is kapnak. Ha ezt a kinezin prepardtumot mikrotu-
bulus nélkiil magas koncentrécioji radioaktiv [aw — 32P]ATP-vel inkubdljak
egy-masfél orat, a fehérjéhez ergsen kotéds ADP molekuldk [a —32P]ATP -re
cserélddnek. Az oldat par cseppjét ezek utan megfelelGen elGkészitett nitro-

celluloz (NC) lapon atszirik: a szabad nukleotidok atmennek, a kinezinhez
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kotottek a NC-n ragadnak. A NC lapnak megmeérik a § aktivitasat, amibal

3.2.2. Gélsziirés

Hasonléan az el6z6 modszerhez az ADP-t itt is [a — **P]ATP-re cserélik. A
preparatumot azonban gélsziiréssel valasztjak szét: a gél szemeseméretét gy
kell megvalasztani, hogy szemben a fehérjéhez kétottel, a szabad nukleotid
ne cludlodjon. A szabad nukleotidoktol ily modon elvalasztott kinezin mar
vizsgalhato a Bradford modszerrel és folyadék szcintillacios szamlaloval, hogy

meghatarozzuk a fehérje- és nukleotid-kétShely-koncentréaciot

3.2.3. Fehérjedetergens alkalmazasa

Kinezin-ADP komplexhez radioaktiv [a—3?P]ATP-t adnak, és kiilsnb6z6 ids-
kig inkubaljik, aminek soran az ADP lecserélédik [ — 32P]ATP-re. Ez egy
hidrolizis soran régton | —3*P]ADP-vé alakul. A reakciot savval ledllitjak. A
sav hataséara a fehérjék denaturalodnak, és a benniik 1évé nukleotidok kisza-
badulnak. Vékonyréteg kromatografia (TLC) segitségével az o — 32P]ADP-t
és az |a — P?PJATP-t szétvilasztjak és megmeérik relativ aktivitasukat. Az
[ —3*P]ADP koncentréciot id6 fiiggvényében dbrazoljak, és egy exponenci-

alis fiiggvényt illesztenek ra, aminek aszimptotaja adja kotéhelyek koncent-

3.3. Egyenstiilyi allapot el6tti kinetika

Ezek a mérések a kinezin elsG lépését veszik goresG ala. Hogy ennek idébeli
lefolyésa elég jol felbonthato legyen, sokkal nagyobb (tipikusan milligramm-

nyi)mennyiségi kinezin sziikséges, mint az el6z6 modszereknél [21].
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3.3.1. Quench-flow mérések

aktiv [a — 32P]ATP-t adnak, majd kiilonbéz6 id6knél savval ledllitjdk a re-
akciot. Az eddigi modszerekkel ellentétben a MT-nak kdszonhetGen a kine-
zintGl mar a sav hozzdadésa elGtt disszocidlhatnak a hidrolizis sordn kelet-
kez$, |a — 32PJADP nukleotidok. A sav denaturdlja a fehérjéket, ezért az
[ —**P]ADP kiszabadul. Az [o — 3?P]ADP mennyiségét TLC modszerrel

megmeérik, a kapott értékeket id§ fiiggvényében abrazoljik, a pontokra
[ADP] = Apurst(1 — exp(—kpt)) + kot (3.2)

fiiggvényt illesztenek. A 3.2. egyenlet egy kot egyeneshez tartd exponencia-
lis emelkedést (,burst”) ir le. A burst k;, rdtdja az [a — **P]ATP kinezinhez
kotodésének és azt kivets hidrolizisének effektiv ratdja. Nagy [a — 32P]ATP
koncentraciora a burst rata ezért a hidrolizis sebességi allandojaval egyezik
meg. Az Ay burst amplitudo a reakcio leéllitasa elGtti pillanatban kine-
zinhez kitGdé, elss hidrolizisbsl szdrmazo [ — **P]ADP koncentracijaval
kapcsolatos. Ha az [ — 32P]ATP erésen kotédik a kinezinhez, akkor nagy
[ — 3*P]JATP koncentriciokra ez nagyjabol megegyezik a kotshelyek kon-
centréciojaval. Ha azonban az [a — *2P]ATP-nek hidrolizis helyett lehetdsé-
ge van a kinezint6l disszocialni, a burst amplitidé jelentGsen kisebb lehet
a kotshelyek koncentracigjanal. A kotShely koncentraciojanak ismeretében
a burst amplitidobdl ily médon az [ — 32PJATP disszociacios llanddjara

kovetkeztethetiink.

3.3.2. Pulse-chase mérések

Ezekbdl a mérésekbdl az ATP disszociacio sebességi allandojat lehet megha-
tarozni. K- MT komplexet [a —*?P]ATP-vel gyorsan dsszekevernek (,pulse”),
majd kiilonb6z6 id6k utan hozzaadnak nagy koncentracioju ATP-t (,chase”).
A reakeiot savval lellitjak, majd TLC-vel megmérik az [a — **P]ATP és
[a — 32P]ADP mennyiségét. A quench flow méréshez képesti kiilénbség az,

hogy itt a kinezinhez kot6ds [a — 32PJATP egy részének még lesz ideje
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[a — 32P]ADP-vé alakulni az utén is, hogy t&bb [a—32P]ATP méar nem kotsd-
het kinezinhez, mivel a chase koncentraciéja sokkal nagyobb az [ — 32P|ATP-
énél. Hogy a kinezinhez két6d6 [or — 32PJATP-nek mekkora része hidrolizalo-
dik el és mekkora része disszociél, ezt a két folyamat sebességi allandojanak
aranya hatarozza meg. A quench flow méréshdl kinyert hidrolizis sebességi
allandot felhaszndlva a pulse-chase mérésbél igy megkapjuk az |« — 32P]ATP

disszociaciojanak sebességi allandojat.

3.3.3. Stopped-flow mérések

Ennél a modszernél a keverés utan optikai uton figyelik a reakciot. Gyak-
ran a nukleotidok fluoreszcens analogjait hasznaljak (mantATP, mantADP).
Ezek akkor adnak jelet, mikor kinezinhez kotddnek, szabadon a vizes oldat
quencheli a fluoreszcenciat.

Analog hasznélatakor fontos szempont, hogy a kinezin ugyantugy miikod-
jon vele, mint ADP-vel vagy ATP-vel. Ennek tesztelésére a katalitikus ratat
szoktak lemérni, ami lehet a kinezin MT mozgato képessége vagy az ATP hid-
rolizis ratdja. mantADP és mantADP esetében szaturald nukleotid koncent-
racional a katalitikus rata ugyan hasonlo a nem fluoreszcens valtozatok alkal-
mazasakor megfigyelthez, azonban kis nukleotid koncentracioknal haromszor
annyi fluoreszcens nukleotid sziikséges ugyanakkora katalitikus ratahoz |21].
A megfigyelések magyarazata sem egyértelmi altalaban. Fluoreszcens nuk-
leotiddal végzett kisérlet esetében példaul kinezinnel vald reagaltatis soran
eldszor egy exponencidlis fluoreszcens jelnovekedést figyelnek meg, ami az-
tan egy kisebb rataval torténd lecsengésbe megy at. A fluoreszcencia kezdeti
felugrasat a nukleotid felvételének tulajdonithatjuk, de kérdés, hogy a jel
csokkenését a kinezin konforméciovaltozéasa, a nukleotid hidrolizise, a foszfat
vagy esetleg a nukleotid kibocsatasa okozza-e.

ADP disszociaciéo méréséhez K-ADP-t mantADP-vel inkubalnak, mig az
osszes ADP mantADP-re nem cserélédik. Az elegyet gyorsan dsszekeverik
ATP-vel és MT-sal, aminek hatdsara a mantADP kibocsatodik, és helyébe

az ATP lép. Az oldatba kilép6 mantADP fluoreszcens jelét a vizes buffer
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quencheli, igy a jel exponencialis csokkenésének rataja az ADP disszociacio-

jénak sebességi allandoja.

3.4. Masodpercenkénti és lépésenkénti ATP hid-
rolizis

A kinezinnek azt a tulajdonsigat, hogy ATP-t ADP-vé és foszfatta bont le
(hidrolizal), ATPéz aktivitasnak hivjuk. A legtobb mérés lépésenként 1 koriili
ATP hidrolizisét josolja [22], [23], [24]. [25]. Az ezen feliil elhidrolizalt ATP-k
szama a futilis hidrolizis.

Az ATPéz aktivitas kozvetlen mérése sordan a kovetkezs két reakeiot hasz-
naljak fel:

P piruvétkindz
_—

foszfoenol — piruvat + AD piruvat + ATP (3.3)

laktat dehidrongenéz
e e,

piruvat + NADH laktat + NAD+ (3.4)

Az oldatha ATP-t, kinezint, MT-t, piruvat kinazt, laktat dehidrogenazt
és NADH-t tesznek, és mérik a 340 nm-es extinkciot. 340 nm-en a NADH
nyel el, aminek a csokkenése egyenesen aranyos az ADP termeléssel, ez pedig
az ATP hidrolizissel [9]. Ebbél a masodpercenkénti ATP hidrolizist lehet
megkapni. A lépésenkénti ATP hidrolizisek szamahoz a kinezin sebességét is

meg kell mérni.

3.5. ATP szintézis

A kinezinben 16v6 ADP kis valoszintiséggel bar, de dtalakulhat ATP-vé. Az
ATP szintézis ratajat Hackney oxigén izotop-cserés modszerrel mérte ki [26].
180 izotoppal 100%-osan feldusitott vizes oldathoz ATP-t tartalmazo kine-
zint és MT-t adnak. ATP hidrolizis soran az ATP ~-foszfatjahoz egy viz-

molekula oxigénje kapcsolodik. A foszfat igy egy darab 80 izotép atomot
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fog tartalmazni. Ha a keletkez6 ADP-[*8]O P; a kinezinbd¢l valo kilépés el6tt
visszaalakul ATP-vé, a foszfat lead egy oxigénatomot, ami 25% eséllyel 0.
Az ATP ismét elhidrolizalodik, ekkor a foszfat 25% eséllyel tartalmaz 1, 75%
eséllyel 2 180-t, és fgy tovabb. A keletkez$ ['¥]O; Py, [*¥]0o Pi['¥]03 P; és
['8]04 P; mennyiségét gazkromatografidval és tomegspektroszkopiai iton ha-

tarozzak meg, amib6l az ATP szintézis ratajara lehet kovetkeztetni.

3.6. Motility assay

Kinezineket szaruknal fogva felillethez rigzitenek, majd az oldatba MT-t
tesznek. A kinezin fejek rakapcsolodnak a MT-ra, és mozgatjak azt. A MT

mozgasa - ellentétben a kisméretd kinezinével - mar mikroszkoép alatt koz-

vetleniil megfigyelhetd (3.1. abra).

3.1. abra. Motility assay kisérlet felvételei. S. Endow és H. Song [11].

3.7. Optikai csipeszes mérések

Az optikai csipesz egy lézer segitségével létrehozott, fénygradiensen alapulo
potencialgddor, aminek segitségével egy csapdazott targyat tudunk mozgatni,
illetve a potencialbol valo kimozdulasa alapjan a csapdéazott targyra hato erét
mérni.

Fehérjemotoros kisérletekben a csapdazott targy altalaban egy mikromeé-
ter méretti gyongy, amit a motor (esetiinkben a kinezin) szardhoz erdsitenek.
A gyongy kozéppontjanak helyzetét mikroszkop alatt nanométer felbontéassal

tudjak kovetni. A helyzet-id6 gorbéken jol latszanak a 8 nm-es diszkrét lépé-
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3.2. abra. Kinezin trajektoridja egy optikai csipeszes méréshdl |31].

sek és a koztiik 1évo virakozasi szakaszok [27], |28, [24], [29], |22]. Nishiyama
és munkatarsai 4 nm-es allépéseket is megfigyeltek |30].

A force-clamp” technikat alkalmazva az er6t allando nagysagunak tartva
tudjak figyelni a gyongy mozgasat. Az erdfiiggé gorbéket azonban altalaban
hogy a kinezin kisétaljon a potencialbol.

A 3.2. dbra egy ilyen mérés eredményét mutatja. A mintavételezés meg-
hatarozza, mekkora a legrovidebb detektalhato lépés. A jelentds zaj miatt
sokszor nem egyértelmt, mi szamit lépésnek, ezért fontos szerepe van, mi-
lyen ablakot és sziir6t hasznalunk az adatok kiertékelésekor [32].

Az optikai csipesszel kapott trajektoriakbol szamos mennyiség kinyerhe-
t6: a kinezin v sebessége, egy eldre- illetve hatralépés tg illetve tZ idejének
(dwell time) varhato értéke és eloszlasa, az elGre- és hatralépések szaménak
h hanyadosa, a p processzivitas (lépések szdma, mig le nem valik a MT-rol)

valamint az r randomness.

Ezen a ponton néhany fogalom tisztazasra szorul. Lépésnek fogom hivni

a kinezin tomegkozéppontjanak 8 nm-es elmozduldsat a MT mentén, el6re-
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illetve hatrakotésnek pedig a lépésnek azon részét, mikor a MT-hoz nem
kotott fej a plusz illetve minusz vég felé esG kotShelyre kot. Ciklus alatt
atmenetek ismétlds sorozatat értem. Ezek utan a randomness definicioja a
kovetkezd: s .
=y O GOF 55
ahol ¢ az id6, © az elmozdulas, L a lépéshossz, () sokasagatlagot jelol. r egy
jol definialt és a 3.5. egyenlet alapjan jol is mérhet§ mennyiség.
Limitalo atmenetnek nevezziik azt az atmenetet, aminek ideje a lépés
idejét dominalja. Megmutathato, hogy a randomness a limitalo atmenetek

szaméaval fiigg Gssze. Ha csak elGrelépéseket engediink meg és egy lépés so-
1

Nimit

ran a rendszer egy allapotban csak egyszer fordulhat el6, akkor r =
ahol 1y, a limitalo Atmenetek szama. r ebben az esetben legfeljebb 1. Az

elgbbi feltételek mellett r kiszamithato az egyes lépések idejének statisztikai

- (39)"

ahol o(t§) és 7(t5) egy elrelepés idejének szorasa illetve atlaga.

tulajdonsagaibol is:

Ha megengediink hétralépéseket is, és feltessziik, hogy tg = t5, akkor

a 3.6. egyenlet igy modosul:

rn=(1-2P,) <(jgz;) - 1) + ﬁ7 (3.7)

ahol 7, a randomness, ha hatralépéseket is megengedjiik és P, a hatralépés

valészintisége [27], [24], [33]. A th = ¢ feltevés alaptalannak ttinhet, de, mint
latni fogjuk, teljesen fedi a valosagot.

A futilis hidrolizis szintén megvéltoztatja a randomnesst. Schaevitz és
munkatérsai a futilis hidrolizisre egy ciklusként tekintenek, amin minden al-
kalommal végigmenve egy ATP elhidrolizalodik, és amibdl kilépve a lépés
megtorténik [33]. A ciklus megismétlésének valoszintisége ef, befejezésének
1 —¢;. Szamitdsuk sordn tehat egyenlévé tették a futilisan elhidrolizalt ATP-

k szamat a lépésid6t (és ezaltal r-t) befolyasold ciklus-ismétlgdések szamaval.
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Ez alapjan a randomness igy modosul:
rp=er+ (1=, (3:8)

ahol r a 3.6. altal megadott mennyiség. A futilisan elhidrolizalt ATP-k sza-
ma azonban nagyobb, mint az Gjrajart ciklusoké. Nagy hatrahuzo erg esetén
példaul (ahol a kinezin szimulacionk szerint futilisan hidrolizal) arra varunk,
hogy az eliils6 fej levaljon a MT-r6l. Ez az atmenet versenyez az ADP kibo-
csatasaval, ami, ha megtorténik, egy ujabb ATP elhidrolizalasat vonja maga
utan. Az ujrajart ciklusok szama tehat az eliils fej ADP-kibocsatasi és le-
valasi sebességi allanddjanak hanyadosa, ami csak az elilsd fejben futilisan
elhidrolizalt ATP-k szamaval egyenls. Kozben azonban a hatso fej is hidroli-

zal ATP-t, tobbet is, mint az eliilsd.

3.8. A neck linker dokkolasanak szabadenergiaja

Rice és munkatarsai a NL dokkolés szabadenergiajat hataroztak meg elektron
spin rezonancia (ESR) spektroszkopia segitségével [34]. 3 bazisspektrumot al-
kalmaztak, az ATP-t AMPPNP analoggal helyettesitették. A 35°C-o0s, ADP-t
tartalmazo kinezin spektruméat hasznéaltak a mobilis, a 0°C-0s, AMPPNP-K
az immobilis, a kettdt levonva egy 15°C-on készitett AMPPNP-K spektrum-
bol pedig az intermedier bazisspektrum gyanant. (Az intermedier bézisra a
jobb illesztés érdekében volt sziikség.) Az ESR spektrumok hémérsékletfiigge-
sébdl mind az AMPPNP-K, mind az ADP-K fej NL dokkolasara egy nagyon
kedvezG entalpiajarulékot kaptak, amit egy nagyon kedvezétlen entropiatag
kompenzal. Osszességében a NT, dokkolds AMPPNP.-K esetén =~ —1.2kgT
(tehat kicsit kedvezs), ADP-K pedig ~ 1kgT (kicsit kedvezdtlen) szabad-
energiavaltozassal jar. Hackney oxigén izotop-cserés mérései alapjan kétségbe
vonja ezeket az adatokat, és gy gondolja, hogy a —1.2kgT" tul kevés ahhoz,
hogy a kinezin erg ellenében is haladni tudjon [26]. Hackney az eltérést rész-
ben az ATP analog hasznalatanak tulajdonitja.

A szimulicié paramétereinek fittelése soran ezek a szabadenergiak voltak

a legprobléméasabbak. A kovetkezo fejezetekben kifejtett okokbol végiil arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy a NL dokkoldsa a Rice és munkatrasai altal
mérthez képest ATP-t tartalmazo fej esetében kedvezGbb, ADP-t tartalmazo
fej esetén pedig kedvezétlenebb.
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4. fejezet

Teljes, termodinamikailag

konzisztens modell

A kinezinnel kapcsolatos irodalomban szamos kinetikai modellt talalunk. A
kisérleti adatok kiértékelésekor futtatott szimuléciok tobbnyire egy-egy adott
sebességi allando illesztését szolgaljak és leegyszertisitett kinetikai halozattal
operalnak: kevés allapottal és kevés atmenettel. Az dtmenetek koziil sokat
irreverzibilisnek tételeznek fel, ami esetenként lehet jo kozelités, de nagyon
gyakran nem az. A halozat topologidja tobbnyire lineéaris, esetleg egy-két
hurkot vagy elagazast tartalmaz [35], [28]. A kimondottan elméleti irasok mar
bonyolultabb halozatokat vizsgalnak (33|, [36], azonban nem talaltunk olyan
munkat, amelyik egyszerre lenne teljes, (azaz figyelembe venné a monomer
allapotok dsszes kombindciojat) és termodinamikailag konzisztens. A kinezin

helyes modellezéséhez ezek pedig elengedhetetlen feltételek.

Azt szeretnénk, hogy olyan paramétertartomanyban is jol irjuk le a kine-
zin miikddését, ahol nincs elképzelésiink arrol, hogy milyen allapotok lesznek
betoltottek. Az allapottér felépitésénél tehdt az a helyes eljaras, ha elGszor
eldontjiik, mik azok a monomer allapotok, amik egy lépés soran egyaltalan
releviansak lehetnek, majd ezeket a monomer allapotokat mindkét fej ese-
tén megengedjiik. Kinetikai szimulidciohoz még az allapotok kozti kinetikai

allandokat (azaz sebességi vagy egyensilyi allandokat) kell meghataroznunk.
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A kinetikai allandok meghatarozasa tobb modon torténik.

1. A nukleotidokkal kapcsolatos atmenetek (felvétel, leadas, hidrolizis) ki-

netikdjat foként kisérletekbdl ismerjiik.

2. A NL koti 6ssze a két fejet, igy alkalmas arra, hogy a két fej viselkedését
koordinélja. A neck linkert freely jointed chain polimerlancként model-
leztiik, igy meg tudtuk hatarozni a monomer fej NL-ének dokkolasi

valoszintiségét és a fejek lekotésének sebességi dllandoit.

3. Az allapotok kozotti atmenetek sebességi allandoi nem fiiggetlenek, ha-
nem termodinamikailag konzisztensnek kell lenniiik. Ennek segitségé-
vel NL dokkolassal jaro folyamatok és dimer allapotok kozti atmenetek
egyenstlyi dlland6jat, valamint az ATP szintézis sebességi allanddjat

tudtuk meghatéarozni.

Modelliinkben az &llapotok kinetikai paraméterei (a szabad fej lekotését
kiveve) erdfiiggetlenck, az erdfiiggés a dokkolt és dokkolatlan neck linkert

allapotok betoltottségén keresztiil érvényesiil.

4.1. Allapotok

Nézziik elGszor, milyen allapotokra is van sziikség! A processziv lépkedés-
hez MT-hoz erGsen és gyengén kots, valamint MT-hoz nem kotG allapotok
kellenek. Az iranyitott mozgashoz a hatso és elsd fejnek kiilonbozdképp kell
viselkednie és/vagy a MT-hoz nem kot6 fejnek elényben kell részesitenie az
eliilsG kdtGhelyet a hatsoval szemben. Ezeket a neck linker dokkolés biztosit-
ja. Az energiat a hidrolizis ciklus szolgaltatja, aminek soran a fej iires, ATP-t
majd ADP-t tartalmazo allapotok utén visszatér az iires allapotba.

Egy kinezin fejnek ezért a legegyszertibb esetben a kvetkezd hat allapotét
kiilonboztetjiik meg: 0, D, D*, T, T* és D. Ezeket hivjuk monomer allapotok-
nak. A jelolések a fej harom tulajdonsagara utalnak, igymint a benniik lévé
nukleotidra (0, D vagy T), a NL allapotara (csillag) és a MT-hoz valé kotott-

ségre (hullam). Csak az D llapot jelent MT-hoz nem kit6d6 (azaz szabad)
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fejet, ami ilyenkor ADP-t tartalmaz és a NL-e nem dokkolt. A tobbi alla-
potban a fej MT-hoz kotott. A D illetve T allapotokban a fej rendre ADP-t
illetve ATP-t kot és a NL nem dokkolt. Ezek csillagos valtozatai (D* és T*)
NL-dokkolt allapotokat jelentenek. Mivel az irodalomban a nukleotidmentes
fej esetében csak dokkolatlan neck linkerrel taldlkozunk [37], modelliinkben
az egyszeriiség kedvéért ilyenkor a NL nem lehet dokkolt, azaz 0-nak nincs

csillagos parja.

4.2. Az Atmenetek erdfiiggése

A kinezin processzivitdsinak megértésében alapvetd fontossagu a fejek ko-
ordindcidjanak kérdése. A hatso fejnek masképp kell viselkednie, mint az
eliilsének, példaul jo lenne, ha gyorsabban valna le a MT-rol. Kézenfekvg
megoldasnak tiinik erdfiiggs sebességi allandok bevezetése, ami mas viselke-
dést eredményezne egy el6rehuzott és egy hatrahuzott fej esetében. Fontos
kérdés tehat, hogy egy F' erével mennyire lehet megvaltoztatni egy Atmenet
valoszintiségét.

A fehérjeszerkezetnek mar egy kis megvaltozasa is nagy kiilonbséget ered-
ményezhet a sebességi allandokban. Ez azonban dnmagéban még nem elég
ahhoz, hogy egy atmenetet példaul letiltsunk. Arra is sziikség van, hogy a
fehérje szerkezete permanensen a megvaltozott allapotban maradjon. Ennek
betdltottsége azonban kis for(’i és kis szerkezeti atalakulas kévetkeztében
nem néhet jelentGsen, mivel az egyensilyi dllandé az c‘“lfTLT Boltzmann fak-
torral aréanyos, ahol [ az eré tamadaspontjanak elmozdulasa, azaz a kitevg
szamlalojaban az er¢ altal végzett munka van, kg a Boltzmann allando és
T = 293K a hémérséklet. A kinezin fejekre tipikusan 10 pN nagysagrendii
erék hatnak, a szerkezeti megvaltozasok pedig nm alattiak [38], igy az erd
altal végzett munka nem nagyon haladja meg a kg7’ ~ 4 pN nm szintjét. Ha
példaul I'= 0.5 nm és f = 10 pN, az egyensiilyi allands mindéssze egy e!'? ~
~ 3.5-0s faktorral fog valtozni, ami egy 50-50% -os betdltottséget 25-75%-ra

valtoztat. Ekkora [ elmozduldssal tehat nem lehet egy atmenetet letiltani.
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Tudomasunk szerint a kinezinben egyediil a NL dokkolasa soran zajlik le
nagyobb szerkezeti valtozés (3.5 nm), amivel mar elég nagy betoltottségval-
tozéast el tudunk érni.

Kétfejkotott esetben tehéat az erd az Atmenetek sebességi allandoi kozott
csak neck linker dokkolas utjan tud lényeges kiilonbséget létrehozni. A szabad
fej lekotése soran, mikor a kiils eré nem a fehérje szerkezetének valtoztata-
san, hanem a polimerszal végének elmozditasan keresztiil hat, az erének ismét
fontos szerep jut. Ercfiiggé betoltottségeket az illesztések finomhangolasara
lehetne hasznalni, ez viszont a modellt tiilsdgosan elbonyolitana.

Elégnek tartottuk tehéat, ha a modellben az erg az atmenetek sebessé-
gi allandoira nem hat, csak a NL dokkolasanak valoszintiségét valtoztatja,
a sebességi allandok pedig attol fiiggnek, hogy a NL a kétféle allapot ko-
ziil melyikben van. Emellett az erd befolyasolja a szabad fej eldre- illetve

hatrakotésének sebességi allandojat.

4.2.1. Gyors folyamatok

A NL dokkolés gyors folyamat, ezért a dokkolt és nem dokkolt allapotot te-
kinthetjiik minden pillanatban egyensulyban lévének. A D - D* illetve T - T*
allapotok helyett igy rendre egy-egy sszetett D) illetve T®) allapotot. ve-
zethetiink be. A kinetikai modell ezéltal annyiban egyszertisodik, hogy a
D - D* illetve T - T* allapotok kozott két-két sebességi allando helyett egy-
egy egyensiilyi allandonk lesz, amivel az Gsszetett allapotokban 1évg alalla-
potok (D és D* illetve T és T*) valoszintiségét irjuk le. A szimulacio igy
lényegesen fel is gyorsul, mivel a kinezin nem fog a dokkolt és dokkolatlan
allapotok kozott ugralni. Ezzel a fenti hat monomer allapotot a kivetkezd
négyre redukaltuk: 0, D&, T¢) ¢s D. Ezek voltak azok, amiket végiil a mo-
delliinkben hasznaltunk.

AD allapot bevezetését a szabad fej gyors diffazioja tette lehetévé. Mivel
a fej diffizios egyiitthatoja 10> nm?/us nagysagrendi és a NL 10 nm koriili
hosszusagu, a szabad fej helyzete a diffiziés tartomanyban us nagysagrendi

id6 alatt egyensulyba keriil, ami sokkal gyorsabb, mint a tobbi a&tmenet ideje.
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A szabad fej helyzetét ezért egy stirtiségfiiggvény jellemzi, amit a NL-t leird

polimermodellbdl szdmolunk.

4.2.2. Kétdimenziés allapottér

A dimer allapotokat a 4.1. &bran szemléltetjiik. A tengelyeken egy adott
fej (monomer) allapotai és pozicioja lathatd: a hand over hand lépegetési
mechanizmus miatt az egyik fej csak a paratlan [-tubulinokra kit, a méasik
csak a parosakra. Mivel a két fej csak egymaéssal szomszédos tubulinokra
kothet, az allapottérnek csak az atlo kozeli pontjai lehetnek betoltottek.

Az allapottér 4 x 3-as blokkokra oszthato, amik a kinetikai allandok szem-
pontjabol egymassal teljesen megegyeznek, de kiilonhoznek a szabadenergia-
szintben és abban, hogy a kinezin melyik (-tubulinokra kot. Egy blokkot

feloszhatunk egy 3 x 3-as négyzetre, amiben a kétfejkotott allapotok vannak
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4.1. Abra. A kinezin kétdimenzios allapottere
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(azaz mikor mindkeét fej kotGédik a MT-hoz) és egy 1 x 3-as téglalapra, ami
az egyfejkotott allapotokat tartalmazza. Ezekhez jarul még a négyzettel je-
161t (157 ]5) MT-rol levalt allapot, ami a kinezin mozgéasanak kezdeteként és
végeként szolgal.

A tengelyeken jelolt vékony, kettds, fekete nyilak a megengedett dtmene-
teket jelslik. Mivel a kinezin egy tipikus elrelépés soran kétszer keriil a D®)
allapotba, abrazolasi szemponthol célszerii volt egy tubulin egységen beliil
ezt az allapotot kettéhasitani. A ketts D®) koziil az egyik hatso, a masik
eliilsG fejet jelent, erre vonatkoznak az also indexek. A nem lehetséges konfi-
guraciokat sziirke hattérrel jeloltiik. Egyfejkotott allapotban az eliilsé illetve
hatso pozicio értelmét veszti, ezért ott az egyik D®) allapotot megsziintettiik.
Az onnan kiindulé atmenet azonban tovabbra is létezik, ezért szerepel egy
atlos iranyu atmenet is. A hosszu vastag sziirke nyil egy tipikus eldrelépési
trajektoriat mutat.

Az egyetlen atmenet, ami nem szerepel a 4.1. dbran, a T = D. 7 vals-
jaban két atmenet (T = T [N))7 amiket Gsszevontunk, hogy ne kelljen egy
1j T allapotot bevezetni (lisd 5.1. rész).

Mivel a kinezin két feje egyenértékii, bevezethetiink egy egyszerii jelolést a
dimer allapotokra. Legyen AB az a dimer allapot, ahol A a hatso fej monomer
allapota, B pedig az eliilséé. (Ezek rendre a MT — ill. + végéhez kozelebbi
poziciokat jelentik, és nincs koziik a haladési irdnyhoz). Ha legalabb az egyik
fej szabad, a sorrend értelmét veszti, azaz AD ugyanazt jelenti, mint DA.

Keétfejkotott allapotban a vad tipusi NL rovidsége miatt az eliilsé fej
neck linkere nem lehet dokkolt, ezért, noha hosszabb NL-rel is végeztiink
futtatasokat, ezeket az allapotokat a modell nem tartalmazza. Ez alol csak a

késGbbiekben bemutatott ,tandem” kinezin kivétel.

4.3. Termodinamikai konzisztencia

Mivel a monomer és dimer allapotok kozt egyediil a NL-ben ébredd erg tesz

kiilonbséget, a monomer allapotok kozti sebességi allandokat egyenlének te-
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4.1. tablazat. Monomer kinetikai paraméterek F' = 0 esetén.

paraméter | modell irodalmi | egység hivatkozasok
értéke értékek

AGT‘T* -7 ~-1.2 ICBT [34]

AGpp+ | 5.5 ~1 ksT [34]

br, 100

=0 1-3000 | s [39], [40], [41], [35]

Fope g 0

Kot 3.8 0.8-5.6 | s~'uM~1 | [39], [40], [41], |42]

ko 300 39], [40], [41], [35],

D—0 10 1000f | 51 [39], [40], [41], | i)]

kp-—o 0 [42]. [43], [44], [45]

kop 15 15 sTIuM! | [44)

ko, 10

e 70 5000 | s [40], [41], [35], [42]

kr—p- | 200

ky 5 10

b=D 10 100t | g7t [39]. [42], [43], [46]

kpe 5 105

ks p 20 10 20 sTIuM~L | 41, [47]

kpw_s |3 N/A 51 N/A

T A NL allapota nem deriil ki a kisérletbdl

kintjiik olyan dimer allapotok kozti Atmenetekével, ahol a masik fej D 4l-
lapotban van. A bemend monomer kinetikai paramétereket a 4.1. tablazat
tartalmazza. Célunk, hogy ezekbdl a paraméterekbdl a polimermodell és a
termodinamikai konzisztencia felhasznéléséval megkapjuk az Osszes dimer at-
menet kinetikai paraméterét. Az atmenetek fentebb targyalt erdfiiggetlensége
abban nyilvanul meg, hogy a tablazat minden eleme erdfiiggetlen, kivéve a
NL dokkolas szabadenergiait. A monomer paraméterek koziil a tablazat nem
tartalmazza az ATP szintézis sebességi allandojat, mivel azt a tobbi bemend
paraméterbdl fogjuk szamolni.

A modell hatékonysaga leginkabb a dimer allapotok kozti kinetikai allan-
dok illetve a 4.1. tdblazatban szerepl§ paraméterek szama (~ (2 x 6) x (2 x 6)

illetve 14) kozti nagy kiilonbségben mutatkozik.
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Jelolje k,—p az a allapothol a b dllapotba vezetd adtmenet elsérend(i (azaz
1/id6 dimenzioji) sebességi allanddjat. a és b vagy monomer éllapotok vagy

dimer allapotok. Az a és b allapot kozotti egyensilyi allandon a

Kooy ACap

= —¢ Tl 41
e (4.1)

Ka,b

kifejezést értjiik, ahol AG,;, = Gy — G, a két allapot kozotti szabadenergia-
kiilonbség.

A termodinamikai konzisztencia a kinezin esetében azt koveteli meg, hogy
az atmeneteknek minden olyan sorozataban, aminek kezds és végallapota m
periodusnyi eltolastol eltekintve megegyezik, az egyensitlyi allandokra telje-
siiljon a

Ka,be,c e Kz,a =e€

AGATP | mFL
MR T T EpT

(4.2)

Osszefiiggés, ahol n az dtmenetek sorozata alatt elhidrolizalt ATP molekulak

szamat jelenti (n<0 ATP szintézisnek felel meg), m a megtett lépések szdma,

TD 0D
DT === D'T TD === T°D

4.2. abra. A NL dokkolasa termodinamikai dobozokban. A termodinamikai
dobozok szaggatott nyillal jel6lt atmeneteinek egyenstlyi allandojat
szamoljuk ki a 4.14., 4.15. és 4.16. képletekkel.
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F a kiils6 ers, L a lépéshossz, valamint

AGxrp = MGy = ksT'In <%> "

az egy ATP molekula hidrolizise soran felszabadul6 szabadenergia. Ha a
koncentriciokat mol/liter-ben adjuk meg, a AG%yp standard szabadenergia-
valtozas értéke &~ —32.5 kJ/mol ~ —13.5kpT. Hacsak masképp nem jeloljiik,
a szimulaciok soran [ATP] = [P;] = 1072 mol/I és [ADP] = 0.01[ATP] ér-
tékeket hasznalunk. Igy egy ATP hidrolizisével jaro szabadenergiavaltozas
AG ytp ~ —25kpT.

A 4.2. egyenlet altal leirt hurkokat termodinamikai dobozoknak hivjuk.
Ezek segitségével olyan dtmenetek egyensiilyi allandoit kaphatjuk meg, ami-
ket akar kisérleti, akar elméleti iton méaskiilonben nehéz lenne meghatarozni.
A 4.2. abran a modellben felhasznaltak koziil lathaté az a harom termodina-

mikai doboz, amiben NL dokkolas is lejatszodik.

4.4. Polimer modell

Mivel a fejek a hizoerdt neck linkereiken keresztiil érzik, az erdfiiggs visel-
kedés reprodukilasaban a fészerepet a NL megfelel6 modellezése jatssza. A
modell segitségével tudjuk kiszamitani a szabad fej stirtiségét az eliilss és a
hatso kotGhelyeken, valamint a NL dokkolasanak egyensilyi allandojat.

A NL egy polimerszal, aminek vég-vég vektoranak leirasara t6bb modell
létezik. Ha végtelen sok, a kapcsolodasi pontban szabadon forogni tudo, me-
rev rudat Osszekapcsolunk, a vég-vég vektor stiriségfiiggvénye Gauss lesz,
vagyis a vég-vég vektor harmonikus potencialt érez. A Gauss lanc hosszédnak
varhato értéke az erd fiiggvényében nem korlatos, ezért a NL leirasanal nem
szerencsés az alkalmazasa. Nagyobb hatrahtizo eréknél Gauss lancnal ugyanis
eléfordulhat, hogy a szabad fejet tiulhizzuk a kotGhelyen.

A legegyszertibb véges megnytlassal bird polimermodell a freely jointed
chain (FJC) modell. Ez a polimerszilat Ik hosszi, egymashoz kapesolodo

merev rudak (Kuhn szegmensek) lancaként irja le. A Kuhn szegmensek a
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4.3. d4bra. Sematikus dbra a kinezinrdl

kapcsolodasi pontokban szabadon foroghatnak. Az Ik hosszisag neve Kuhn
hossz. Ennek értéke 21,. ahol [, a perzisztenciahossz, vagyis az a tavolsag,
amin egy hajlithato lanc tangensvektoranak autokorrelacioja lecseng. Ha a
lanc N darab Kuhn szegmensbdl all, akkor a maximalis megnyulas Nlk. Kis
megnynjtashoz sziikséges erd nagy N esetén a megnytjtas linearis fiiggvénye,
nagy megnytlasokra az er¢ hatvanyfiiggvény szerint ndé.

Megjegyezziik, hogy a worm like chain (WLC) modell is egy véges meg-
nyulassal bird polimermodell, és ilyen szempontbdl szintén megfeleld lett vol-
na. A két NL dokkolé és nem dokkol6 szakaszokra bontdsa miatt a feladatra
jobban illeszkedik a FJC modell, a szakaszok illesztésénél ugyanis a WLC is
FJC-ként viselkedik.

A derékszogt koordindta-rendszert ugy vessziik fel, hogy az z tengely
legyen parhuzamos a MT-sal, és mutasson annak + vége fele. Az y tengely
legyen a MT felszinére meréleges, a z tengely pedig a MT felszinére tangenci-
alis. A kinezin széra mindig az x —y sikban van (oldalirdnyban nem htzzuk).
A szdr végén hato F = (F,|F|tana,0) erd o szdget zar be a MT-sal. a-t
a kisérlet geometriaja (az optikai csipeszbe fogott gyongy mérete és a kine-
zin szardnak hossza) hatarozza meg, mi 45°-nak vettiik. Az ,eré nagysaga”
alatt F 2 komponensét, F-et értjiik: ez az a mennyiség, amit kisérletek soran

mérni szoktak. A ,teher” ennek —1-szerese.

Egy fej NL-e N = Ny + N,, darab Kuhn szegmensbdl all. Ny azon Kuhn

szegmensek szama, amik le tudnak dokkolni, N, pedig a nem dokkoloké
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(undocked). Ha a koordinata rendszer origojat a teljes NL elejére helyez-
ziik, akkor dokkolt NL esetén a NL nem dokkolt része Ly = (L4,0,0)-bol
indul (4.3. &bra).

Egyfejkotott esetben a szabad fej addig diffundal, mig rd nem taldl az
eliilsé vagy hatso kétéhelyre a MT-on. A lekotés sebességi allandoja a szabad
fej kotchelyen felvett siirtiségével aranyos, amit mi a NL végének siirtiségével
azonositunk. Ezt a kozelitést a fej gyors diffuzija teszi lehetéve (lasd 4.2.1.

fejezet).

4.4.1. A szabad fej stirtisége a kotGhelyen

A szabad fejre nem hat erd. Jelolje p?v(é) az N Kuhn szegmensbdl allo sza-
bad NL R vég-vég vektordanak egyre normalt valésziniiség-stiriiségét. Ez egy
gombszimmetrikus eloszlas, ami maximuméat N > 1-re O-ban veszi fel, mivel
az entropia itt maximalis. Az eloszlas maximuménak 0-bol valo kitéritése-
hez erét kell kifejteniink, az ilyen polimereket ezért entropikus rugonak is
nevezik. N — oo esetén pUN(ﬁ) egy Gauss-eloszlas, de barmely N < oo-re is
kiszamithato analitikusan.

Legyen p(ﬁ) egy haromdimenzios, gombszimmetrikus stirtségfiiggvény és
legyen R = 0 az origo. Ekkor p(é) és x tengelyre vett vetiilete, p(x) kozotti
Osszefiiggés:

1 dil)
or|R| da

p(R) = — (4.4
z=|R|

Mivel egy, az egyik végén rogzitett merev rid masik vége csak egy gomb
felszinén mozoghat, p(R) = d(Ix—| R|)/(4l%7), ahol § a Dirac delta fiiggvény.
Ha ezt a 4.4. egyenletbe helyettesitjiik és az egyenletet kiintegraljuk, p9(z)-
re egy konstans 1/(2lk) értéki fiiggvényt kapunk [—lk, lx] tartoval. p9(x)-t
N — 1-szer autokonvolvéltatva kapjuk % (z)-t, amit a 4.4. egyenlet segitsé-
gével tudunk visszaalakitani a haromdimenzios p?v(}_f) eloszlassa. Ily modon
tehat kiszdmolhatjuk barmely N darab Kuhn szegmensbdl all6 erGmentes
polimerlanc 3 dimenzios vég-vég vektoranak stirtségfiiggvényét.

Jelolje pN(é, ﬁ) az egyik végén F erével meghuzott, N Kuhn szegmensbdl
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allo NL R vég-vég vektoranak striségfiiggvényét, ahol R aNL fej feloli vége
fell mutat a NL hizott vége felé. Az eré megtori a gdmbszimmetriat, mivel

a valdszintiség minden R helyen megsulyozodik egy Boltzmann faktorral:

. 0 (R)e*sT _
pw(B, F) = PXUDCT (45)

Zn(F)

ahol o
Zn(F) = / P (R)efsTdR (4.6)

az allapotdsszeg.

Tekintsiink két Gsszekapcsolt, Ny és Ny Kuhn szegmensbdl allo NT.-t, ame-
lyek koziil az els6t a kapcsolodasi pontban F erével hizunk, a masodik szabad
(lisd a 4.3. abra bal oldali vagy kizépsd diagramijat). Az R vég-vég vektor
le,Nz(]:f, ﬁ) stirtisége a kotott fej 4.5. egyenlet altal leirt NL-ének és a szabad

fej pY, stirtiségi NL-ének konvoliciojabol adodik:

pwons (B, F) = [ o (B P8, (0~ B (47)

Nem dokkolt NL esetén a fej stiriisége tehat

[ A B)ekeT ) (R — R)AR

C(ﬁ7 ﬁ) ~ PR S ) (48)
J A (Relird it
dokkolt esetben pedig
L [ R(R — Lyetst R (R — R)AR
C*(R,F) _ pru( 1)9 s pN( ) . (49)

J o (B = Layeomaf

A szabad fej elgrekotésének (elsdrendii) sebességi allandoja igy dokkolat-
lan NL esetén kbc(LA7 ﬁ), dokkolt NL esetén kbc*(LA7 ﬁ), ahol kj, a fej oldatbol
MT-hoz kitddésének masodrendii sebességi dllandoja, L = (L,0,0) pedig
az eliilsé kotGhelyre mutato vektor. Hatrakotés esetén I3 helyébe egyszertien
—I-t frunk. Az dsszetett egyfejkotott allapotokbol (D(*>]5 és T(*)ﬁ) torté-
nG lekotések sebességi allandoihoz még ki kell szamolnunk a dokkolt illetve
dokkolatlan NL valoszintiségét, hogy ezekkel silyozzuk a c*(z, ﬁ) és c(Lﬂ7 ﬁ)

stirtiségeket.
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4.4.2. A NL dokkolasanak valdszintisége

Az NL dokkolasaval jaro szabadenergiavaltozas két részbdl tevidik Ossze: a
kémiai kotések kialakulasaval jaro nagy entalpiacsokkenésbdl és az ezt majd-
nem kompenzalo, a NL rendezGdésével jaro entropiacsokkenésbdl. Rice és
munkatéarsai mérése szerint ha a fej ATP-t tartalmaz, a NL dokkolas kiilsé
erg nélkiil igy szabadenergiailag végeredményben kicsit kedvezd lesz, ADP
esetében pedig kicsit kedvezdtlen. Jelolje G, egy a allapot szabadenergiajat
és legyen AG,y = Gy —G,. Rice egyfejkotott kinezinekre AGp - &~ —1.2kgT
illetve AGpp+ =~ 1kpT értekeket mért [34].

Egyfejkitott esetben, ha erdt kap(‘iolunk a kotott fej NL-ének végére, an-
nak minden allapota megstlyozodik egy e*BT Boltzmann faktorral. A dokkolt

és nem dokkolt allapot kozotti KA,A*(F) egyenstlyi allando ezért

A A% 0 T /
o | o, ) bor dR’
fﬂ R’ kBTdR/

KAA*(ﬁ):G_

>

(4.10)

ahol A D-t vagy T-t jelent.
Az egyensiilyi allandobol a dokkolt NL P} és a dokkolatlan NL Py =1 — P}

valoszintiségét a

o Kaa(F)
PR = e (4.11)
| Py = — L (4.12)

14+ Kaa(F)
kifejezések adjak. A szabad fej eldrekdtésének varhato ideje végiil a kovetkezd
alakot Olti:

1
Wl PA(F)e (L, F) + Pa(F)el(L, )]

t{F) = (4.13)

4.4.3. A polimermodell kisérleti vonatkozasai

Carter és Cross tobb erére megmérte a kinezin sebességét [29]. Novelve a
hatrahuzo erdt, egyre kevesebb elérelépést és egyre t6bb hatralépést figyel-

tek meg, majd —7 pN-nél az elgre- és hatralépések szama egyenld lett. Ezt az
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F, erértéket megallito erének (,stall force”) hivjuk. Telit6 ATP koncentra-
cidra megdllité erénél egy eldrelépés ideje atlagosan 0.3 s, 0 pN esetén pedig
0.015 s. Mivel egy lépés alatt elérekdtésen kiviil sok egyéb dolog is torté-
nik (pl. nukleotid felvétel, hidrolizis), az elhbi idék felss korlatot jelentenek
tF(—7pN) és t]'(0) értékére. A 4.5. és a 4.4. dbra a dokkolo NL hosszanak
fiiggvényében mutatja t? értékeit ' = —7 pN-ra és F' = O-ra, ha a Rice-féle
kisérletben kapott értékhez kbzeli AGy - = —2kgT-t hasznaljuk. Er6mentes
esethben a legtobb gorbe bejut a szaggatott vonalakkal hatéarolt elfogadhato
tartomanyba (4.4. dbra). A megallito erdnél azonban a legjobb id6 0.3 s he-
lyett 1 s (N = 6,Nq = 5), de az is gy, hogy a dokkolt NL tullog a fejen
(Lg =4.5nm > 3.5 nm).

ty még harom allithato paramétert tartalmaz: ky-t, [,-t és AGpp--t. A

L, [nm]

4.4. dbra. A szabad fej elérekétésének varhato ideje Ly fiiggvényében, ha a
kotott fej ATP-t tartalmaz. AGyp o+ = —2kgT, F' = 0. A négy abra
kiilonb6z6 N szami Kuhn szegmensbdl 4116 NL-eket mutat, a gérbék
melletti szamok Ng-t jelolik. A szaggatott vonalakkal hatérolt teriiletet a fej

3.5 nm-es mérete és a kisérletben mért 0.015 s-os fels§ hatar keretezi.
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t¢(l,) fiiggvénynek 0.55 nm koriil minimuma van, ahol mintegy haromszo-
ros csOkkenést figyelhetiink meg a 0.46 nm-hez képest, azonban a kinezin
randomness paramétere (lasd 5.1. fejezet) elromlik. &y, értékét szazszorosa-
ra (2000 s71) névelve t; ismét eléggé lecsdkkenne ahhoz, hogy a kisérletek
alapjan elfogadhato tartomanyba essen A kisérleti adatoktol ilyen nagymér-
téki elrugaszkodas igazolasara mondhatnank, hogy mivel ky-re csak szabad
(oldatban 1év6) kinezinekre vonatkozo mérések vannak, egyfejkotott esetben,
mikor a szabad kinezin fej mar eleve kozel van a MT-hoz, a MT és a kinezin
fej kozott felleps elektrosztatikus vonzas kovetkeztében ez a sebességi allando
sokkal nagyobb. Az ¢él6 sejtben tipikusan 1 nm-es Debye tavolsag azonban
til kicsi ahhoz, hogy a 9 nm hossztt NL végén diffundalo fej barmit is érez-
zen a MT téltésébdl. Mivel 100 s~ kériil &y, diffazio-limitaltta valik, ennél

nagyobb érték fizikailag nem lenne igazolhato.

1000 T T T T ]
2
- 100 b
- 3
=10 1
4
1 P R R T ]
1000 ‘0[ T T T T i
- 100 | ) b
=10 2 B
1 I ]
01 2 3 456 0123 456

L, [nm] Ly [nm]

4.5. abra. A szabad fej elérekotésének varhato ideje Ly fiiggvényében, ha a
kotott fej ATP-t tartalmaz. AGp - = —2kgT, F' = —7 pN. A négy ébra
kiilonbozé N szami Kuhn szegmensbdl 4116 NL-eket mutat, a gorbék

melletti szamok Ng-t jelolik.
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AGr -t —TkgT-re allitva te-re a 4.6. abrat kapjuk. Igy mar tébb NL-
hosszra is elfogadhato 1épésidé értéket kapunk. Mivel az irodalomban szerepld
13 aminosavas NI.-hez a N = 5, Ng = 4-es NL 4ll legkozelebb, ezért ezt va-
lasztottuk a kinetikai modell futtatdsahoz. Mivel a szabadenergia-kiilonbségeket
csak Rice és munkatéarsai mérték ki, AGr - értékének —7kgT-re allitasaval
csak egy mérést hagyunk figyelmen kiviil.

A 4.5. abra arra bizonyiték, hogy NL dokkolas nélkiil a kinezin nem tudna
a kisérletekben alkalmazott erd ellenében haladni. Noha 0 erd mellett még
AGr - = —2kpT szabadenergiavaltozas is elég lenne (4.4. abra, N = 8, Ny =
= 0), Fs kornyékén azonban NL dokkolds nélkiil a kinezinnek legalabb 100
masodpercre lenne sziiksége egy lépéshez (4.5. dbra, Ny = 0 pontok). Te-

hat még a kinetikai modell alkalmazasa el6tt, pusztan polimermodellezési

4.6. dbra. A szabad fej elérekétésének varhato ideje Ly fiiggvényében, ha a
kotott fej ATP-t tartalmaz. AGrpp+ = —TkgT, F' = —7 pN. A négy abra
kiilonb6z6 N szami Kuhn szegmensbdl 4116 NL-eket mutat, a gérbék
melletti szamok Ng-t jelolik. A szaggatott vonalakkal hatéarolt teriiletet a fej

3.5 nm-es mérete és a kisérletben mért 0.015 s-os fels§ hatar keretezi.
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megfontolasok alapjan kizarhatjuk azt a lehetdséget, hogy a NL csak azutan

dokkol, hogy a mésik fej el6rekotott : a léepéshez sziikség van a NL dokkolasra.

4.5. Termodinamikai dobozok alkalmazasa

Egyfejkotott esetben mar kiszamitottuk a NL-dokkolt allapot valosziniiségét.
A polimermodell kizvetlen alkalmazasa a NL dokkolasra kétfejkotott esethen
igen bonyolult mikroszkopikus megfontolasokat igényelne. A 4.2.a abréan lat-
haté termodinamikai dobozra a 4.2. egyenletet alkalmazva azonban régton
megkapjuk az egyensilyi allandot.

(L, F)

oL, F)’

ahol A a T és D allapotok koziil az egyik, B pedig T, D vagy 0.

Kapa-p(F) = Kaa(F) (4.14)

A 4.2.b dbra dobozénak kérdéses atmenete a szabad fej a hatso kotGhely-
hez kétédése NL dokkolasa kézben. Ennek sebességi allandojat igy kapjuk
meg:

ki nep(F) = kD*ﬂﬁ]]:';i:;KDB,D*B(ﬁ), (4.15)
ahol B ismét T, D, vagy 0 koziil barmelyik, a képlet utolso egyensilyi allan-
dojat pedig a 4.15. egyenlet adja.

A harmadik, 4.2.c dobozb¢l az iires fej NL-dokkoléassal egybekotott nuk-
leotidfelvételének sebességi allandojat kapjuk.

Kop—a-p(F) = kAMOI;Z—H‘;KAB‘A*B(ﬁ), (4.16)

ahol A T vagy D, B pedig T, D, vagy 0.
A 4.14., 4.15. és 4.16. termodinamikai dobozok egyike sem tartalmaz ATP
hidrolizist. A 4.3. egyenletet az ATP szintézis sebességi allandojanak kisza-

mitéséra hasznéljuk fel. Vegyiik példaul a kovetkezs két ciklust:
0=D=T=0 (4.17)

0=D=D"=T"=T=0 (4.18)



A 4.17. illetve a 4.18. atmenetek helyett barmely mas ciklus megfelel,
amiben szerepel a T — D illetve a T* — D* dtmenet és aminek ismerjiik a
végallapotai kozotti szabadenergia-kiilonbséget. A 4.2, egyenlet alapjan fel-

irhatjuk:
koo For SEape

k‘D‘»T = kT‘)D (419)

ko—p kr—0

AGp,pr —AGT, 1+ AGaTp
oo op b5 a0mes soup

k‘]’)*‘,T* = kT*ﬂD* e kBT | (420)

ko—p kr—o
Hackney oxigén izotoppal végzett mérései soran kp_p = 0.0017 s7! ér-
téket kapott. A 4.19. egyenlet ugyanerre a mennyiségre nekiink 0.0023 /s ~1-t

adott, ami nagyon jo egyezés.

4.6. A kinetikai modell implementalasa

A modellt egy mintegy 1000 soros C programban kédoltam le. A program ki-
probalhato a http://kinesin.elte.hu honlapon (Firefox bongészd és Java
Script engedélyezése sziikséges). Ezen a helyen a C forraskod is hozzéaférhetd.

A szimulacioban a lépések helyes szamlalasa végett a két fejet kiilon kellett
venniink, igy a 4.1. dbra 12 darab MT-hoz kotott allapota és az egy DD
helyett 24-+1 allapotunk volt.

A lépéseket kinetikai Monte Carlo modszerrel szamitottam. Egy a allapot-
ban eltoltott 7, id6 az allapotbol kivezets, konkrétan megvalosuld atmenettsl
fliggetleniil ugyanazt az exponencialis eloszlast kiveti. Az exponencialis elosz-
las T, idéallandoja az allapotbol kivezetd dtmenetek sebességi dllandojanak
Gsszege. Az exponencidlis eloszlast 7,-t a 0 és 1 kozott egyenletes eloszlasi

R-bél igy nyerjiik:

7, = T, log(R). (4.21)

Annak valoszintisége (és igy gyakorisdga), hogy konkrétan melyik atmenet
valosul meg, az atmenet sebességi allandojaval aranyos.

A FIJC implementéldsa soran Mathematicaval a 4.4. egyenletet alkal-

mazva elére legyartottuk a 3 dimenzids er6mentes eloszlasokat, amiket a C
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program beolvas. A 4.7. egyenlet numerikus integralasakor dR = min(Nlk.
Nulk)/70, az integricios tartomany pedig a két NL altal bejarhato gombok
metszete.

Az altalunk hasznalt FJC modell nem veszi figyelembe a lanc 6nelkeriilé-
sét valamint a M T illetve a fejek okozta szterikus hatasokat. Ez utobbi kettét

ugy lehetne a beépiteni a modellbe, hogy definidlunk egy

(4.22)

(~)(ﬁ) ] 0 ha R, <0 vagy \ﬁ| < 2 nm,
) 1 kiilénben.

kizarasi fiiggvényt, amivel megszorozzuk a 4.5. egyenlet szamlalojat és a 4.6.
egyenlet integrandusat. Az R, < 0 a MT. a |R| < 2 nm pedig a MT-hoz
kotott 2 nm sugari fej helyén tenné 0-va a lancvégek sirtségét. A MT és a
kotott fej helyeérdl kivett valosziniiség a tobbi helyen eloszlik, igy a kotéhe-
lyeken megnivekedett stiriiségértékeket kapunk. Ez a névekedés azonban leg-
feljebb csak kétszeres, ugyanakkor a szamitéasok nagyon lelassulnak, hiszen a
NL-ek minden kapcsolodasi pontjara ujra kell szamolni a szabad fej NL-ének
4.6. allapotisszegét. A 4.22. kizarasi fiiggvényt ezért végiil nem hasznaltuk.

Egy atmenet akkor szamit lépésnek, ha az dtmenet soran egyfejkotott
allapotba keriiliink és az el6z6 egyfejkotott allapotban a mésik fej volt kotott.

A kinetika a DD allapothol indul. Az els6 1épés nem keriil bele a statisztikaba.

A7
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5. fejezet
Eredmények

A szimulaci6 futtatasaval elsédleges célunk Carter és Cross mérési eredmé-
nyeinek [29] reprodukalasa volt. Emellett még szerettiink volna megfelelni az
irodalomban gyakori 100-200 lépéses processzivitasértéknek, Block és tarsai
randomness méréseinek, és néhany, mutans kinezinekkel végzett kisérletnek
is. A 4.1. tablazat tartalmazza azokat a paraméterértékeket, amikkel a leg-
jobb illesztést értiik el. Ugyanitt feltiintettiik az irodalomban fellelhet6 mért
értékeket is. A 4.1. tablazat 14 paraméterén kiviil bemend paraméterek voltak
még: Ny = 4, N, = 1,a = 45°,[ADP] = 0.01[ATP], [ATP| = 1mM, [P] =
= 1mM, L = 8nm, Lq = 3.5nm, [, = 0.46nm.

5.1. Vad tipusn kinezinek

Az 5.2. abra lépésidGt mutato része elég nagy hasonlosagot mutat az 5.1. ab-
ran mutatott eredeti mérés eredményeivel. Ezek a gérbék hordozzik a legtobb
informaciot.

A lépésidé ersfiiggését Carter és Cross alacsony (10uM) és magas (1mM)
ATP koncentracion mérték. A két gérbe logaritmikus y-tengely mellett nagy-
jabol parhuzamos. A vizszintes tengelyen a teher (= —F') van feltiintetve.

Ha feltessziik, hogy elérehuzéaskor lépésenként 1 ATP fogy, akkor a két
koncentracio lépésidé-kiilonbségébdl ko 1 ~ 4.3 s~ uM~'adodik. Ehhez elég
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Dwell time (5)

Forward/backward steps

5 10
Load (pN)

Load (pN)

5.1. abra. Dwell-time gorbe és az elére- és hatralépések hanyadosa Carter
és Crossnal [29]. A lépésid6-gorbe melletti kis pontok az egyes lépések
idejei, a nagy pontok ezek atlaga. Piros: alacsony ATP koncentracio, kék:

magas ATP koncentracio.

kozeli a teljes kinetikdval fittelt ko1 ~ 3.8 s~'uM~'-0s érték.

A szimulaciobol kapott trajektoridkat elemezve arra jutottunk, hogy a kii-
16nb6z6 ATP koncentraciok esetén fennéllo, nagy hatrahtizasokra megfigyelt
nagy lépésidé kiilonbséget a futilis hidrolizis okozza. Itt az eldrelépések va-
loszintisége elhanyagolhato, ezért lényegében az torténik, hogy a kinezin egy
AD allapotban két ut koziil valaszthat: az eliilsG fej vagy levalik a MT-rol,
vagy kibocsatja az ADP-jét. Mivel a kinezin fej csak D™ allapotbél tud le-
szakadni a MT-rdl, ahhoz, hogy egy hatralépés megtorténjen, az eliilsé fejnek
az utobbi esetben ismét fel kell vennie egy ATP-t, azt el kell hidrolizalnia.
Az eliilsé fej igy atlagosan % darab ATP-t hidrolizal el. Ez fiiggetlen
az ATP koncentraciotol, ahogy az az 5.2. dbra bal als6 dobozaban latszik
is. (It mivel egyfejkotott allapotban a kinezin nagyon révid ideig tartoz-
kodik a ,tobbi fej” lényegében az eliils fejben zajlo hidrolizist jelenti.)
Ekozben a hétso fej szintén hidrolizal, az 5.2. dbra szerint raadéasul joval tob-
bet, mint az eliilsé. Az A fiiggelékben talalhato tablazatbol kideriil, hogy
0 erénél is van futilis hidrolizis: modelliinkben a kinezin lépésenként 1.34
ATP-t fogyaszt. A legtobb mérés 1 ATP /lépést josol, ezek soran azonban

nem kozvetleniil mérik a hidrolizist, hanem egy egyszeriisitett kinetikai mo-
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dellbsl [22] vagy randomness mérésen [24] keresztiil kovetkeztetnek ra. Mar
részleteztiik, milyen problémak adédhatnak egy nem teljes kinetikai halozat-
bol, a 3.7. fejezetben pedig megmutattuk, hogy a randommesst csak az egyik
fejben zajlo hidrolizisek szama befolyasolja. Kozvetleniil mért lépésenkénti

hidrolizisre példa Yildiz és munkatéarsai 1.22 ATP /lépés értéke [25].

10 T T T,
10 uM, el(‘)rele:p:s == b \\ 1 10*
10 uM, hatralépés --- i A\ %
. L | 1 mM, elérelépds — L AN 14102 2
z 1 mM, hatralépés —, TSI &
< y 2
g olr - 1 10° £
B/ - =
5 L 10pM - |2 2
0.01 - B ImM — 10 E
B}
L 4107

& t t t t t t t t
= 5o |10 M, hitso o --- b {20 7
T 20 110 UM, tobbi fej ——- ] 2
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= ’ A B
53 / =
= 10 / 4 0 8
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3 w r Se--mT4-1000 &

& 0 T n — I I I I I
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5.2. dbra. Szimulacio eredmények. A lépésids, az elére- és hatralépések
hanyadosa, a lépésenkénti ATP hidrolizis és a processzivitas a teher

fiiggvényében. A negativ teher elérehnzast jelent.

Szembe6tls, hogy az elére- és hatralépések idejei végig egyiitt futnak.
Hogy lehetséges ez? Elgrehuzéaskor miért nem az eldrelépés a gyorsabb, erds
hatrahuzaskor pedig miért nem a héatralépés?

Gondolatban egyszertisitsiik le a kinetikai halozatot az elére- és hatralé-
pések versenyére! A lassabb folyamat nem mehet végbe lassan, hiszen addig
a gyorsabb mar nagy valoszintiséggel megtorténik. Ezért ugyanolyan gyors-
nak fogjuk latni a két folyamatot, a gyakorisaguk lesz az, amiben kiilénbozni
fognak (hasonloan a 4.6. fejezetben emlitettekhez). Nagy el6rehiizo ercknél

a lépésido fliggetlen az er6tdl, hiszen itt az elérekotés ideje még nem limi-
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tal. 0 pN kornyékén elkezdGdik egy, az eldrelépések exponencialis lassulasa-
nak koszonhetd exponencidlis felfutds. A megdallito erd koriil beleiitkoziink
az ugyanakkor exponencidlisan gyorsuld hatralépésekbe, és innentdl a hat-
ralépések ideje hatarozza meg a lépésids erdfiiggését. Ha a hatralépéseket
letiltanénk, a lépésidé -7 pN utan tovabb emelkedne. Hasonloan, ha az els-
relépéseket tiltanank le, a visszahuzo erdt csdkkentve -7pN utén a lépésidG

nem csOkkenne, hanem exponencialisan néne.

A lépésidé-gorbe rendbetételéhez volt sziikség a k. paraméter beve-

T-D
zetésére. Nélkiile nagy hatrahizaskor a lépések tul lasstiak lennének. Michio
Tomishige hivta fel figyelmiinket arra, hogy kisérletileg megfigyelték az ATP-
t kotd fej disszociaciojat a MT-rol, és hogy ennek figyelembe vétele rendbe
tenné a lépésidG-gorbét. A T allapot bevezetése helyett inkabb egy , kettds”,
MT-rol levalast és ATP hidrolizist is tartalmaz6 atmenetet adtunk a mo-
dellhez. Mivel k,_ 5 értéke kicsi, erés hatrahtizason kiviil elhanyagolhato a
hatésa. A kg_ 1 sebességi allando értékét termodinamikai dobozbol szamit-

juk.

Az eredeti mérésben 10 uM ATP koncentraciora 1 pN teher kornyékén
egy kis plato latszik. Van-e emogott valami?

Egyfejkotott allapot harom féle lehet: 0]37 TOD vagy DOD. Az erét
csOkkentve mindharom allapotra lesz egy ,fordulopont”, ahol a hatrakétés
valoszintibbé valik az elérekotésnél. Minden ilyen pontban a lépésidé megnd.
A novekedés mértéke attol fiigg, hogy az adott egyfejkitott allapotbol milyen
gyakran torténik lépés. Nagy ATP koncentracié esetén példaul a 0D allapot
fordulopontjaban a lépésid novekedése sokkal kisebb lesz, mint a TED 4l
lapotéban. A 4.1. tablazathan szereplé paraméterekre nagy ATP koncentra-
ciora (5.2. abra, bal felsé doboz, also gorbék) csak a TGD fordul6pontjaban
lathato novekedés, és kis ATP koncentréaciora (felsG gorbék) is csak egy na-
gyon enyhe dudor figyelhets meg 1 pN teher kornyékén (Bezier simitas nélkiil

ez a dudor jobban lathato lenne).

Hogy lassuk, létezd effektusrol van szo, lecsokkentettitk az ATP koncent-

raciot 1 pM-ra (igy a 0D és DD fordulopontokban az ugréasok nagyobbak
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5.3. dbra. Az elorelépés idejének harom fokozatu novekedése. [ATP|—1 M,
AGr - = —12kgT és AGpp- = —2kgT. A hatrakotés sebességi allandoja a
kovetkezd teherértékeknél haladja meg az el6rekotését: 0D: ~ -7 pN,
D®D: ~ —1.25 pN és T®D: ~3.8 pN.

lettek) és megvaltoztattuk AGr -t és AGp p«-t —12 és —2kgT-ra (amitdl a
fordulopontok helyei jobban szétvéltak). Az 5.3. abran mar jol latszik, hogy
a lépésid harom fokozatban novekszik.

A processzivitasban 4 pN kornyékén latszik egy csucs. Ennek magyara-
zata, hogy itt a szabad fej a DD® allapothol a hatrahizas miatt mar elég
gyorsan hatrakot ahhoz, hogy a kotott fej csak ritkan tudjon levalni a MT-
16l, viszont a DT® allapotban (azaz az egyfejkotott allapotok tobbségében)
szinte mindig elérekot. Magas processzivitashoz pedig épp erre a két dologra
van sziikség. Schnitzer és munkatérsai méréseiben [48] ugyan szintén talalunk
egy csucsot, de az 0.5 pN-nal van és a rossz felbontas és nagy mérési hiba
miatt nem lehet eldonteni, hogy azonos-e az altalunk latottal.

Az el6re- és hatralépések h hanyadosanak teherfiiggésére Carter és Cross

a kovetkezd fiiggvényt illesztette:

h = 8026—0.95Xteher, (5—1)
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amiben - mint erre M. Bier 2008-as cikkében felhivja a figyelmet - az az

LF
2kpT

érdekes, hogy a kitevs éppen [49]. A nevezGben szerepld kettesre Bier a
kovetkez6 magyarazatot adja:

Legyen G < 0 az elol kotott és hatul kotott fej szabadenergia-kiilonbsége.
Legyen @ a kotott fej NL-e és a MT altal bezart szog. & elérekotés so-
ran 0-tol 180°-ig valtozik. Tegyiik fel, hogy ® < 90° esetén a fej hatrakot,
® > 90° esetén pedig elére. Ha a legegyszeriibb linearis osszefiiggést téte-
lezziik fel a NL G(®) szabadenergiajara (G(0) = 0,G(180) = G), akkor
VP < 90°3Dy > 90°: G(Ds) = G(Dq) + % Vagyis az elérekotés és hatrako-
tés valosziniiségének aranya a eﬁ Boltzmann faktorral lesz aranyos. Ha G
helyébe Gy — FL-t irunk, ahol Gy a 0 eré melletti szabadenergia-valtozas,
FL pedig az egy lépés alatt végzett mechanikai munka, megkapjuk az 5.1.

egyenlet erdfiiggését.

Ez a magyarazat azonban tébb sebbél vérzik. Egyrészt, G(®) visszahat a
kiilonboz6 @ szogekhez tartozo allapotok betdltottségére. Masrészt nem lehet
d alapjan feltételt szabni az elére- és hatrakotésre. Tovabba az elre- vagy
hatralépés nem azonos az eldre- vagy hatrakotéssel: a lépés tobb alfolyamat-

bol all, amiknek csak egyike a lekotés.

Csak nagy el6re- vagy hatrahiizasra tudjuk megmondani az elére- és hat-
ralépések hanyadosanak erdfiiggését. Nagy hatrahtzo erék esetén, mikor mar
er6tol fiiggetleniil a lépések majdnem 100%-a hatralépés, a hanyadost csak
az eldrelépés valoszintisége hatarozza meg, ez pedig az eliilsé kotShelyen vett
fejstiriiséggel egyiitt ckaLT szerint cseng le. A nagy héatrahizo eré miatt a ko-
t6tt fej neck linkere ugyanis teljesen hatrafelé szeret allni, ahonnan a szabad
fej nem ér el az eliilsé kotGhelyre, csak a kotott fejig. Ahhoz, hogy elérjen,
a kotott fej neck linkerének az F erd ellenében el kell mozdulnia L tavolsa-
got az eliilsé kotGhely irdnyaban. Nagy el6rehtizo erckre hasonlo a helyzet.
Kis erdkre (ahol Carter és Cross is mért) a helyzet bonyolultabb, mivel ott
mind az el6re-, mind a hatralépés elég nagy valosziniiséggel megtorténik.
Az 5.2. abra jobb fels6 dobozédban behuztuk a két e%—val ardnyos aszimp-

totat, amiket egy lankasabb atmenet kot Ossze. Carter és Cross adataihoz
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nagyon hasonlitanak Nishiyama eredményei [31].

Az 5.4. abra fels6 soraban a randomness ATP koncentracio- és teher-
fiiggese lathato. A visszahtizo erdt novelve a 3.7. egyenlettel Gsszhangban a
visszalépések egyre gyakoribbé véalasa miatt megné a randomness. A megél-
lit6 erénél a randomness divergdl, mivel ebben a pontban P, = 0.5. Magas
ATP koncentracié mellett kis visszahtizo erére r ~ 0.5, ami két, egyenld
sebességti allandoju limitalo dtmenetet jelent.

A randomness illesztése miatt kellett az ADP-s fej NL dokkolasat ked-
vezGtlenebbé tenniink. A Rice altal mért AGpp~ = 1kgT' érték tul nagy
randomnesst eredményez, ugyanis a 4.15. egyenlet értelmében sok lesz a hat-
ralépés.

A szimulacié eredményeibdl kideriilt az is, hogy magas ATP koncentraci-

ora és kis hatrahuzas esetén nem kettd, egyenld sebességi allandojua limitalo

randomness
randomness

—— 1 500

-1 400
-1 300
1 200
-1 100

sebesség (nm/s)
sebesség (nm/s)

1 10 100 1000 -10 -5 0 5 10 15
ATP (uM) teher (pN)

5.4. abra. Szimulacio eredmények. Bal oszlop: Randomness és sebesség
gorbék ATP koncentrécio fiiggvényében tobb teherértékre (1.05, 3.59, 5.63
pN). Jobb oszlop: Randomness és sebesség gorbék a teher fiiggvényéhen
1 mM és 10 pM ATP koncentraciora.
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5.5. abra. Sebesség és randomness gorbék az ATP koncentraci6 és a teher

fiiggvényében. Visscher és munkatérsai [27] és Carter és Cross [29] abrai.

dtmenetiink van, hanem hérom kiilénbéz6: ky 5 = 10051, kr—p = 200 s~
és kp_o = 300 s~!, ami szintén 0.5 koriili r értéket ad. Megjegyezziik, hogy
bar a Visscher-féle mérésben (5.5. dbra, [27]) kis erére r 0.5 ala is lemegy, a
Yildiz és munkatarsai mérése az altalunk kapott 0.58-0s randomnesst kizeliti

meg jobban |25].

Megnéztiik a kinezin sebességének ADP-fiiggését is ATP hianyaban. Ezt
a kisérletet Yildiz és munkatéirsai végezték, eredményiik az 5.7. 4bra bal
oldalan lathato. Ez a kisérlet alkalmas a ko_p sebességi allando beallitasara,
mivel ez a paraméter a kis ADP koncentracio miatt méashol nem nagyon
szamit. A szimulaciobol kapott gorbék (5.6. dbra, bal oldal) megegyeznek a

kisérletiekkel.



5.2. Mutans kinezinek

Muténs kinezinekkel végzett kisérleteket is sikeriilt elég jo eredménnyel re-
produkalnunk. Yildiz és munkatarsai a NL-t 14 aminosavval hosszabbitottak
meg, és nézték a mutans sebességének erdfiiggését [25]). Erdmentes esetben
a meghosszabbitott neck linkerti kinezin sebessége koriilbeliil a tizede a vad
tipustiénak, 9 pN el6rehtizds esetén azonban meg is haladja azt (5.7. &bra,
jobb oldal, 14GS oszlop). A 14 aminosav a mi modelliinkben NL-enként 6-tal
tobb (azaz dsszesen 11) Kuhn szegmenst jelent. Ezek koziil tovabbra is 4 tud
ledokkolni. 0 pN-néal ugyanazt a viselkedést kaptuk, mint Yildiz, de el6rehi-
76 er6 hatasara a mutdns kinezin sebessége a kisérletben megfigyeltnek csak
harmada. A 16 nm-es kithelyen olyan kicsi a 14GS szabad fejének siirtisége,
hogy a sebességen a kétszeres (16 nm-es) 1épések engedélyezése sem segitene.

Case és munkatarsai a teljes NL-t egy random coilra cserélték, és azt
tapasztaltak, hogy a kinezinek MT-mozgat6 hatasa szinte teljesen megsziint,
ugyanakkor a masodpercenkénti ATP hidrolizis 60-r6l csak 20-ra valtozott

[50]. Ezt a kisérletet szintén sikeriilt reprodukalnunk.

A NL random coilra cserélését a NL dokkolasaval jaro szabadenergia no-
velésével szimulaltuk. Eredményeink az 5.8. abran lathatok. A 0kgT a vad

tipusnak felel meg, mig a 24kgT a dokkolni teljesen képtelen (random coilra

150 T T T T

T T T T
800
100 F  —1pN NN 4 14GS . -
E gl 2eNumm i WT I _ e E
7o -n BB = = £ Zlwg
4 =TTz = = = = 4
< = = = = S
%50 | = A = = =g 200 #
~100 L L L L = = = 0
10 40 100 1000 0 -3 -6 -9
[ADP] (uM) teher (pN)

5.6. dbra. Szimulacio eredmények. Bal oldal: A kinezin sebessége 0 ATP
koncentraci6é mellett szamos ADP koncentraciora két teherértékre. Jobb
oldal: A vad tipusi (WT) és meghosszabbitott neck linkert (14GS) kinezin

sebessége kiilonbozs mértéki elrehtizasok mellett. [ATP]=1 mM.
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5.7. abra. Bal oldal: A kinezin sebessége 0 ATP koncentracio mellett
szamos ADP koncentraciora két teherértékre. Jobb oldal: A vad tipusu
(WT) és meghosszabbitott neck linkert (13P, 14GS, 26P) kinezin sebessége
kiilonboz6 mértékid elérehizasok mellett [25]. Modelliinkkel a WT és a
14GS oszlopot szimulaltuk. [ATP]—1 mM

cserélt) NL-nek. 24kpT esetén a sebesség, processzivitas és az eldre és hatralé-
pés hanyadosa gorbék antiszimmetrikusak, mig az elhidrolizalt ATP /s gérbe
szimmetrikus. Ez az eldre- és hatralépés szimmetriajat fejezi ki NL dokkolas
hianyaban. Az abrak a kisérleti eredményekkel jo egyezést mutatnak: vad
tipusi kinezin & 450 nm/s koriili sebessége 0-ra esik le, mig a masodpercen-
kénti ATP hidrolizis 80-rdl csak 15-re valtozik.

Michio Tomishige szoban szamolt be olyan kisérletrdl, amelyben a kine-
zin egyik (muténs) fejének neck linkerét elvagtak, és a fej elejéhez kototték.
(Valamiért erre a kinezin konstrukeiora a tandem” elnevezés ragadt.) Az ere-
deti NL dokkolni képes részébdl meghagytak egy szakaszt, ami igy nem volt
Osszekottetéshen a masik fejjel, viszont valosziniileg befolyédsolta a mutéans fej
kinetikai paramétereit. Mindkét NL-t meghosszabbitottak. A sebesség fiig-
gott a meghagyott NI szakasz hosszatol, az optimélis hosszndl értéke 100
nm /s koriil volt.

A két kiilonb6z6 fej miatt elttinik a 4.1. dbra szimmetridja, ezért a ki-
sérlet implementéalasahoz meglehetdsen at kellett irni a szimulacio sebességi
allandokat szamolo fiiggvényét. Harom neck linkeriink van: a vad tipusi fej

N Kuhn szegmenssel, a mutans fej dokkolni tudo NL-e, ami a fej kinetikai pa-
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5.8. abra. Szimulacio eredmények. A masodpercenként elhidrolizalt ATP, a
sebesség, a processzivitas és az eldre- és hatralépések hanyadosa a teher
fiiggvényében, megnovelt NL dokkolas szabadenergia (AGr - és AGp p+)
mellett. A szabadenergiangvekmények: 0 (vad tipus), 3, 6, 12, és 24 kpT.
[ATP]=1 mM

ramétereit befolyasolja és a mutéans fej N,,,; darab Kuhn szegmensbdl allo, a
masik fej NT.-éhez csatlakozo NT.-e. A két fejet 6sszekoté NT. szempontjabol a
muténs fej egy allandéan dokkolt neck linkerti fej, a mutans fej kinetikai para-
méterei (nukleotid felvétel, stb.) viszont a meghagyott NL szakasz hosszatol
és allapotatol fiiggnek. Ez volt az egyetlen szimulécid, ahol megengedtiik a
hatrakotést abban az esetben, ha a kotott fej NL-e dokkolt.

Harom esetet vizsgaltunk: 1. a mutans fej kinetikai paraméterei egy dok-
kolt fejével egyeznek meg 2. a muténs fej kinetikai paraméterei egy dokkolat-
lan fejével egyeznek meg 3. a muténs fej kinetikai paraméterei egy erémentes
fejével egyeznek meg. Ezek eredményeit mutatja az 5.9. abra, ahol a NL
hosszak fiiggvényében néztiik a kinezin sebességét. A kinezinek sebességének

maximuma 50 nm/s-nél volt, ez azonban a dokkolt esetben tértént. A valo-
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5.9. abra. Szimulacié eredmények. Tandem kinezin. A: A tandem kinezin
sematikus rajza. B-D: Sebesség a vad tipusi fej (N) és a mutans fej (Nyu)
NL hosszanak fiiggvényében, ha a muténs fej 1ogo neck linkere B: dokkolt,
C: dokkolatlan, D: tgy viselkedik, mint egy erémentes neck linker.
[ATP]=1mM, F=0.

sdghoz valoszintileg kozelebb 4116 3. esetben a kinezin legnagyobb sebessége
csak 20 nm/s.

5.3. A modell kisérleti ellendrzése

Modelliink tobb, kisérletileg leellenérizhetd joslatot tesz. A polimermodell
egyik f6 tanulsdga, hogy AGrr+ és AGpp- szabadenergia-valtozasoknak a
Rice és munkatarsai altal mérthez képest nagyobbnak kell lennie, ha a meg-
figyelt sebességeket el akarjuk érni. A mérés nehézsége érthetGvé teszi, hogy
ezeket a mennyiségeket kozvetleniil eddig mindossze egyetlen alkalommal

mérték meg [34], ugyanakkor éppen ezért érdekes lenne, ha dsszehasonlit-
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hatnank tobb mérési adatot.

Az el6re- és hatralépések hanyadosa szimulacionk és a fentebb kifejtett
elméleti megfontolésok szerint is nagy erdkre 0% eréfiiggést mutat. Ennek
kisérleti kimutatasanal ahhoz, hogy elég jo statisztikat kapjunk, nagy el-
rehiizas esetén elég sok hatralépést, illetve forditva, nagy hatrahtuzas esetén
elég sok eldrelépést kellene megfigyelni. Ennek elméleti akadalya ugyan nincs,
de meglehetdsen hosszii méréseket igényel.

A lépésenként elhidrolizalt ATP-k szamanak eréfiiggésére nincs kisérleti
adat, mivel itt nagyszamu kinezinre kellene ugyanakkora erét kifejteni. Ennek
ellenérzése tehat technikailag egyelére nem megoldhato.

A szimulaci6 talan legkdnnyebben leellendrizhetd joslata a processzivitas
eréfiiggése, kiilonos tekintettel a kis hatrahizasnal jelentkezd maximumra
(5.2. 4bra). Erdekes lenne az 5.3. dbran demonstralt lépesézetes lépésida
emelkedés par pM-os ATP koncentracio és jobb eréfelbontas melletti kimérése
is.

A dolgozat elsGsorban meglévé mérések reprodukalasara torekedett, de
ezeken kiviil barmely, kisérletileg kénnyen valtoztathato paraméterre le lehet
futtatni a szimuléciot. Tovabbi jo ellendrzést jelenthetne az ADP- és foszfat-

koncentracié vagy « valtoztatasanak vizsgélata.

5.4. ,,Power stroke” vagy ,biased diffusion”?

A NL dokkolas szabadenergiavaltozasanak mértékének fiiggvényben beszél-
hetiink ,power stroke” illetve ,biased diffusion™szert folyamatrol. Allando
vita targya, hogy a kinezin esetében melyikrl van szo [51].

A power stroke soran az elmozdulas energetikailag nagyon kedvezs, még
nagy visszahtizo erd esetén is megtorténik. A rendszer egy energialejtén csi-
szik egyre lejjebb. Power stroke példaul a miozin emelkarjanak elérelendii-
lése.

Biased diffusion esetében az elmozdulds energetikailag nem feltétleniil

kedvez, a rendszer akar jhegynek felfele” is mehet. Az el6rehaladast itt az
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biztositja, hogy a rendszer helyzetének fiiggvényében az energiafelszin val-
tozik. A kinezinre alkalmazva ez azt jelentené, hogy a NL dokkolas ener-
getikailag ugyan nem kiilonosebben kedvezd, de példaul az els6 fej sokkal
nehezebben disszocidal a MT-tol, mint a hatso.

A power stroke és biased diffusion két szélsGséges eset. Szimulacionk ATP-
t tartalmazo fej esetén a NL dokkolasara —7kgT-s szabadenergiavéltozast
adott. Ez az érték nem kicsi, de az ATP hidrolizis —25kgT-s szabadenergia-
valtozasahoz képest még mindig nem nagy. Eszerint a kinezin a két mecha-

nizmust keverve hasznalja.

5.5. Konkluazio

Modelliinkkel sikeriilt visszaadnunk a kinezin viselkedését. A paramétereket,
néhény gorbéhez hangoltuk, az egyezés ezekkel a gérbékkel mennyiségileg is
jO. A t6bbi gorbét is legalabb mindségileg, trendekben visszakaptuk. Gyakran
azonban két azonos kisérlet eredménye kozt is akkora az eltérés, hogy nem
is lenne értelme elvarni, hogy egyetlen paraméterkészlettel az Gsszes mérést
szamszertileg reprodukaljuk.

A kinezin szempontjabol a modell egyik f6 iizenete a NL dokkolas fontos-
saga. NL dokkolas nélkiil megallito erd esetén az eldre- és hatrakotések ideje
messze meghaladna a mért értékeket.

Masik fontos tanulsag, hogy a NL dokkolas ATP esetében sokkal ked-
vez6bbnek, ADP esetében pedig sokkal kedvezdtlenebbnek kell lennie, mint
amit Rice és munkatarsainak mérése |34] sugall. A Rice altal mért szabad-
energia értékekkel a szimulacio joval kisebb megéllito erét és nagyobb ran-
domnesst ad.

Modelliink azonban nem csak a konkrét fittelt paraméterek miatt érdekes,
hanem a felallitott metodus miatt is. Ez a teljes és termodinamikailag kon-
zisztens keretrendszer alkalmazando a tobbi motorfehérje vagy egyéb hasonlo

fizikai rendszer kinetikai modellezésénél.
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6. fejezet
Osszefoglalas

Doktori disszertaciomban bemutattam a kinezin altalunk kifejlesztett kineti-
kai modelljét. Az elsg fejezet, a bevezetés utan a masodikban attekintettem
a kinezin fehérjecsalad sejtbeli szerepét, amely magaba foglalja a membran-
transzportot és sejtosztodasnal a mitotikus orso kialakulasat valamint a kro-
moszomaszegregaciot. A harmadik fejezetet a kinetikai modell szempontjabol
fontosabb kisérleti modszereknek szenteltem. A legtobb mérés a kinezin és
nukleotidok illetve MT asszociacios és disszociacios sebességi allandojara vo-
natkozik, ezért itt elég nagy a szoras a kisérleti adatok kozt. Ezzel szemben az
irodalomban egyetlen, ESR spektroszkopiaval késziilt mérés lelhetd fel a dok-
kolt és dokkolatlan NL szabadenergiakiilonbségére. A bemend paraméterek
mellett sok adatot taldlunk a kinezin sebességére, a lépésidére, a random-
nessre és a processzivitasra. Ezek koziil elssorban Carter és Cross valamint

Block gorbéit akartuk visszakapni a modellb6l.

A negyedik fejezetben keriilt sor a modell részletes leirasara. A modell tel-
jes olyan értelemben, hogy minden monomer allapot kombinécidja megenge-
dett. A sebességi allandok szamitésa termodinamikailag konzisztens modon
torténik. Ezzel egyrészt egy, a fizikaval ellentmondasban nem allo modellt
nyeriink, masrészt olyan sebességi allandok kiszdmitasara nyilik lehetdség,
amiket méaskiilonben csak nagy nehézségek aran tudnank szémszertsiteni. A

kinezin két fejét osszekots fehérjeszalat a freely jointed chain polimermodellel
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modelleztiik, és ezt hasznaltuk fel a fejek stiriiségének és a neck linker dokko-
lasi valosziniiségének kiszamitasara. Az ideélis NL hosszara a polimermodell
alapjan végeztiink szamitasokat, amibdl azt kaptuk, hogy a NI dokkolasa-
val jaro szabadenergiavaltozasnak ATP esetében kedvezGbbnek kell lennie a
Rice altal mértekhez képest. A kinezin neck linkerére hato erd csak a szabad
fejek stiriiségét és a neck linker dokkoltsagat befolyasoljak kézvetleniil, mas
kinetikai paraméterre nem hatnak. Nagy vonalakban felvizoltam a modell
implementéalasanak azon pontjait, amik kérdésesek lehetnek.

Az 6t6dik fejezetben a szimulacio eredményeit ismertettem. Altalanossag-
ban elmondhato, hogy a vad tipusu kinezin szimulacionkban és kisérletileg
megfigyelt viselkedése jol egyezik. A legnagyobb informaciotartalommal az
lépésidG-ers gorbék birnak. Ezekbdl tudunk kovetkeztetni tobbek kozott a
futilis hidrolizisek szaméara és az ATP felvétel sebességi allandojara. A ran-
domness gorbék illesztése soran az ADP-t tartalmazo fej NL dokkolasat a
hatralépések csokkentése érdekében kedvezdtlenebbé kellett tenni.

A legnagyobb eltérések a kisérletek és a szimulacionk eredményei kozott
elsGsorban a mutéins kinezinek esetében adodnak, de ezek is csak kvantita-
tiv kiilonbségek. A NL random coilra cserélésének nalunk is hasonlo hatasa
van, mint Case és munkatérsai kisérletében. Yildiz és tarsaival [25] ellentét-
ben azonban a NL meghosszabbitésa elérehuzo erd esetén nalunk nem teszi
gyorsabba a kinezint a vad tipusnal. A virtualis tandem kinezin sebessége is
csak fele az igazinak. Mivel ezek az eltérések a NL hosszanak valtoztatasaval

kapcsolatosak, orvoslasukra valoszintileg a polimermodellt kellene finomitani.
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A fuggelék

Tablazat

Ez a tablazat néhany mérhet6 mennyiség értékét tartalmazza kiilonb6z6 pa-
raméterértékekre. Az  Eredeti paraméterek” a 4.1. tablazatban szerepld érté-
keket jelenti. Mindig csak a sor elején jelolt paraméter értékét valtoztatjuk,

a tobbi marad az ,Fredeti paraméterek” nek megfeleld.
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v #ATP /1épés P F tg th h
F=F, F-=15pN F=15pN F—-15pN F—-15pN
[ATP|=10 pM [ATP|=10 pM
(nm/s) (oN) s (5) )

Erdeti paraméterek 462 107 0.015 0.035 1.26 359
[ADP]-100 M 458 99 0.015 0.021 0.31 333
[ADP]-1000 pM 429 53 0.015 0.015 0.13 161
[ADP]=10000 zM 246 8 0.015 0.014 0.10 19
6 343 272 0.019 0.054 1.21 146

218 500 0.023 0.071 1.20 83

146 711 0.027 0.088 1.20 54

82 3 0.25 0.041 0.139 1.36 216

328 32 0.19 0.018 0.047 1.30 497

a = 50° 462 107 0.17 0.017 0.043 1.48 359
a = 60° 462 107 0.21 0.02 0.06 8.69 359
a =707 462 107 1.90 6.46 1.74 N/A 359
I, = 0.43 nm 365 29 0.20 0.017 0.044 1.55 605
[, = 0.45 nm 458 85 0.21 0.015 0.038 1.31 411
431 103 0.18 0.015 0.039 1.26 238

458 106 0.18 0.015 0.039 1.26 343

462 107 0.17 0.015 0.039 1.26 370

449 108 0.17 0.016 0.040 1.26 357

411 347 0.17 0.014 0.032 117 52

423 253 -5 0.16 0.014 0.033 117 62

452 141 -6 0.17 0.014 0.035 1.20 122
AGpp+ =T kgT 419 99 -7.3 0.18 0.019 0.051 1.32 1301
AGpp- =10 kgT 138 96 -7.9 0.30 0.065 0.236 1.42 6578

koo =1 pM~ts7! 448 105 -6.8 0.19 0.016 0.116 3.76
ko =2 pM~ 57! 458 105 -6.7 0.17 0.016 0.064 2.08

ko =5 uM~ 57! 463 104 -6.7 0.16 0.015 0.033 1.04 371

Hacsak masképp nem jeldljiik, [ATP| = 1000 uM és F = 0. Kovéren szedett értékek a kettes faktornal nagyobb mértékii eltérést jelolik.
A tablézat a kivetkez oldalon folytatodik.




v #ATP/lépés  p F, 15 th h
F=F, F-=15pN F=15pN F—-15pN F—-15pN
|ATP|=10 ;M [ATP|=10 pM
(nm/s) ®eN) | () (s) (s) 5 (s)
463 1.36 106 -67 | 017 0.015 0.023 0.69 373
; 461 1.39 108 -67 | 016 0.016 0.017 0.46 370
kr_og=1s"! 403 1.9 109 66 | 016 0.018 0.037 0.44 307
kr_o=10s"" 456 1.4 107 6.7 | 017 0.016 0.036 0.52 361
ko =5005"" 359 1.22 21 65 | 015 0.015 0.035 3.61 60
ke =1s"" 465 : 107 -6.7 0.17 0.016 0.016 1.29 383
ke o =1057" 466 107 -68 | 0.19 0.015 0.015 1.30 390
ko= 100" 466 107 -67 | 016 0.015 0.015 1.30 385
ko—p = 0.1 uM st 453 109 67 | 018 0.016 0.039 1.27 353
ko_p = 100 M~ 571 440 65 6.6 | 0.6 0.015 0.035 1.00
11 0.11 -0.14 | 0.08 0.014 0.014 0.13
83 1.23  -2.3 | 0.07 0.014 0.017 0.35
360 21 65 | 014 0.015 0.034 2.36
475 282 67 | 018 0.016 0.043 1.31
kp—o=1000s"! 469 514 6.7 | 018 0.017 0.047 1.33
kp—g=1s7" 461 107 67 | 017 0.015 0.039 1.26
kpe—o=10s7" 449 107 6.7 0.18 0.016 0.042 1.26
kg =100 57" 365 109 65 | 015 0.020 0.066 1.23
kg p=1pM"Ts! 212 9 6.7 | 032 0.024 0.073 247
b p=2pM s 293 17 6.7 | 025 0.020 0.056 0.61 1.87
kg p = 100 M~ 71 474 254 68 | 017 0.015 0.037 0.32 1.20
k5_p = 1000 pM~ st 459 1546 -6.7 0.16 0.014 0.036 0.31 1.19
kp 5=1s"1 420 1779 57 | 018 0.015 0.039 0.36 1.33
kp 5 =30s7" 470 30 -7.15| 015 0.016 0.039 0.33 1.14 492
k 476 1.38 6 -7.4 0.11 0.015 0.040 0.26 0.89 578

Hacsak masképp nem jeléljiik, [ATP] = 1000 pM és F = 0. Kovéren szedett értékek a kettes faktornal nagyobb mértéki eltérést jelélik.
A tablazat a kivetkezd oldalon folytatodik.




v #ATP /1épés P F tg th h
F=F, F-=15pN F=15pN F—-15pN F—-15pN
[ATP|=10 pM [ATP|=10 pM
(nm/s) ON) | (5) (s) (s) (s) (s)

k"D'af) =1s5"! 11 14.93 11 -6.7 0.50 0.697 0.897 0.42 1.35 188
kpe_5=10s7" 728 3.18 56 -6.7 0.23 0.108 0.109 0.36 1.32 359
kp. 5 =1000s" 938 1.16 67 -6.75 0.16 0.006 0.027 0.34 1.26 177
kg =01s"" 464 1.34 123 -7.8 1.12 0.016 0.039 2.44 9.03 726
kp g=1s" 463 1.34 117 -6.7 0.15 0.016 0.039 0.85 3.07 587
kr_5=10s 458 1.35 82 -6.1 0.07 0.015 0.039 0.12 0.43 144
g =50s"" 315 1.26 11 -475 | 0.03 0.014 0.031 0.03 0.22 11
kr_p=1s"! 465 1.24 116 -6.8 0.19 0.015 0.039 0.37 1.30 406
kr—p=>50s"" 449 1.76 80 -6.5 0.14 0.015 0.040 0.28 265
kr_p=100s"! 436 2.18 65 -6.4 0.12 0.015 0.040 0.23 187
kre_p- =1s7! 31 2.63 550 -6.1 0.31 0.254 0.276 0.33 1165
ke =10s7! 87 1.64 387 -6.4 0.22 0.089 0.111 0.33 1005
kr-_p- =100 s7! 365 1.3 159 -6.7 0.17 0.020 0.043 0.34 536
k =500s7" 519 1.54 58 -6.7 0.165 0.013 0.037 0.35 204
1000 s~* 496 1.87 34 -6.6 0.16 0.012 0.037 0.35 123

Hacsak masképp nem jeloljiik, [ATP]

1000 uM és F = 0. Kovéren szedett értékek a kettes faktornal nagyobb mértekii eltérést jeldlik
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B filiggelék

A gyakrabban el6fordul6 jelolések

és roviditések listaja

MT-hoz nem kot6ds, ADP-t tartalmazo fej dokkolatlan NL-rel
MT-hoz kot6ds, ADP-t tartalmazé fej dokkolatlan NL-rel
MT-hoz kit6ds, ADP-t tartalmazo fej dokkolt NL-rel

MT-hoz kot6ds, ADP-t tartalmazo fej (sszetett allapot)
MT-hoz kot6ds, ATP-t tartalmazo fej dokkolatlan NT.-rel
MT-hoz kit6ds, ATP-t tartalmazo fej dokkolt NL-rel

MT-hoz kot6ds, ATP-t tartalmazo fej (Gsszetett dllapot)
MT-hoz kot6dd, nukleotidot nem tartalmazo fej dokkolatlan NL-rel
foszfat koncentracio

adenozin-difoszfat koncentracio

adenozin-trifoszfat koncentrécio

nem dokkolt NT. esetén a szabad fej stiriisége az R helyen
dokkolt NL esetén a szabad fej stirtisége az R helyen

Fa komponense

erGvektor

a megallité erd x komponense

egy a allapot szabadenergiaja

Gy, — G,

elgre- és hatralépések szamanak hanyadosa

a allapotbol b-be mutato sebességi allando

a és b allapot kozotti egyensilyi allando
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lépéshossz

az eliilsé kotGhelyre mutato vektor

a ledokkolt NL végének x koordinataja

a ledokkolt NT.-szakasz végébe mutato vektor

Kuhn szegmens hossza

perzisztenciahossz

randomness

Boltzmann allando

a fej MT-hoz kotGdésének méasodrendii sebességi allandoja ((1/(id6 x fej
koncentracio) )

kinezin

a NL Kuhn szegmenseinek szdma

mikrotubulus

a nem dokkolo Kuhn szegmensek szama

a dokkolo Kuhn szegmensek szdma

NL Kuhn szegmensek szdma a tandem konstrukcié muténs fején

neck linker

processzivitas

a hatralépések valoszintisége

hémérséklet

elérelépés ideje

hatralépés ideje

az elGrekotés ideje

a kinezin sebessége

az N Kuhn szegmenshdl allo NL allapotdsszege

F 6s a MT altal bezért 5208

az N Kuhn szegmensbdl 4116, er6mentes NL R vég-vég vektoranak stiri-
sége

az N Kuhn szegmensbdl allo, F' erével hiizott NL R vég-vég vektoranak
stirisége

az Ny és Ny Kuhn szegmensbdl allo NL R vég-vég vektoranak stirtisege,

ha az 1. NL-szakaszt F erével hizzuk
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REVEALING THE STEPPING MECHANISM OF KINESIN BY MEANS
OF A THERMODYNAMICALLY CONSISTENT MODEL

Summary

The homodimer motor protein kinesin-1 can attach to a microtubule with its two
heads and is able to walk on it and pull the cargo attached to its tail. The detailed
mechanism of this movement is not known. The questions waiting for answer include
the precise role of the neck linker, the free energy change of neck linker docking, the
number of hydrolysed ATPs during one step and an average trajectory in the state
space of kinesin-1.

Past kinetic models of kinesin-1 used too simple kinetic networks and/or were not
consistent thermodynamically in giving the kinetic constants. In the last few years
enough data has accumulated to make it possible to create a model in which the input
parameters are well established and that includes all the dimer states constructed
from the direct product of monomer states. The goal of our work was to create a
thermodynamically consistent kinetic model that satisfies these criteria.

We modelled the neck linker connecting the two heads with a freely jointed chain
polymer model.

Thermodynamic consistency on one hand makes the model physically valid and on
the other hand enables us to quantify the rates of some transitions that are otherwise
hard to calculate or access experimentally.

The results of the polymer model suggest that the values of the free energy dif-
ferences measured by Rice et al. are too small. Our calculations indicate that to
keep the dwell time low the docked state of an ATP containing head must be more
favorable than measured. On the other hand, based on kinetic simulations in case of
an ADP containing head the docked state must be more unfavorable.

Using our simulation we could reproduce the results of Carter and Cross and Block
with good fidelity. Furthermore, our results are in good agreement with measurements
of mutant kinesins done by Yildiz et al. We obtained a somewhat different result for
the ratio of the number of forward and backward steps from that of Carter and Cross.
However at high force values the force dependence of this observable is well established
theoretically and our results can reproduce that.

With the fitted parameters the kinesin-1 does futile hydrolysis during backward
force. Also in case of zero external force slightly more than 1 ATP is used for one
step.

According to our simulation the free energy change during neck linker docking
is not small but not very big either. This means that the stepping mechanism of
kinesin-1 is between ,biased diffusion” and ,power stroke”.

Our model lays down principles (completeness, thermodynamic consistency, pla-
cing the values of the kinetic parameters on an experimental or theoretical ground)
that can be and should be a guide line for future modelling of motor proteins or other
similar systems.



A KINEZIN LEPESI MECHANIZMUSANAK FELTARASA EGY
TERMODINAMIKAILAG KONZISZTENS MODELL SEGITSEGEVEL
Osszefoglalo

A kinezin-1 homodimer motorfehérje képes mikrotubulus mentén haladni és a sza-
rahoz csatolt terhet elhiizni. Ennek a mozgasnak a részletes mechanizmusa nem ismert.
A megvalaszolasra varo kérdesek kozitt szerepel a neck linker szerepe, a neck linker
dokkolés szabadenergiaja, a lépésenként elhidrolizalt ATP-k szama és egy atlagos lépés
sordan leirt trajektoria a kinezin-1 allapotterében.

A kinezin-1 eddigi kinetikai modelljei til egyszeri halozatot hasznéltak és/vagy nem
voltak termodinamikailag konzisztensek a kinetikai allandok megadéasanal. Az utébbi
években elég sok adat halmozodott fel ahhoz, hogy lehetdvé valjon egy olyan modell
felépitése, aminek bemend paraméterei kellsen megalapozottak, ugyanakkor szerepel
benne az 6sszes, monomer allapotok direkt szorzatabol képzett dimer dllapot. Munkank
célja egy olyan termodinamikailag konzisztens modell megalkotédsa volt, ami eleget tesz
ezeknek a kritériumoknak.

A két fejet Gsszekitd két neck linker modellezéséhez a freely jointed chain polimer-
modellt hasznaltuk.

A termodinamikai konzisztencia megkdvetelése azt jelenti, hogy barmely ket dllapot
kozott barmely ttvonalon az egyenstlyi allandok szorzata egyenld a két allapot kozti
szabadenergia-kiilonbségbdl képzett Boltzmann faktorral. Ennek segitségével egyfeldl a
modell fizikailag érvényes lesz, méasfell pedig mas modon csak nehezen szamithato vagy
mérhets atmenetek sebességi allanddi is elérhet6vé valnak.

A polimermodellbél kapott eredmények alapjan a Rice és munkatarsai altal kapott
dokkolési szabadenergia-kiilonbségek kicsinek bizonyultak. Polimermodellezési szami-
tasok alapjan a lépésidé alacsonyan tartasanak érdekében a dokkolt allapotnak ATP-t
tartalmazé fej esetén a mértnél kedvezdbbnek kell lennie. Kinetikai modelliink ADP-t
tartalmazo fej esetére magasabb szabadenergiaju dokkolt allapotot josol.

A szimulacio segitsegével elég jo hiiséggel sikeriilt reprodukélnunk Carter és Cross
valamint Block vad tipust kinezin-1-re vonatkoz6 méréseit, tovabba tobb, Yildiz és
munkatérsai altal végzett, mutans kinezin-1-re vonatkoz6 mérést. Az elére- és hétralé-
pések hanyadosénak erdfiiggésében némileg eltérd eredményt kaptunk, mint Carter és
Cross. Ennek a hanyadosnak nagy erSkre mutatott erdfiiggése azonban elméletileg jol
megalapozott, amivel eredményeink egyeznek.

A fittelt paraméterek mellett a kinezin-1 hatrahtzas sorén a kinezin-1 futilisan hid-
rolizél. Er6mentes esetben is valamivel tobb, mint 1 ATP hasznélodik el egy 1épéshez.

Szimulacionk szerint a neck linker dokkoldssal jaré szabadenergia-véltozas értéke
szimulacionk szerint nem kicsi, de nem is nagyon nagy. Ez azt jelenti, hogy a kinezin-1
miikédési mechanizmusa a ,biased diffusion” és a ,power stroke” kozott van.

A modell olyan irdnyelveket fektet le (teljesség, termodinamikai konzisztencia, a ki-
netikai paraméterek kell6 megalapozottsaga), amik a késébbiekben més motorfehérjékre
és egyéb hasonld rendszerekre is alkalmazhatdk és alkalmazanddk.



