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1 BEVEZETO

Az enzimek alapvetd szerepet betolt alkotoelemei az €16 rendszereknek. Szerepiik
nagyon sokféle lehet, kezdve a DNS atirastdl egészen az ATP termelésig. Ma mar szinte
elképzelhetetlen egy biologiai folyamat leirdsa a benne résztvevd fehérjék felépitésének és
szerepének tisztazasa nélkiil. Esszencialis mivoltuk miatt rendkiviil fontos, hogy tisztaban
legylink muiikodésiik alapelveivel, és hogy megértsiik, milyen tényezOk hogyan befolyasoljak
szerkezetiiket és miikodésiiket.

Kisérleteinkben a human nem-izom miozin 2a (NM2A) motorfehérje vizsgalatan
keresztiil keresiink vélaszt arra, hogy a mechanikai terhelés milyen hatassal van a reakcio
kinetikai paraméterire. Feltételezésiink szerint ez altalanosithaté a tobbi enzim mitkodésére is,
arra az esetre, amikor ezek mechanikai terhelés alatt dolgoznak. A terhelés vizsgalata — a
biokémia és a mechanika Osszefiiggésének tudomanyos érdekességén kiviil — azért kiillondsen
fontos, mert az ¢16 szervezetben sok fehérje (koztiik a motorenzimek is) mechanikai terhelés
alatt all, igy tudnunk kell, hogy ez milyen mértékben befolydsolja a fehérjék muikodését,
illetve milyen szerepet tolt be az allosztérikus szabalyozasaban.

A nem-izom miozin 2 létfontossagu feladatokat lat el az €16 sejtben. Az altalunk
vizsgalt NM2A a sejtosztodasban és -differencialodasban jatszik szerepet (1). Mint minden
motorfehérje, az NM2A is kémiai energiabol (ATP hidrolizis) allit el6 mechanikai munkat
(2). A mechanikai munka az aktin polimer sinen valé elmozdulasban nyilvanul meg. A
folyamat lépései a kovetkezdk (1. Abra). Az ATP-mentes miozin ersen koti az aktint. ATP
kotés hatasara a miozin disszocial az aktinr6l, és a hidrolizis aktinrol levalt allapotban
torténik. Az aktin allosztérikus hatasara a hidrolizis egyik termékének, a foszfatnak a
felszabadulasa felgyorsul, ezzel egyiitt végbemegy az erdkifejtd 1€pés (egy aproé konformacio-
valtozas az aktiv helyen, mely erdkar segitségével feler6sodik). Az ezt kdvetd 1épés az ADP
felszabadulasa, mely vizsgalatunk targyat képezi.

Fontos szempont egy motorfehérje vizsgalatakor, hogy a motor mennyi id6t (és az
ATP-az ciklus mekkora részét) tolt erdsen aktin kotdtt allapotban (1. Abra — pirossal jelolt
allapotok) (3). Az altalunk vizsgalt NM2A az izom miozinhoz képest hosszabb ciklusidével
rendelkezik, és ADP felszabaduléasi 1épésének lassusdga miatt joval hosszabb idot is tolt

erdsen az aktinhoz kdtve, emiatt hosszabb id6tartamu erdkifejtésre képes (4-7).
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1. Abra: A miozin ATP-dz ciklusinak egyszeriisitett sémdja (Kék — gyenge aktinkétd allapotok, piros — erésen
aktin kotott dllapotok)

Vizsgélatainkban a human NM2A ADP-felszabaduldsi 1épését, mint modell reakciot
hasznaltuk az enzimkinetika mechanikai terhelés-fliiggésének vizsgalatara. A reakciot
kiilonb6z6 hémérsékleteken, tranziens kinetikai (stopped-flow) moédszerrel, fluoreszcensen
jelolt ADP-vel (N-metilantraniloil-2°-dezoxi-ADP (dmADP)) vizsgaltuk. Kisérleteinkben el
tudtuk allitani az aktin-kotott NM2A-ADP komplex mechanikailag terheletlen és terhelt
allapotait. Az NM2A azért kiemelkedden jo vizsgalati alany ezekben a kisérletekben, mert
magas aktin és ADP affinitassal rendelkezik, igy az aktomiozin-ADP héarmas komplex
konnyen és stabilan eldallithaté (az egyes komponensek kotdédésének Kg-jei 1 uM alatti
értékek) (5-7).

A kémiai reakciok hémérsékletfiiggésének leirasat ado termodinamikai 6sszefliggés az

Arrhenius-egyenlet:

E

k(T)= Ae *' "
ahol k a sebességi allando, T az abszolut hémérséklet, A egy hémérséklettdl fiiggetlen, un.
pre-exponencialis faktor, kg a Boltzmann-allando, E pedig az aktivaciés energia.
Vizsgalatainkkal azt szeretnénk kideriteni, hogy a mechanikai terhelés milyen befolyassal van
az egyenletben leirt paraméterekre, és azok koziil melyiket és hogyan befolyasolja.

A teljes természetes NM2A molekulat motor, erékar és farok domének alkotjak (2.
Abra). A motor és az erkar alkotja a miozin fejét (an. S1 fragmentum), a farok pedig coiled-
coil-t képezve a molekula dimerizacidjaért, illetve a miozin filamentumok képz&déséért
felelds (1). A mechanikai terhelés vizsgalatara szolubilis (filamentumot nem képzd), egy- és
kétfejii rekombinans human NM2A konstrukciokat allitottunk eld. Terheletlen kontrollként
hasznaltuk az egyfeji S1 valtozatot, mely onmagaban is mikddoképes (a motor domén
tartalmazza az ATP és aktin kotéhelyeket). A kétfeji (HMM) valtozatban a fejek az ket

sszekotd coiled-coil strukturan keresztiil erhatast gyakorolhatnak egymasra (2. 4bra).
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motor

er6kar

farok

2. Abra: A miozin és fragmentumainak szerkezete

Ennek mechanizmusa a kovetkez6. Amikor két fliggetlen miozin fej az aktin
filamentumon 1év0 szomszédos miozin kotohelyekhez kapcsolodik, az erdkarok végei tobb
nm tavolsagban helyezkednek el egymastol (3. Abra, bal oldali rajz). Ezzel ellentétben, ha a
szomszédos kotOhelyeket egy kétfeji HMM molekula fejei foglaljak el, akkor mindkét fejnek
mechanikai torzuldson kell keresztiilmennie ahhoz, hogy az erdkarok végei a farok kezdeténél
osszeérjenek (3. Abra, jobb oldali rajz). A HMM két feje altal érzékelt kiilonbz6 mechanikai
terhelés a két fej kiilonbozo kinetikai sajatsagaiban nyilvanulhat meg. Kordbbi mechanikai
vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy az elére iranyuld terhelés gyorsitja, a hatra iranyuld lassitja
az ADP felszabadulast (8;9).

S1 + aktin HMM + aktin
3. Abra: Intramolekuldris fesziiltség kialakuldsa az akto-HMM komplexben és a terheletlen akto-SI konstrukcié

A reakcid sebességének terheléstdl valo fliggése — a jelenség altaldnos tudoményos
érdekessége mellett — fontos szerepet jatszik SOk motor miikddésében, mivel ez oldja meg a
két fej kozti kommunikaciot, Otletesen kihaszndlva a fehérje szerkezeti tulajdonsagait

(pontosabban a benne ébredo fesziiltséget) a motor miikodésének szabalyozasara.
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4. Abra: Aktin-kétott HMM molekuléak negativan festett elektronmikroszkdpos képe
(kollaboratorunk, Dr. Peter Knight (Univ. Of Leeds) felvételei)

A 4. abran aktin-kotott HMM molekulak elektronmikroszkopos képe lathatd. Jol
lathatd, ahogy a két fej az egymas melletti kdtdhelyekhez kapcsolddik az aktinon.

2 TIRODALMI ATTEKINTES

2.1 A miozin molekula altalanos jellemzése

2.1.1 Szerkezet és funkcio

2.1.1.1 Szerkezet és szabalyozas

A miozin motorfehérje régota a biokémiai kutatdsok egyik kedvenc alanya, szerkezete,
tipusai, ezek funkcioi, széleskorli tudomanyos érdeklddésre tartanak szamot. Ennek
kovetkeztében szamos aspektusbol jol karakterizalt enzimrdl beszélhetink. Am mindezek
ellenére a miozinnal kapcsolatos vizsgalodas tag terepet biztosit a kutatdknak, hiszen a
szupercsalad rengeteg tipusu és funkcioji valtozatot tartalmaz, nem beszélve az enzim
bonyolult mitkddési mechanizmusardl.

Az emberiség altal az egyik leginkabb megérteni kivant probléma a mozgas. Ez
szorosan kapcsolodik az izommilkdodéshez, melynek esszencidlis Osszetevéje a miozin
molekula, melynek ciklikus miikodése eredményezi az ¢él0 szervezetek mozgéasat. Az
Osszehtizodasra képes izomszovet vizsgalata a mult szdzad elején fdleg anatomiai
modszerekkel kezdddott. Az izomszovetbdl kiilonbozé modszerekkel kivont fehérjeoldatot
(feltételezték, hogy ezen fehérje jatszik szerepet a kontrakcidoban) miozinnak nevezték. A
mikroszkoppal 1athato harantcsikolt izomszdvet kiilonleges, szabalyos sturkturajara keresték a
valaszt. Az elsd, igazan biokémiai kutatds a szegeden tevékenykedd Szent-Gyorgyi Albert és

munkatarsainak nevéhez flzddik. Ok tudtdk eldszor elkiiloniteni az izomszovet
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fehérjefrakcidit, a miozin és az aktin szétvalasztasa
Szent-Gyorgyi tanitvanya Straub F. Brunod nevéhez
kothet6 (25).

Az tgynevezett konvencionalis vagy vazizom
miozin proteolitikus hasitasokkal tobb egységre bonthato.
Tripszines hasitassal éllithatok el az tugynevezett HMM
¢s LMM (heavy meromyosin, light meromyosin — nehéz
¢s konnyli meromiozin) fragmentumok, ezt elészor
Mihalyi és Szent-Gyorgyi Andras allitottak el6. Papainnal
torténd emésztés A HMM részt két részre bontja, az
ugynevezett S1 és S2 régidkra (subfragment 1 és 2) (5.
Abra). A fragmentumok részletesebb szerkezeti

vizsgalata Balint Miklos nevéhez kothet6 (18, 19).

. tripszin

RN SR A SR
HMM LMM
papain
BeE 3B
. s2
. 81

5. Abra: A miozin proteolitikus
hasitasanak termékei forrds:
www.nbi.dk/~pmhansen/2Dactmotil.htm

A konvencionalis miozin molekula kettd, egyenként 200 kDa molekulatomegli nehéz,

valamint két-két 15-20 kDa tomegli konnyiilancbol (ELC — eszencialis konnyt lanc, RLC —

regulacios konnyiilanc) all. A nehézlancok egy globularis ,,feji”, és egy hosszu ,,farki”

régiobol allnak. A két lanc a farki région keresztiil un. ,,coiled-coil” kolesonhatéssal

kapcsolodik egymashoz, a fejekhez egy un. ,,nyak” sturktra koti 6ssze a farkakat. Ehhez a

régidhoz csatlakoznak a konnytilancok. Az S1 fragmentum lényegében a feji €s a nyaki régiot

tartalmazza, motor doménnek is nevezik, mivel enzimatikus aktivitasa sértetlen, ahogy ezt in

vitro motilitasi vizsgalatok bizonyitjak (35).

Az S1 fragmentum tébb funkcionalis ,,szubdoménbdl™ all, ezek a felsd és alsé 50 kDa

Fels6 50 kDa
® szubdomén

Aktinkots
arok
n/

. N-terminalis
’ @ )~ 25 kDa szubdomén

Eszencialis
4~ | konnyllanc
2,

, S

e

Als6 50 kDa . Regulacios
szubdomén (& g kénnydlanc

6. Abra: Nukleotid mentes kagylé (Aequipecten irridians) vizizom
miozin kristalyszerkezete (Houdusse et al., 2000)

7/50
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kDa-os rész kozott a nukleotidkotd zseb helyezkedik el. Egyszeribb megkozelitésben a
mozgés soran a szubdomének merev egységekként tekintheték, a mozgéas egymashoz képesti
elmozdulasokként keletkezik. A miozin a P-loop NTP-azok ko6zé tartozd fehérje, ez a
motivum evolucidosan konzervalt, és a nukleotidkotd zsebben helyezkedik el. A nukleotid
kotésében résztvevo régiok alapjan a miozin rokonsagban van tobbek kozott az élettanilag oly
jelentds G-fehérjékkel (pl. ras).

A konnyllancok szerkezeti homologia alapjan (EF-kéz vagy hélix-kanyar-hélix
motivum) a Ca2+ koto fehérjékkel mutat rokonsagot (pl. kalmodulin). Szerepiik a nehézlanc
stabilizalasa, a nukleotid k6tdzsebben tortént valtozasok tovabbitasa az erdkar felé, valamint
egyes miozinokban a molekula miikodésének szabalyozasa (1).

A miozin molekula kiilonbozé allapotainak szerkezetét a rontgenkrisztalografis
szerkezetek alapjan deritették fel. Az els6 kristalyszerkezet csirke vazizom szubfragment 1
részérdl késziilt a 90-es években (32, 33), az els6 regulacios domén térszerkezet Xie, Szent-
Gyorgyi és Cohen révén szintén a 90-es években keriilt megoldasra (34). A sejtes
nyalkagomba (Dictyostelium discoideum) konvencionalis miozin szerkezete kiilonbozo
nukleotid analogokkal (pl. MGAMPPNP, MgADPBeFy, MgATPyS) kertilt feltarasra — ezek a
hidrolizis egyes 1épéseit mimikaljak (27, 28, 29, 30, 31). Az Gn. dekoralt aktin filamentum
(minden ko6téhelyet dictiostelium miozin foglal el) szerkezetét szintén ekkor ismertették (36).

Az aktomiozin rendszer szabalyozasa dontd részben Ca®*szintjéhez kotott,
mechanizmusai valtozatosak lehetnek. A vazizomban a regulacié az aktin koétShelyeinek
fizikai elfedésén alapszik, a tropomiozin-troponin fehérjekomplexen keresztiil. A magas Ca?*
szint hatdsara a komplex szabadon hagyja a kotohelyeket, igy az aktomiozin ATP-az ciklus
zavartalanul miikddhet, alacsony Ca®*" szint a kotéhelyek blokkoldsat eredményezi, ezt
nevezzik sztérikus gatlas modellnek (37, 38). A regulacio masik modja a kdnnyiilancok
foszforilacigjan alapszik. A foszforilalas ki-be kapcsoloként miikodik, ha a konnyl lancok
foszforildlva vannak, akkor a fehérje ,,bekapcsolt” allapotban van, defoszforilalt esetben
inaktiv. A foszforilalast-defoszforilalast az MLCK (myosin light hain kinase — miozin kénnyi
lanc kinaz) illetve a miozin foszfatdz rendszer végzi, a bekapcsolasi szignal ebben az esetben
is a magas Ca2+ szint. Ez a fajta szabdlyozds a simaizom miozinra, illetve a citoplazmikus

nem-izom miozinokra jellemzo (39, 40).

2.1.1.2 Az izomkontrakcio mechanizmusa

Az aktomiozin rendszer miikodésérdl a két fehérje felfedezése Ota szamos elmélet

szliletett. A legrégebbi elképzelés a ,.csuszo filamentum” modell, mely a harantcsikolt
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izomrost

miozin

aktin

miofibrillum

M-vonal

H-csik

7. Abra: A vdzizom hierarchikus felépitésének vizlata, és

elektronmikroszkopos képe. Szerkesztve:

http://www.castlefordschools.com (rajz) valamint

~<— |-csik —

\
z-vonal «——— szarkoméra——» z-vonal

izomszovet anatomiai
strukturajanak felderitésekor

szlletett. Az elképzelés szerint a
kontrakci6 a vékony (aktin) és
vastag (miozin) filamentumok

valo elcsuszasan

egymasba

alapszik. Amikor Osszecsusznak,

szarkoméra

az izom megrovidil, amikor
eltdvolodnak, az izom megnyulik.
A szarkomerek ritmikus
ismétlddésének kovetkeztében a
mikroszkopikus elmozdulasok

Osszeadodnak, cm-ben

igy a
mérhet6 hosszvaltozas szemmel

is nyomonkovethetd (7. Abra).

R. Craig, University of Massachussettes EM képe alapjin

Huxley és Huxley

munkéssidga nyomdn fény deriilt az aktomiozin komplex részletesebb szerkezetére, miszerint

a filamentumok nem puszta rudak, melyek egymasba cstsznak, hanem koztik 1n.

kereszthidak taldlhatok. Ezen kerszthidak a vastag filamentumhoz folyamatosan kotve

vannak, és ritmikusan toljak odébb a vékony
filamentumot (20, 21, 22). Lymn ¢és Taylor a
ciklus kiilonb6z6 allapotaihoz hozzarendelte
az ATP-az ciklus egyes Iépéseit, igy sziiletett
meg az izomkontrakcio ,.kilendiild kereszthid”
(23). Az

kereszthidat a teljes S1 régio alkotja, mely a

elmélete elmélet szerint a

ciklus elsd 1épésében 45°-0s szdget zar be az

aktinnal, ezt az 1n. rigor allapotként
azonositottak (nukleotid mentes allapot, a
hullamerevségre utal). ATP kotésekor a

kereszthid disszocidl az aktinrdl (masodik

1épés), majd a hidrolizissel egyszerre az erdkar

lecsapddik, ekkor merdlegesen all az aktin

{4)
AM.ADP.R

(3}
M. ADP.F,

M.ATP
{2}

13

8. Abra: Az aktomiozin kemomechanikai ciklus
Lymn-Taylor féle kilendiild kereszthid modellje
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filamentumhoz képest, melyhez még mindig nincs hozzakotve (harmadik 1épés). A folyamat
negyedik 1épésében a miozin visszakét az aktinhoz, majd a termékfelszabadulassal
parhuzamosan megtorténik az erdkifejtd 1épés (powerstoke), a kereszthid az aktinhoz kotve
ismét 45°-0s szogbe all be, eltolva ezaltal egy kicsivel a vékony filamentumot a vastaghoz
képest (8. Abra).

A haromdimenziés  kristalyszerkezetek
ravilagitottak, hogy valdjaban nincs kilendiilé

kereszthid, a fej nagy része ugyanabban a szogben

csatlakozik az aktinhoz az egész ciklus soran. A Erskifejtés

molekulanak csak egy része mozdul el, az un. éﬁlaép;[gt
erfkar régid, mely felerésiti a nukleotidko6td

zsebben tortént aprd konformacids valtozasokat. Az

erOkar fel (pre-powerstroke), illetve lecsapott (post-

powerstoke) allapotai az erdkifejté 1épés elotti és

utani allapotok (9. Abra). Az elméletet tehat a Eﬁ};i;eijtés

. allapot
,.kilendiilé er6kar” modellre modositottak (24). ;

A Lymn-Taylor modell megalkotasa utan

nem sokkal Bagshaw és Trentham a motor domén

9. Abra: Az aktomiozin komplex

belsd fluoreszcencia valtozasai alapjan megalkotta a  kristalyszerkezetei az erdkifejts lépés eldtt és
o utan. Jol lathato, hogy a fej nagy részének

miozin ATP-az ciklus részletes kientikai mOdeH_]ét orjentdciéja nem valtozik, csak az erékar

csonkja all mas iranyban

(26) (10. Abra). A modell ma is alapjaul szolgal a (Mdédositva: Fischer et al 1995. Biochemistry)

miozinnal kapcsolatos kinetikai kutatasoknak. A

motor domén belsé fluoreszcenia valtozasai egyrészt a nukleotid kot zseb kornyékén
talalhato (1. fluoreszcencia emelkedés — M* éllapot), masrészt a relé-hélixen elhelyezkedd (2.
fluoreszcencia emelkedés — M** &llapot) triptofan aminosavak okozzak. — A triptofanok
fluoreszcencia valtozasa arra utal, hogy szerkezeti valtozasok kdovetkeztében poziciot

valtoztatnak a folyamat

1 2 3
M+ ATP == MATP —— M .ATP ——= M** ADP.Pi soran,  ebbll  arra
kovetkeztethetiink, hogy
L 4 o
2 az adott triptofan ¢és
7 6 5

M + ADP —— MADP _—_, M'ADP + Pi «—— M"ADPPi  kornyezete érintett volt

— E— >

az adott folyamathoz

10. Abra: Bagshaw és Trentham kinetikai modellje a miozin ATP-dz ciklusdrdl o
sziikséges
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konformdciovaltozasban. A triptofanok kedvelt fluoreszcens jeladok, mivel viszonylag kevés
(4ltaldban 3-4) talalhato beldliik a fehérjékben, ezért specifikus jeleket kozvetitenek. Gyakran
alkalmazott eljaras, hogy triptofanokat mutagenezissel betesznek, illetve kivesznek a
szekvenciabol. Bagshaw és Trentham modellje aktin mentes allapotban mutatja az ATP-az
ciklust. Az aktinnal vald kapcsolatrol altalaban elmondhatd, hogy az erds aktink6té allapotok
a nukleotidmentes és az ADP allapotok, mig az ATP és ADP.Pi éllapotok gyengén kotik az
aktint. Az livegnyak vagy sebesség meghatarozo 1épés (a ciklus leglassabb 1épése — mivel a
tobbi 1épés sokkal gyorsabb, ez a 1épés hatarozza meg, hogy a ciklus milyen gyorsan zajlik,
valamint, hogy mely allapotban tolt legtobb idét a molekula) konvencionalis miozin esetében
a foszfat felszabadulas, amely kozvetleniil megeldzi az erdkifejtést. (Bizonyos miozinok
esetén a sebesség meghatarozd 1épés az ADP felszabadulds - lasd késébb.) A késObbi
kutatdsok a ciklust még tobb részlépésre bontjdk, kinetikailag karakterizdlva az egyes
1épéseket kiillonb6zd miozinok esetén. A Lymn-Taylor valamint a raépiilé kilendiil erékar
modell a Bagshaw-Trentham sémaval kiegészitve képezik az alapjat a mai enzimkientikai

kutatasoknak (2).

2.1.2 A miozin szupercsalad viltozatossdga

A miozin szupercsaladba 24 osztaly tartozik (a biokémiai nomenklatiira nem koveti a

rendszertanban  megszokottat),

tagjai, szerkezetileg €s - X, o
funkcionalisan rendkivil ‘
valtozatosak. Az élo

szervezetben szamtalan feladatot
miozinok latnak el, minél

komplexebb egy ¢él6lény, annal

tobbféle miozinnal rendelkezik.
(Emberben idaig 17 féle miozint
azonositottak.) A 11. abran

nyomonkdvethetjik a miozin

szupercsalad evolucios

kapcsolatait. Valamennyi osztaly

Lo . . 11. Abra: A miozin szupercsalad tagjai. Az dgak hossza az
kozos  jellemzdje, hogy aktin evolucios tavolsagokat tiikrozi. (Hodge és Cope et al 2000)
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aktivalt MgATP-az aktivitassal rendelkezik, valamint, hogy a mar ismertetett régiokbol (fej,
nyak, farok) all. A motor domén enzimatikus aktivitasban fontos szerepet kapd részeinek
szekvencidja és szerkezete evoluciosan jol konzervalt, nagyobb térszerkezeti eltérés a motor
domén felszini hurkaiban, illetve az amino terminuson fordulnak el6. A miozin szupercsalad
valtozatossagat nagyrészt szerkezeti, illetve enzimkinetikai oldalrél vizsgaltak. Egyértelmd,
konkrét megfeleltetés az aminosav szekvencia eltérése €s az enzimatikus tulajdonsagok kozott
a szerkezet és a mechanizmus bonyolultsaga miatt nehezen bizonyithatd. Az osztalyok kozott
egy, illetve kétfejiiek is eléfordulnak, ez a C-termindlis farok régid sturkturajatol fiigg, ami
meghatarozza, hogy képes-e az adott miozin a filmentumképzésre. A II. osztalyba tartozo
miozinok filamentalis struktirdkat hoznak Ilétre, mig példaul az V. osztilyba tartozok
onmagukban miikodnek (szerepiik pl. vezikulak szallitdsdban van). Valtozatossag mutatkozik
a konnyii ldncok mennyiségében ¢és fajtadiban, valamint az dket a nehéz lanhoz kapcsolo 1Q
motivumok szekvencidjaban (1).

Ezen szerkezeti eltérések hatassal vannak az enzimatikus tulajdonsagokra is,
kiilonb6z6 feladatokat ellatdé miozinok a feladatra optimalizalt kinetikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek (3). Az egyik meghatarozo tulajdonsag, hogy a miozin ciklusidejének mekkora
hanyadat tolti erdsen aktin kotott allapotban (an. duty-ratio) (12. Abra). A vézizomnak nem

érdemes sokaig erésen az

M erés aktin koto allapot O gyenge aktin koté allapot
aktinhoz kotnie, mivel nagy

NMIIC \
tomegben dolgozik, igy a fejek NMIIB \

akadalyozndk egymast. Az NMIIA
egyfejii I osztalyba tartozo | ™oZnVh
.. , , i miozin V. ||
miozinok (altalaban membran o
simaizom [
kornyékén  lokalizaltak — — vhzizom
szerepiik lehet a 0 1 2 3 4 5 6 7

fesziiltségfiiggd  ioncsatornak idé (s)

szabalyozasaban) szintén rovid 12. Abra: A ciklusidé és az erésen aktinkotd dllapot élettratamdnak

1d6t toltenek erdsen az aktinhoz dsszehasonlitasa kiilonbzé miozinok esetén

kotve. Am a processziv (Kovacs et al., Marston & Taylor, De La Cruz et al.)
(egymas utan tobb enzimatikus ciklus megtételére képes, tigy, hogy egyik fejével mindig az
aktinhoz kotve marad) miozin V. szdmara elengedhetetlen, hogy ciklusideje nagy részét
erésen az aktinhoz kotve toltse. A II osztalyba tartozd nem-izom miozinok a harantcsikolt és
simaizomhoz hasonldéan filamentaris szerkezetiieck, azaz tobb miozin molekula a

szuperhelikalis farok régioval Osszekapcsolodik. Nem processzivek, am f0 szerepiik az
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izomtonus fenntartdsaban van, az NM2A példaul a simaizomban nagy mennyiségben fordul
eld, segitve azt belsé szerveket rogzitd feladatdnak ellatasaban. Ehhez rendkiviil fontos, hogy
egyrészt a ciklusidejiik rendkiviil hosszu, masrészt a harantcsikolt izomhoz képest mindharom
forma (NM2A, NM2B, NM2C) a ciklusidének nagyobb részét tolti erdsen aktinkotd
allapotban.

Azoknal a motorokndl, melyeknél az erésen aktinkotd allapot ardnya magas, ott a
konvencionalis miozinnal megszokottol eltéréen nem a foszfat felszabadulds, hanem az ADP
felszabadulas lesz a secbesség meghatarozo 1épés (3). Emiatt nem a gyenge aktink6tod
poszthidrolizis allapotban (aktomiozin-ADP.Pi komplex), hanem az ADP felszabadulas elotti
erds aktinkotd (aktomiozin-ADP komplex) allapotban fog a rendszer a legtobb id6t eltdlteni
(13. Abra). Fontos hangstlyozni, hogy nem az er8sen aktinhoz kotott idé abszolut értéke
szamit, hanem a ciklusid6hdz viszonyitott ardnya. A miozin V. a véazizom miozinnal
Osszemérhetden gyors motor, igy az erdsen aktinkotd allapot abszolut életideje is viszonylag
rovid, am ez a ciklusidonek nagy részét kitolti. A reverz motor miozin VI. mely csak kicsit
lassabb, mint a miozin V. és szintén nem képez filamentumokat, a mizin V-hoz hasonld
kinetikai tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezek a kinetikai kiilonbségek alapvetdek a kiilonb6zo

miozinfajtak élettani szerepének optimalizalasaban.

sebességmeghatarozo lépés sebessegmeghatarozo lepés
alacsony erésen aktink6to magas erésen aktinkoté
idéaranyt miozinonal id6aranyu miozinoknal

AM.ATP AM.ADPP; AM.ADP

AM
ATF’ ADP
‘ﬁ&@ @% QS&Q@ o @f&@ ‘6’ ozész@
erdkifejtd
lépés
fle o
x> aktin

3
/ . @ miozin
——

gyenge aktink&té allapotok
W Cm erds aktinkstd allapotok

M.ATP M.ADPP;

Current Opinion in Cell Biology

13. Abra: Az aktomiozin rendszer ATP-dz ciklusa, az erds és gyenge aktinkétd dllapotok feltiintetésével. A szamokkal
jelolt lepések: 1, Az ATP bekét az aktomiozin rigor komplexhez. 2,Az ATP kotés hatasara miozin disszocidl az
aktinrol. 3, A hidrolizis soran megtorténik az erdkar ,,felhuzasa”. 4, A miozin-ADP-anorganikus foszfat komplex
gyengen visszakot az aktinhoz. 5, A foszfat felazsbadulassal egyiitt megtirténik az erdkifejto lépés. 6, ADP
felazabadulas az aktomiozin-ADP komplexrél(Mddositva: Ostap & De La Cruz et al. 2004)
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2.2 A nem-izom miozin 2 alcsalad

A nem-izom miozin 2 csoport a Viz és

szivizom

Nem-izom

simaizommal mutat kézeli rokonsagot,

Embrionalis

ezt  bizonyitja  tobbek  kozott
szabalyozasuk hasonld elve (konnyl

lanc foszforilacioval torténd ki és

Csecsemd-
kori izmok

bekapcsolas). A human miozin |lI.
osztaly leszarmazasi kapcsolatait a 14.
abra mutatja (41). Az alcsaladnak

14. Abra: A humdn mioin II. izoformdk leszdrmazdsi kapesolatai
harom ma ismert képviselje van

(a vonalak hossza az evoliicios tavolsagokat tiikrizi)
(NM2A, NM2B, NM2C). A (Golomb et al. J. Biol. Chem. 2003)
konvenciondlis miozinokhoz hasonldan két fejiiek, és filamentaris struktiraba rendezddnek.
Fontos feladatuk a sejtosztodaskor a membranbefiiz6dés iranyitasa, valamint a simaizommal
kozosen el6fordulva valtozatos fiziologias szerepek ellatasa) A nem-izom, vagy
citoplazmikus miozinok kinetikai tulajdonsagait az elmult 6t évben karakterizaltak, steady-
state, €s tranziens kinetikai modszerekkel.

A nem-izom miozin 2A izoforma hasonlit leginkabb a konvencionalis miozinokhoz.
Ciklusideje ugyan joval hosszabb (tgikius ~ 2,2 S), mint a vazizomnak (ks ~ 0,03 ), am (a 2B
formahoz viszonyitva) viszonylag kis idejét (16 % - vazizom esetén ez 4%) tolti a

ciklusidonek erésen aktin kotott allapotban (ezt bizonyos faktorok, mint késobb latni fogjuk,

pl. a mechanikai terhelés jelentésen befolyasolja). Magas ADP (Kapp = 2 HM) és aktin

(Kaktin = 75 uM) affinitassal rendelkezik. A vérlemezkék, és a limfocitak szelektiven gazdagok

NM2A-ban, vegetativ szervek simaizom falaban (uterus, vastagbél — dontéen kontraktilis
szervekben), valamint embrionalis szervekben is nagy szamban fordul ¢l6, sokszor a ,,B”
izoformaval egyiitt. Részletes kinetikai karakterizalasa Kovacs és Sellers nevéhez kothetd (5).

A ,,B” izoforma a kovenciondlis miozintdl gyokeresen eltéré kinetikai sajatsagokat

mutat. Ciklusideje jelentds részét (50 %) tolti erésen aktin kotott allapotban, ciklusideje

rendkiviil hossza (teikius ~ 6 s). Az ,,A” izoformahoz hasonléan magas aktin (Kain= 59 M),

é¢s ADP (Kapp = 0,11 pM) affinitassal rendelkezik. Gyakran fordul elé idegszovetben (pl.

frontalis lebeny), valamint a 2A-hoz hasonléan simaizimmal boritott belsd szervek falaban
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(vholyag, aorta — dontden ott, ahol f6 feladat az alaktartds). Részletes kinetikai leirasa
Rosenfeld és Sweeney (4) valamint Wang és Sellers (7) altal tortént.

A citoplazmatikus miozin C izoforma létezésére a human genom analizalasa deritett
fényt, Golomb ¢és munkatarsai altal részlegesen leirasra keriilt (41). Az NM2C-nek két
izoformaja van, ezek alternativ spliceing eredményei. Jellemzden differencialt szovetekben
fordul eld, simizom tartalmi szovetekben kifejezetten alacsony az expresszids szintje,
ellentétben a masik két izoformaval (2A, 2B). Tomegesen eléfordul a kérges testben és a
hidban (jellemzden idegsejttest szegény, gliasejt €s axon gazdag régiok). Ciklusideje a ,,B” és
az ,,A” izoforma ko6zé esik (tckws ~ 5,5 S), viszonylag nagy szazalékat tolti a ciklusidének

(30 %) erésen aktinkotott allapotban. Részletes kinetikai vizsgalata még varat magara.

2.3 Termodinamika molekulak szintjén

A termodinamika molekuldk szintjén statisztikai és valoszinliségszamitasi eszkozokkel
dolgozik. Egyik alapvetd torvényszeriisége a Bolzmann-térvény, amely azt mondja ki, hogy
egy nem alapallapotban 1év6 (nem abszolut nulla hdmérsékleten) rendszer esetén egy adott

molekula mekkora valosziniiséggel tartozkodik egy adott allapotban (16):

_Ui
o kT

= b @
e kel

Ahol ,.pi” az i-edik allapot valoszintisége, ,,U;” az i-edik allapothoz tartozo energia,

P

,,Kg” a Boltzmann-allando, ,,T” az abszolut hdmérséklet. Ez a valoszintiség gyakorlatilag csak
potencialis (pl. gravitacid, elasztikus, stb.) vagy mozgasi, vagy egy adott kinetikai fazishoz

kotott. Ez mutatja a Boltzmann-eloszlas altalanos voltat.

crey

valoszinliségét avval fejezhetjiik ki, hogy mekkora annak a

Energia

valosziniisége, hogy a részecskét a madsodik allapotban
taldlom az egyeshez képest (valdszinliségek héanyadosa)

(15. Abra):

AU T
_AYv Tavolss
P, oo avolsag
D, [aU =U, -U,] (3) ,
15. Abra: Részecske megtalaldsi
valosziniisége a Boltzmann-eloszlas

alapjan (Howard et al. 2001 alapjdn)
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A két allapot kozotti atmenet valdszinlisége tehat adott hOmérsékleten csak az
allapotok kozit energiakiilonbségtol fiigg. A rendszer egyensulyi allapotanak a Boltzmann-
eloszlas felel meg.

A legegyszerlibb kémiai reakcio az elsérendii reakcid, melyben a valtozas sebessége

(K1, k-1 sebességi allandok) linearisan fiigg a koncentraciotol:

E,=—E, (4)
k,

Fkkor a koncentracidok idobeli valtozasa:

d|E
% = _kl[El]+ kfl[Ez] (®)
Egyensuly esetén a koncentraciok id6ben nem valtoznak (d[E;]/dt=0). Ekkor

definialhatjuk az un. egyensulyi allandot (Keq), amely a sebességi allandok hanyadosa. Ekkor:

“ k, [E] ©)

crcr

két allapot energiakiilonbsége hatdrozza meg. Az egyes allapotok koncentracioi

(betdltottsége) alapjan kiszamithato a folyamatra jellemz6 egyensulyi allando (Keg):

AG
K = @ _ P et
“ &l m ™
Ahol ,,AG” a (Gibbs-féle) szabadenergia (G = U- G Aktivilt, vagy

atmeneti allapot

TS), az ,,S” entrépia a szerkezeti allapotok szamaval van
Osszefliggésben. Itt nem részletezett indoklasok alapjan

az ,L,U” energidk a ,G” szabadenergiakkal

Szabad energia

1. allapot
helyettesithetok. G, 2 dllapor
Ha a kémiai atalakuldsokat az &tmeneti vagy G, |
oy , oy ’ . o] X X,
aktivalt allapot tedridval értelmezziik, akkor egy fehérje Reakeio koordinita
esetén elképzelhetd két, viszonylag alacsony energidju
(tehat eldnyds szerkezetli) allapot, melyek kozott az 16. Abra: Az aktivalt dllapot tedria

atmenet egy magasabb energidju allapoton keresztiil (Howard et al. 2001 alapjdn)
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vezet. (16. Abra). Ezt az allapotot energiagatnak is nevezik. A Boltzmann-eloszlas értelmében

annak a valdsziniisége, hogy a molekula az aktivalt allapotban legyen:

E T kT 8
[ ®)

A termék keletkezésének sebessége A*[E,], valamint elsé rendl reakciorol van szo,
tehat a reakcid sebessége egyenesen aranyos a reagens koncentracioval, igy néhany rovid
atalakitas utan:

_AGy

kl = Ae o [AGa:L = AC;a - AGl] (9)

Ezt az egyenletet Arrhenius-egyenletnek nevezziik, ,,A” pedig az Gin. preexponencialis
faktor, mely szdmos ardnyossagi tagot magaban hordoz, viszont nem fiigg a hdmérséklettol.
fgy ,,AG” az aktivaciés energiagatként értelmezhetd, melyet ,le kell gyézni” az atalakulas
végbemeneteléhez. Ennyi energiat kell legaldbb befektetni (pl. ATP hidrolizissel), hogy
megtorténjen az atalakulés.

Ha E; és E; allapotok kozotti &tmenet egy egyszerii szerkezeti valtozasnak feleltethetd
meg (pl. a fehérje egy része d tavolsaggal elmozdul), akkor a rendszerre kiilsé erdvel az
elmozdulés irdnyaban hatva eltolhatjuk az egyenstlyt valamelyik iranyba (attél fiiggen, hogy
az erdvel mely iranyban hatunk). Ekkor az ,,F” erd altal végzett munka noveli, vagy csokkenti

az aktivacios energiagatat:

AG =AG° —Fd (10)
Ekkor az egyensulyi allando:
AG AG°-Fd Fd
E ] p kel _ a keT 0 keT
K =[—2=—=e =g O =K e
h El] P, “ )

Az aktivacios allapot elmélet értelmében a kiilsd erd a kovetkezOképpen befolyasolja a

reakcio sebességét:

_AGal_Fdal Fdas
keT 0 kT
k,=Ae <f =kle's (12)
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Ahol a ,,0” indexii tagok az eréhatds mentes allapotra vonatkoznak. A biologiai er0k

nagysagrendje jellemzden a pikonewton, mivel a biologiai energiaskala az 1 kgT (h6mozgas

energidja) szinttdl a 25 kgT (ATP hidrolizis) szintig terjed, valamint a molekularis

elmozdulasok nagysagrendje a nanométeres skalan mozog (1. Tabldzat).

Energia Formula | Erték (107! J)
hémozgas (25 °C) KT 4,1
z6ld foton (A = 500 nm) hv=hc/ \ 397
ATP hidrolizis AG 100
elektron transzport (180 mV) eV 28,8

1. Tablazat. Energiak osszehasonlitasa (Howard et al. 2001 alapjan)

2.4 Motorok terhelésfiiggésének vizsgalata

2.4.1 Egyedi molekula vizsgdlatok

Az egyedi molekula vizsgalatok két legelterjedtebb moddja a TIRF (Total Internal

Reflection Fluorescence — a fény teljes visszaverddésén alapuld fluoreszcens technika) és a

lézercsipeszes (optical tweezer) mérések (16). Az el6bbi esetben a filamentum (aktin illetve

mikrotubulus) van rogzitve, és a rajta 1épegeté egyedi molekula (fluoreszcensen jellt miozin

vagy kinezin) Iépéseit kovetik
nyomon. Az utobbi esetnek két
fajtdja van, vagy az aljzathoz
rogzitett filamentumon mozgd
molekula végét rogzitik
gyongyhéz (atméré ~ 1 pm),
melyet egy lézercsipesz tart
(egy-gyongyos modszer), vagy
két lézercsipesz tartja a
filamentum  két  végéhez
rogzitett gyongyoket, és a
molekula végét szintén egy
gyongyhoz rogzitik (hdrom-
gyongyos modszer) (17. Abra).

lézercsipesz

e Lencse

8 optikai csapda

PP & ﬁ;églap
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17. Abra: A lézercsipeszes egyedi
molekula vizsgdlat vazlata
A: harom-gyéngyds modszer
B: egy-gyongyos modszer
(Howard et al. 2001)
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A 1ézercsipesz miikddése a fény torési torvényén (Snellius-Descartes torvény), és az
impulzusmegmaradas torvényén alapszik. A lencse egy adott pontba fokuszalja a fényt, ebben
a pontban rogziil a gyongy (a gyongy nem teljesen fix, de nagyjabol mindig ugyanott marad,
mivel ha kimozdul, a mozgassal ellentétes iranyt erék visszatéritik a fokuszpontba) (16). A
csipesszel egyrészt erét lehet kifejteni, masrészt elmozdulast lehet detektalni.

Az egy-gyongyds modszert leggyakrabban motilitasi vizsgalatokban alkalmazzak. A
polimer fehérjén 1épegetd egyedi fehérje elmozditja a gydngyot, ez az elmozdulés a csipesz
segitségével mérhetd. Amikor az egyedi molekula disszocidl a polimer lancrdl, a gyongy
visszatér eredeti helyzetébe. A megtett tavolsag, valamint az egy Iépés alatt megtehetd
tavolsag ismeretében a polimerhez kotve toltott ciklusok szama kiszamithato. (Valdjaban
annak érdekében, hogy a molekulat ne érje egyre nagyobb feszité erd, a gydongydt utdna
mozditjak a csipesszel egyiitt, ez az elmozdulés szintén mérhetd.)

A hérom-gydngyos modszerrel vizsgalhatok a molekula kinetikai tulajdonsagainak
valtozasai terhelés hatasara (8, 9). A moddszer kifejlesztése Veigel nevéhez flizédik. A
molekula rogzitett helyzetben van a harmadik gyongyon, az erét a polimer lanc parhuzamos
mozgatasaval generaljak, meghatarozott intenzitassal, idétartamon, és tavon. Az érzékelt jel a
molekula 4ltal a polimer szélra kifejtett erd valtozdsa. A vizsgalatot rendkiviil sokszor el
kellet végezni, majd a kapott eredményeket statisztikai elemzésnek alavetni.

Veigel a simaizom miozin S1 fragmentumanak terhelésfliggését vizsgalta (8).
Vizsgélataiban két 1épésben hatott erdvel a molekula. Az elsd 1épés idbtartama erdsen
terhelésfiiggd volt (a molekula er6hatdsanak iranyaban hat6 terhelés gyorsitotta, az ellenkezd
iranyu lassitotta — kb. kétszeres valtozas a sebességi allandokban)), mig a masodik 1épés
sebessége nem fliggott igazan a terheléstdl, sokkal inkdbb az ATP koncentraciotol. Ezek
alapjan a masodik erdkifejtd 1épés akkor ér véget, amikor a miozin ATP hatéséra disszocial az
aktinrol, az elsd 1épés pedig akkor, amikor az ADP felszabadul a miozin molekulardl. Az elsé
1épés nem i1gazan fliggdtt az ATP koncentraciotol, ez természetes is, mivel ebben az esetben a
nukleotid kotdzseb foglalt az ADP 4ltal. Veigel eredményei alapjan a simaizom miozinrol
torténd ADP felszabadulas erdsen terhelésfiiggd, az eldre (aktin ,,+° vége felé) iranyuld
terhelés gyorsitja, a hatra (aktin ,,-” vége fel¢) irdnyul6 terhelés lassitja azt.

Veigel hasonl6 vizsgalatokat végzett a miozin V. molekula S1 fragmentumaval (9),
hasonld eredményre jutva, mint a simaizom miozin esetében. A miozin V. molekula ADP
felszabadulasi 1épése a simaizomnal még erdsebb terhelésfiiggést mutatott. Veigel az ADP
felszabadulas terhelésfiiggésével magyardzta a miozin V. molekula processziv miikdését,

amihez egyrészt az sziikséges, hogy az egyik fej mindig aktinhoz kétve maradjon (magas az
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erésen aktinkotd allapotok aranya), valamint elengedhetetlen a két fej egymadssal valo
kommunikécioja. Viegel szerint a két fej az aktinhoz kotve egymasra erdt fejt ki, ezaltal
szabalyozzak egymas aktomiozin-ADP éllapotanak élettartamat.

Veigel vizsgalataiban felfedezte, hogy a kiillonb6z6 miozin molekuldk nem egyforman
érzékenyek a mechanikai terhelésre, valamint, hogy az aktomiozin komplex ATP-az
ciklusanak egyes Iépései sem egyforméak terhelésfiiggés szempontjabol. A leginkabb
terhelésfiiggést mutatd 1épés az ADP felszabadulds (lasd kordbban). Az adott molekulara
valamint molekularis folyamatra Veigel egy mérdszamot vezetett be, ez egy karakterisztikus
tavolsdg (nm nagysagrendii), mely egyedi molekula vizsgalatokkal mérhetd. A sebességi

allando terhelésfiiggése ezen tavolsag segitségével fejezheto ki:

_AG-Fd

k(T)=Ae T @

Ahol ,,A” preexponencialis faktor, ,,kg” a Boltzmann alland6, ,,AG” az aktivacios
szabacdenergia a két allapot kozott, ,,T” az abszolut hémérséklet, ,,F” a molekulara kifejtett
kiils6 erd. ,,d” az adott molekulara jellemz0 karakterisztikus tavolsag, mely az erével szorozva
munka, azaz energia dimenzidju mennyiséggé valik. Veigel szerint a kereszthid erd irdnyu
elmozdulésaként interpretalhatd, és a molekula fesziiltségre valo érzékenységét fejezi ki.

Az egyedi molekula vizsgalatok ( ilyen vizsgalatokat szamos més motorfehérjén, pl.
kinezinen 1s végeztek) képezték a késObbi, tranziens kinetikai terhelésfiiggést kutato
vizsgalatok alapjait. Az evvel direkten mérhetd szerkezeti valtozdsok nagy segitséget

nyUjtottak a kinetikai valtozasok szerkezeti alapjainak interpretalasahoz.

2.4.2 Tranziens kinetikai vizsgalatok

A tranziens kinetikai mérések nagy eldnye az egyedi molekula vizsgalatokkal
szemben, hogy egyszerre (egy l6véssel) szamos eseményt detektalunk, mivel tobb molekula
végzi ugyanazt a folyamatot. Ennek eredményeképpen jobb lesz a jel-zaj arany, mivel az
egyedi molekula vizsgdlatoknal értelemszerlien egyszerre csak egy molekulat tudunk
vizsgalni. Ahhoz hogy statisztikat lehessen késziteni beldle, rengetegszer kell ugyanazt
megmérni. Masik nagy eldny, hogy a fluoreszcens nukleotidok segitségével egyértelmiien be
tudjuk azonositani, hogy a fluoreszcencia valtozas mely kémiai folyamatnak tulajdonithato.

Egyedi molekula vizsgalat esetén a konkrét kémiai folyamatra csak indirekten tudunk
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kovetkeztetni. A tranziens kinetika hatranya viszont, hogy az egyedi molekuléval direkten
vizsgalhatd szerkezeti valtozasokra csak a kristalyszerkezetek és a kémiai valtozassal
kapcsolatos ismereteink alapjan kovetkeztethetiink. Triptofan fluoreszcencia valtozas esetén is
maximum annyit lehet mondani, hogy az adott triptofan és kornyezete mélyebbre vagy a
felszinhez kozelebb kertilt-e a folyamat soran.

A terhelésfiiggés tranziens kinetikai vizsgalatanak egyik megkdzelitése azon az elven
alapszik, hogy a kétfeji motorfehérjében a polimer sinhez kotve, annak szomszédos
kotéhelyeit elfoglalva a szabad allapothoz képest fesziiltség keletkezik a molekulan beliil.

Rosenfeld a mizon V. és a kinezin motorfehérjék kinetikai paramétereit vizsgalta ezzel
e modszerrel, és mindkét enzim processzivitasat azzal magyarazta, hogy a fejek egymasra erét
kifejtve kommunikalnak, igy sazbalyozzdk egymas ATP-az ciklusait, annak érdekében, hogy
az egyik fej mindig az aktinhoz illetve a mikrotubulushoz kétve maradjon (14, 15).

A nem-izom miozin 2A ¢és 2B terhelésfiiggését Kovacs mutatta ki, a miozinok kétfejii
konstrukcioinak hasznalata segitségével (13). Az akto-NM2-ADP komplexrél (mindkét fejjel
erds aktinkoto allapot — elektronmikroszkopos felvételek segitségével alatamasztva)), torténd
ADP felszabadulast vizsgélta, nagy mennyiségli, kompetitiv nukleotid (ATP, ADP)
hozzaadasaval. Fluoreszcens jelként dmADP-t, valamint pirén-aktint hasznalt. Terheletlen
kontrollként egyfejii (S1) konstrukciot, illetve aktinmentes allapotot hasznalt. A terheletlen
allapotokban az ADP felszabadulds egy Iépésben, mig a terhelt allapotokban két 1€pésben
tortént. Ez azzal magyardzhato, hogy terheletlen allapotban homogén populacidkat latunk,
mig terhelt allapotban az egyes fejek az er6hatds miatt lecsokkent, illetve megndtt sebességgel
szabaditjak fel az ADP-t, igy kiilon detektalhatjuk az ADP felszabadulast az egyes fejekrol. A
sebességi allandok a terhelt allapotokban 6t-tizszeres csokkenést, illetve novekedést mutattak
a terheletlen allapotokhoz képest. A munkanak az ADP kotés kinetikajanak karakterizalasa is
részét képezte, amely nem mutatott terhelésfiiggést.

A terhelésfiiggés magyarazatot adhat az un. Fenn-effektusra, mely szerint az izom
izotonikus (allando izom fesziiltség) kontrakcid soran tobb hd termelddik, mint izometrikus
(alland6 izomhossz) esetén. Fenn ezt a hét rovidiilési, vagy 0sszehtizodasi honek nevezte. A
tobb h6 termelés aranyban 4all az dsszehuzddas alatt elfogyasztott ATP mennyiségével. Ezek
szerint az izom rovidiilésével nem jar6d kontrakcié (ilyenre van sziikség pl. a belsd szervek
falaban az alakot fenntartd izmok pl. aorta esetén) energiasporold ,,lizemmodban” mikodik a
miozin, tehat egy ATP-4z ciklus joval tovabb tart (nd az erdsen aktinkotd allapot életideje —
tehat egyre lassabb az ADP felszabaditds sebessége). Emiatt az izom nem rovidiil, hanem

egyre novekvo fesziiltség alatt folyamatosan tartja az aktint, igy adott id6 alatt kevesebb ATP-
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t fogyaszt, mint izotonikus kontrakcié esetén, amikor sok ATP-az ciklus lezajlik, hogy az

1zom Osszehuzodhasson.

3 CELKITUZESEK

Kisérleteinkben arra keressiik a valaszt, hogy:
1. A mechanikai terhelés hogyan valtoztatja meg az Arrhenius-egyenletben leirt
termodinamikai €s kinetikai paramétereket?
2. Milyen szerkezeti és dinamikai valtozasok torténhetnek a fehérjében a hémérséklet
valtoztatasaval?
3. Mivel magyarazhat6 a terheletlen kontrolként alkalmazott szubfargment 1 konstrukcid

nem vart viselkedése?

4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 NM2A eléallitasa eukariota sejtkulturaban bakulovirus segitségével

A fehérjét Sf9 (Spodoptera frugiperda) rovarsejt-kultaraval termeltettiik. A kodolo
géndarabot bakulovirus vektorral juttattuk a sejtekbe. Taptalajnak InsectExpress medium
oldatot (+ 1% penicillin-streptomicin) hasznaltunk. A virust mindig sotétben taroltuk, 4 °C-
on, 2% (V/V) FBS-t (fetal bovine serum) hozzaadva. A virus (kiilon HMM-et, S1-et és a
konnyli lancokat tartalmazo konstrukcidk) elérhetd volt a témavezetd korabbi munkajabol, a
meglévd virus torzseket amplifikaltuk az expresszidé megkezdése eldtt.

Amplifikalas: A P1 virustorzs (ez a kezdetben elkésziilt virus) kb. 1,5 ml volt, ebbdl
szaporitottuk fel a késobbi ,,virusnemzedékeket”. A P2 generaciot ugy készitettiik, hogy 50 ml
sejtkulturat (8*10° sejt/ml) 1 ml P1-el fertdztiink, majd 48 oran at, razatva inkubaltuk 27 °C-
on. Ezutan lecentrifugaltuk (1000 rpm, 1 min, hiitéssel, K23 centrifuga), majd a feliiluszot 2%
FBS-t hozzdadva 4 °C-on taroljuk (P2). A P3 generacid elkészitésekor 100 ml sejtkultarat
(8%10° sejt/ml) fertéziink meg 1 ml P2-vel, és a P2-hdz hasonléan razatjuk, majd
centrifugaltuk és taroltuk. A P3 generaci6 fehérjetermelését SDS gél/Western blot eljarassal

ellendriztik.
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Expresszio: 400 ml Sf9 kultarahoz (2"‘106 sejt/ml) hozzaadtuk a fehérjénket termeld
virust és a hozza tartozé konnytilancokat termeld virust, és 72 6ran at inkubaltuk 27 °C-on
folyamatos razas kozben. Ezutan centrifugaltuk a sejteket (5 perc, 3000 rpm, 4 °C), majd
PBS-ben mostuk. Az 0Osszegyiijtott sejteket 50 ml-ként folyékony nitrogénben hirtelen
fagyasztottuk, majd -80 °C-on taroltuk. Az expresszido eredményét SDS gél/Western blot

eljarassal ellendriztiik.

4.2 NMZ2A preparalasa FLAG affinitas kromatografiaval

Valamennyi expresszalt fehérjekonstrukcido C-terminalis FLAG-cimkét hordozott a
konnyebb tisztithatosag érdekében. A preparalas els6 1épése a fagyasztott sejtek felolvasztasa
¢s homogenizalasa extrakcios pufferben [10mM HEPES pH 7,3; 200 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, ImM EGTA, 3 mM NaNs, 0,1 mM DTT (ditiotreitol), 0,1 mM PMSF (fenil-metil-
szulfonil-fluorid), 1 mg/l leupeptin, proteaz gatlo koktél, (ezek védik a fehérjét a
felhasadastol) 2 mM ATP (hogy a miozin elengedje az aktint, és ne ragadjon bele a
sejttormelékbe)]. Az extraktumot szonikaltuk, majd centrifugaltuk (15 min, 20000 RPM, 4°C,
Jouan KR22i centrifuga). A centrifuga feliiliszohoz 3 v
ml FLAG affinitds gyantat (Sigma) adtunk, és egy i -
¢jszakan at razatva inkubaltuk. Masnap centrifugaltuk
(1000 RPM, 1 min, K23 centrifuga) és a gyantat
kromatografids oszlopba toltottiikk. Ezutin M+ATP-
pufferrel és 80 % : 20 % aranya HMM puffer : M

puffer keverékkel mostuk az oszlopot, hogy a

folosleges sejtalkotok tavozzanak. (HMM puffer: 10
mM HEPES pH 7,2, 0,1 mM EGTA, 3 mM NaNs, 0,1
mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 mg/l leupeptin; M+ATP
puffer: 10 MM HEPES pH 7,2, 0,1 MM EGTA, 3MM  (isi-irum, 6. els centrifugdlas utani

NaNs, 0,5 M NaCl, 0,1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1  feliiliisz6, 7. FLAG-oszlop dtfolyé, 8. Mary
mg/l leupeptin, 1 mM ATP, 5 mM MgCl,). Az és HMM pufferes mosas, 9. FLAG-peptides

18. Abra: Western Blot NM2A-S1
preparalas. A csikok sorrendben: 1-2.

porzitiv kontrol, 3. fehérjelétra, 4-5. teljes

. L oprs . frep e SRR licio. Lathato, h ! koti
oszlopon atfolyo fazisokat is gytijtottiik, késébbi clucto. Lathato, flogy dz osziop nem Kot

Western blot-analizishez. Az NM2A-t 0,3 mg/ml

meg tokéletesen a fehérjét, ennek oka az

oszlop elhasznalodasa

kompetitiv  FLAG peptiddel mostuk le az affinitas

23/50



Szakdolgozat - Sarlos Kata

oszloprol, az elualt frakciokban a fehérjekoncentraciot Bradford-reagenssel ellendriztik. A
fehérjét ezutan Q-Sepharose ioncseréld oszlopon koncentraltuk (felvitel kis ionerejti 80 % :
20 % aranyd  HMM puffer : M puffer keverékben lemosas nagy ionereji M pufferrel). A
koncentralt fehérjéket 100 mM NaCl-t tartalmazd6 HMM pufferben dializaltuk, majd
gyorsfagyasztottuk, és folyékony Ny-ben taroltuk. SDS gél elektroforézis/Western blot
modszerrel vizsgaltuk (Iétra: Benchmark prestained protein ladder — invitrogen) az egyes
frakciokban 1évo fehérje mennyiségét, hogy tudjuk, mekkora volt a veszteség a preparalés

alatt.

4.3 dmADP készitése

A dmADP-t (N-metilantraniloil-2’-dezoxi-ADP 2-e dezoxi-ADP ¢és metilizatoinsav-
végeztiik, mivel vizes fazisban a hatasfoka kicsi. Dezoxi-ADP-t (AADP) hasznaltunk, hogy a
metilizatoinsav-anhidrid csak az egyik hidroxil-csoport helyére tudjon kotédni. Ez azért
fontos, mivel a 2’ és 3° OH-csoportot egyarant tartalmazo ADP hasznalatakor a
metilantraniloil csoport mindkét helyre kotddhet, ami a miozinnal kiilonb6z6 mddon reagald
izomereket (és ebbdl kifolyolag komplikalt kinetikai profilokat) eredményez. Mivel a Na-
dADP szerves oldoszerekben kicsapodik, ezért eldtte egy HiTrap Q FPLC ioncseréld
oszlopon a Na' iont trietil-ammonium-hidrogén-karbonatra cseréltiik. Ezt kdvetden az
anyagot liofilizaltuk, majd elvégeztik a szintézist (egy ¢éjszakan at, 4 °C-on, dimetil-
formamidban, 10:1 metilizatoinsav-anhidrid:dADP molaranynal). A szintetizalt dmADP-t

ioncseréld oszlopon tisztitottuk, utana liofilizaltuk, majd lefagyasztottuk és -80 °C-on téaroltuk.

4.4 NM2A vizsgalata tranziens kinetikai modszerekkel

A reakciok tranziens kinetikai nyomon kovetése lehetdséget biztosit arra, hogy az
enzimatikus ciklus azon lépéseit is megfigyeljiik, melyek milliszekundumos iddéskalan
mozognak. A steady-state ATP-az mérésekkor csak a ciklus sebesség meghatarozo 1épését
figyelhetjiik meg, a tranziens kinetika lehetdséget nyujt a Iépések kiilon-kiilon vald kinetikai
karakterizalasara.

Kisérleteinkben az ADP akto-NM2A komplexrdl valo felszabadulasanak kinetikajat és
annak hoémérsékletfiiggését vizsgaltuk, a fehérje mechanikailag terhelt és terheletlen

allapotaiban. Az enzimreakciot stopped-flow (megallitott aramlasos) kisérletekkel vizsgaltuk.
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Ez a gyorskeveréses méréberendezés (KinTek Corp.) reakciok milliszekundumos

A két, kiilonboz6 fecskenddbe toltott reaktans a dugattyuk gyors megnyomadasakor egy
kever6kamraba, majd onnan egy kiivettaba jut (19. dbra). A reakcio szinte azonnal (kb. 1 ms
holtidé utan) megfigyelhetd. A kiivetta egy leolvasd berendezés belsejében van, mellyel
abszorbanciat és fluoreszcenciat is érzékelhetiink (17).

A reakciot egy specidlisan erre tervezett programmal (Kintek SF-2004) kovettiik
nyomon ¢s értékeltiik ki. A programban beallithatd tobbek kozott a megfigyelni kivant
id6tartam, a tubusbdl kinyomott anyag mennyisége, az aramlas sebessége, ¢s hogy milyen
modszerrel kivanjuk detektalni a reakciot.

A fluoreszcencia id6beli valtozasara a Kintek programjanak segitségével altalaban egy

vagy tobblépéses folyamat esetén kétfazisi exponencialis fliggvény illeszthetd:

Y=A"+C (14)

Y=Ae" M +Ae™+C (15)

Ahol ,,A” a fluoreszcencia valtozas amplituddja, ,.k” a sebességi allando, C pedig a

végso fluoreszcenciaszint.

motor

fecskendok

fotoelektron
sokszorozé

kiivettahaz

kivetta

19. dbra: A stopped-flow méréberendezés (bal oldali abra) és sémdja (jobb oldali dbra) (KinTek Corp.)

Kisérleteink a fluoreszcencia idébeli valtozasat kovettiikk nyomon. A megfigyelt jelet a

hémérséklet- és ADP koncentraciofiiggés esetén dmADP fluoreszcens nukleotid adta. Ennek
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elényos tulajdonsaga, hogy a jeldletlen ADP-hez nagyon hasonld Kinetikai tulajdonsagokkal
rendelkezik. Miozinhoz kotédve erésen megndé a fluoreszcenciaja, a fehérjérél vald
felszabadulasakor pedig lecsokken. Tovabbi jelerdsitést értiink el azzal, hogy a dmADP-t nem
kozvetleniil, hanem a miozin triptofanokrdl torténd rezonancia energia transzfer révén
gerjesztettiik (gerjesztési hullamhossz: 280 nm, emisszid detektalasa: 420 nm-es feliilatereszto
optikai sziirével). A fluoreszcencia-jel idébeli valtozasat figyeltik meg, kiilonb6z6
hémeérsékleteken.

Az aktinkoncentraciofiiggést vizsgaltuk jeldletlen aktin-dmADP parositassal, valamint
jeloletlen ADP-pirén aktin parositassal is (a pirén aktinrdl lasd bovebben késobb). A pirén
aktin fluoreszcencia novekedést mutat, amikor levalik réla a miozin, azokban a mérésekben,
melyekben pirén aktint haszndltunk, a kompetitor értelemszertien ATP volt.

A hémérsékletfiiggés és az ADP koncentracio mérésekor akto-NM2A-S1-dmADP
(terheletlen, egyfejii allapot), illetve akto-NM2A-HMM-dmADP (terhelt, kétfeji allapot)
komplexeket kevertiink dssze jeloletlen ADP-vel illetve ATP-vel. Aktinkoncentracié fliggés
esetén az akto-NM2A-S1-dmADP valamint NM2B-S1 komplexet 16ttiikk 6ssze ADP-vel,
illetve a pirén-aktin-NM2A-S1-ADP valamint NM2B-S1 komplexet ATP-vel. A jeloletlen
ADP-t ¢és ATP-t nagy (ADP esetében 20-szoros, ATP esetében 100-szoros) foloslegben
reagaltattuk az akto-NM2A-dmADP komplexekkel. Az ilyen, un. ,,chasing” kisérletekben a
disszociacios sebességi allando izolaltan vizsgalhatd, mivel a nagy feleslegi jeldletlen ADP
és ATP jelenléte miatt a dmADP visszakotddése nem befolydsolja a fluoreszcencia
tranzienseket. A reaktansokat a kovetkezd Osszetételii pufferben vettiik fel: 10 mM HEPES
pH 7,0; 5 mM MgCl,, 0,15 mM EGTA, 100 mM KCI, 1mM DTT.

Az egyes sorozatokbandsszelOtt reaktansok Osszetétele a kovetkezo volt:

Homérsékletfiiggés:

1.  A:!5uM aktin, 0,8 uM NMZ2A-S1, 5 uM dmADP
B: 200 uM ADP

2. A:5pM aktin, 0,8 uM NMZ2A-S1, 5 uM dmADP
B: 1 mM ATP

3. AI5uM aktin, 1 pM NM2A-HMM, 5 uM dmADP
B: 200 uM ADP

4. A:5uM aktin, 1 pM NM2A-HMM, 5 uM dmADP
B: 1 mMATP
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Aktin koncentraciofiigges:

5. A:0;03;0,6;1;1,5; 2; 3; 5 uM aktin, 1 upM NMZ2A-S1, 5uM dmADP

B: 200 uM ADP

6. A:01;03;0,6;1;1,5;2;3;5 uM pirén-aktin, 1 uM NM2A-S1, 5 uM dmADP
B: 1 mM ATP

7. A:0;03;0,6;1;1,5; 3; 8 uM aktin, 1 uM NM2B-S1, 5uM dmADP
B: 200 uM ADP

8. A:0,3;06;1;1,5; 3; 8 uM pirén-aktin, 1 uyM NM2B-S1, 5 uM dmADP
B: 1 mM ATP

ADP koncentraciofiiggés:

9. A:!5uM aktin, I uM NM2A-51, 0,3; 0,6; 1; 1,5; 3; 6; 12; 20 uM dmADP
B: 200 uM ADP

45 NM2A-HMM tiofoszforilalasa

A HMM-et tiofoszforilalni kellett, hogy biztositsuk a motor aktitvitasat (6). (A
tiofoszforilalas a foszforildlas hatdsat mimikalja, &m annal stabilabb modositas. Az Sl
konstrukcid konstitutivan, tiofoszforilalas nélkiil is aktiv.) A tiofoszforilalast 1 ug/ml MLCK
(miozin kénnytilanc kinaz), 1 pM kalmodulin (a kalmodulin Ca®*-kétott allapotban biztositja
az MLCK aktivitasat), 1 mM ATPyS (a tiofoszforildlashoz sziikséges ATP-analog szubsztrat),
25 mM CaCl, jelenlétében végeztik a fenti mérési pufferben, egy oOran Kkeresztiil,
szobahémérsékleten. Ezutan az ATPyS-et gélsziiréssel (Sephadex-G-25 medium) valasztottuk

el a fehérjétdl.

4.6 Aktin preparalas

Az aktin filamentumokat nyul vazizombol készitett szarazporbdl, Spudich és Watt
modszere alapjan allitottuk el6 (10). Méréseinkben az aktin filamentumokat falloidin (Sigma)

segitségével stabilizaltuk (a falloidin meggatolja az aktin depolimerizaciot).
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4.7 Pirén — aktin preparalas

Az elkészitett F-aktint tizszeres molaris feleslegben DMSO-ban (dimetil-szulfoxid)
oldott pirén-jodacetamiddal (Molecular Probes) jeloltik. A pirén fluoreszcens anyag
(gerjesztési maximum: 338 nm, emisszios maximum: 378 nm), a jodacetamid az aktin 374-e
ciszteinjével 1ép reakioba (emiatt rendkiviil fontos, hogy a puffer ne tartalmazzon DTTH-,
mivel a pirén az aktin helyett a DTT-vel elreagalna). A jelolést egy ¢&jszakan at
szobahOmérsékleten végezzik, a kicsapodott, felesleges anyagokat centrifugaldssal (1000
rpm, 4 °C, 2 min) valasztjuk el. Ezt kovetéen megismételjik az aktin tisztitasi lépéseket

Spudich moédszere alapjan (10).

4.8 A reakcié modellezése Gepasi program segitségével

A kiilonboz6, (ATP illetve ADP kompetitoros) reakciokat Gepasi Kinetikai
szimulacios program (www.gepasi.org) segitségével modelleztiik, annak érdekében, hogy

Osszehasonlithassuk a kapott eredményeket elméleti értékekkel.

5 EREDMENYEK

5.1 A Kkisérletek szerkezeti modellje

Kisérleteinkben a dmADP akto-NM2A-HMM-rél (illetve akto-NM2A-S1-r6l) vald
felszabadulasat kovettiik nyomon, mechanikailag terhelt és terheletlen allapotokban.
Tranziens Kinetikai méréseink soran a dmADP-nek a disszociaciokor bekdvetkezd
fluoreszcencia-csokkenését detektaltuk.

Ha az akto-NM2A-HMM-dmADP komplexet nagy feleslegben 1évé jeldletlen ADP-
vel keverjiik 0ssze a stopped-flow késziilékben, akkor elészor a hatsé (kovetd, az aktin
filamentum minusz vége feldl elhelyezkedd) fejben cserélédik le a dmADP ADP-re
(20. Abra). A kovetd fej, mivel el6re huzza az elsd (vezetd) fej, nagyobb sebességi allandédval
(k+) szabaditja fel a dmADP-t, mint terheletlen koriilmények kozott (Kp). A vezetd fejre

Newton Ill., kolcsonhatasokra vonatkozo torvényének értelmében egy ugyanakkora, de
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ellentétes iranyu er6 hat, igy ez a fej egy, a terheletlen allapoténal kisebb sebességi allandoval
(k) fogja felszabaditani az ADP-t (20. Abra).

20. Abra: A dmADP (csillaggal jelolt D) szekvencidlis kicserélédése ADP-re (D) az NM2A-HMM molekula
koveté (lila), majd vezet6 (z61d) fejéen

Ha az akto-NM2A-HMM-dmADP komplexhez feleslegben jeldletlen ATP-t kevertink,
akkor az el6z6 reakciohoz hasonldan eldszor a kovetd fejben cserélédik le a dmADP ATP-re
(21. 4Abra). A folyamat az elézéekhez hasonléan szintén a terheletlen allapotnal nagyobb ki
sebességi allandoval megy végbe, mivel ebben az esetben is elére iranyuld terhelést érez a
kovetd fej. ATP kotésekor viszont az el6z6 reakcidval ellentétben a kovetd fej disszocidl az

aktinrol, igy a terhelés megsziinik. Emiatt a vezetd fejben a dmADP lecserélddés terheletlen
allapotban, Ko sebességi allandéval torténik (21. Abra).

@k, ' Ko
A SN

21. Abra: A dmADP (csillaggal jellt D) kicserélédése ATP-re (T) az NM2A-HMM molekuldn
(Lila: kovetd fej, zold: vezetd fej, sotétkék: mechanikailag terheletlen HMM molekula)

5.2 A fluoreszcencia tranziensek elemzése

A dmADP fluoreszcencia idébeli valtozasat KinTek SF-2004, illetve Origin

programok segitségével értékeltiik. A méréssorozatokat két alkalommal végeztiik el, és a két
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esetben igen hasonld eredményeket kaptunk. A reakcidk iddbeli lecsengését exponencialis

fiiggvényekkel kozelitettiik. A 22. abran nyomon kovethetjiik a folyamatok iddbeli alakulasat
a HMM esetén.

i T .I.--.. T T T T 1,1
1,1 b
D_ N " ! _I_I
a) e =
< ) o
& 1,0F° @
= N
8 o))
N 0,9 3.
o ®
S 5
w 038 HMM+ATP o

1E-3 001 01 1

t(s)

22. Abra: Akto-NM2A-HMM dmADP felszabaditisdanak idébeli nyomon kivetése ADP (fekete) és ATP (piros)
hozzaaddsa utan. lllesztett paraméterek:
ADP (két exponencidlis, zéld): y = 0,135 + 0,16%e "% + 0,74
ATP (két exponencidlis, sarga): y = 0,078+ 0,18*"*® + 0,809
ATP (egy exponencidlis, kék): y = 0,24%*% + 0,811

A HMM esetében az ATP és ADP kompetitorokhoz tartozd gorbék kozott rendkiviil
nagy a kiilonbség. ADP alkalmazasakor a reakcid tisztan szétvalik két, kozel azonos
amplitadoja fazisra (sebességi allandok: ks és k_; 20. és 22. Abra). ATP esetében a két fazis
nem valik kiilon ennyire élesen, ezért az illesztett sebességi allandok (K, Ko, 21. Abra) jobban
,»0sszemosddnak”, ami megneheziti az adatok kiértékelését. Itt a dmADP felszabaditas idébeli
lecsengésére egyfazisu exponencialis fliggvényt is lehet illeszteni viszonylag kis
szisztematikus hibaval (22. 4bra), amelynek sebességi allandéja igy a k. és ko atlagihoz

kozeli értéket fog mutatni.

Az 2. tablazatban néhany példat lathatunk a HMM molekula dmADP felszabadito

1épésének sebességi allandodira, ADP és ATP esetében, két kiillonbozé hdmérsékleten.
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t (°C) kompetitor ke (s7) ko (s k(s
. ADP 1,6 - 0,067
ATP 1,6 0,36 -
ADP 6,9 - 0,33
18
ATP 6,9 1,9 -

2. Tabldzat: Néhany példa a dmADP felszabadulds kiilonbézd iranyokban mechanikailag terhelt (K« K) és
terheletlen (ko) sebességi dllandéira NM2A-HMM esetén két kiilonbozd hémérsékleten

5.3 A kinetikai paraméterek homérséklet-fiiggése

Ha a kapott adatokat az Arrhenius egyenletb6l szarmazé Eyring egyenlet
(16. egyenlet) szerint abrazoljuk (9. Abra), a meredekségekbdl és a tengelymetszetekbdl
kiszamithatjuk a reakciéra jellemzé aktivacids szabadentalpiat (AH"), valamint az aktivacios

entropiat (AS™) (3. Tdbldzat). Az Eyring-féle egyenlet a kovetkezo:

k  AH* 1 k; AS*
In—=- —+In—=+
T R T h R

(16)

Ahol kg a Boltzmann-allando, h Planck-allando, R pedig az univerzalis gazallando.

A tablazatbol kiolvashatd, hogy ADP kompetitor esetén a hatrafelé iranyuld terhelés
noveli az aktivacios entalpiat (ezaltal lassitva a reakciot, k), mig az elére iranyuld terhelés
csokkenti azt (igy a reakcid gyorsabb lesz, ki). A terheletlen ko sebességi allando paraméterei
ke és k kozotti értékeket vesznek fel. Kimutathato valtozas az aktivacios entropiakban is,
emiatt az Arrhenius egyenletben szereplé preexponencialis faktorban is kismértékli valtozas
kovetkezik be.

ATP esetében a (k+, Ko) sebességi allandok kozelségiik miatt ,,6sszemosodnak”, ezaltal a
reakcié két fizisa magasabb hémérsékleten (20°C felett) mar nem kiilonithetd el, illetve
alacsonyabb hdmérsékleteken is csak nehezen kiilonithetdk el a csekély mértékben (harom-
négyszeresen) kiillonb6zod sebességi allandoju fazisok. Az elkiilonitést a kisérletekben

természetesen jelenlévo zaj is neheziti. Ez az oka annak, hogy ATP kompetitor esetében a k.-
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hoz tartozd paramétereket joval nagyobb hiba terheli, mint ADP esetén (3. Tdbldzat,

23. Abra).

i . ADP|k+
'3 r o ADPk T
i e ATPK,
-4+ o ATPKk, T
A

ATP egyexp 1

In k/T (s7K™)
&

ol
0,0033

0,0034 | 0,0035 0,0036

UT (LK)

23. Abra: A dmADP felszabadulds sebességi dllanédinak hémérsékletfiiggése az Eyring egyenlet alapjan
(A zolddel jelolt pontsor egyfazisu exponencidlis illesztés esetén, a pirossal jeloltek kétfazisii illesztések esetén
mutatjak a sebességi allandok homérsékletfiiggését ATP kompetitor alkalmazdsakor. Magasabb hémérsékieteken
(1/T < 0,0034/K) a két fazis elvilasztasa nem volt lehetséges ATP kompetitorral.)

Sebességi AH" AS”
m [K] B
allandé [kJ/mél] | [J/(mél*K)]
ADP ki -12878 40,58 107 + 3,6 140 + 12
ADP k- -14773 44,20 122 +4,7 170 + 15
ATP ks -13842 43,55 115+ 12 165 + 41
ATP ko -13935 42,65 116 + 1,6 157 £ 17
ATPK 1 14031 44,08 118=1,1 | 169+38
(egy exponencialis)

3. Tablazat: A dmADP felszabadulas sebességi allandoinak homérsékletfiiggéséhez (9. abra) tartozo
meredekségek és tengelymetszetek (y = mx + b egyenlet alapjdan), illetve a beldliik kiszamithaté aktivicios

entalpia (4H") és entrépia (AS") értékek
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A (frakc) - HMM
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24. Abra: A dmADP felszabadulas gyors és lassu fazisaihoz tartozo frakcionalis amplitidok (Agaxe = Ail2A})

homersekletfiiggese

A reakciok amplitudo eloszlasa a 24. dbran kovetheté nyomon. Jol lathato, hogy az ATP
kompetitor alkalmazasaval felvett tranziensek frakcionalis amplitadoi (Asakc = Ai/ZA|) jobban
eltérnek a 20-21. abra sémaéja alapjan elvart 0,5-0,5 megoszlastol, mint az ADP kompetitorhoz
tartozok. Ennek az oka, hogy az ATP-hez tartozé sebességi allandok kevésbé valnak szét,
mint ADP esetében (lasd alabb). Magas hdmérsékleten nem abrazolhatok az ATP-hez tartozé
frakcionalis amplituidok, mivel ekkor a dmADP felszabadulas idéfiiggésében nem volt

szétvalaszthat6 a két fazis (vo. 22. Abra).

5.4 A dmADP felszabadulas Kinetikai szimulaciéja

A mar emlitett jelenséget, miszerint a sebességi allandok egyes esetekben
,»osszemosodhatnak™ és az illesztett frakcionalis amplitddok is eltérhetnek a 0,5-0,5 értéktdl, a
reakciosémak alapjan végzett numerikus szimulaciok segitségével értelmeztiik. Arra voltunk,
kivancsiak, hogyan befolyasolja az exponencialis illesztések megfigyelt sebességi allandoit és
amplitadoit a gyors és lassu fazis sebességi allandoinak aranya (vagyis, hogy a kiilonb6z6

sebességi allandoju folyamatok mennyire ,,tisztan” valnak szét egymastol).
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A Gepasi kinetikai modellezd program segitségével zajmentes, szimulalt fluoreszcencia-
tranzienseket allitottunk elé. Ezekben a szimuldcidkban az akto-NM2A-HMM kévetd ¢€s
vezetd fejéhez kotott dmADP molekuldk irreverzibilis disszocidcidjat kovettiik, ami megfelel
a stopped-flow kisérleteinkben alkalmazott koriilményeknek (ott a nagy feleslegben adott
jeloletlen kompetitor biztositotta a dmADP disszociéacid irreverzibilitasat).

Az alkalmazott kinetikai modellek a kovetkezdk voltak:

ADP kompeticio esetén:

1, DD—==DD--~DD

> DD—DD—DD
™ pp /£

25. Abra: Az ADP kompeticié modellezése. D : fluoreszcensen jelslt ADP (dmADP), D : jelsletlen ADP. A

keétbetiis szimbolumokban az elsé betii a HMM kovetd fejét, a masodik a vezetd fejet jeldli.

ATP kompeticio esetén:

5 DPD—=-TBD—=-TT
4 DD--TD—=TT
N pr A

26. Abra: Az ATP kompeticié modellezése. D : fluoreszcensen jelolt ATP, T : jeléletlen ATP. A kétbetiis

szimbolumokban az elsé betii a HMM koveto fejét, a Masodik a vezetd fejet jeloli
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Az 1l-es ¢és 3-as modellek egyszerisitett eseteket tiikroznek, amikor a dmADP
szekvencialisan el6szor a kovetd fejben cserélédik le, majd a vezetd fejben. (Matematikali
esetben ez megtorténhet forditva is, amit a 2-es és 4-es, alternativ utvonalakat is tartalmazo
modellek értelmeznek (25-26. Abra).

A sebességi allandok kiilonbozo aranyait véve (K+/k- = 1-20 az 1. és 2. modellek esetén,
ke/ko = 1-20 a 3. és 4. modellek esetén) szimulalt fluoreszcencia-tranzienseket generaltunk,
amelyekhez kétfazisi exponencidlis lecsengés fliggvényeket illesztettiink. Az illesztett
fiiggvények valamennyi esetben szisztematikus eltérés nélkiil illettek a szimulalt
tranziensekhez. Az illesztett fiiggvények frakcionalis amplitidoit és megfigyelt sebességi
allandoit a 27. és 28. abrak mutatjak be. Jol latszik, hogy a gyors fazis frakcionalis
amplitudoja annal inkabb elmarad az elvart 0,5 értékt6l, minél kozelebb esik a két sebességi
allando értéke (azaz minél kisebb a ki/k_ ill. ki/ky arany) (13. abra). (Lathatjuk, hogy még
Ke/k il kKilko = 20 értéknél sem éri el teljesen az amplitidok aranya a 0,5-0,5 értékpart
minden esetben, egyediil az egyszertsitett ADP kompeticios esetben (1. modell).)

A 24. ¢és 27. abrak Osszevetésébdl lathatd, hogy a kinetikai modellezés eredménye
Osszhangban van a kisérleti adatokkal. Mivel az ATP kompetitorhoz tartozd sebességi
allandok (k+ és ko) kozelebb vannak egymashoz, mint az ADP kompetitorhoz tartozok (k+ és
k), ezért a gyors fazis amplitiddja jobban elmarad a lassu fazisétol az el6zé esetben. A
homérséklet emelkedésével a sebességi allandok mind az ATP mind az ADP kompeticio
esetében kozelednek, és — az elézdekhez hasonléoan — emiatt a gyors fazis frakcionalis
amplitidoja lathatéban csokken. A megfigyelt sebességi allandok is szintén annal inkabb
torzulnak és ,,egymasba mosodnak”, minél kozelebb vannak egymashoz, de k.+/k_ ill. ki/kg = 5

aranynal mar jol elkiiloniilnek (28. Abra).
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I ' I A, (Imodell l',3)
0,8+ —e—A_(modell 2)
—A—A_(modell 4)
A (modell 1), A, (modell 3)
A, —o—A (modell 2)
< 0,6+ \A\A —a—A_ (modell 4)
X B A
© ° ° ° ° °
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15 20
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27. Abra: A frakciondlis amplitidék torzuldsa a sebességi dllandék aranyainak fiiggvényében a kiilonbozd

modellek szerint.

25 T T T T T
k, (modell 1,3)
20 —°~ k, (modell 2) r
—A—Kk, (modell 4)
= k (modell 1), ko (modell 3)
G>3\ 15F ok (modell 2) 7
9 —2—k_ (modell 4)
5 10} : -
5% e
! P 1
4 P4
g Ba—-0——~>0—10 fal Ja\
O+ i
0 5 10 15 20

28. Abra: A megfigyelt sebességi dallandok torzuldsa a sebességi dllandék ardnyainak fiiggvényében a

kiilonbozé modellek szerint

5.5 Kontroll kisérletek terheletlen (egyfejii) NM2A-S1 konstrukcioval
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Mechanikai terhelést6l mentes kontrollként a HMM kisérletekkel azonos koriillmények
kozott megvizsgaltuk az akto-NM2A-S1 (egyfejii konstrukcio) dmADP felszabaditasi 1épését
ADP és ATP kompetitor alkalmazasaval (29. Abra). A gorbéken jol lathato, hogy az akto-
NM2A-S1 ATP illetve ADP felszabaduldsanak idébeli lecsengése meglehetdésen hasonlo
egymashoz, kiilonbségiik a HMM esetében tapasztalt effektushoz képest elhanyagolhato
(vé. 22. Abra). Az S1 terheletlen kontroll, igy ATP és ADP kompetitor esetén hasonld

viselkedést mutat.

3A8F T T3
5 3,00} H TR {30 O
< S
S 2,85} 1%% 3
3 - 12,6 G
,L\,’ 2,70+ S1+ATP g
S 124w
S 2.55¢ {22 3
TR - S1+ADP ] R
2,40} 120

1E-3 0,01 0,1 1 10

t(s)

29. Abra: NM2A-S1 dm ADP felszabaditisdnak idébeli nyomon kivetése ADP (fekete) és ATP (piros)

hozzaadasa utan

A tranziensek tobbfazisuak voltak mind ATP, mind ADP esetén, ami arra utal, hogy az

akto-NM2A-S1 mechanikailag terheletlen allapotaban tobb kiilonb6z6 konformer egyensulya
alakul ki (30. 4bra).
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30. Abra: NM2A-S1 ADP felszabaditisa. Lathaté, hogy leginkdbb a harom fézisii exponencidlis fiiggvény illik a

fluoreszcencia idobeli lecsengésére

A korabbi eredmények alapjan véleményiink szerint a kiilonb6z6 konformereknek
(legalabb harom) eltéré iranyban alla az er6karja, mely a nukleotidkotézsebbel vald
kommunikécioval szabalyozza az ADP felszabadulas sebességét. Ezeket az allapotokat azért
lathatjuk, mert a koztiik 1évé atmenet viszonylag lassi folyamat — ha az atmenet gyors lenne,
nem latnank kiilon fazisokat, a rendszer homogéniil viselkedne. Feltételezésiink szerint ezek
szerkezetileg alacsony-energiaju (tehat kedvezd) allapotok, melyeket magas energia-gatak
vélasztanak el egymastol.

Az ADP felszabadulds hémérsékletfiiggését vizsgaltuk NM2A-S1 konstrukcidval is.
Kompetitorként ADP-t 4s ATP-t is hasznaltunk. Minden hd&mérsékleten haromfazisu
exponencialis fliggvényt lehetett illeszteni a fluoreszcencia id6beli lecsengésére. Mivel ADP
és ATP esetén az effektus nagyon hasonld volt, ezért itt csak az egyiket (ATP kompeticid)
mutatjuk be (31-32. Abra).

A harom fazis sebességi allandoit a hdmérséklet fiiggvényében abrazolva (Arrhenius-féle
abrazolés) lathatjuk, hogy a harom sebességi allandd nagyjabol egyforma homérsékletfiiggést
mutat (a meredekségek nagyjabol megegyeznek) (31. Abra). Ebbél arra kovetkeztethetiink,
hogy az egyes szerkezeti allapotok energetikailag egyformén kedvezdek, koztik kicsi az
entalpiakiilonbség.

A frakcionalis amplitidok nagysdga semmilyen szignifikdns valtozdst nem mutat
hémeérsékletvaltozas hatasara, az egyes fazisokhoz tartozé amplitidok megoszlasa tehat nem

fligg a homérséklettdl (32. Abra). Ez megerdsiti az elézd feltételezésiinket, mely szerint az
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egyes szerkezeti allapotok energetiakilag hasonléak, mivel azok betoltottsége a
hémérséklettel nem valtozik. Ha lenne kiilonbség, akkor az energetikailag kedvezdtlenebb
allapot alacsony homérsékleten nagyon kis betoltottségli lenne (kicsi lenne a hozza tartozo
frakcionalis amplitudo), és a hdmérséklet emelésével egyre nagyobb szerepet kapna (ndéne a

hozza tartozo frakcionalis amplitido).

3t | |

33 3,4 3,5 3,6
1000/T /K*

31. Abra: NM2A-S1 dmADP felszabaduldsdanak sebességi dllandéi a hémérséklet fiiggvényében ATP

kompeticio esetén
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32. Abra: NM2A-S1 dmADP frakionalis amplitidéi a hémérséklet fiiggvényében ATP kompeticié esetén
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Ezt az érdekes tobbfazikussagot tovabbvizsgalva megmeértiik, hogyan fliggenek az
ADP felszabadulas kinetikai paraméterei egyéb tényezoktol.

Els6ként a dmADP koncentraciofiiggést vizsgaltuk. Az Osszekeverés elott kiilonbozo
modszerek), majd nagy mennyiségii jeloletlen ADP-vel 16ttiik 6ssze. Tovabbra is harom fazist
lattunk.

A sebességi allandok nem mutattak dmADP koncentraciofiiggést (33. Abra). Az egyes
fazisokhoz tartoz6 amplituidok természetesen mind ndvekedtek a dmADP koncentracio
novelésével, hiszen egyre tobb fluoreszcens szubsztrat volt a rendszerben, ami a
fluoreszcencia valtozasanak abszolut szintjét értheté modon noveli. Az amplitadok telités felé
haladnak, ahogy minden nukleotidk6té zsebet dmADP foglal el (34. Abra). Az amplitadok
egymashoz viszonyitott ardnya azonban kevéssé fiigg az ADP koncentraciotol.

Ezek alapjan arra kovetkeztethetliink, hogy a kiilonbozd szerkezeti allapotok belsd
konverzio eredményei, nem az ADP kotése hatarozza meg, melyik allapot preferalt. Egyik
szerkezeti allapothoz kot az ADP, majd az egyes allapotok ettd] fliggetleniil atalakulhatnak

egymasba.
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31. Abra: NM2A-S1 dmADP felszabaduldsinak sebességi dllandéi a dmADP koncentracié fiiggvényében

ADP kompeticio esetén
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32. Abra: NM2A-S1 dmADP amplitiidéi a hémérséklet fiiggvényében ADP kompeticié esetén. A

narancssarga rombuszok az amplitudok dsszegét jelentik.

Elképzelésiink szerint az egyes szerkezeti allapotok preferaltsagat az aktin filamentum
miozin fejekkel vald betdltottsége befolyasolhatja (ha minden kétéhelyet miozin foglal el,
nincs hely csak egyféle allapot 1étrehozasara). Emiatt az ADP felszabadulas aktinkoncentracio
fliggését (jeloletlen aktin, illetve pirén-aktin) is megvizsgaltuk NM2A-S1, valamint NM2B-S1
esetében is.

Az NM2B-S1 nem mutatott tobb fazisi ADP felszabaditast, mindegyik aktin koncentracio
mellett egyfazisu volt a folyamat. Ebb6l azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mivel az
NM2B egyébként is sokkal lassabb, valamint dontden tenzidtartd feladatokat (pl. holyag,
aorta) lat el, emiatt 6 szerkezetileg egy lasst ADP felszabadit6 allapotra van beallitva, mely
szerkezeti-energetikai szempontokbol a legkedvezébb az NM2B szamara. Ez segitheti a nem-
izom miozinok eltérd fiziologias szerepének ellatasat.

Az NM2A-S1 ugyan tobb fazisu, &m az aktinkoncentraciotdl nem fligg a fazisok szama.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az egyes szerkezeti allapotokat nem befolyasolja az
aktinfilamentum miozinnal valo telitettsége, a kiilonboz6 szerkezeti allapotok létezése a

miozin molekuldn belsd konverzié eredménye.
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6 EREDMENYEK MEGBESZELESE

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy a molekulédkra hat6 mechanikai terhelés
(er6) milyen hatassal van az enzinmreakcié termodinamikai és kinetikai paramétereire.
Kidolgoztunk egy modell rendszert, melynek segitségével ez a kérdés kisérletileg, kvantitativ
modon vizsgalhatdé. Modelliink az NM2A motorfehérje volt, melynek mechanikailag terhelt
illetve terheletlen allapotait vizsgalva kvantitativ képet kaphattunk a terhelés hatasardl. A
kisérletekben az akto-NM2A fehérje ADP felszabaditod 1épését vizsgaltuk tranziens kinetikai
modszerekkel, fluoreszcensen jelolt ADP (dmADP) segitségével. Kompetitorként nagy
feleslegli ADP-t illetve ATP-t hasznaltunk.

A Kkisérleteinkben felvett dmADP felszabadulasi tranziensek (22. A4bra) pontosan
megfelelnek a 20. és 21. abran felvazolt sémak alapjan prediktalhatoé viselkedésnek. A
dmADP felszabadulas elsé fazisanak sebességi allandoi (K+) hasonlitanak egymasra ADP és
ATP kompetitor alkalmazasa esetén. Ennek az az oka, hogy a koveté fej eldre iranyulod
mechanikai terhelést érez, ezaltal gyorsitva a dmADP felszabadulasat mindkét esetben (20. és
21. Abra). A masodik fazis sebességi allandojaban viszont jelentSs —eltéréseket
tapasztalhatunk, mivel az ATP esetén a masodik fazis a terheletlen allapot (ko), mig ADP
kompetitor esetén hatrafelé iranyuld erdhatassal terhelt allapot (k) sebességi allandojat
tiikrozi (20-21. Abra).

Kisérleteink eredményeit szdmitdgépes szimulacio segitségével dsszehasonlitottuk az
elméletben elvart értekekkel. A HMM konstrukcio kisérletileg kapott amplitidoviszonyai
hiien tiikrozik a modellben foglaltakat, jol lathatd, hogy a sebességi allandok kozelsége
miként modositja az amplitidok egymashoz viszonyitott aranyat (24. és 27. Abra). Minél
kisebb a sebességi allandok ardnya, a frakcionalis amplitudok annal inkabb eltérnek a 0,5-0,5
értéktol, mégpedig ugy, hogy a lassu fazis amplituddja novekszik.

A Ki, ko és k_ sebességi allandok eltéré hémérséklet-fliggése azt tiikrézi, hogy a
mechanikai terhelés megvaltoztatja a reakcié aktivalasi entalpiajat (AH"): az elére irdnyuld
terhelés csokkenti, a hatra irdnyuld noveli (ezaltal az eldre irdnyuld terhelés gyorsit, a hatra
iranyul6 lassit). A gyorsabb k. allandé kisebb meredekségii hdmérséklet-fliggése miatt a
hémérséklet emelésével csokken a ki és ko, illetve még inkabb a ki és k_ allandok aranya.
Mivel témavezetdm kordbbi munkaibol ismert, hogy az ADP-kétés kinetikdja nem mutat
jelentds terhelés-fiiggést NM2A-HMM esetén (6), az ADP-felszabadulas sebességi

allanddinak ilyen hédmérsékletfiiggése azt vonja maga utan, hogy magasabb homérsékleten
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kevésbé fog kiillonbozni a HMM vezetd és kovetd fejeinek ADP-affinitdsa. Az affinitasbeli
kiilonbozéségért elsésorban a terhelt fejekben tarolt elasztikus energia felelés (11), ezért arra
is kovetkeztethetiink, hogy a rendszer ilyen energiakomponense csokken a hdémérséklet
emelésével — a nagyobb hémozgas kovetkeztében a szerkezet fellazul, csokken a molekula
rugoallandgja.

A terhelés kis mértékben befolyasolja a reakcio entropikus (AS”) tagjat is, amibél arra
kovetkeztethetlink, hogy a mechanikai terhelés megvaltoztatja az aktivalasi entropiatol fliggd
preexponencialis tagot az Arrhenius egyenletben. Ez 6sszhangban van a laborunk altal mas
fehérjéken végzett kutatasi eredményekkel, miszerint a molekulan beliili belsé surlodas a
molekula konformacios energia-tajképének befolyasolasan keresztiil megvaltoztathatja az
Arrhenius egyenletben szerepld preexponencialis tagot.

A terheletlen kontroll, az S1 konstrukcio, ATP ¢s ADP kompeticio esetén hasonléan
viselkedett (29. Abra), ellentétben a terhelt HMM-mel, mely rendkiviil eltéré ADP
felszabaditasi karakterisztikat mutatott a kompetitor nukleotid fliggvényében. Ezzel ellatta
kontroll feladatait. Az ADP felszabadulds azonban érdekes, tobb fazikus jellegii volt
(30. Abra), ebbdl tobb egymasba lassan atalakul konformer jelenlétére kovetkeztettiink.
Emiatt tobb kisérletet is lefolytattunk az S1 konstrukcidval. Megallapitottuk, hogy a fazisok
hasonld hémérsékletfiiggést mutatnak (31-32. 4bra), mely az egyes konformerek energetikai
hasonlosagat mutatja. A fazisok sebességi allandoi (33. Abra) nem fiiggtek a kezdeti dmADP
koncentraciotol, valamint a fazisok szdma nem fliggott az aktinkoncentraciotol, ezekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a kiilonboz6 konformerek jelenléte belsé konverzid eredménye. A
kozeli rokon, NM2B-S1-nek is megvizsgaltuk aktinkoncentraciofliiggését, azt tapasztalva,
hogy ez a valtozat mindig egyfazisu, azaz egy szerkezeti allapot dominalja az S1 molekula
aktomiozin-ADP allapotat. Ezt a jelenséget a nem-izom miozinok eltéré fiziologias

szerepeivel magyarazhatjuk.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az NM2A dmADP felszabadito 1épésénck homérsékletfiiggés szerinti vizsgalatabol a
kovetkezd tanulsdgokat vonhatjuk le:

A mechanikai terhelés a reakcio aktivalasi energiajat megvaltoztatja, mégpedig oly
modon, hogy az eldre (,,gyorsitd” irdnyba) hatd terhelés csokkenti azt, ezaltal gyorsitva a
dmADP felszabadulast; a hatra iranyulé terhelés pedig noveli az aktivacios entalpiat.

A kiilonb6z6 mechanikai terhelések alatt all6 miozin fejek sebességi allandoinak eltérd
hémérséklet-fliggésébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a mechanikai er6hatas a molekula
konformacios energia-tajképének befolydsolasan keresztiil meghatarozza a reakcid észlelt
sebességét.

A hémérséeklet emelésével csokken a terhelt molekulaban tarolt elasztikus energia.

Az S1 konstrukcio6 NM2A esetében tobbféle szerkezetli aktomiozin-ADP allapottal
rendelkezik, ellentétben az NM2B-S1-el, mely csak eggyel. Ez a valtozatossag elsegitheti az
NM2B tenzié megtartdo (pl. aorta), valamint az NM2A valtozatos (lehetdség a tenzid
megtartas, és a simaizom miikodésének segitése kozotti valtasra terhelés fiiggvényében — pl.
vastagbél) fiziologias feladataira vald finom hangolast.

Mindezek a megfigyelések tovabbi vizsgalatok lefolytatasanak igényét vetitik eldre
(szélesebb homérsékleti tartomany vizsgalata hdmérsékletugrasos kisérlettel, 6sszehasonlitas
mas fehérjékkel sth.). A jovobeni kisérletek célja lesz, hogy a mechanikai terhelés szerkezeti

¢és termodinamikai 6sszefliggéseibe mélyebb betekintést nyerhessiink.

8 SUMMARY

The members of the non-muscle myosin subfamily have some similar (long cycle-
time, filamentar structure, regulation by phosphorilation), and some distinct (different duty
ratio, differetn load sensitivity) properties. The kinetic differences are important for the fine-
tuning of this enzymes to their physiologial functions.

In this work, we meassured the temperature dependence of the load-dependent kinetics
of NM2A. To generate load we prepared the acto-HMM-ADP complex, in which an internal
strain arise, the two heads affets each other antagonistic forces. The leading head pulls the
trailing head forward (in the direction of the ,,+” end of the actin filament), and the trail head

pulls the lead head in the other direction. We used the S1 construct as an unloaded control. To
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meassure the temperature dependence, we made stopped-flow experiments, we used dmADP
as a fluorescent substrate. We mixed the acto-NM2A-dmADP complex with large excess of
unlabelled nucleotide (ADP or ADP) at different temperatures.

From this experiments we made a conclusion, that mechanical load changes the
activation enthalpy of the reaction (forward load decreases, rewerse load increases). The rate
constants of the reaction showed different temperature dependence, which means, increasing
temperature results decreasing load-effect. We explained this phenomenon with the increasing
heat-motion, and the decreasing elastic-energy of the molecule.

The S1 showed multiphasic ADP release, we explained this behaviour with different
acto-NM2A-S1-ADP conformations, which are energeticaly equal, according to their similar
temperature dependence. From the independence of the rate constants of dmADP
concentration, and the number of the phases of actin-concentratin we deduced, that the
different conformers are results of an internal conversion of the NM2A-S1 molecule. The
NM2B-S1 construct showed no such behaviour, it was single phasic in every conditions. We
explained the different behaviour of non-muscle myosin isoforms acording to their diverse
physiological functions (2A — uterus, colon, 2B — bladder, aorta).

To summarize our progress we made a good characterization of the temperature
dependence of a load dependent molecule, and explained its physiological roles, including the
unexpected behaviour of NM2A-S1. Load dependence of non-muscle myosins are important

properties for the fine-tuning of this enzimes to their physiological functions.
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9 ROVIDITESEK

A preexponencialis faktor, amplitado
ADP adenozin-difoszfat
ADPBeFy
AMPPNP
ATP aenozin-trifoszfat
ATPyS
CaCl, kalcium-klorid
d tavolsag
dADP dezoxi-ADP
dmADP N-metilantraniloil-2’-dezoxi-ADP
DMF dimetil-formamid
DMSO Dimethyl sulfoxide
DNS dezoxi-ribo-nuklein-sav
DTT di-tio-treitol
E,U energia
EGTA ethylene glycol tetraacetic acid
ELC essential light chain/eszencialis konnytilanc
[E1], [E2] allapotok koncentréacioi
F erod
FBS fetal bovine serum
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography,

4-(2-hydroxyethyl)-1-

HEPES . . S
piperazineethanesulfonic acid
HMM heavy meromyosin/nehéz meromiozin
Ko, k., K+, ki, ko sebességi allandok
Kapp
Kaktin
Kg Boltzmann allando
KCI kalium-Klorid
Ky disszociacios allando
kDa kilodalton
Keg egyensulyi allando
LMM light meromyosin/kénnyti meromiozin
In természetes alapu logaritmus
M mol/l
m méter
MgCl, magnézium-klorid
MLCK myosin light chain ki'nase/mizin kdénnytilanc
kinaz
n nano
N, nitrogén
NaCl Natrium-klorid
NM2 non-muscle-myosin/nem-izom miozin
NM2A non-muscle-myosin-2A/nem-izom miozin 2A
NM2B non-muscle-myosin-2A/nem-izom miozin 2B
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w
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virusgeneraciok
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phenil-metil-sulphonil-fluoride
regulatory light chain/regulacios konnytilanc
szubfragment 1-2
sodium-dodecil-sulphate
Spodoptera frugiperda
homérséklet
1d6
ciklusid6
trietil-ammonium-hidrogén-karbonat
Total Internal Reflection Fluorescence
micro
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western blot
aktivacios szabadenergia
aktivacids szabadentalpia
aktivacios szabadentropia
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