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Bevezetés

A sejtekben szamos mechanizmus alakult ki, melyek a belsé kornyezet rendezett
kialakitasaért ¢és fenntartasaért felelnek. Nagy sejtorganellumok ¢és makromolekularis
komplexek nem mozoghatnak hatékonyan a diffuzié tjan, gyors €s nagy tavolsagu cellularis
transzportra van sziikség. A sejt kiillonb6zd célbol végrehajtott alakvaltozasai, a membran
beflizddése a citokinézis soran, iranyitott €s jol szervezett folyamatok révén valosul meg. A
szervezet legparanyibb ¢l6 egysége megoldasként igen hatékony stratégiat hasznal:
molekularis motorokat mikodtet ATP-b6l szarmazo szabadenergia felhasznéaldsaval. Ilyen
motorok az aktin alapu motorfehérjék, a miozinok. Az ATP hidrolizisébdl szdrmazo kémiai
energiat mechanikai munkéava alakitjak, mellyel aztdn az aktinon, mint a sejt természetes
belsd sinhalozatan mozognak.

A miozinok az egysejtli eukariotaktol a gerincesekig mindeniitt megtalalhato fehérjék.
Fizioldgiai szerepiik sokréti: f6 kontraktilis fehérjéi az izomnak, szerepiik van a
sejtmigracioban, a sejtalak ¢és a sejtpolaritds kialakitdsdban, a sejtadhézidban, a
sejtosztodasban, valamint a differenciacié soran egyarant [11].

A kiilonboz6 cellularis funkcidhoz adaptalédott miozinok szerkezete és mikodése
valtozatos képet mutat. Ezek alapjan vizsgalhatoak az eltérések az egyes osztalyok kozott.
Evtizedek ota végeznek kinetikai vizsgalatokat, amelyek részletes leirast adnak az ATPaz
enzimek miikodésérdl. A miozint — sokfélesége miatt — az egyes szerkezeti valtozasok soran
torténd miikodésbeli sajatsdgok szintén jo vizsgalati objektumma teszik. Ez az egyik oka,
hogy régota folytatnak kisérleteket ezekkel a fehérjekkel.

A masik ok, hogy a miozin patoldgiai szerepe is jelentds: szadmos betegség kozvetlen
vagy kozvetett okozdja. A nem-izom miozin 2C mennyisége tumorsejtekben rendkiviil
magas, ezaltal a radkkutatdsban fontos szerepet kaphat, a nem-izom miozin 2B bizonyos
mutacioja vizfejiséget okozhat, és a kiragadott példdkon kivil még szadmos kortani
informacid lelhetd fel az irodalomban [3, 12].

A mi vizsgélataink targyat a nem-izom miozin 2C alkotta. Ezt a fehérjét csak par éve
fedeztek fel, ezaltal biokémiai karakterizalasa még folyamatban van, amihez remélhetdleg a

mi eredményeink is hozzajarulnak.



Célkitiizések

Munkdénk sordn az NM2C egyfejli konstrukcidjanak részletes kinetikai tulajdonsagaira
szerettiink volna fényt deriteni. A kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:
- hogyan valtozik az erOkar konformécidja a bekotddd nukleotidok (ADP illetve ATP)
hat4séara?
- mint ATP4z enzim, mekkora az ATP bontasanak ciklusideje, azaz milyen gyors motor?
- nagy vagy kicsi az aktinaffinitasa?
- milyen sebességgel koti az egyes nukleotidokat?
- az ATP-hidrolizis sordn a kiilonboz6 koztes allapotok melyikében mennyi id6t tolt
ciklusidejébol?
- a kapott eredményeket igyekeztiink méas miozinok értékeivel dsszehasonlitani.

A kinetikai paraméterek meghatarozasa és ezzel egyiitt az NM2C karakterizalasa az
enzim ¢€lettani szerepéhez sziikséges tulajdonsagait tarja fel.

A jelen dolgozat igyekszik dsszefoglalni eddigi eredményeinket.



Irodalmi attekintés

A miozinrdl altalaban
Szerkezet

A molekularis motorok miozin
szupercsaladja tobb, mint 25
osztalyt ~ szamlal,  melyek
kiilonbozo sejten beliili
funkciokat toltenek be, ¢és
ehhez kapcsolédva  sokféle

szerkezetliek. Mégis felallithato

egy alapvetd felépités: 1. abra: Miozin molekula szerkezeti rajza
(http://termtud.akg.hu)

mégpedig a nehéz lanc (MHC)

fej- (motor domén), nyak- és farokrégiora oszthatdo. Az N-terminuson a motor domén
tartalmazza az aktin- és nukleotidkotd helyet. Ez a domén a legkonzervaltabb. A nyaki
részhez konnytilancok (MLC) kapcsolddnak. A C-terminalis farok rész mutatja a legnagyobb
diverzitast, mind hosszat, mind szekvenciajat tekintve; szerepe kargokotés, a molekula
kihorgonyzasa, stb., illetve tobb miozin osztalyban o-helikélis coiled coil-t formal, igy
létrehozva a kétfejii miozin molekulat (az egyfejii

miozin molekulak tipikus képviseldi — mas osztalyok

mellett — a miozin-1 izoformdk). A miozin-2

molekuldk filamentumokba rendezddnek, ezeket az + tripszin
izomban vastag filamentumoknak hivjadk (mig az '
aktin filamentumok a vékony filamentumok).

Szent-Gyorgyi és Mihalyi darabolta fel el8szor

HMM LMM

a miozin molekulat kiilonb6z6é enzimekkel [13, 14].

Tripszines emésztés utan a molekula két részre h : : .
pszines emésztés utan a molekula két részre hasad |+ papain

nehéz  meromiozinra (HMM) ¢és  konnyl (

meromiozinra (LMM). A HMM a miozin fejeket és a pap—

farokrész egy kis darabjat foglalja magaba, mig az Vi 3
LMM a maradek farki régiot A HMM konstrukcio S1 g2
eldnye, hogy a teljes molekulaval ellentétben

2. abra: A miozin emésztéssel eldallitott

szolubilis, motoraktivitdsa nem sériil, és a két fej fragmentumai (www.nbi.dk)



egymasra gyakorolt hatasa is
vizsgalhatd rajta. Papainnal
torténd  tovabbi  emésztés
hatasara a HMM szétbomlik
2 db S1 (szubfragmentum 1)
¢s egy S2 (szubfragmentum
2) nevezetli részre. Az S1 egy
motor doménbdl és a nyaki
régiobol allo, egyfejii, motor
aktivitassal rendelkezd
3. abra: Az S1 kristalyszerkezete (Stryer: Biochemistry, 2002)
konstrukcio, melyen az enzim
kinetikai paraméterei kivaloan vizsgalhatoak. Az S2 a maradék coiled-coil rész. Az Sl
részletes strukturdja, vagyis a funkcionalis szubdomének a 3. dbran lathatoak. A két 50 kDa-
os szubdomén az aktinkotd arkot fogja kozre, a felsé 50 kDa-os és a 25 kDa-os N-terminalis
szubdomén kozott helyezkedik el a nukleotidk6td zseb, melyben a tobb szempontbol 1ényeges
P-hurok foglal helyet, ami egy evoluciésan nagyon konzervalt rész az NTPaz fehérjékben. Az
S1 C-terminalis része a 20 kDa-os konverter-erokar régio. A képen lathatd még a nyaki
régioban helyet foglald 2 konnyiildnc (ELC: esszencidlis konnytlanc, RLC: regulacios
konnytilanc), melyek szerepe a nehézlanc stabilizdldsa és a molekula miikddésének
szabalyozasa egyes miozinokban.

Egy kis kitér6 az aktinra, hiszen ahogy a vonat nem képzelhetd el sin nélkiil, ugy a
miozin sem aktin nélkiil. Az aktin monomer forméja a globuldris aktin (G-aktin), mely
alacsony ionerdsségnél, alacsony hdmérsékleten és ligos pH-n felvett szerkezet. Fiziologids
kortilmények kozott azonban polimerizalddik, kialakitva a filamentdzus aktint (F-aktin). A
falloidin a filamentum végéhez kotddve gatolja annak depolimerizacidjat. A filamentumok
kialakulasa, lebomlédsa és Gjraépiilése szamos sejtbéli mechanizmusban szerepet jatszik: az
amoboid mozgasban, a fagocitdzisban, a sejtosztodas esetében a leanysejtek szétvalasaban, a
kiilonboz6 sejtnytlvanyok 1étrehozasaban és megsziintetésében. Az F-aktin polaris struktiraja
alapjan megkiilonboztetnek pozitiv és negativ véget.

A miozinrdl az ATP-hidrolizis termékei nagysagrendekkel gyorsabban szabadulnak fel
aktin jelenlétében. Az aktin-miozin kolcsonhatas 1étrejottét aktin-asszocidlt fehérjek
iranyithatjak. Ilyen fehérjék a troponin és a tropomiozin vazizom esetében. A szuperhelikalis
szerkezetli tropomiozin az aktinfilamentumok éarkéban helyezkedik el. Hozza kotddnek a

kiilonbozé troponin alegységek: a TnC, mely a citoplazmatikus Ca*" kotéséért felelds, a Tnl



az aktinhoz kotddik, a TnT pedig kozvetleniil a tropomiozinhoz. Ha idegimpulzus hatéséra a
szarkoplazmatikus retikulumbol felszabadulé Ca*" a TnC-hez két, az konformacid-valtozast
szenved. E valtozas attevodve a tobbi troponin alegységre végiil eléri a tropomiozint, mely
erre a hatasra szorosabban belesimul az arokba, felszabaditva az aktinon a miozin
kotohelyeket. Ezen sorozatos 1épések révén valdsulhat meg az aktomiozin kdlcsonhatés.
Miikodési mechanizmus

A miozin mikodését az izomkontrakcido mechanizmusan tartak fel és ennek alapjan allitottak
fel a ,,csuszd filamentum” modellt. A modell a vastag (miozin) és a vékony (aktin)
filamentumok egymason val6 elcstiszasan alapul. Ha a vastag filamentumok becsusznak a
vékonyak kozé, az izom rovidiil, ellenkezd esetben megnyulik. A nagy szamu szarkomer (az
izom miikodési egysége) Osszehangolt munkdjabol és egymds utdn kdvetkeztébdl adodik,
hogy ezen mikroszkopikus mozgédsok Osszeadddnak, és az izom hossza akar lathatéan
megvaltozik.

A. Huxley ¢és H. Huxley vizsgalta

részletesebben a kétféle filamentum interakcidjat, és
megfigyelték, hogy a vastag ¢és vékony
filamentumok  kozott  kereszthidak  1étesitenek
kapcsolatot, melyek a vastag filamentumhoz
tartoznak, és folyamatosan — ritmikusan — toljak
0débb a vékony filamentumot.

Késébb Lymn ¢€s Taylor épitette bele ebbe a
modellbe a miozin ATP4z ciklusat. A kereszthidat
az S1 alkotja. 1. Iépésben az S1 nukleotidmentes
allapotban az aktinnal 45°-0s szoget zar be. ATP
hatasara az S1 ledisszocidl az aktinrol (2. 1épés). 3.
1épésként a miozin elhidrolizalja az ATP-t, amihez

kapcsoltan az erdkar felhizédik — ekkor a miozin

fej nincs az aktinhoz kotve, és merdlegesen all a )

. Abra 4: A Lymn-Taylor modell [4]
vékony filamentumra. 4. 1épésként a nukleotidkotd
zsebben mar ADP-t és foszfatot (P;) k6td miozin visszakét az aktinhoz, felszabadulnak a
termékek €és megtorténik az erdkifejtés (powerstroke), vagyis a vékony filamentumot egy
1épésnyit eltolja a miozin. Ezzel a fej visszaall eredeti, 45°-os alapallapotaba [15]. A modell

szerint tehat az egész ,,kereszthid” elmozdul.



A 3D-s kristalyszerkezetek megalkotdsa azonban ravilagitott, hogy a modell javitasra
szorul. Nincs kilendiilé kereszthid, a motor domén ugyanabban a szdgben csatlakozik az
aktinhoz, csak az erokar mozdul el, atvezetve és felerdsitve a nukleotidkotd zsebben tortént
konformécio-valtozast [4]. Ezzel megsziiletett a ,kilendiild erdkar” hipotézis Holmes és
masok munkéssaga nyoman. A modellhez hozzatartozik, hogy a hidrolizis utan az aktinhoz
nem kotott fej a felhuzott allapotnak felel meg (pre-powerstroke), mig az erdkifejtés utan
lecsapott allapotba megy at a feji rész (post-powerstroke) — vagyis az erdkar helyzetét az
ATP-hidrolizis termékeinek felszabadulasa hatdrozza meg. Sok molekula egylittes munkaja
nagyon hatékony eredményt produkal, az aktin filamentum haladésédhoz vezet.

Bagshaw és Trentham megalkottdk a miozin ATPaz ciklusanak részletes kinetikai
modelljét. A motor domén triptofan aminosavakat tartalmaz, melyek fluoreszcencidja
mérhetd. Ha fluoreszcencia-valtozas észlelhetd, az azt jelenti, hogy a Trp helyzete ill.
kornyéke megvaltozott konformacid-valtozas altal. Bagshaw és munkatarsai a nukleotidk6td
zseb kornyékén 1évo Trp (Trp*) és a relé-hélixen 1évo Trp-t (Trp**) fluoreszcenciavaltozasat
hasznaltak fel a konformacid-valtozasok detektalasara [16].

Az aktomiozin mukodési ciklusa:

K, K, Ky’ K, Ky
AM + ATP —=—AM(ATP) =—=AM - ATP =—=AM-ADP - P,—AM - ADP —=AM
1 K 17:¢ K, LK LK 1 K
Kl Kz ® K;; ’ K4 v K}
M + ATP =—— M(ATP) —m— M-ATP —— M-ADP:-P, —— M- -ADP —— M

5. abra: Az aktomiozin kinetikai ciklusa [8]

Kiinduldsnak tekinthetd, mikor az miozin az aktinhoz szorosan kapcsolddik, nukleotid
nincs jelen. Elsd 1épésben ATP kot a miozinhoz. A kotés soran eldszor egy titkozési 1épés
figyelhetd meg (K; vagy K;’ egyensulyi allandd), majd egy izomerizacids 1épés kovetkezik
(K; vagy K;’) mely sordn az ATP a nukleotidk6td zsebbe keriil. ATP hatasdra a miozin
levalik az aktinrél. A miozin ezen allapotat nevezik gyenge aktinkotd allapotnak. A levalt
miozinfej elhidrolizalja az ATP-t ADP-re és szervetlen foszfatra. A hidrolizishez kapcsoltan a
fej konformacios valtozason megy keresztiil — azaz felhuzott allapotba keriil az erékar —, és
ebben az allapotban csatolodik vissza az aktinhoz — ez a kapcsolat mar erds aktinkotd allapot.
A kovetkezd 1épésben felszabadul a P; (K4 vagy Ki4’), megtorténik az erdkifejtd 1épés
(powerstroke), a miozin elmozdul az aktinon, mint egy sinen. A legvégsd 1épésben az ADP is

levalik a fehérjérdl (Ks, Ks’). Maga az ATP hidrolizise (K3) nagyon gyorsan jatszédik le, a



kiilonbségek az egyes miozinokban féként ott kereshetdk, hogy a termékek milyen
sebességgel szabadulnak fel (a termékfelszabadulast az aktin jelenléte gyorsitja fel) [8]. A

gyenge ¢és erds aktinkotd allapotokat a 6. abran lathatjuk.

6. abra: Az ATPaz ciklus grafikus sémaja [2]

A motorok mitkddése szempontjabdl nagyon fontos paraméter a terhelési ardany (duty
ratio), mely az erés aktinkoté allapotok aranyat viszonyitja a teljes ciklushoz. Igy
megkiilonboztetiink alacsony és magas terhelési ardnyt miozinokat. Az alacsony terhelési
aranyl miozinokra jellemzd, hogy enzimciklusuk nagyobb részét gyenge aktinko6td

allapotokban toltik, vagyis ciklusuk gyors, esetliikben a korfolyamat sebesség-meghatarozo

Iépése (a tobbihez képest a leglassabb
sebességgel rendelkezd 1épés, eziltal ez
hatdrozza meg az egész ciklus életidejét) a

foszfat felszabadulds. A magas terhelési aranyt

miozinok erds aktinkotd allapotokban toltik

ciklusuk nagy részét, kevesbe gyorsak, inkabb 7. abra: Gyenge ¢s erds aktinkoté allapotok
erOfenntartasra  specializalodtak, sebesség- aranya az ATPaz ciklusban [2]
meghataroz6 1épésiik az ADP felszabadulasa [2].

Tranziens kinetikai mddszerekkel megmérve az egyes Iépéseket, €¢s meghatirozva
azok sebességét, megallapithatd a sebesség-meghatarozd 1épés, amivel szamos informaciot
szerezhetliink az adott motorfehérjérdl, illetve enzimkinetikai alapok fektethetéek le vele
kapcsolatban.

Egy motorfehérje vizsgélata soran fontos megnézni, hogy az adott fehérje processziv

motor-e. A processzivitds folytonossagot jelent, a mi szemszogiinkbdl pontosabban azt, hogy
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egy molekularis motor folyamatosan halad — lépked-e az aktinon, nem elengedve azt
egyszerre mindkét fejével. Ehhez arra van sziikség, hogy az adott enzimnek nagy legyen az
aktinaffinitdsa, vagyis ciklusa nagy részét aktinkotott allapotban toltse (magas terhelési
aranyl motor — high duty ratio), illetve az egyik feje mindig kotve legyen az aktinhoz
(kiilonben eldiffundalna a sejtben, tavol az aktintol). Ilyen processziv 1épegetd az organellaris
transzportban résztvevo miozin-5. A miozin-1 és —2 izoformak jellemzden alacsony terhelési
aranyu motorok. Az altaluk formalt vastag filamentumok egyiittesen egy magas effektiv duty

ratio-t hoznak létre, és folyamatoson elcsusznak az aktinon [2].

Motorfehérjék enzimatikus paramétereinek vizsgalata

ATPaz ciklusuk sokfélesége, az, hogy mikor melyik lépésre mekkora ,hangstly”
tevddik, hatdrozza meg, milyen funkcidhoz adaptalodott az adott motorfehérje, hogy minél
kifinomultabb miikodést tegyen lehetévé az élettani, fizioldgiai funkcidkkal 6sszhangban.

ATP-t adva feleslegben miozinhoz, el fogja azt hidrolizélni, bar aktin — mint aktivator
— hidnyaban kisebb sebességgel, mint annak jelenlétében. A hidrolizis mértékét, vagyis hogy
egy enzimmolekula hdny ATP-molekuldt bont el egy masodperc alatt, bazalis ATPdz
aktivitasnak nevezzik.

Abban az esetben, ha a reakcioban aktin is részt vesz, a ciklusid6 rovidil, mert az
aktin gyorsitja a termékek felszabadulasat. Ebben az esetben az enzim aktin-aktivalt ATPaz
aktivitasa mérhetd. Az aktin koncentraci6 fliggvényében felvéve az aktivitast,
meghatarozhatd, hogy egy enzimmolekula hany ATP-molekulat hidrolizadl egy masodperc
alatt maximalis sebességgel. Az aktin koncentracid novelésével eloszor gyorsan ndovekvo
aktivitas tapasztalhatd, majd a gorbe telitést mutat. Tovabbi aktin hozzdaddsa nem valtoztat a
bontds sebességén. Azt az aktin koncentracidt, ahol az ATP4z aktivitas fele a maximalisnak
(vagyis az az aktin koncentracio, ami félig teliti az enzimet), a K 7p,. értékkel jelemezziik.

A motorfehérjék vizsgalata soran vizsgalhatd tovabba az in vitro motilitas (IVM).
Ebben az esetben az egyedi miozin molekuldkat kikotik egy feliiletre. Ezutdn hozz4adnak
jelolt aktin filamentumokat és nukleotidot. ATP hatasara az aktint k6td miozin molekuldk
végrehajtjak enzimatikus ciklusukat/ciklusaikat, eltolva ezaltal az aktin filamentumokat. Az
aktin filamentumok mozgasa detektdlhatod, a csiszds sebessége a ,,miozin-felszinen” pedig

kiszdmithaté pm/s egységben [17].
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A miozin-2 osztdlyl

A miozin-2 osztdly vazizom, szivizom, simaizom és citoplazmatikus nem-izom
miozinokat foglal magaba, emberben Osszesen 15 kiilonbozé izoformat. A kiilonbségek a
nehézlancok (MHC) génjeinek sokféleségében kereshetdek, valamint a pre-mRNS-ek
alternativan hasitott formai is hozzéjarulnak a diverzitashoz.

Az osztaly tagjai a f6 kontraktilis fehérjék az izomban, valamint dontd a szerepiik van
a nem-izom sejtek Osszehuzodasban is. A nem-izom miozinok nehézldncaik alapjan a
simaizom miozinnal mutatnak evolucios rokonsagot.

Minden miozin-2 izoformara jellemzd, hogy hexamer, egy nehézlanc dimerbdl és 2
par konnytilancbol all. Reverzibilisen képesek kotddni az aktin filamentumhoz, ATP-t
hidrolizalnak, mely 4ltal kémiai energiat alakitanak mechanikai munkédva — a vékony
filamentumon valé haladdshoz. Azonban Iényeges kiilonbségek vannak a kiilonb6zd
izoforméak kozott a szabalyozasukban. A vaz- és szivizom miozin-2-ket aktinhoz asszocialt
fehérjék regulaljak (troponin €s tropomiozin), a gerinces nem-izom (NM) €s simaizom (SM)
miozin-2-k a 20 kDa-os konnytiilancok foszforildlasa utjan szabalyozddnak (1d. késdbb) —

foszforilalas utan né motoraktivitasuk €s filamentumképzésik [18].

Nem-izom miozin-2 izoformdk’ (NM2)

Az NM2 alosztaly alacsonyabbrendlieckben minddssze egyetlen tagot szamlal, mig
emldsokben 3 izoformdja fordul eld, amely ,,valtozatossadgot” a magasabb rendii szervezet
komplexebb szervezddése igényli. A sokféle szerv- €s szdvettipus, valamint ezek kiilonb6zo
mikodéséhez és funkcidjdhoz vald adaptalddasa, az ehhez szorosan kapcsolodo sejtbéli
kiilonbségek megkovetelik a miozinok széles korlien valtozatos és nagyobb szamat.

Emldsokben 3 kiilonb6zd gén kodolja a 3 fehérjét, pontosabban a 230 kDa tomegii
MHC-ket: MYH9 (NM2A), MYH10 (NM2B) ¢é¢s MYH14 (NM2C). Az MHC-k filogenetikai
analizise azt mutatja, hogy a 2A ¢és 2B kozott 80%-os hasonlosdg van, mig a 2C-vel
hasonlosaguk csak 64% (az SM-MHC-2 76%-o0s hasonldsagot mutat a 2A és 2B-vel). Ez azt

jelenti, hogy a 2C egy korabbi ledgazasa a nem-izom/simaizom csalddnak, mig a masik harom

" A dolgozatomban a miozin osztalyokat arab szammal jeloltem témavezetdm javaslatira. Bar eredetileg romai
szamokkal jelolték dket, jabban azonban attértek az arab szamokkal valo jeldlésre, mivel ma mar 25-nél tobb
osztaly kiiloniil el.

? Izoforma alatt a klasszikus értelemben vett, kiilonbozé génrél atirodé fehérjevaltozatokat értem. A dolgozatban

késébb eldfordulo splice-forman pedig az egy génrdl atirddé pre-mRNS-ek alternativan hasitott formajarol
transzlalodo fehérjéket (az irodalomban gyakran mindkett6t izoformanak irjak).
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(2A, 2B, SM) kozelebb all egymashoz szekvencia analizisiik szerint (a fa mdasik agan a

vazizom, a szivizom MHC-k lathatoak) [7].
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8. abra: Az NMHC-k filogenetikai faja [7]

Jellemzden filamentumformald fehérjék, azonban esetiikben minddssze par 10
molekula asszocial ugynevezett minifilamentumba. Ezzel hosszi idén keresztiil képesek
lesznek az eréfenntartésra.

Esetiikben is két par konnyii lanc kotddik a nehéz lancokhoz, a 17 kDa-os MLC,7 és
20 kDa-os MLCyp. Az MLCyp-at szamos kindz foszforildlhatja, ugymint Ca*"-kalmodulin-
fliggd miozin konnylilanc kinaz (MLCK), Rho kindz, és az AMP altal aktivalt protein kinaz.
Az AMP-kinaz egy metabolikus regulator, akkor aktivalodik, ha alacsony az ATP-szint és
energia-deprivacio all fent. Hidnyaban az NM2 inaktiv, a sejtalak és a mitdzis abnormalis. A
kinaz aktivaciojaval azonban drasztikus alakvaltozas figyelhetd meg, kialakul az az apikalis-
bazalis polarizacio, a kefeszegély (mint azt human vastagbél sejtvonalban megfigyelték).
Ebbdl megallapithatd, hogy az NM2, mint egy energia-érzékeld és sejtpolaritast meghatarozo
negativ szabalyozé miikodik. Ezek az enzimek elsddlegesen a Serl9-et (néha Thrl8-at)
foszforilaljak, novelve ezzel az aktin aktivalt MgATPaz aktivitast, a filamentumképzést €s a
kontraktilis aktivitast [11]. A defoszforilalas a miozin foszfatdz rendszer feladata, hatasara
csokken a kontraktilis aktivitas. Mindkét esetben a Ca®"-szint a szignal. Az NM2-k mellett a
simaizom miozinok szabdlyozasa torténik ezzel a mechanizmussal.

Ezen miozinok a nem-izom sejtekben sokféle cellularis folyamat résztvevdi. A
citokinézis  folyamatdban feladatuk a membranbefliz6dés irdnyitdsa.  Szerepiik

nélkiilozhetetlen a sejtmigracioban, mialatt az amoboid sejtnyulvanyok kialakulnak és
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»huzzdk magukkal” az egész sejtet - hiszen ehhez elengedhetetlen az aktomiozin-hélozat
atrendezddése. Ugyanigy elengedhetetlenck a sejtdifferencidcioban — embriondlis korban a
gasztrulacioban, a sejtek ¢és szovetek alakjanak kialakitdsaban €s fenntartasdban, valamint a
kortikalis tenzi6 fenntartasaban.

Tagjaira jellemz0, hogy els6sorban nem az erdteljes kontrakcidban rejlik mitkddésiik,
sokkal inkabb a hosszantartd erdfenntartasra ill. lassabb intracellularis mozgésra
specializaloédtak. Ha Osszehasonlitjuk 6ket a vazizom miozinokkal, melyek gyors motorok,
vagyis ciklusidejiknek csak kis részét toltik aktinkotott allapotban, vagy az ellentétnek
tekinthetd miozin-5, ami esetében az erdsen aktinkotott allapotok domindlnak, az NM2
osztaly tagjai koztes helyet foglalnak el. Hosszi enzimciklus jellemzi dket (ciklusidejiik 2-6 s
— vazizom: 0.03 s), ciklusuk nagy részében erdsen kotddnek az aktinhoz, vagyis a leglassabb
motorok. Ez viszont azzal az elénnyel jar, hogy kevés ATP elfogyasztasaval hosszan tartd
erékifejtésre képesek, azaz igen ,,energiatakaré¢kosak”.

Az eréfenntartdsra vald specializaltsagukat tobb kutatd is vizsgalta. Elsésorban az
NM2A ¢és 2B esetén bizonyitottak, hogy simaizomban vegyesen fordulnak el simaizom
miozinokkal. Ebben az esetben a szerepiik a kontrakcio fenntartdsa hosszabb ideig. Morano ¢€s
munkatarsai vizsgaltdk a simaizom és nem-izom miozinok egymadsra hatdsat simaizom
sejtekben [10]. A kisérleti egerek génjei kozil kiiitottek az SM-MHC-t kodolo gént —
Osszehasonlitasul vad tipusi egészséges egereket vizsgaltak és erre a génre heterozigota
egyedeket. Az egészséges egerek hugyholyagjabol szovetmintat vettek, majd az KCI-
polarizacids technikaval ingerelték, izometrids Osszehuzodasra késztetve azt. Az izometrids
0sszehuzodas vizsgalhatod ugy, ha az izmot kifeszitik két pont kozott, igy az ingerlés hatasara
hossza nem valtozik, fesziilése viszont igen, ami mérhetd. Az ingerlés hatdsdra megfigyelhetd
volt egy gyors 0sszehizodas (1. fazis), majd egy lassan lohad6 eréfenntartd fazis (2. fazis). A

feszités mértékét abrazoltak az 1d6 fiiggvényében:

fazis 1
fazis 2 fazis 2
1mN et 1mMN ﬂ
m = Ee =
—KH——— Kl —-KH- —KHA—KCl——KH-

T T
£ min 5 min

9. abra: Erdgeneralas mintdzata vad tipusi SM-MHC
(balra) és SM-MHC-deficiens allatok (jobbra) esetén
[10]
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Mindkét fazisban mérték az izom maximalis rovidiilési sebességét, ami gyors kontrakcid
esetén kozel haromszoros érték volt, mint a méasodik, eréfenntartd, fesziilt allapott izomnal.
Mikor SM-MHC deficiens egereken végezték el ugyanezt a kisérletet, azt az eredményt
kaptak, hogy naluk nem jelentkezik az 1. fazis, a masodik fazis viszont valtozatlan az el6z6
kisérletben leirtakkal, a kapott értékek kdzott nincs szignifikans kiillonbség. Mindezekbdl arra
kovetkeztettek, hogy az elsd, gyors Osszehtzodd fazisért a simaizom miozonok, mig a
masodik lassu, erofenntartd fazisért a nem-izom miozinok feleldsek. Ennek élettani
jelentdsége, hogy a hugyholyag iiriiléséért a simaizom miozinok, mig a telitett holyag falanak
feszitéséért a nem-izom miozinok feleldsek. Ezenkiviil a kisérleti allatokon azt tapasztaltak,
hogy ha nincs simaizom miozin, akkor a hugyholyag képtelen kiliriilni, és az egerek
sziiletésiik utan 24 d6raval elpusztulnak, ha viszont kiils6 nyomas hatasara kiiiriilt a holyagjuk,
akkor megélhették a 72 o6rat. Tehat a normalis miikodéshez mindkét miozin izoformara
sziikség van.

Késébb Rhee és munkatdrsai [6] vizsgaltak a
fenti kisérletek nyoman, hogy mi torténik, ha csak
simaizom miozin van jelen. Ugyanis a nem-izom
miozin egy szelektiv ATP4z inhibitorral, a blebbistatin-
nal gatolhat6. A blebbistatin nem valtoztatta meg az
elso fazis kontrakcids csucsat, azonban az eréfenntartas
ereje a felére esett vissza, bizonyitva ezzel, hogy a nem- 10 ébﬁgg;ﬁggfg;n[g?tésa v
1izom miozinok a tartds kontrakcid fenntartasaért felelnek. A nem-izom miozinok jelenlétére
Lofgren ¢€s munkatarsai [19] szolgaltattak tovabbi bizonyitékkal. Kimutattak, hogy az
erOfenntartd fazisban 1évé miozinok inkabb az ADP-hez mutatnak affinitast, ami a nem-izom
miozinokra jellemzd tulajdonsag, mig az elsd fazisban részt vevé miozinok ATPéaz-ciklusaban
a P; felszabadulas a leglassabb 1épés, ami pedig a simaizom miozinokat jellemzi. Ezzel

tovabbi bizonyitékot szolgéltattak az NM2-k eréfenntartod funkcidjara.

Az izoformak széveti eloszldsa

Az NM2C fehérjét kodolo MYH14 nevii gént Leal és munkatarsai fedezték fel a 19-es
human kromoszoman. Vizsgalataik elsdsorban a fehérjét kodol6 mRNS szervbéli eloszlasara
iranyultak. Kimutattdk, hogy az mRNS féként emberi vékony- és vastagélben valamint
vazizmokban bdséges [20]. Magat a NM2C-t 2003-ban irtdk le Golomb és munkatérsai [7].
Szamos szervben — egérben és emberben egyarant — meghataroztdk szoveti eloszlasat mind

mRNS mind protein szinten. Ezek szerint a fehérjét kodold6 mRNS emberben megtalalhat6 az
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mint a sejttestek. Legbosegesebben a tidd agy vese gyomor maj here higyhélyag
vazizmokban van jelen, legkisebb
mennyiségben pedlg a Simaizmokban 11. abra: A 3 izoforma eloszlasa a kiilonb6z6

] szervekben (csak szemléltetd és nem szamszerl
gazdag szervekben, ugy mint aorta, aranyok) — [3]nyoméan

hugyholyag és méh. Nem taldlhato a
Iépben, a csecsemémirigyben, a limfocitakban valamint a méhlepényben. Osszehasonlitva az
embrionalis és a felndtt szoveteket, embriondlis szovetben az NM2C mRNS-ének mennyisége
rendkiviil kicsi a felndttéhez képest. Fehérjeszinten 7 szervre esett a fokuszpont [3].
Legbdségesebben a tiidében és az agyban, kevésbé a vesében fejezodik ki, mig a gyomorban
csak egy egész kicsi mennyiséget taldltak. A hugyholyag, a méj, és a here pedig hijan van az
NM2C fehérjének. Osszehasonlitast végeztek ebbdl a szempontbél a 2A- és 2B-vel, és arra
jutottak, hogy mind a harom izoformabol a tiid6 tartalmazza a legtobbet, a 2C és 2B egyiitt
nagy mennyiségben az agyban fordul elé

Mivel ismeretesek az NM2C-nek olyan mutdcioi, melyek siketséghez vezetnek,
érdemes a fehérje eloszlasat megvizsgalni a belsé fiilben. A csontos csiga érzdfeliilete nagy
mennyiségben tartalmazza az NM2C-t, mig a ham- és az Oket koriilvevo alapszovet NM2A-

ban és 2B-ben bovelkedik.

Az NM?2 alternativ splice-formai
A csaladon beliil mi az NM2 osztaly tagjaival foglalkoztunk részletesen. Harom izoforma
koriil a 2A és a 2B mar régen leirasra kertilt, a 2C-t azonban csak az utobbi években fedeztek
fel [7].

Szamos szempontbol vizsgaltak és hasonlitottdk 6ssze a 3 fehérjét a jobb megértés
céljabol.

A harom nem-izom miozin-forma szdveti eloszlasat széleskortien feltartak. Az egyes
szervek, szovetek €s sejtek kozott lehet atfedés a fehérjék expresszios mintdzatdban, azonban
megesik, hogy egy sejtben csak az egyik izotipus lelhetd fel. Jellemzd, hogy a 2A foként
trombocitdkban, a 1épben, a 2B és 2C pedig legnagyobb mennyiségben az agyban fejezddik
ki.
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A harom izoforma mas-mas sejtbéli funkciokra szakosodott. Ezzel fiiggenek Ossze
enzimkinetikai tulajdonsagaik, hiszen a miikodés és a funkcid szorosan kapcsolt fogalmak. A
2A alacsony terhelési aranyt motor, vagyis ciklusidejének nagy részét gyenge aktinkotod
allapotban tolti, igy rovid é€letidovel rendelkezik, ezzel szemben a 2B aktin affinitdsa magas,
ciklusa lassu, hosszu id6n 4t tartézkodik erds aktinkotd allapotban, fenntartva ezzel akar egy
szerv Osszehuzottsagat. gy 2A példaul az aorta ritmikus Gsszehtuzodasaban jatszik fontos
szerepet, mig a 2B ezen sajatsaga a hugyholyag faldnak feszitettségében jelenik meg [21].

Munkénk ¢€s kutatdsunk kdzéppontjaban az NM2C 4llt, igy ezen fehérjérdl kovetkezik
részletesebb leirds. A 2A és 2B sem marad ki, hiszen a harom izoforma egymadssal valo
Osszehasonlitasa soran dertiil fény a kiilonbségekre.

A harom izoforma koziil a 2B-nek és a 2C-nek ismeretesek természetes alternativan
hasitott izoformai (a 2A esetében nem talaltak ilyet).

A 2B-nek két inszertalt formaja van (B1, B2), és egy olyan, amiben nincs inszert, ezt
nevezik B0-nak. B1 esetében 10 vagy 16 aminosav foglal helyet a loop-1-ben, az ATP-kotod
zsebhez kozeli flexibilis hurokban (a 212. aminosavtél kezdédden). Itoh és Adelstein a 10
aminosavas inszertalt format Bla-nak, a 16 aminosavasat Bl1b-nek nevezte el [22]. A B2 az
aktinkotd régioval szomszédos loop-2-ben tartalmaz egy 21 aminosavnyi inszercidt (a 622.
aminosavval kezd6d6en). Mind a Bl-re, mind a B2-re jellemz6, hogy csak idegszdvetben
expresszalodik, az elsd fehérje mar az embrionalis napokban megjelenik, és mennyisége a 10-
14. embrionalis napig egyenletesen nd (a vizsgalat csirke agyszdveten tortént) mig kifejlett
allatokban kevés a mennyisége. Ezzel ellentétben a B2 csak a sziiletés utan jelenik meg, és
bdven expresszalodik végig felndtt korban.

Az NM2C-nek 3 természetes izoformaja 1étezik (CO, C1, C2). CO-nak nevezik, amely
nem tartalmaz inszerciot. A C1 a loop-1-ben (az ATP kotézsebhez kozel) tartalmaz plusz 8
aminosavat (227. helytdl kezdddden) — ez a beépiilés az ATP-kotésre van hatassal. A C2
esetében a loop-2-be (az aktink6td régio kozelében) 41 aminosav épiil be egér esetén, illetve
33 db ember esetén. A kiilonbség abbol adodik, hogy a human DNS-szekvencia 24 bazissal
rovidebb, ahol is tartalmaz egy gt hasitohelyet (az egér a 3’ vég felé 24 nukleotiddal odébb
tartalmazza ugyanezt a gt szekvenciat). Mig a CO és a C1 széleskorlien expresszalodik, sok
szovetben, addig a C2 csak idegszovetben jelenik meg [7]. Emellett Jana és munkatarsai
l1étrehoztak egy C1C2 muténst is kisérleti célokbol [1], ami mindkét inszertet tartalmazza. A
CO féleg a szivben, védzizomban, tiidében és agyban mutatkozik (gyengén a herében, a
vesében ¢és a majban), mig a C1 legnagyobb mennyiségben az agyban és a tiiddben, valamint

bovelkedik benne a here, a vese €s a mdj. Az agynak, mint {6 NM2C-forrasnak a kiilonb6z6
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részei eltérd mennyiségben tartalmazzdk a C2 izoformat. Human vizsgalatokat végezve
kidertilt, hogy a C2 a nagyagy ¢és a kisagyban koriilbeliil egyforma mennyiségben van jelen,
az agykéregben pedig lényegesen kevesebb van. CO és C1 (vagyis a C2 inszertet nem
tartalmazo formak) elsésorban a nagyagyban fordulnak eld, a kisagyban kevesebb jelentkezik.
Egérben is végeztek hasonld vizsgalatokat, ahol a gerincvel6t is vizsgalati targgya téve, ott
talaltak a legtobb C2-t (k6zépagyban ¢s kéregben nincs), C1-et féleg gerincveldben, mig a CO
az agy = kozépagy > kéreg > gerincveld mennyiségi eloszlast mutatta.

Tumorsejtvonalakat vizsgalva [3] kideriilt, hogy nagy mennyiségii Cl-et termelnek a
mellraksejtek (a tiidoraksejtek szintén, bar valamivel kevesebbet), mig a CO formabol
lényegesen kevesebb van jelen ezen a vonalon (2A és 2B ugyanolyan mennyiségben
expresszal mind tumor, mind nem-tumor sejtvonalakban). Mindez a 2C sejten beliili
lokalizaci6jahoz kothetd, mégpedig hogy o0sztddd sejtekben mennyisége megnd, a
tumorsejtekre pedig alapvetden jellemzo a gyors, egymas utani sejtciklus (tovabbi ismeretek a
Sejtosztodas c. fejezetben).

Kelley és Adelstein 1995-ben irt egy Osszefoglalé tanulményt [21] az inszertalt és
nem-inszertalt (vagy delécids) izoformdakrél simaizom miozinok és nem-izom miozinok
esetében, ha az inszercié az ATP-kotdzseb kozelében 1évo loop-1-ben helyezkedik el (212.
aminosavtol kezdédden). A meglévd adatokbdl arra kovetkeztettek, hogy ez a hurok fontos
szerepet jatszik a gerinces simaizom ¢és nem-izom miozinok kiilonb6zé enzimatikus
aktivitasaban valamint a kiilonb6z6 szabalyoz6 mechanizmusokban. Simaizmok esetében a 7
aminosavnyi inszercid megléte gyors, fazikus Osszehuzodast eredményezett bélsejteket
vizsgalva, mig a delécid tonusos 0sszehtizodast az aortdban, mely esetben a fehérje hosszu
1d6n at fenntartja a tenzidt kevés ATP felhasznalasaval. Megmérve az IVM-t kideriilt az is,
hogy az inszertalt izoforma két és félszer gyorsabban transzlokalodik az aktinon, mint a
delécios forma, ugyanigy az aktin-aktivalt Mg®"-ATPaz aktivitis is kétszer magasabbnak
adddott az inszertalt enzim esetén. Mindebbdl levonhato, hogy az inszerci6d valoban magasabb
enzimatikus aktivitast produkal, és az ATP-kotdzsebhez kozeli inszert jelenléte hat az ATP-
kotés sebességére, a hidrolizisre illetve a termékfelszabadulasra. NMHC-B vizsgalata folytan
nukleotid kotézsebhez kozeli) szerin foszforlildlodik a ciklin-p34 cdc2 kinazzal (a nem
inszertalt NMHC-A nem mutatja ezt a sajatsagot). A foszforilacié szabalyozo funkcidval bir a
meiotikus osztddas soran. Egyeldre errdl annyi informacié van, hogy a meiodzis alatt a fenti

aminosav foszforilalt, mig interfazisban defoszforilalt.
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A loop-2-ben 1év0 inszert hatdsat az MLC,, foszforlilaltsdgaval hoztak dsszefliggésbe.
Jana és mtsai valamint Kim és mtsai vizsgaltak [1, 23] a 2C ¢s a 2B foszforilaltsag-fliggését.
A foszforilalast miozin konnyiilanc kindzzal (MLCK) végezték. Ha a fehérjében jelen volt a
fenti inszert (B2 ¢és C2 ill. C1C2), nem volt sziikség az MLC,, foszforilaltsagara a maximalis

aktin-aktivalt ATPaz aktivitas és a maximalis [IVM eléréséhez.

Aktin-aktivalt ATPaz aktivitas IVM (um/s)
HMM Bazalis ATPaz aktivitas OMLCK MLCK
(M) Vmax Katpaz Vimax Katpsz | OMLCK | MLCK
() | (M) | (s7) | (um)
Co <0.006 0.03 1,2 0,16 47 NSM 0,04
C1 <0.007 0.04 15,6 0,21 10,9 NSM 0,09
C2 <0.04 0.34 13,9 0,27 7,2 0,06 0,06
C1C2 <0.02 0.36 12,9 0,26 3,8 0,06 0,06

1. tablazat: Az NM2C izotipusok kinetikai paramétereinek
Osszehasonlitasa a foszforilaltsag fiiggésében [1](NSM: no significant
movement (nincs jelentds mozgas)

A fenti adatokbdl latszik, hogy a bazéalis ATPaz aktivitds minden esetben nagyon
alacsonynak adddott. Az aktin-aktivalt ATPaz aktivitas esetében a Vy,x-ban azonban jelentds
eltérések mutatkoznak. Ha jelen van a C2-inszert és defoszforilalt a 20 kDa-os kénnytilanc, 9-
10-szeres a kiilonbség a loop-2-ben inszertalt enzimek javara. Ha foszforildljadk a
konnytilancokat, a CO és C1 esetében 5-szor0sére nd a V. a foszforilalatlanhoz képest,
azonban a C2 és C1C2 esetében nincs kiilonbség. Az IVM-nal hasonld eredmények adddnak.
Tehat az adatok alatamasztjdk a fentebb leirtakat, hogy ha a fehérje tartalmazza a 41
aminosavnyi inszertet a loop-2-ben, nincs sziikség az MLCK-ra a maximalis aktivitashoz.

Az NM2B2 részletesebb vizsgélatat Kim €s mtsai végezték, szintén az MLC20
foszforilaltsaganak tiikrében [23]. Ugyanazt az eredményt kaptak, mint a fenti kutatok, vagyis
hogy a B2-nek nincs sziiksége a konnylilanc foszforilaldsara. Kideriilt azonban, hogy a
fehérjének eleve nagyon alacsony az aktin-aktivalt ATPaz aktivitasa, IVM-je pedig nem is
mérhetd, annyira kicsi, és mindez a B2 inszertnek tulajdonithatd. Ezekre az adatokra a
foszforilaltsdg nem volt hatassal. Ha 2C0 loop-2 részébe beklonoztdk a B2 inszertet, és
megmérték a fenti paramétereket (aktin-aktivalt-ATPaz aktivitds, IVM), a CO-ra jellemzd
értékeket kaptak, vagyis az inszert nem valtoztatott a fehérje ezen tulajdonsdgain. Ez azt is
jelenti, hogy a B2 inszert hatasa fiigg az enzim nehézlancatol.. Mivel az inszert nem
valtoztatja meg mas NM2 enzimatikus tulajdonsagait, valamint ez az egyetlen NM2, amit az
MLCK nem aktival, valosziniileg a B2-nek elsésorban nem a motorikus aktivitdsa a

leglényegesebb tulajdonsdga, hanem esetleg mas sejtbéli funkcio, vagy létezik egy maés
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alternativ ut, amin keresztiil aktivalodik. Léte és jelent6sége mindenképp bizonyithato,

ugyanis ha ra specifikus siRNS-sel kititotték, abnormalis lett a Purkinje-sejtek lokalizacidja,

kevesebb ezen sejtek dendritdga és -tiiskéje, valamint zavart szenvedett a kisérleti egerek

motorikus koordinacidja

"o

Természetes és mesterségesen eloallitott NM2 mutansok

Az NM2C kinetikai tulajdonséagait részletesen Kim és mtsai [9] tartdk fel HMM

konstrukciokon. A fehérjét kodolo MYH14 gén két alternativan hasitott izoformajat (CO és

Cl) és ezek (a motorrégioban) pontmutacidt tartalmazd valtozatait hasonlitottdk Ossze

egymassal, valamint més 2A és 2B mutansokkal, bazalis- és aktin-aktivalt ATP4z aktivitasuk

valamint in vitro motilitasuk alapjan.

Természetes mutansait vizsgaltadk az NM2A ¢és -2C-nek, mig a 2B esetében in vitro

allitottak eld a mutans fehérjéket.

A 2C R726S’ és a 2A R702C mutacio
autoszomas dominans siiketséget okoz. A 2B
mutacioja (R709C) egerekben hasonld, mint a 2A
R702C, ¢és

az agy ¢€s a

sziv embrionalis

Fehérje Gén Izoforma | Mutacié Hol? Fenotipusos véltozésqk/FejIc’Sdési
rendellenesség
NM2A MYH9 R702C | human vese, trombocitak, leukocitak, hallas, latas
NO3K human trombocitak
NM2B MYH10 R709C |egér sziv, agy
R709C | human
NI7K human
NM2C MYH14 R726S | human
Co R730C |egér belsd fill - autoszémas dominans
R730S |egér hallasvesztés
C1 R722C |egér
2. tablazat: Az NM2 izoformak mutacioi [9]

025 25°C
C1-A730S-HMM
0.20
C1-HMM
.
0.15

CO-HMM

0.10

fejlédésében okoz rendellenességet. Az R702C,

R709C, R730C, R722C hasonlé helyen
elhelyezkedd pontmutaciok. A vizsgalatok targyat
képezte a bazédlis ¢és aktin-aktivalt ATPaz

aktivitas, valamint az IVM meghatarozésa a vad

¢és mutans konstrukciok esetében. A bazalis
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Aktin-aktivalt ATPaz aktivitas (S")
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12. abra: NM2C mutacidénak aktin-

aktivalt ATP4z aktivitasai [9]



ATPéz aktivitds mind a 2B és 2C mutansok esetében is nagyon alacsonynak adddott (<0.004
s'l).
Aktin-aktivalt ATP4z aktivitas és IVM a 2C izoformai és mutansai esetén:
Vizsgalataikbol kideriilt, hogy a loop-1-ben
1évé plusz 8 aminosav magasabb V-0t ¢és
magasabb I[VM-t eredményezett, mig a mutansok
korében mind a CO mind a C1 esetében (R730C és
R722C) is csokkentek ezek a paraméterek,
amennyiben az arginint ciszteinre cserélték. A
szerinre vald csere azonban magas ATPaz-aktivitast
eredményezett, ¢s az IVM is megmaradt, bar
csokkent sebességgel. Tehat a szerines mutans
ATPaz ciklusa rovidebb, mint a C1-nek, és IVM-
je alacsonyabb. 13. abra: NM2C mutdcidinak IVM-a [9]
Ennek magyarazata lehet, hogy a régiok,
ahova a mutaciok keriiltek, az erdkifejtdé 1épés alatt nem mozognak egymashoz képest.
Szerepiik abban rejlik, hogy az ATP-kotd zsebben tortént konformécio-valtozast tovabbitsak
az erOkar felé. Ha azonban a molekula ezen részét megvaltoztatjak, kevésbé hatékonyan fogja
a kémiai munkéat mechanikai munkéava alakitani. Vagyis a hosszu ATPaz ciklusi mutansok
annyira lassan fogjak ,,atvezetni” a konformécio valtozast az erdkarra, hogy végiil a mozgas
mar-mar nem is lesz lathato. Az R730S mutans gyorsabb ATPaz ciklusa révén ugyan képes
atvinni az er6t, de a mutacié miatt mar kevesebb mozgast produkal, mint a vad tipus. Tehat
ezen mutaciok elvalasztjdk az ATPaz aktivitast a motilitastol azzal, hogy megvaltoztatjdk az

atvezetd szakaszt”.

Az NM?2 szerepe a sejtosztodasban
A sejthartya alatti  kortikalis rétegben 1évé aktin
filamentumokhoz nem-izom miozinok kapcsolodnak. A két fehérje

kapcsolata hatarozza meg a sejtek alakjat. A citokinézis kezdetén a

nem-izom miozinok a sejt kozépvonaldban lokalizalodnak.
14. abra: Az oszt6do sejt

Munkajuk sordn a sejten egy Osszehuzodo gylirli vagy ,,hasadasi befiizodése (kék:
, v W 11 w1 r , v or . mikrotubulusok, sarga:
arok” figyelhetd meg, melynek szlikiilése két egyenld félre osztja a Kortikalis F-aktin)g

(raven.zoology.washington.
edu)

sejtet. A gyurli szlikiilésével a keletkezd két sejt egyre jobban
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elszeparalodik egymastol, kozel az osztddas végéhez mar csak egy vékony citoplazma hid tart
kapcsolatot a leanysejtek kozott. Végiil ez is megsziinik, az osztddas véget ér két 01j, 6nallo
sejtet eredményezve.
Tobben vizsgaltdk a 2A, 2B és 2C mennyiségét
¢és szerepét 0sztddo sejtekben. Jana és mtsai A549 tiido
tumorsejtvonalon [3] Bao ¢és mtsai pedig COS-7
embrionalis vesesejtvonalon [5] nézték a fenti fehérjék
eloszlasat osztodd sejtekben. A tumorsejtekre a 2Cl1

izoforma volt legjellemz6bb, C0-bol alig, 2A és 2B-bol

pedig kozel azonos — alacsony — mennyiséget talaltak.

15. abra: NM2A (GFP-vel jeldlve -
z61d) és NM2C (Alexa-594-gyel
p6lusan mutatkozik meg nagy koncentracioban, mig a kapcsolva - piros) [3]

Meghataroztak, hogy a 2A a lednysejtek két ellentétes

2C inkabb a citoplazmatikus hidban lokalizalodik. Ezen

miozinok citokinézisben elfoglalt szerepének tisztdzdsara izoforma-specifikus siRNS-eket
juttattak a sejtekbe, kiiitve ezzel a fehérjéket kodol6 mRNS-eket. Ha a 2B-t ill. a 2C-t kiilon-
kiilon kititotték, csokkent a sejtproliferacid (2A-siRNS kicsi csokkenést okozott a sejtek
szdmaban) 2B esetén kevesebb, mint a felére, 2C esetén pedig kb. az 6todére! Vagyis ennek a

két fehérjének a hidnya Iényegesen csokkentette a sejtosztodas mértékét.

\%
1Zs
galt
ak
azt

1s,

hogy a
16. abra: Az siRNS hatasa NM2B esetén a gy 17. abra: Az siRNS hatasa a
sejtproliferaciora [3] fenti sejtproliferaciora NM2A és 2C1 esetén [5]

két fehérje hidnya sokmagvusagot eredményezett az 0sztddo sejtekben. A 2B hidnya 5-8-szor
tobb sokmagvu sejthez vezetett, valamint ezek a sejtek nagy feliiletliek illetve nagyméretiiek

voltak, és hidnyoztak beldliik a kortikalis feszitd rostok.

Mind a proliferacié, mind a sokmagvisag kérdésekor felvet6dott, hogy vajon egy

masik izoforma helyredéllitja-e az okozott hibat. A 2C hianyat nem tudta feliilirni egy késébb
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hozzaadott masik izoforma, ha mar a sejtproliferacié lecsokkent, ellenben a 2B-hidny okozta

sokmagvusagon javitott a 2C hozzaadasa.

45 |- @——o NS siRNA
| = —-m|I-C siRNA+II-C1-GFP

4
= 9 0= - -0 |I-C siRNA+II-CO-GFP
§ 351 Avwd IC SIRNAYGFP-IIA a
£ 30 AceenA I-C SIRNA+GFP-1I1-B s
£ 251 0—-—0 I-C SiRNA4GFP s
@ 20

18. abra: Hianyzo NM2C esetén milyen hatéssal 19. abra: Hianyzé6 NM2B esetén milyen mértékben
van a proliferaciora mas bejuttatott izoforma [3] csokkenti mas izoformak bejuttatasa a sokmagva
sejtek szamat [5]

A citokinézis soran torténd valtozasokat ugy vizsgaltak, hogy C1-re specifikus siRNS-
t transzfektaltak AS549 tumorsejtekbe, és figyelték a sejtosztodas lefolyasat. Ezeknek a
sejteknek az osztodasa kb. 2 6rdt vesz igénybe. Azonban a transzfekcio hatasara ez az ido
OtszOrosére nott, €s hibasan folyt le. A citokinézis soran kialakul6 sejtosztodasi gytirti a kezelt
sejtekben is kialakult, a hasadasi arok megjelent, azonban széles maradt hosszi idon
keresztiil. A két keletkezd sejt nem mutatott eliils6-hatulsd polaritast és az osztddas soran
ellentétes iranyultsagot. A hasadasi arok csak a 2. 6rdban szlikiilt be, és a két sejt kozotti

citoplazmahid csak a karosult sejtosztodas 10. 6rdjaban bomlott fel. Ebbdl az a kovetkeztetés

vonhato le, hogy a C1 a hasadasi arok sziikitéséért €s a citoplazmahid visszahtuzaséaért felelos.

Az NM2C patologiai vonatkozasai
Az NM2C-t kodolo MYH14 gén nagy mennyiségben expresszalodik a belsd fiilben. A
szerven beliil a Corti-szervben, a csigavezetékben, a stria vascularis-ban, a Hensen- és a
Claudius-sejtekben, valamint a kiilsé sulcus sejtekben. A gén 4 kiilonb6zé mutécidja
autoszomas dominans hallasvesztést okoz. Donaudy €és munkatdrsai [24] 200, kiilonb6zd
eurdpai orszagbol szarmaz6 emberek DNS-¢ét vizsgaltak, a MYH14 génre és annak mutécioira
fokuszalva. 4 mutaciot talaltak, 1 nonszensz és 3 misszensz mutaciot. A nonszensz mutacio a
20. pozicioban 1év0 citozint érinti, amely bazis helyett egy adenin épiil be, ezzel a 7.
pozicidban 1évd szerin helyett stop kodon alakul ki, és a fehérjének csak az N-terminalis vége

képzddik. Hatasdra az 1-2. évtizedben kezdddik a betegek hallasanak karosulasa, és a 4.
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évtizedre stlyos szenzoneurondlis siketség alakul ki. A vizsgalt személyek egyazon nacioba
¢és egy rokoni agba tartoztak, vagyis feltételezhetd, hogy a mutacié 6roklodik.
A misszensz mutaciok jellegzetessége, hogy valtozé6 mértékii bilateralis, szenzoneuronalis

hallasvesztést eredményeznek. Ezek egyike a 2176. helyzeti citozint cseréli adeninre, ezzel a

c sy

crc

helyett ciszteint fog adni a kod — ez az aminosav a motor doménben taldlhatd. Hat4sara az
elsd évtizedben enyhe, bilaterdlis hallasvesztés alakul ki. Ebben az esetben a sziiloket
megvizsgalva kimutattak, hogy egyikiik sem hordozza ezt a mutaciét. A harmadik mutacio a
leucin helyére pedig fenilalanin. Jellemzden enyhe bilateralis siketség alakul ki, ami apai 4gon

oroklodik.
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Anvagok és modszerek

Transzpozicio

Az NM2C CO0 és C1 SI inszert pFastBacl donor plazmidba valé klénozasat korabban
témavezetdm végezte. Ezt a rekombindns plazmidot juttattuk DH10Bac Escherichia coli
kompetens sejtbe (Invitrogen). [A kompetens sejt tartalmaz Bacmid mini-atfTn7 célhelyet,
»whelper plazmidot”. A transzpozici6 a donor plazmid Tn7L része, a Bacmid mini-attTn7 része
és a ,helper plazmid” segitségével jon létre transzpozicids proteinek jelenlétében.] A
membranba val6 bejutast hdsokkal értiik el.

A -80 °C-on tarolt DH10Bac kompetens sejtek 100 pl-éhez 5 pl plazmid DNS-t adtunk
(0.3 ng/ml). 30 percig jégen inkubéltuk, majd 42 °C-os vizfiirdében hésokkoltuk 45 mp-ig. 2
percig ismét jégen tartottuk. Ezutan hozzaadtunk 900 ml S.O.C. médiumot (Invitrogen), majd
37 °C-on 225 rpm-mel razattuk 4 6ran at. Ezalatt a sejtekben atirodik a B-laktamaz gént6l az
ampicillin-rezisztencidhoz sziikséges fehérje. A szuszpenziobol aztin higitdsi sort
készitettiink S.0.C. médiummal (10" > 107), és szélesztettiik 100 pl-jeit agarlemezre (10g/1
pepton, 5g/1 élesztd kivonat, 10 g/l NaCl, 12g/1 agar, autoklavozas utan hozzaadtunk: 50pug/ml
kanamicin, 70 pg /ml gentamicin, 10 pg /ml tetraciklin, 100 pg /ml X-gal, 40 ng /ml IPTG).
A lemezeket 24-48 6ran at inkubéltuk 37 °C-on (amig kinéttek a telepek). A fehér telepeket
alkotd sejtekbe bejutott a plazmid, igy azok képesek elbontani az X-gal-t (IPTG-vel
indukaljuk a galaktdzt bont6 galaktozidaz termelddését).

Rekombinans Bacmid DNS izoldlasa: 2ml LB-médiumhoz hozzdadtunk 50 pg /ml
kanamicint, 7 pg /ml gentamicint, 10 pg /ml tetraciklint, és ebbe leoltottunk steril
pipettaheggyel 1-1 fehér koloniat. Razattuk 250 rpm-mel 24 6rat 37 °C-on.

Az inkubaci6 leteltével 1.5 ml-t lecentrifugaltunk (14000xg, 1 perc), és a pelletet felvettiik
»Solution 1”-ben (15 mM Trisz-HCI — pH 8, 10 mM EDTA, 100pg/ml RNaz A molekularis
biologiai tisztasdgh vizben — nukleaz-aktivitast gatldo és RNS-t bontd oldat). Ezutan
hozzéadtunk 0.3 ml ,,Solution 2”-t (0.2 M NaOH, 1% SDS molekularis biologiai tisztasagu
vizben — dezintegralja a membranokat, eldidézve ezzel a sejtlizist). Nagyon &vatosan
0sszeszuszpendaltuk. 5 percig inkubaltuk szobahdn, ezalatt zavarossa valt. Hozzaadtunk 0.3
ml 3M-os K-acetatot (pH 5.5 — hatdsdra a szolubilizalt fehérjék, membran tormelékek,
valamint a genomidlis DNS kicsapodik), ovatosan dsszekevertiik, ami hatdsara siirii lett a
folyadék, majd 5-10 percre jégre tettikk. Lecentrifugaltuk (14000xg, 10 perc), majd a

feliiluszot 0.8 ml abszolut izopropanolban feloldottuk Ovatosan. Ismét jégre tettiik 5-10
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percre, majd ismét centrifugaltuk (14000xg, 5 perc). Ezutan a pelletet szobahdn kiszaritottuk,
majd feloldottuk 40 ul TE-pufferben (10 mM Trisz-HCI - pH 8.0, 1 mM EDTA). A kész

rekombinans Bacmidot -20 °C-on taroltuk.

Transzformalas ellenorzése PCR-rel
Ezzel az eljarassal a kész Bacmidba beépiilt DNS jelenlétérdl szerettiink volna
megbizonyosodni ugy, hogy felszaporitjuk biztosan kimutathatdé mennyiségilire, majd gélen

lathatova tessziik. 6 db mintaval dolgoztunk.

Osszemérés:
5xGreen 10 pl
RunningBuffer
dNTP mix 1 ul
upstream primer 2 ul

downstream primer | 2 pl

Tag-polimeraz 0.25 ul

Templat DNS 2 ul

Molekularis biol. viz | 32.75 ul

3. tablazat: Bemérések az PCR-hez

A hasznalt oligonukleotidok szekvenciai:
ST17: GCCCATGTGGCATCATCTCCA

ST18: CTCCCACGATGTAGCCAGCA

Ciklusok Hoémérséklet Ido Ciklusok szama
1. denaturacio 96 °C 5 perc 1x
2. anellacio 53 °C 30 mp
3. polimerizacié | 72 °C 30 mp 25x
4. denaturacio 95 °C 45 mp
5. befejezés 72 °C 5 perc 1x
6. tarolas 4°C

4. tablazat: A PCR menete

A kész mintdkat 1.5 vegyes %-os agardéz gélen (0.375 g agardzt 25 ml TE-pufferben
feloldottunk és hozzaadtunk 4 ul CyberSafe DNS-festéket) megfuttattuk.
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Transzfektalas

Az elkésziilt Bacmid konstrukciokat transzfektaltuk Spodoptera frugiperda sejtekbe
(S9 rovarsejtvonal). Ezt gy értiik el, hogy CellFectin reagenssel (Invitrogen) kezeltiik a
bacmideket, mely reagens mesterséges liposzomat hoz 1étre a DNS koriil, igy az atjut a
rovarsejt membranjan. A virusok néhany nap alatt felszaporodtak. Az Sf9 sejttdl elvalasztva
elkészitettiik a P1 virusnemzedéket, melyet tovabb amplifikaltunk.

Menete: folyamatosan fenntartott Sf9 sejtekb6l 20 ml 10° sejt/ml siirliségii
szuszpenziot készitettiink. (A sejteket folyamatosan fenntartottuk, 3.5 naponta 8x10° db/ml-es
koncentraciora higitottuk InsectExpress médiummal (Lonza), mely 0.5 vol/vol% penicillin-
streptomicint (Sigma) tartalmazott, majd 27°C-on tartva 125 rpm-mel razattuk a jo leveg6zés
érdekében). Ebben az esetben a kultura a szokasos antibiotikumoknak csak a felét tartalmazta.
6-lyuka lemezre kitettliink 2-2 ml-t a fenti kultarabol (az egyik a negativ kontroll, a masikat
fert6zziik bacmiddel), és egy dérara 27 °C-os inkubatorba tettiik, hogy a sejtek letapadjanak a
lemez aljara. Ezalatt a virusokhoz hozzdadtuk a CellFectin-t (5 pl bacmid, 190 pl
antibiotikum nélkiili tapoldat, 6 pl CellFectin reagens), és szobahdn allni hagytuk 45 percig
(ezalatt létrejott a lipidmembran a DNS koriil) — az id6 lejartakor hozzdadtunk 0.8 ml
antibiotikum mentes tapoldatot. Miutan a sejtek leiiltek, atmostuk Oket antibiotikum nélkiili
tapoldattal, majd hozzaadtuk dvatosan - figyelve, hogy a sejtek ne jojjenek fel — a CellFectin-
nel kezelt virusokat. Ezutan 5 6ran at 27 °C-os inkubatorba tettiik, mialatt a virus bejutott a
sejtbe. 5 oOra utan leszivtuk a sejtekrdl a feliiliszot és antibiotikumos taptalajt tettiink rajuk.
Ismét 27 °C-os inkubacio kovetkezett 5-7 napig. Mikor a negativ kontrollhoz képest a letapadt
sejtek lathatoan megfogyatkoztak és kerekebbek lettek, leszivtuk roluk a feliiluszot, ez lett a
P1 virusnemzedék. 2 vol/vol% FBS-t (Fetal Bovine Serum) adtunk hozzajuk, majd 4 °C-on

taroltuk fénytdl védve.

Virus amplifikdlas

P1 virustorzsekbdl amplifikéaltunk tovabbi — P2 illetve P3 — torzseket.
50 ml 8x10° sejt/ml kulturat megfert6ztiink 1 ml P1 torzzsel, és 48 Oran at inkubaltuk 27 °C-
on, 120 rpm réazatas mellett. A fenti 1d6 leteltével centrifugaltuk 1000 rpm-mel 2 percig, a
feliilisz6 lett a P2 (ehhez aztan hozzaadtunk még 2% FBS-t, hogy tarolhato legyen a
készitmény 4 °C-on). Tovabbi szaporitas céljabol — P3 készitése — 100 ml 8x10° sejtkulturat
oltottunk be 2 vol/vol% P2-vel, a fentiekhez megegyezden inkubaltuk, centrifugaltuk és

taroltuk.
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Fehérjeexpresszio ellenorzése Western Blot-tal

Western Blot: a virus fertdzoképességét ill. az expresszid sikerességét ellendrizziik
Western blot eljardssal. A modszer 1ényege: az akrilamid gélben megfuttatott fehérjét
atvissziik az el6z6 iranyra merdleges futtatdssal egy nitrocellul6z membranra. A membranon
1évé fehérjéhez specifikus ellenanyagot kotiink, majd egy erre az ellenanyagra specifikus
ellenanyagot adunk hozza. Western Blue el6hivo festék az utols6 komponens, mely
szinreakcidval jelzi a membranon a fehérje jelenlétét. Meghatarozhato vele a fehérje jelenléte
(igen érzékeny eljaras, mar nM-os mennyiséget is kimutat) és mérete (viszonyitasként olyan
1étrat is felvisziink a gélre, aminek csikjai ismert tomegeket jelolnek).
higitott) sejtszuszpenziot 1, 3, 10 % P3 virussal megfertztiink. 3 napig 27 °C-on, 125 rpm-
mel rézattuk. Ezutan lecentrifugaltunk beldliik 1 ml-t (1000rpm, 2 perc), és 0,2 ml PBS-ben
(0.14 M NaCl, 0.27 mM KCI, 10.1 mM Na,HPO4x7H,0, 0.18 mM KH,PO4, pH 7.3)
felvettiik (igy Otszoros toménységli mintakat készitettiink). Ehhez hatszoros higitasban SDS-
kezel6t adtunk, majd 1 percig forraltuk a mintdkat. A sejtek fehérjetermelését és ezzel a
sejtekhez adott optimalis virusmennyiséget a cimben szerepld eljarassal néztiik.
Poliakrilamid gélelektroforézissel futtattuk a mintakat 200 V-on 1 6rat SDS-pufferben. A
nitrocellul6z membranra val6 atblottolas 1:5 ardnyi metanol:trisz-glicin (trisz-glicin puffer: 3
g/l Trisz, 14.4 g/l glicin, pH 8.3) ,elegyben tortént 40 V-on 50 percig. A membrant 15 percig
2 vol/vol %-o0s BSA-oldatban inkubaltuk, hogy a BSA a nem specifikus kotOhelyeket lekosse.
Ezutan hozzdadtuk a membranhoz az elsddleges ellenanyagot (antiMouse IgG — 10000-szeres
higitasban), és 1 oraig hagytuk allni, hogy 1étrej6jjon a kotés. TBS+Tween-es (6 g/l Trisz pH
8, 8.8 g/l NaCl, 0.5 ml/l TWEEN-20) (mosasok utan hozzaadtuk a mésodlagos ellenanyagot
(szintén 10000-szeres higitasban), ezzel fél orat hagyjuk inkubalddni. Ismételt mosasok utan

Western Blue reagenssel hivtuk eld a fehérjét.

Fehérjeexpresszio

Az expressziot 3-5 1 2x10° sejt/ml stirliségii sejtkultiraval végeztiik. Ezt fertéztik az
elézbéleg meghatarozott virusmennyiséggel (altalaban 3 vagy 5 vol/vol%-kal), valamint BLC
virust (a konnyii lancokért felelds) is adtunk hozza 1%-ban. 3 napig 27 °C-on 125 rpm-mel
razattuk. Az expresszio levétele: 10 percig 6000 rpm-mel centrifugaltuk, majd a sejtpelletet
PBS-sel mostuk kétszer (kdzben centrifugalas ugyanazon kondiciok mellett). Végil a

sejtpelletet folyékony nitrogénben fagyasztottuk, és -80 °C-on taroltuk.
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Rekombindans NM2C-S1 prepardlasa FLAG-affinitdas kromatogrdfidval

A rekombinans DNS-technologiaval eldallitott fehérje FLAG-affinitas-cimkével
rendelkezik a C-terminalis végén. A cimkét jelolé DNS-szakasz a fehérjét kot régiohoz van
kotve, és a fehérje ,,részeként” expresszalddik. Az affinitds kromatografia soran hasznalt
mikrogyongyokhoz FLAG-antitest van kdtve, ami specifikusan koti a FLAG-gel 6sszekotott
motorenzimet, ezaltal az NM2C elvalaszthatd az egyéb sejttormeléktél. Miutdn minden
felesleges szennyezddést lemostunk az oszloprél, nagy toménységii FLAG-peptiddel szoritjuk
le a preparalni kivant fehérjét. A technikaval mas fehérjéktol mentes eluatumot kapunk.
A lefagyasztott sejteket (amiben elézdleg a kivant fehérjét termeltettiik) jégen extrakcids
pufferben felolvasztottuk (10 mM HEPES pH 7.3, 500 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
EGTA, 3mM NaNj;, 0.1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 1 mg/l leupeptin, 2 mM ATP). A
proteazgatld  PMSF ¢és leupeptin azért sziikséges, hogy a feltdras soran kiszabadult
emésztdenzimek ne emésszék el a preparalando fehérjét; az ATP hatasa pedig, hogy a miozin
levalik az aktinrdl, ezaltal elvalik az egyéb sejttormeléktdl. Potterrel homogenizaltuk, majd
folyamatosan mintat véve és figyelve mikroszkopban a sejtek lizisét - szonikaltuk. Miutan a
sejtek feltarodtak (kivettiink 50 pul mintat — ezt S1-nek (sample 1) neveztiik, kezeltik SDS-
kezeldvel, hogy késébb Western blottal kimutathassuk a fehérjemennyiséget, ill. a veszteséget
a preparalas egyes 1épéseinél), lecentrifugaltuk — 15 perc, 20 000 rpm, 4 °C. A feliiliszohoz
(melybdl a fenti mdédon mintat vettlink — S2) hozzdadtuk 1.5 ml FLAG affinitds gyantat
(Sigma), és egy éjszakan 4t forgatva kevertettiik 4 °C-on, mig a gyongyokhoz hozzakotott a
miozin. A kevertetés utan lecentrifugaltuk (1000 rpm, 4 perc, 4 °C) (és mintat vettiink a
feliiliszobol — S3) — ha a fehérje jol kotott a gyantdhoz, a feliiliszoban minimalis a
mennyisége. A gyantat dtmostuk kétszer Mary+ATP pufterrel (10 mM HEPES pH 7.2, 0.1
mM EGTA, 3 mM NaNj3, 0.5 M NaCl, 0.1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 1 mg/l leupeptin, | mM
ATP, 5 mM MgCl,). Ezutan a gyantat kromatografids oszlopba t6ltottiik, majd mostuk egy
oszloptérfogat Mary+ATP pufferrel, aztan 3 oszloptérfogat 80%:20% aranyt HMM puffer :
Mary pufferrel (HMM puffer: 10 mM HEPES pH 7.2, 0.1 mM EGTA, 3 mM NaN3, 0.1 mM
DTT, 0.1 mM PMSF, 1 mg/l leupeptin). (A mosasok utan vett minta az S4.) Az elualast 10 ml
0.3 mg/ml kompetitiv FLAG-peptiddel végeztik (beoldds 80%:20% - HMM:Mary);
ratoltottik az oszlopra, negyedorat allni hagytuk, majd 1 ml-es frakciokat szedtiink. A
frakciokat Bradford-reagenssel vizsgaltuk, azonositva ezzel azokat a frakciokat, melyekben
hasznosithato mennyiségii fehérje van. Ezeket aztan Q-sepharose ioncserélé oszlopon (GE
Healthcare) koncentraltuk: kis ionerdjii pufferben vittiik fel (80%:20% HMM:Mary), hatasara
kikotott a gyongyokhoz a fehérje, majd nagy ionerejli Mary-pufferrel elualtunk 300 pl-es
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frakciokat szedve. Ismételt Bradford-os ellendrzés utan a hasznalhaté frakciokat dializaltuk
(egész éjszakan at 1 1 Mary-puffer + 1 mM DTT, majd 3 6ran at 1 1 HMM-puffer + 100 mM
KCl + 1 mM DTT). A dializis alatt a jelenlévéo ATP, a FLAG peptid, valamint a felesleges
sok eltavoznak. A fehérjét gyorsfagyasztottuk és folyékony Nj-ben taroltuk.

F-aktin prepardlas

Az aktint elére elkészitett ,,aktin szarazporbol” Spudich és Watt modszere alapjan
készitettiik [25]. A felolvasztott G-aktin-t 40 krpm-mel 90 percig 4 °C-on ultracentrifugaltuk,
ezzel a feliiliszoban csak tiszta monomerek talalhatok. F-aktin pufferben (4 mM HEPES pH
7.1, 2 mM MgCl,, 1| mM DTT, 3 mM NaNs) egy éjszakan at dializaltuk. Az eldbbi
feltételekkel ismét centrifugaltuk, ez esetben a pellet maga az F-aktin volt. A csapadékot
feloldottuk 8 ml F-aktin pufferben, és ismét dializaltuk egy éjszakan at. Végiil fotométeren

crer

feleslegben hozzéaadott falloidinnel stabilizaltuk.

Fluoreszcencia spektroszkopia

A konstrukciok Trp fluoreszcencidjat SPEX 320 fluoriméteren mértiikk. A gerjesztést
297 nm-en végeztilk 10 mm-es kiivettaval 4 mm résszélességgel, és az emittalt fényt 310 és
430 nm kozott detektaltuk. Lemértiik a nukleotidmentes (apo) enzimet, majd ADP-kotott és
ATP-kotott valtozatat. Bemérés: 1 pM enzim, 100 pM ADP és 1 mM ATP, 200 pl
végtérfogat SF pufferben (20 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 0,1 mM EGTA + 50 mM KCl).

Steady-state ATPaz aktivitas mérése

A kisérlet soran a miozin ATPaz aktivitdsa vizsgalhatd meg arra a tényre alapozva,
hogy a miozin aktivitdsanak fliggvényében hidrolizalja az ATP-t. A mérést aktin tavollétében
(bazalis ATPaz aktivitas) illetve aktinnal titralva (aktin-aktivalt ATPaz aktivitds) is
elvégeztiik. Kapcsolt reakciot alkalmaztunk, mely szerint az aldbbi enzimek az aldbbi

reakciokat katalizaljak:

Miozin ATP - ADP + Pi
Piruvat-kinaz (PK) ADP + PEP - ATP + piruvat
Laktét-dehidrogenaz (LDH) piruvat + NADH - tejsav + NAD

5. tablazat: A kapcsolt reakciok
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Osszességében tehat az ATP hidrolizisének ADP terméke fog a kapcsolt reakcioban tovabb
1épni, melynek koztes terméke a piroszéldsav, melynek révén a reakcidhoz adott NADH
NAD-d4 oxidalédik. A NADH fogyasat detektalja a spektrofotométer 340 nm-en. A fogyasi
gorbe meredekségébdl szamithatd a miozin aktivitadsa az alabbi 6sszefiiggés alapjan:

Aktivitas (atviteli szam) = meredekség [dABS340/dt] /(exaDH, 340 X Cmiozin) Vagyis

Aktivitas = meredekség [mMABS/s] / 0,00622 X Cmiozin [WM]
Bemérések 1 ml mintdba:

e SF-puffer

e 20 egység/ml laktat-dehidrogenaz

e 14 egység/ml piruvat-kinaz

e 200 mM NADH

e | mM PEP

e | mMDTT
e | mMATP
e 20mM KCI

e 1 uM miozin

Tranziens kinetikai mérések

E kisérleteket KinTek SF 2004 gyorskinetikai (stopped-flow) miiszerrel végeztiik. A
miiszer sémaja szerint a két tubusba betoltott reagensek a dugatty lenyomasakor a kiivettaba
kertilnek, a reakciot fotoelektron-sokszorozoval detektaljuk. A reakcid iddbeli lefutasa kb. 1

ms holtidével online kovetheto.
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20. abra: Stopped-flow muszer (www.kintek-corp.com)

A kisérletekben az aktinmentes illetve aktinkotott NM2C konstrukciok nukleotidkotését
vizsgaltuk mant-dezoxi-ATP ¢és mant-dezoxi-ADP fluoreszcens nukleotidokkal. E
nukleotidok fluoreszcencidja a miozinhoz vald kétddés soran megnd, illetve arrél disszocidlva
lecsokken. A fehérje Trp-jait gerjesztve 280 nm-en energiatranszfer utjan a fluoreszcens
nukleotidok is gerjesztodnek. Vagyis, ha a Trp-t gerjesztjiik, és fluoreszcensen jeldlt nukleotid
van a miozin nukleotid kotézsebében, arra atterjed a Trp-ok energidja, és fluoreszcens jelet
fog adni. Az emittalt fényt 420 nm-es feliilateresztd sziirdvel detektaltuk. A méréseket SF

pufferben végeztiikk, 20 mM KCI1 mellett 25 °C-on.

Bemérések:
NM2CO0 mant-dezoxi-ATP kotés:
A tubus: 0,5 uM enzim
B tubus: mant-dezoxi-ATP emelkedd koncentracioban (2.5-100 uM)
NM2CO0 mant- dezoxi-ADP kotés:
A tubus: 0,5 uM enzim
B tubus: mant-dezoxi-ADP emelkedd koncentracioban (2.5-100 uM)
NM2C1 mant-dezoxi-ATP kotés:
A tubus: 0,2 uM enzim
B tubus: mant-dezoxi-ATP emelkedd koncentracioban (2.5-100 uM)
(1:1 aranyt nukleotid és enzim keverésével mindkett koncentracioja felezddik.)

A kisérleteket a KinTek szoftver és az Origin 7.0 (Microcal Corp.) segitségével értékeltiik.
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Eredménvyek és megbeszélésiik

Transzpozicio

A transzpozici6 sikerességét PCR-technikaval ellendriztiik. A PCR-termékeket pozitiv €s
negativ kontroll, valamint DNS-Iétra mellett agar6z gélen megfuttattuk. Kb. 200 bazisparnyi
terméket vartunk, mely meg is jelent minden minta esetén, vagyis tartalmazzak a rekombinans
DNS-t. Tehat a transzformalas sikeres volt.

Mintasorrend:

1. létra - 1kb DNA Ladder — GeneRuler
2. negativ kontroll — nem tartalmaz templat DNS-t
3. pozitiv kontroll - NM2C Bacmid

L ]

A 42> 9.: 6 db minta az elkészitett 6 parhuzamosan

készitett NMIIC Bacmid

123456 78910

10. pozitiv kontroll — a transzformalas kiindulopontja —

pFastBac NM2C1 plazmid

21. abra: A PCR termékek gélképe

Expressziohoz sziikséges virusmennyiség optimalizdldsa Western Blot analizissel

Az expresszidhoz sziikséges virus fert6zési fokot Western blot eljaras alapjan
hataroztuk meg. 1, 3 és 10 vol/vol% virussal fertdztiink Sf9 sejteket. Az eléhivott membranon
latszik, hogy 1%-os virus esetén nagyon kevés fehérjét expresszal a sejt. 10 vol/vol%-os
virusmennyiséget nem szoktunk hasznalni, mert dsszességében 5 vol/vol%-os fertdzéssel tobb
fehérje termeltethetd le tobbszor, mint egyszeri 10 vol/vol%-os fertdzéssel. fgy a fertézést 5

vol/vol%e-os virusmennyiségnek hataroztuk meg.

Mintasorrend:

1. pozitiv kontroll

létra — Benchmark Protein Ladder

negativ kontroll

1 vol/vol% virusmennyiség esetén az expresszid

3 vol/vol% virusmennyiség esetén

A O i

10 vol/vol% virusmennyiség esetén

22. abra: A Western blot képe
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FLAG-affinitds oszlopkromatogrdfia
FLAG-affinitds oszlopkromatografias eljarassal végzett fehérjepreparalds utan

Western blot analizissel ellendriztiik, hogy a tisztitds soran hol veszitettiink a kivant
fehérjébdl. Latszik, hogy a teljes sejtlizatum nagy mennyiségben tartalmazza az Sl
konstrukciot. Centrifugalas soran tavolitjuk el a sejttormeléket, és az ennek soran keletkezett
feliiliszoban szintén ott van a konstrukcionk. Azonban sajnos a gyantdhoz nem kotédott
frakcidban is jelen van és az oszlop mosasa soran is veszitiink beldle egy keveset.

Mintak:

1. pozitiv kontroll
. 1étra - Benchmark Protein Ladder
. negativ kontroll
. teljes sejtlizatum
. centrifugafeliiluszo

. az oszlohoz nem k&todott fehérje

~N O D AW N

. mosasok alkalmaval lejott fehérje

8.2 11. FLAG elucios frakciok fehérjetartalma

23. abra: FLAG-affinitas oszlopkromatografia soran
az egyes lépések vett mintakbol készitett Western
blot

Triptofan fluoreszcencia-valtozas nukleotidkotés hatasdara

Az altalunk vizsgélt S1 konstrukciokban 5 db triptofan taldlhaté. Ha 297 nm-en
gerjesztjiik ezeket az aminosavakat, fluoreszcens fényt fognak emittalni, amit 310 és 430 nm
kozott mérhetiink fluoriméteren.

Abbol a ténybdl indultunk ki, hogy a kordbban vizsgalt miozinok esetén a nukleotid-
kotd zseb térszerkezete megvaltozik nukleotidkotés hatdséra, és ez a konformacio-valtozas a
relé-konverter régiora is atterjed. Ennek eredményeképp az itt talalhato Trp kornyezete
megvaltozik, a fluoreszkdldo aminosav takarasba keriil — vagy épp kikeriil onnan - ezaltal
fluoreszcencia valtozas tapasztalhato. ADP hatasara kicsi, ATP hatdsara nagy emelkedést
varunk, mivel az erdkar felhuzott allapoti lesz, amely szerkezeti valtozastol emelkedettebb

fluoreszcenciat varunk [26].
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24. abra: NM2CO0 spektruma 25. abra: NM2CI1 spektruma
Trp-fluoreszcencia Trp-fluoreszcencia
Konstrukcio valtozas ADP valtozas ATP
hatasara (%) hatasara (%)
Cco 8 %-o0s emelkedés 8 %-0s emelkedés
C1 9 %-o0s emelkedés 7 %-0s emelkedés

6. tablazat: Fluoreszcencia emelkedés %-ban kifejezve nukleotidok hatasara

Mind ADP, mind ATP hatasara valoban, 7-9%-os fluoreszcencia-intenzitasnovekedés
jelentkezett. Erdekes, hogy az emelkedés foka hasonldo a két nukleotid esetén, mas
miozinoknal 1ényeges kiilonbség figyelheté meg kozottiik. Miozin-X esetében ADP hatasara 6
%-0s, mig ATP hatasara 20 %-os emelkedés volt megfigyelhetd [27].

Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy ATP-t kétve sem dominans a felhuzott erdkara
allapot. Az ADP- és ATP-kotott konformacid nem kiilonbozik Iényegesen egymastol,
mégpedig azért, mert ATP hatdsara sem huzodik fel akkora mértékben az er6kar, mint mas

miozinok esetében. Mélyebb kovetkeztetéseket csak tovabbi vizsgalatokbdl lehet levonni.

Bazalis és aktin-aktivalt ATPaz aktivitis

NM2CO0 ¢és C1 esetén is megmértiik a bazalis (aktin nélkiili) és aktin-aktivalt ATPaz
aktivitast. Az aktin-aktivalt mintanal kapott aktivitas-értékeket korrigaltuk az aktin hattér”
(miozin tavollétében mérhetd) ATPaz aktivitdsaval. Az aktin koncentracid fiiggvényében a
gorbe telitést mutat (Viax €érték). Az az aktin koncentracio, melyen az ATPé4z aktivitas fele a

maximalisnak, a Katps, paramétert adja.
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26. abra: NM2CO aktin-aktivalt ATPaz 27. abra: NM2C1 aktin-aktivalt ATPaz
aktivitasa aktivitasa

NM2CO esetén alig tapasztaltunk aktin-aktivalt ATPaz aktivitast. A bazalis aktivitdshoz
képest alig kétszeres emelkedés tapasztalhatd. A C1 esetén 6tszords ndvekedést mértiink, ami
még mindig alacsony érték, de a C0-hoz viszonyitva legalabb mar egyértelmiien megjelenik.
Ismételt mérések sziikségesek, hogy megbizonyosodjunk az eredmény helyességérol.

Osszehasonlitva mas miozinokkal:

L. Bazalis ATPaz Maximalis aktin-aktivalt ATPaz
Konstrukeio (S1) |y ivitas (s) aktivitas (Ve S°) Kaesz (1M)

NM2CO0 0.0093 nem értelmezhetd nem értelmezhetd
NM2C1 0.024 0.10 1.91

NM2B 0.007 0.13 59

NM2A 0.13 0.17 72

gyors vazizom

miozin 0.06 29 18
szivizom miozin 0.04 4.2 58

sima izom miozin 0.06 0.7 59

7. tablazat: Az altalunk mért paraméterek dsszehasonlitasa mas miozinokkal [28]

A 7. tablazatbol lathatd, hogy a felsorolt fehérjék mindegyikének alacsony a bazalis ATPaz
aktivitasa. A steady-state maximalis aktin-aktivalt ATPaz aktivitasuk k6zott azonban 1ényeges
kiilonbségeket lathatunk. A gyors vazizom miozinhoz képest a harom NM2 izoforma két
nagysagrenddel lassabb. Az NM2-k alapvetden gyengén aktivalédnak aktinnal, a 2C is
alacsony Vy,ax értékkel bir. A Karps, értékekrol: a C1 konstrukeid esetében nagyon alacsony
értekeket mértiink, a gérbe nagyon meredeken fut felfelé, vagyis nagyon kicsi aktin
koncentracional a miozin molekuldk fele telitve van aktinnal, és maximalis sebességgel

végzik ciklusukat. A C1 ebbdl a szempontbol nagyon kiilonbozik a tobbi NM2-tdl, amelynek
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~50 uM a Karps-uk. Az, hogy a Cl-hez tartoz6 érték kisebb, arra enged kovetkeztetni, hogy
vagy nagyobb az affinitdsa a gyenge aktinkotd allapotban, mint més miozinoknak, vagy van
egy lassu 1épés erds aktinkotd allapotban, mely sebesség meghatarozéva valik mar kis aktin
koncentraci6 mellett. Ilyen lehet példaul az ADP felszabaduldsa. A leirtak szilard

alatdmasztasara azonban tovabbi mérésekre van sziikség.

Tranziens kinetikai mérések

Mant-dezoxi-ATP kotés

’3‘ 045 b \(.n/w 80 i
< A
0.40+
3 60/
9 0.354
N 40+
o 0.30-
S 20+
L 0.251
T T T T O = T T T T T
0'2’(I)E-3 0.01 0.1 1 10 0 10 20 30 40 50
Idd (s) ATP (uM)
28. abra: NM2C0 esetében 2,5uM mant-dATP 29. d4bra: NM2CO0 - Az egyes mant-dATP
bekotése altal okozott fluoreszcencia-valtozas az koncentraciokhoz tartozé latszolagos sebességi
id6 fuggvényében (atlagolt mérés) allandok abrazolasa
<~ 80+
R
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30. abra: NM2C1 esetében 2,5uM mant-dATP 31. 4bra: NM2C1 - Az egyes mant-dATP
bekotése altal okozott fluoreszcencia-valtozas az koncentraciokhoz tartozo latszélagos sebességi
1d6 fiiggvényében (atlagolt mérés) allandok abrazolasa
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Osszehasonlitd adatok mas NM2-kel:

Kon(sér;;kcm Kon (uM's™)
NM2C0 1.75
NM2C1 0,55
NM2A 1.03
NM2B 0.65

8. tablazat: NM2 izoformak (S1 konstrukcio) ATP kotésének sebességi allandoi [8, 28]

A miozint pszeudo-elsérendii koriilmények kozott 6sszekevertiik 6tszords feleslegben
mant-dezoxi-ATP-vel. A kapott tranziensekhez egyfazisu exponencialis fliggvényeket
illesztettiink, melyeknek kqns (megfigyelt sebességi allando) értékeit az ATP koncentracid
fliggvényében abrazoltuk. A pontokra illesztett linedris fliggvény meredeksége megadja a
kotés sebességi allandojat (kon). Az y-tengelymetszet a disszociacios sebességi allandot adja
(kofr). Ennek értéke a 0-tdl nem kiilonbozik szignifikdnsan, vagyis a kotés kvazi irreverzibilis,

igy a kog-ot nem értelmeztiik.

Mant- dezoxi-ADP kotés

2 075, ~
‘n 25 T (]
.g 0.70- \Eg
8 0.651 x° 90|
N
S 0.60
6 . 1 1 5 T [ ]
)
i 0.55-
10
0.50-
5 i [
0.45 T T T T
1E-3  0.01 0.1 1 10 0
146 (s) 0 10 20 30 40 50
AND /..AN\
32 abra: NM2C0 esetében 2,5 MM mant-dADP 33. abra: NM2C0 - Az egyes mant-dADP-
bekdtése altal okozott fluoreszcencia-valtozas az id6 koncentraciokhoz tartozoé latszolagos

fliggvényében (atlagolt mérés) sebességi allandok 4brazoldsa

A mant-dezoxi-ADP kétés sebességi allandoja 0,50143 uM™ s —nak adodott. Az NM2A és —
B Kon-ja is hasonlo értéket mutat (2A: 0.55, 2B: 0.81 pM™' s™ [1,4]).

Azonban nagyon kicsi a ky-ja (az ADP levalas sebességi allandoja), ami szamunkra
meglepd volt. Eszerint nagyon lassan engedi el az enzim az ADP-t, vagyis nagy az ADP-

affinitasa.
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Konklazio

Munkénk célja az volt, hogy az NM2C két splice-formdjanak S1 kontrukcidjat
eldallitsuk, majd steady-state €és tranziens kinetikai mérések révén minél jobban megértsiik
muikodését.

Az NM2C fehérjét kis koncentracioban, de aktiv formaban sikeriilt 1étrehoznunk.

Az elvégzett steady-state ¢s tranziens kinetikai mérések alapjan a kovetkezd
megallapitasokat tehetjiik:

- nukleotidkotés hatasara a fehérje konformacio-valtozason megy at, azonban az ATP- és
ADP-kotott szerkezet kozott nincs nagy kiilonbség. Ezt azzal magyaraztuk, hogy ATP-t kotve
sem huzddik fel annyira az er6kar, hogy az 1ényegesen eltérjen az ADP-kotott allapottol, mely
nem jellemzd altaldnosan a miozinokra.

- aktin-aktivalt ATPaz aktivitasuk nagyon alacsony értéknek adddott, melynek oka, hogy az
aktin nagyon gyengén aktivalja az NM2C-t. Ugyanakkor nagyon kicsi aktin koncentracional
telitddik a miozin molekulak fele. Ebbdl arra kovetkeztetlink, hogy vagy nagy az enzim aktin
affinitdsa gyenge aktinkotd allapotban, vagy van egy, a tobbihez képest 1ényegesen lassabb
sebességli 1€pés kis aktin koncentraciondl erds aktinko6td allapotban.

- az ATP-kotés az NM2C esetében irreverzibilis, mint altalaban a miozinoknal. Az ADP-
kotesbdl pedig arra kovetkeztetiink, hogy az ADP felszabadulasa kinetikailag lassu folyamat,
ezaltal az ADP affinitds magasnak varhat6. A nukleotidok kotésének sebessége az NM2-kre
jellemzd értékkel rendelkezik.

Feltételezéseink aldtdmasztasara tovabbi vizsgalatokra €s mérésekre van sziikség.
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Osszefoglalis

Vizsgalatunk targya, a nem-izom miozin 2C a gerincesekben altalanosan eléforduld
motorfehérje. Mint minden miozin, az NM2C is ATP hidrolizisébdl szarmazé energiat alakit
at mechanikai munkava, mellyel az aktinon elmozdul.

Az NM2C eloszlasardl tudjuk, hogy szervszinten foként az agyban és a tiidében [7],
mig sejtszinten az osztddd sejtek kozott kialakult citoplazma hidban lokalizalodik [3]. F6
fiziologias szerepe a citokinézis soran a leanysejtek szétvalasztasa. Patoldgiai vonatkozasai
jelentések, mutacidi autoszomas dominans siketséghez vezetnek [24], valamint a fehérje
tumorsejtekben jelentésen nagy mennyiségben van jelen [3]. Az NM2C-nek héarom
természetes splice-formaja ismeretes, a C0, a C1 (8 aminosavnyi inszertet tartalmaz az ATP
kotohely kozelében), a C2 (41 aminosavnyi inszert az aktinkotd hely kozelében), valamint
egy C1C2 kisérleti konstrukcid, mely mindkét inszertet tartalmazza [1].

Munkank soran megkezdtik az NM2CO ¢és Cl1 szolubilis, egyfeji S1 konstrukcid
enzimatikus paramétereinek kinetikai karakterizalasat. Az S1 konstrukcion a kinetikai
tulajdonsagok egyértelmiibben vizsgalhatok, mint a kordbban mar karakterizalt kétfejii
(HMM) konstrukciokon.

Az altalunk eldallitott NM2C két splice-formajaval fluoreszcencia spektroszkopiai,
steady-state €s tranziens kinetikai méréseket végeztiink. Eddigi eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a kétféle nukleotid kotése nem valtoztatja meg az erdkar helyzetének
allapotban, mint mas miozinok esetén, vagy mar kis aktin koncentracional sebesség-
meghatarozo 1épéssé valik egy olyan allapot, melyben az NM2C erdsen koti az aktint. A
nukleotidok kotésének tranziens vizsgalataibol arra kovetkeztetiink, hogy egyrészt az ATP
kotése irreverzibilis, masrészt mivel az ADP valoszintsithetéen rendkiviil lassan disszocial az
NM2C-rdl, az enzim ADP affinitdsa magasnak josolhatd. Az ATP- és az ADP-kotés
sebessége az NM2-re jellemzd értékekkel rendelkezik.

Eredményeink elésegitik az NM2C enzimatikus ciklusanak mélyebb megértését, ezen

keresztiil a fehérje fizioldgiai szerepének felderitését.
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Summary

The object of our study is the non-muscle myosin 2C, which is a ubiquitous motor
protein in vertebrates. As every myosin, NM2C hydrolyses ATP to convert chemical energy
into mechanical work to fuel translocation along actin filaments.

We know that the expression of NM2C is most abundant in the brain and lung among
the investigated organs. At the level of cells it is localised in the cytoplasma bridge of the
proliferating cells. Its major physiological role is to separate the nascent daughter cells. The
NM2C'’s patological role is also important: its mutations lead to autosomal dominant hearing
impairment or loss, in tumor cell lines the protein is present in large amounts. The NM2C has
three natural alternatively spliced isoforms, the non-inserted CO isoform, the C1 isoform
inserted by 8 amino acids into loop-1 (near the ATP-binding region), the other isoform (C2)
inserted by 41 amino acids into loop-2 (near the actin-binding region), and also exists an
artificial construction (C1C2), which contains both inserts.

In our work we began the kinetic characterization of the soluble, one-headed
subfragment-1 (S1) of NM2CO and C1 isoforms. Kinetic parameters can be investigated
easier on the S1 fragments than on the earlier described two-headed (HMM) constructions.

We produced the NM2CO and C1 isoforms, and examined these myosins by
fluorescent spectroscopic, steady-state and transient kinetic methods. Present results suggest
the two different nucleotides (ADP and ATP) do not change the conformation of the position
of the lever-arm. Additionally the steady-state actin-binding measurements support two
possible hypotheses: actin affinity of NM2C in weak actin binding state is stronger than in
other myosins, OR at low actin concentrations a strong actin binding NM2C state becomes the
rate-limiting step. From the transient measurements of nucleotide binding we can draw the
following conclusions: ATP-binding is irreversible; presumably ADP dissociates very slowly
from the NM2C.ADP complex therefore NM2C expected to posses high ADP affinity. ATP-
and ADP-binding rates of NM2C have similar values as other non-muscle myosin isoforms.

Our results can be utilized in the understanding of the enzymatic cycle of NM2C, and

contributing the exploration of this myosin’s physiological role.
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Roviditések

(eléfordulési sorrendben)

ATP adenozin-trifoszfat

ADP adenozin-difoszfat

MHC myosin heavy chain - miozin nehézlanc

MLC myosin light chain - miozin kénnydlanc

HMM hard meromyosin - nehéz meromiozin

LMM light meromyosin - kdnnyli meromiozin

S1, S2... szubfragmentum 1, 2 ill. sample 1, 2 - mintak
ELC essential light chain - esszencialis kdnny(lanc
RLC regulatory light chain- regulacios kénnylanc
G-aktin globularis aktin

F-aktin filamentdzus aktin

TnC, Tnl, TnT troponin alegységek

A aktin

M miozin

AM aktomiozin komplex

P; szervetlen foszfat

Trp triptofan

IVM in vitro motilitas

NM nem-izom miozin

SM simaizom miozin

NM2 nem-izom miozin 2

NM2A, 2A nem-izom miozin 2 A

NM2B, 2B nem-izom miozin 2 B

NM2C, 2C nem-izom miozin 2 C

MLC17 17 kDa-os koénnyl lanc

MLC20 20 kDa-os kénnyi lanc

MLCK miozin kénnydlanc kinaz

Ser szerin

Thr treonin

NMHC nem-izom miozin nehézlanc

Arg, R arginin

C cisztein

N aszparagin

K lizin

S szerin

mtsai munkatarsai

siRNA small interfering RNS - kis interferalé RNS
RNS ribonukleinsav

DNS, DNA dezoxiribonukleinsav

EDTA etiléndiamin-tetraecetsav

SDS sodium-dodecyl-sulphate — Na-dodecilszulfat
PCR polimerase chain reaction - polimeraz lancreakcio
Sf9 Spodoptera frugiperda sejtvonal

FBS fetal bovine serum - embrionalis borjuszérum
P1, P2, P3 virusnemzedékek

BSA bovine serum albumin - borjiszérum albumin
BLC koénnydlanc virus

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

43




EGTA

etilénglikol-tetraecetsav

DTT ditiotreitol

PMSF fenil-metil-szulfonil-fluorid

PK piruvat-kinaz

LDH laktat-dehidrogenaz

PEP foszfoenol-piruvat

NADH redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid
NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid
ABS abszorbancia

€ molaris extinkcids koefficiens
SF stopped-flow

mant-dATP, -

dADP mant-dezoxi-ATP, - ADP

Kobs észlelt sebességi allando

Kon kotési sebességi allando

Kot disszociaciés sebessegi allando
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