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Bevezetés

Az ¢lolények egyik legjellemzobb életjelensége a mozgads, mely a biologia
tudomanynak egyik régota kutatott teriilete. Az ¢éldvilagban a mozgasnak szamtalan
formajaval taldlkozunk, melyek hatterében bonyolult fehérjerendszerek Osszehangolt
mitkodése all.

A magasabb rendi ¢l6lények legismertebb mozgasformédja az izomkontrakcio,
melynek leggyakoribb modellje a gerincesek akaratlagos mozgasat l1étrehozd vazizom. A
vazizomzat szarkomer egységekbdl épiil fel, melyet vékony €s vastag filamentumok rendszere
alkot. A vékony filamentum f6 alkotéja az aktin, a vastag filamentumé a miozin. Az
1zomdsszehuzddas soran a két filamentumrendszer egymason torténd elmozdulasa, az un.
,,8liding mozgas” eredményezi az izomrost rovidiilését. A folyamathoz sziikséges energiat a
miozin feji részében lejatszodd6 ATP hidrolizis szolgéltatja. A hidrolizis sordn a miozin
konformaciovaltozasok sorozatan megy keresztiil, melynek sordn megvaltozik a miozinfej
aktinhoz viszonyitott helyzete. A folyamat eredményeként a felszabaduldé kémiai energia
részben mechanikai energiava alakul, melynek eredményeként bekovetkezik az izom
rovidiilése és erdkifejtése.

Az izommiikodés kutatasdban nagy attorést jelentett az aktin és miozin fehérjék
aminosav sorrendjének meghatirozasa és haromdimenzids szerkezetének megismerése. A
szerkezetek ismeretében egyre tobb kutatas foglalkozott az ATP hidrolizis ciklus egyes
Iépéseinek vizsgalatdval, melyeket egy-egy konformacids allapotnak feleltettek meg.
Biokémiai médszerekkel tobb, mint hét allapot kiilonithetd el. Az altalunk hasznalt DSC és
EPR technikaval azonban csak a hosszu ideig stabil, vagy stabilizdlhaté allapotok
tanulmanyozhatok, ezért ezek jellemzéséhez Bagshaw ¢és Trentham modelljét alkalmaztuk,

amelyben a kovetkezd négy miozinallapotot kiilonithetjiik el:

M+ATP - M*ATP ~ M** ADP.Pi - M* ADP+Pi -~ M+ADP+Pi

A modellben az M a miozint, a M*.ATP, M** ADP.Pi és az M*.ADP pedig a
hidrolizis ciklus koztes allapotait jelentik. A kontrakcids ciklus elsd 1épéseként a miozin
megkoti az ATP-t, és disszocidl az aktintdl. A szabad miozinfejek hidrolizaljak az ATP-t,
majd visszakotddnek az aktinhoz, el6szor egy nem specifikus, gyenge (Un. ,, weak binding”)
kotéssel, majd egy sztereospecifikus, erds (Un. ,,strong binding”) kotéssel, mindekdzben

pedig elengedik a hidrolizis termékeit. A mechanizmus megértéséhez sziikséges, hogy



ismerjiilk az egyes allapotokhoz tartozd molekulaszerkezeteket. Mivel az altalunk hasznalt
EPR ¢s DSC moddszerekkel nem minden allapot vizsgalhatd, ezért a kisérletek elvégzéséhez
olyan anyagokra van sziikség, amelyek szerkezetlik miatt nukleotidanalégnak alkalmasak, és
nem vagy csak nagyon lassan hidrolizalva stabilizaljak a miozin-nukleotid komplexet. Ilyen
nukleotid analog az AMP.PNP (nem hidrolizal6 ATP analdg), vagy a lassan hidrolizalo ATP-
Y-S, amelyek az M* ATP allapot modellezésére alkalmasak. A ,, weak binding” allapotok
modellezésére az AlF4, BeF, vagy a VO;™ ionok hasznéalhatok, melyek a foszfation strukturalis

analogjaként az M** ADP.Pi allapotban 1év0 szerkezetet szimulaljak.



Célkitiizés

Vizsgalataink célja az izomkontrakcié soran létrejové molekuléris szintli szerkezeti

valtozasok vizsgalata és az izomrostokat felépité komponensek dinamikai tulajdonsadgainak

megismerése volt. Kisérleteinkben a kornyezeti paraméterek megvaltozasaval jard

konformacid valtozasokat tanulmanyoztuk elektron paramégneses rezonancia spekroszkopia

(EPR) és differencidl pasztazo kalorimetria (DSC) modszerével.

1.

Az izomkontrakcid soran a miozin fejen jelentds mértékt szerkezeti valtozasok
jatszodnak le. A dinamikai vizsgalat egyik lehetséges modja, hogy mozgésra
érzékeny paramagneses szondakkal jel6ljiik a miozin molekula kitlintetett helyeit,
amelyek olyan szerkezeti egységek kozelében vannak, amelyek valoszintisithetéen
jelentds valtozadson mennek keresztiil az izomkontrakcids ciklus soran. Munkank
sordn ilyen spektroszkopiai szondakkal (MSL és TCSL) jeloltiik a miozin motor
doménjének cisztein 707-es aminosav oldallancat. Izomrosttal végzett
vizsgélatainkban célunk volt a kontrakcid alatti ATP hidrolizis egyes 1épései soran
a miozinfej belsd szerkezetében bekovetkezd konformacios valtozasok detektaldsa
az erdsen kotott un. strong binding allapotban (rigor és ADP allapot) és a gyenge

kotédésti ,, weak binding” allapotokban nukleotidok €s analdgjaik segitségével.

Az EPR mérésekkel parhuzamos DSC mérések gorbéinek jelanalizise és a
tobbkomponensiti jelek dekompozicidja felvilagositast ad a proteinszerkezet
globalis konformécios valtozasairol. Izomrostokon végzett DSC kisérletekre az
irodalomban nem talaltunk adatokat. Célunk volt, hogy a kiilonb6z6 koztes
allapotokban meért termikus valtozdsokat megkiséreljiik olyan részfolyamatokra
felbontani, melyek kapcsolatba hozhatok valamely domén mozgéséaval,
végeredményben pedig, jol visszaadjak a vizsgalt jelenséget. Vizsgalataink arra
iranyultak, hogy nyomon kovessiik a dinamikai valtozasok globalis hatasait,
amelyek révén a kontrakcidt elinditdo jel a regulacios doménrdl a katalitikus
doménre terjed. EPR és DSC modszerek egyiittes alkalmazédsat az irodalomban
eddig csak fehérjeoldatokon végezték, ezen kisérleti moddszerek hasznalatat

izomrost vizsgalatok soran mi publikéltuk elészor.



Alkalmazott modszerek

Fehérjerendszereken végbemend strukturalis és dinamikai valtozasok vizsgalatara
tobb modszer ismeretes, mi méréseinkhez ezek koziil az elektron paramagneses rezonancia

spektroszkopiat €s a differencial pasztazo kalorimetriat alkalmaztuk.

EPR spektroszkopia

Az EPR  spektroszkopia az  elektromagneses kolcsonhatdsokat — vizsgalo
spektroszkopiai modszerek egyike. Alkalmazasa sordn a vizsgélt rendszernek rendelkeznie
kell parositatlan spinli elektronnal. EPR modszerrel a biologiai rendszerek kozvetleniil
altalaban nem vizsgalhatok, mivel nem vagy ritkin rendelkeznek paramagneses
centrumokkal, ezért a mérések elvégzéséhez a spinjelolés moddszerét alkalmaztuk, melynek
soran egy stabil paramagneses jeloldt kotlink kovalensen egy célzott aminosav oldallanchoz.
A szonda altal kapott EPR spektrumbol kovetkeztetni lehet a jeldlt molekulaszegmens
mozgasara és rendezettségére.

A miozin fejen, az ATP hidrolizis soran bekdvetkezd konformacid valtozasok
megfigyelésére a miozin katalitikus doménjén taldlhatd legreaktivabb ciszteint, a cisztein-
707-et jeloltiik N-(1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinil) maleimid (MSL) és 4-izotiocianat-
2,2,6,6-tetrametil piperidinoxil (TCSL) jelolével, glicerinezett izomrostban.

EPR méréseinket Bruker 300 E tipusi elektronparamdgneses rezonancia
spektrométerrel végeztiik. A konvencionalis EPR méréseinkhez 100 kHz moduléciot, 0.1-0.2
mT modulacios amplitudot és 20 mW mikrohullamu teljesitményt hasznaltunk. A szaturacid
transzfer EPR (ST EPR) technikaval a spektrumokat 63 mW mikrohullamu teljesitményen, 50
kHz modulacio és 0.5 mT modulacids amplitad6 mellett 100 kHz ’out-of-phase’ detektalassal

rogzitettiik.



Differencidal pasztazo kalorimetria

Az EPR spektroszkopiai mérésekbdl nyert eredményekbdl a riportermolekula
kornyezetében végbemend valtozasokra kovetkeztethetiink, azonban a globdlis valtozasokrol
nem ad egyértelmii informaciot, ezért ezzel parhuzamosan DSC méréseket végeztiink, melyek
alkalmasak a globalis valtozasok jellemzésére.

A differencial pasztazoé kalorimetria (DSC) egy igen érzékeny és széles korben

A miiszer a hdaram mérés elvén miikodik. Egy hiithetd-fiithetd héelnyeld blokkban
talalhato az azonos térfogati mérd- €s referencia cella, amely a muszer egyik legfontosabb
része. A celldk felfiitése ugyanazon idében ugyanolyan moédon torténik. Mivel a két cella
hdkapacitasa kozel azonos, a programozott flités soran a két edény hdmérséklete azonos
modon valtozik, hémérsékletkiilonbséget mindaddig nem tapasztalhatunk, amig valamilyen
homérsékletindukalt valtozds nem jon létre valamelyik cellaban. A termikus egyensuly
fenntartdsa érdekében a mér6 vagy a referencia cellaba kell energiat taplalnunk. A
hémérsékleti kiillonbség eldjelétdl fliggden, a flitdaramot Al-vel annyira megnoveli, hogy a két
cella kozti homérsékletkiilonbség kiegyenlitdédjon. A mérések sordn a rendszer
entalpiavaltozasat mérik a homérséklet fiiggvényében.

A kalorimetrias kisérleteket a PTE AOK Biofizikai Intézetében végeztiik egy Setaram
Micro DSC-II kaloriméteren. Minden mérés 5-80°C homérsékleti tartomanyban tortént
Hastelloy mintatartd edényekben. Az izomrostok nedves tomege 150-250 mg volt. Méréseink
soran az indukalt denaturacié irreverzibilisnek bizonyult. Az entalpiavaltozas a gorbék alatti

tertiletek szdmitasaval keriilt meghatarozasra.



Eredmények és kiovetkeztetések

[zomrostokon végzett EPR méréseinkkel az izomkontrakcid ATP hidrolizis ciklusa hossza
¢lettartalmit  koztes  allapotainak  szimuldldsaval a  molekularis — atrendezddéseket,
konformaciovaltozasokat vizsgaltuk spektroszkopiai szondak beiiltetésének segitségével.
belso, lokalis valtozasokra is kovetkeztethetiink.

a) Konvencionalis ¢s ST EPR méréseink eredményeibdl megallapitottuk, hogy
rigor allapotban az izomrostokon mért EPR spektrumok nagyfoku irdnyfiiggd
rendezettséget mutattak mindkét jeldlonek (TCSL, MSL) a cys 707-hez valo
kapcsolodasa esetén. Kiilonbség csak a kitiintetett iranyukban ¢és a
szOgszorasban volt. Ez a kiilonbség a jelolok eltérd tulajdonsagaival
magyarazhatd, hiszen kiilonbozik kémiai szerkezetiik és kapcsoloddsuk modja
is. A spektrumok alakjabol arra kovetkeztettiink, hogy a labelek erdsen

immobilizalt allapotban vannak a konvencionalis EPR i1ddskalajan.

b) Szaturaci6 transzfer EPR méréseink bizonyitottdk, hogy a két fehérje molekula
kapcsolodéasa rigid, rigor allapotban minden miozin molekula aktinhoz
kotodik; ez a kotddés sztereospecifikus rigid kotés, azaz a kotés egy és csakis

egy modon valosulhat meg.

c) ADP jelenlétében az EPR spektrum az AM.ADP koztes allapotnak felel meg.
Osszehasonlitva a rigor és ADP allapotra jellemzé spektrumokat MSL
szondamolekula hasznalata esetén a miozinfejek orientacidja valtozatlannak
tlnt, ezzel szemben TCSL-rostok esetében szignifikdnsan eltérének

bizonyultak.

d) MSL ¢és TCSL szondadkat hasznaltunk a hidrolizis ciklus ,,weak binding”
kotést modellezé allapotainak vizsgalatahoz is. Ezek koziil az AM.ADP.Pi
allapotot ATP ¢és ortovanadat segitségével modelleztiik, amikor tartdsan
disszocialtattuk a miozin fejeket az aktin filamentumoktol. Ebben az esetben
mind MSL mind pedig TCSL jelolé hasznalata esetén jelentds valtozast

figyeltiink meg az EPR spektrumokon, az el6zd két allapothoz képest a miozin



fejek szogeloszlasaban. Mindkét jelold esetén egy random eloszlasu labelekre
jellemzd populéciot azonositottunk. Kiilonbséget talaltunk abban az esetben is,
ha ATP helyett ADP-t alkalmaztunk Vi mellett, hiszen ATP esetén szinte
kizéarolag csak az eldbb emlitett random populacio jelent meg, mig ADP esetén
a random populacid6 mellett az ADP orientdlt populaciéo jelenlétét is
bizonyitottuk. Kimutattuk, hogy ebben az Aallapotban a spektrum nem

orientaciofiiggo, €s valoszintsitettiik, hogy ,, weak binding ” kotés nem idéz el

crer

e) Weak binding allapot modellezésére ADP.AIF, ¢és ADP.BeF, rostokat
vizsgaltunk. EPR kisérleti eredményeinkbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy ADP.BeF, allapotra jellemzd spektrum eltér mind az ADP.AIF,4, mind az
ADP.Vi allapotokban mért spektrumtol. ADP.BeFx allapotban két
konforméciot azonositottunk 60-40% aranyban. A nagyobb aranyban jelenlévd
populéciot az M.**ADP.Pi closed weak binding allapotnak, mig a kisebb
aranyt populaciot M.*ATP dallapotnak feleltettik meg. Feltevéseinket
spektrummanipulacioval is aldtdmasztottuk, tovabbi y-ATP-t hasznalva
kisérletekkel valoszintsitettiik. EPR eredményeink alapjan bebizonyitottnak
véljik, hogy az ADP.BeFx és y-ATP valdsziniileg ugyanazt az allapotot
reprezentalja. ADP.AIF, allapotban 1év6 izomrostok EPR spektrumait nem

tudtuk megkiilonboztetni az ADP.Vi (ADP.Pi) allapott izomrostokétol.

f) ATP éallapot modellezésé¢hez hasznalt AMP.PNP esetén két miozin populdciot
figyeltiink meg; egy random frakcidt, amely az ADP.Pi allapotot kozelitd
ADP.Vi éallapotnak felel meg és egy rendezett, aktinhoz kotott allapotot. A
rendezett allapot MSL jel6lé hasznalata esetén rigor allapotnak, TCSL jel6lo
esetén ADP éllapotnak, tehat mindenképpen ,,strong binding” kapcsolatnak
felelt meg. A rendezett allapoti frakcid megkdzelitdleg 50%-a volt a teljes

jelold koncentracidonak.

A kiilonb6zd konformacids allapotokban bekdvetkezd globalis valtozasok tisztazasara
DSC mérést alkalmaztunk. A DSC nem szerkezeti vizsgald mddszer, az altala szolgaltatott

adatok csak kozvetve engednek bepillantast a szerkezetbe, igy a termogramokbol csak kelld



ovatossaggal lehet kovetkeztetetéseket levonni, viszont kitlind kiegészitdje és megerdsitdje az
EPR eredményeknek.

Glicerinezett izomrostok hdatmeneti gorbéit Gauss tipusu fiiggvényekkel leirhato
héatmenetekre bontottuk fel, és az egyes atmenetekhez tartozd dinamikai folyamatokat

valdszinisitettiik. [zomrostok esetén 4 f6 komponensre bonhat6 a mintazat.

crer

crcr

reprezentalja a miozin rudat, a harmadik héatmenet az aktintdl szarmazik. Ezek az dtmenetek
gyakorlatilag nem vagy csekély mértékben valtoznak nukleotidok jelenlétében a kiilonbdzo
intermedier allapotokban.

A legmagasabb, negyedik tranzicios homérséklet esetében viszont szignifikans
valtozas figyelheté meg, elmozdult a magasabb hdmérsékleti tartomany felé, amikor a puffer
oldatba az AMP.PNP, AM.ADP.V;, valamint ADP.BeF, és ADP.AIF, jelenlétében.
Valészintsithetd, hogy ez az d&tmenet az ADP bekotddésének koszonhetd a miozin nukleotid
koté doménjéhez vagy az aktinhoz. A valtozas mértéke fiigg a nukleotid analog tipusatol.
Nukleotid kotddése stabilitast eredményez a szerkezetben, amely nagyobb hdstabilitasban
nyilvanul meg.

a) Rigor és ADP allapotban csupan MOPS puffer hasznalata esetén tapasztaltunk
valtozast, hiszen a pH stabilitds a denaturaciés mérés soran csak MOPS puffer
hasznélata esetén maradt véltozatlan. ADP bekotddése tehat hdstabilitast eredményez
az izomrostban, amelyet a 4. hdatmenet kozel 3°C-os emelkedése bizonyit. Nagy a
valoszinlisége annak, hogy ADP bekotddésére a doménen beliili flexibilitas-és/vagy

orientacidvaltozas- lehet a magyarazata a rigor ¢és ADP allapot eltéré termikus

crer

b) ,, Weak binding” allapot modellezése esetén ADP-t és ortovanadatot adva a rostokhoz,
létrehozva ezzel az AM.ADP.Pi allapotot, a negyedik atmenet szintén szignifikansan
eltolodott a magasabb hdémérsékleti tartomanyba. Ez az 4tmenet részben -a miozin
nukleotid kot6 doménje mellett- a miozin aktink6td doménjének és az F-aktin
olvadéasanak tulajdonithato. A DSC gorbe ezen komponensének kiszélesedése és a
magasabb homérséklet felé tolddasa a megndvekedett kalorimetrias entalpiaval egyiitt
arra is utal, hogy a ligand kotés révén az aktink6té domén stabilitdsa megnovekedett, a

nukleotidk6td zseb kornyezete jobban ,,csomagolt” vanadat jelenlétében.



Differencialis DSC mérések arra utalnak, hogy a nukleotid aktinhoz k&tddése jelentds

termikus hatéssal jar.

Termikus denaturaciés vizsgalatainkbol —megallapitottuk, hogy AM.ADP.Vi,
AMP.PNP, valamint ATP ¢és BeF, vagy AlF, kotésekor keletkezd allapotok
konforméciodja és energetikdja kiilonbozik a rigortdl, és nem azonos az erdsen kotott
allapottal. Az eltérd tranzicids homérsékletek ¢és kalorimetrids entalpiak szignifikéns
kiilonbségeket jeleznek a miozin fej belsd szerkezetében és a nukleotid-miozinfej
kolcsonhatasban, valamint az F-aktin szerkezetében: a legmagasabb denaturacios
hémérseéklet a Vi, AMP.PNP ¢és BeFy sorrendben né az F-aktinra jellemzo
denaturacios csucs hatarozott elkiiloniilésével. Ez a megfigyelés arra enged
kovetkeztetni, hogy az ATP hidrolizis ciklus modellezett koztes allapotaiban, ,, weak-
binding” allapotokban AM.ADP.BeFx esetén a leggyengébb a miozin aktinhoz valo

affinitasa.
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