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1. ¥sszefogl al §s

1.1. Magyar nyelvT °sszefoglal §s

E munk 8ban az aktomiozin rendszer ben k u

szerzett % ismereteinket 2rom |l e. Az erRg
mel ynek ATE-hidonl 2&zz2 s t er m®kei felszabadul nak
| ®t es 2t , er Rk arlgkaladliesczsta8p i dsi kr ®ssz ea erano z d u |

ment ®Kor 8bbi agtedm@rapek kRgbogrys8l 8s kezdRp
aktin affinit8s¥, felh%zott erRkar ¥ miozin

el sRk®nt si ker ¢l t ki mutatnunk: bl ebbi st at
megRrzi magas aktlm“uadtfti nen Bls&nt % szerelggz & te
sz-lva az inhibitor Abefagyasztjao az AT
k°zti8llapot 8§t . Az er Rgener 8rigd saktomicip 8 | | a p «

komplex, melynek atomi szerkezete ma sem isnfert. me gl ® v R szer kezet.
adat ok ddorakpojngpnl eax ki al akul 8s8hoz a miozin
z8r - dngorm.ktAmiozin 8l |l apothbha am8®g¥tewsomadloan
energeti k8val juthat nnaekr.g eAzitk ati alv88llttuokz,athosg
szerkezeti v8ltozatoss8g8val f ¢ gg Llligosze: a
® Pictyosteliummi o z i n ,Zalamiota ve8kulat r anszporter miozin
exoterm folyamatt §8wdl le@tt ®4 éore nnwalz2 iezkdtm mikd/z i
2 endoterm aktink°t ®s®vel. Az el Rbbi eset
felt ®t el ez, a m8sodik eset®ben a m8r kor 8§
aktink°t®s sor §n pantip-leroez drvmad |- eskz?2 Inal | &®% %z n u |
aktink°tR hely k°ztiitlanedmeatt oir k Bcj 8hak 88kt e
bel sR fesz¢l ®st is elszenved. Sz8&8m2t8saink
a k¢l °nb©zR  stzienrkkPetz®Restit ed ne®@sg ea k k 8v al jelle

t 8maszt | atramstlugelv ath o dphypna szerepet |j8tszik az e

1.2. Summary in English
In this thesis | describe our new findinga the powerstroke, the key step of the

mechanochmical cycle of the actomyosin system. The powerstroke is the basis of
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myosindéos motor function and force generat
hydrolysis products occurgnyosin forms strong interactions with the actin filament,

my o s i n 0 wings and e distal part of myosin translocates relative to the actin
flament. Based on previous results, a high aaffimity, primedlever myosin
intermediatewas proposed the t he st art point of myosir
captured a state chatadozed with these properties: myosin complexed with ADP and
blebbistatin inhibitor retains its high actin affinity but it primes the lever. In other words,
blebbistatin Afreezesd mygpswedst ADRasei aye
The end wate of the powerstroke is the nucleotidee rigor actomyosin complex. The

atomic structure of thegor complex is still lacking. However, structural and kinetic data
indicate that the actihinding cleft of myosin must undergo a closure upon formation

therigor complex. Different myosin isoforms may use different pathways and energetics
upon binding to actin. We found that t he
isoformbébs structur al variability.senddyobsi ns
actin i some myosin 2 isoforms or vesicle transporter myosiin 5ind to actin
exothermically in contrast to endothermic actinbinding of vertebrate muscle myosin 2
which has an open cleft in the absence of actin. Actin binding was considergdlt@ in

only one step in the former and two steps in the latter case. Upon actin binding, myosin
molecules undergo an internal strain by the torsional twist of its ceB-shéet. This

element, the sagalledtransducerproposed to play a role in the comneation between

my o s i n Hand nacteotiddrinding pocket. According to our calculations the change

of the torsional angle of th#ansduceris similar in all isoforms characterized with

different structures and actin binding energetics. This resuficstgpthe idea that the

transducermlays a role in force generation as well.
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2 . Bevezet ®s
21.A kutat8si 1r8ny
Doktori munk8mban egy r ®g-tt avikzustgaStlatatm. f et

| ai kusnak kel el magyar 8znom, movet f do@rl jad
Mot orfeh®r j ® minden ® R sejtben, sRt, a
|l ehet Rv® az egyes mol ekul 8k, s@gna al kg®s k,
szervezet mozg8s8t. A koenvgenais rm&mmiit @ezbi bn ok ® | kd°az ®ke
miozin 2 o0szt 8l yba)metlar teogzy-b em§ zai zloeng rn& goezbi br
motor.Az i zommTk°d®s elve a m8§ig elfogadott
hogy a v as tfilangentusnakBal ak dbermipziz RkeRz t hi dak r ®v ®r
el cs¥%szi k az aktinb-1 fel®p¢l R v®kony fil a

A miozinokne mcsak a v8zmizoddm nelelhamiemt anegt al 8§
®s sz8mos f ok¢m8jnubk® ziRs Gieaginelaa iske j t en bel ¢ i
(transzport) folyamat okban, a sejtal ak meghat §
sejtmozg8sokban, vagy ak§sr az egyes O®r z®k
MTk° d®s ¢k Vaogyn§mkt ngs °nb°zR betegs®geket
Megi s medgikRz al apoenBRYybDs k2VvVEmn®st sg§gomagysl jel
biol  -gi 88ban. A emiemz if red k;, | hungamaim8tdsaen miozint
SzentGy °r gyi Al bert , unaktcisnotpoSttrjaub zPB.AZBt el
ELTE TTK Biok®ki,aimaCsgoBowontki®gmai Tansz®k®ne
isit ©bbekiakzl zi°ztotmbi ok®mi ai vizsg8l at odee er ed m
tansz®kvezetiRr§pydfte&8s8§rat. A mot or feh®r | @
megfigyel hhetR a f@f)ytonoss8g a tansz®ken

A munkB8phbzg®pes amoftant8icakdan t Yl el sRsor ban
mioziner Rgener 81 §sBeg®r dabesebbtlo®r d®sek m®g
Dol gozatom az er RRgener 8l 8s t®m8§j 8§val fogl a

elmozdulniazlkt i n .ment ®n
22A haszn8l t®pehelz®&ke ln

A dol gozatot magyar ul 2rtam me g , ez ®r

megfogal mazni vagy magyarra l eford2tani.

10
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Aszakzsargont o, tudom8nyos n e v esteadystatev agy |
miniprep kit transducey dRI t bet Tvel szedt em. A magy
ugyan2gy dRIt bet Tvelaz maggmll 2 treyt @ lewnl as D&k
haszn8l atos p8rj 8t i s actihbindigzigfik s ®gesnek tar
Az egyes miozin oszt8lyokat arab sz8mma
publ inkb8cni - haszn§lt m- don né&2 &x2the®m,) eee e ke ll
f eh®r | epalfejgetbenydlapist® s s zefaxfhd ta lvlag8 zatllgd mat -

Fontosnak tartottam kiemelni, hogy ki mi |
illetve e dolgozathoz. Ez®rt az igeragoz
t°rt®ntekhez h®rimarakj ®s. ek edkm®nyek | e2r

eredm®nyek ®rtel mez®s®n®l ®s Tfelglheess zR4 BB ®a;
szem®l yben fogal maztam a feh®rjeprepar 81l 8s
Aa komplex k®pzRd®m®ho)é, ka®vmEsegkkanly ko zo
munk8Km8l kol | ®g8kati ®smeganzevered m®nyek ®rt e
koll abor8toraink 8Iltal el v®gzett munk8kat
sz8m el sR szem®lyben fogal m@et @kelat ma@ra@®s
valamint a dolgoza¢ | k ® s zv2otn@s &roez - megj egyz ®s ek n®l

11



Er Rgener 81 8shoz vezetR szerkezeboltl 6t vniz8§®ntkela

3.

|l rodal mi 8ttekint ®s

1. A motorfeh®rj ®k meghat 8§roz8sa ®s csopor

A mot orfeh®rj ®k ener gi 8t Il g®nyel nek, an
reakci-b-ileznywyerlreggk °bb motorwr§l 2 aizs AT PMivvag
k®mi ai energi 8t al ak?t akemkmechan&ka h enargisk a i
t r ans 3 dneckandenzimeknekisevezi k ®s katalitikus mec

energ8zok (ssorpolrjtgkibeazeket az enzi meket.

A motorfeh®r j ®ket a mozg8s ir8nya szerint
. Bbra
Motorfehérjék
linearis motorok forgémotorok
flagellum, ATP-szintaz
nukleinsav motorok citoszkeletalis motorok
polimerdzok, helikézok,
transzlokdzok
aktinon mikrotubulusokon polimer
mozg6 motorok mozgo6 motorok motorok
miozinok kinezinek, dineinek tubulin, aktin

1. 8rnmotorfeh®rj ®k csoportos?t8sa.

Forg- motor a blagkllung, rviag laimnd nbo staer o(Xxi dat 2 v

szerepsRi miT®z . A KHdtnheBov8bmotsoport®aes2t ha
citoszkelets8lis motorokra. DNS ®s R®@®S ment
egy®b, a mTked®s¢k 6br 8ns mslzek &8pd R, Amek amelk
mi krotubulus As2nekenmdkeankikne zAi nme ko zG s oki e
azok a motorok, amelyek akfilmmentumon haladnalAt ubul i n ®s aaktin °

polimer motor(®k k°z® tartozik

. 2. A miozi®s sewple¥cis-ajl a8 d

A miozinok val -sz2nfled®r a®kkoae}yi kekRal e ¢
nukl eotidk°otR felidPprAj ®@biRdz i anl astzaal flogakeatilsaliail § d
el emz®sek egyre (58bbacbegtjyabh b3I% ad Ektokl st
fogl al 2ma g@ a (

12
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2. 8MAr ami ozin szuper c.
gy°k®rtelen filtwmgeneti k

dom®nek szekvenci 8i al a
wﬂn}iﬂrmm A filogenetikai fa a)
(7); illetve b)Odroni t z ®¢9) Kol | ma
szerint A - byl panélen vaa .
ki emel't r ®szlIl et a mi o z

form8i nak?zaR Kalxommkbar

val - megjel en®s®t mut at

1. alosztaly \ =27
(améboid) [1 konvenciondlis

/ miozinok

\\ i nem-_izfl-lj/ A

' 4, alos%.";:'@. ol

”\ mi ozin szuper

A iy Sl felt ®eelbd Zetit j §t  mu
e, 23 HIrAlegkorgbban
rl%ﬁsﬂ megjelent miozin f or m§ k e

fondlférgek (Nematoda)

tanul m8nymiogizBir i nt a

me | vy a membr 8nforg

Miozin 6 (MyoB)
szekvenciak

j 8tszi ki®szear enpetzi n

mely Rsi funkci - j a
ut 8n a |l e8nysejtek
i Il ehettek; a t ©bbi
ezekbRI al Enkeld | t k
f ®ny®ben ®r dekes, h

nN®°ve®enyekben nincsen

Nagy formagazd g s 8 g8 nak ®

RN 8l tal 8nos el Rf or
B il k°sz°nhet Remozin a
e S szupermSrazg§dukar i -t
®letfa filogeinetfikmtokud@tl8Rt8imnm&kv g v§gIlt
Konvencion8lis miozinoknak nevezik ©°sszef
vV&®s sz2vizom, -gommaiozim @ino ®er m&kmat . Ezek | €

szerinta s i mai z o Azon®mioziaok anl ekno t jeBilkk, @z ®&sS§zsz2vi zon
mi ozi nolk Ra d&r@S.s i b3). a

13
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A miczin 2 effalak
[

miezin 2

miozin 8

miozin 13

miozin 15

miozin 12
I 0w

miozin 9
i |

miozin 16
(NN

() Ktin-szintéz fzios fehérje M bézikus domen

@ FERM domén Wy TH4 domén

m reverse gear' inszert WrhoGAP

) Zre-kétd domén

) motor domén inszert [0 coliec-coil

@ motor domen ®SH3szerll domen

vezet R

feltételezett kizds miozings

miczin 1 eldalak
]

miozin 14

rniozin 6

- n
\miozim
| N
11
[N fmiozin T
I -

I~ miozin 10 )
111 |
~miozin 17
[\ fniozin 18
I I
miozin 3
il [—

G.P.Q gazdag szakasz
1Q motivum
1 N-terminalis PDZ domén

[N-tennindlis Anfynn repeat @ N-termindlis kinéz domén

@ pleksztrin homalog (PH) domeén
@ Src homaoldg 3 (SH3) domen

di
e

12—

e
e
w

15

= Enfamane ( Prolsts) 18
® Ramicristatae (Profista)

0 Alveolatae (Protista)

0 Zoidalgak

@ Z0id novények (Plantas)

= hyakagombak

- Elesztk

@ Egyéb gombak (Fungi)

@ Szivacsok, csalnoz ok (Porifera, Cnidaria)
& Fondférgek (Nermatoda)

= Laposférgek (Platyhelminthes)

= izeltiabdak (Anthropoda)

= Puhatestiek Mollusca)

= Tiskéshir(ek, zskdllatok (Echinodermata, Astidia)
= Halak

I i (14]
MG Plasmodium Ii';)nnrm[mn
Pl oehi [14]
ium lﬂg@‘:ua]
I v i i (1)

szerkezebolBtl 6t iz 8®mntke ka

3. §AMrmiozin
felt®tel
Thompson

szuper c
ezett
®s (10Langfor

m-dos2tva.

ev.

al apj 8n
a) Az

|l esz8r maz8§sa ®s a mi (

egyes mi ozin

d o m@enkezete; b) a miozin

oszt 8l yok megj el ene
t°rzsfejl Rd®s sor §n.
fajok mellett sz°glet
az azokban l e2rt
oszt 8l y(ok) sz 8 ma
k¢l °on z8r - jaedklben sze

megjel m@@®s@®em publ i k8§
er e d m®n yiamkckadsied A U
a m®g

nem oszt 81y

miozin(oka)t jelenti.
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4 . 8Ar &konvencion8lis m
|l esz8r maz8sa G@8)o mb ®s
al apj8n m-dos2tva.

nem-izom

vazizom, miozin A-hum§n m?02|.n 2.|zoforr
szivizom . filogenetikai f8ja a nel
miozin szekvenci 8i alapj8&n, az

‘simaizom

Embrionalis Skularis pnA NESL e g y €z ®Q®rge/|® n y ® b en.

simaizom
Szlvulzom Ez\valzom m iOZi n

Vazizom
lla
Perinalalis |4
Vézizom
lib

3.3. A miozifmolekulaf e | ® @¥ragentimai

A miozinok mul t i-n@s Koerhm®y TjI1®knc orkeoh®z §1 | n
(MHC) fe]r ®s f ar okr ®¢bi.- rgabzbhs 2t ma h Szubfragmentent, (
S) szerkezeti®t §8®s tekehtemrc a |l egkonzervat 2
tartal mazza @samoteo Rkam®mtdloM®N a katalitik
mel ynek funkcion8l®s a&lgtyis®ig%ti R az sailk,e-év®d li ami
konvertej r ®gi - . erERs 2utti- bfba l a nukleotidk°tR 2z
v8ltoz8st, nmevéerarmwuamgyr ev Renrteer(j ed 8t , annak
vezetve. Az er Rk ar a n ea-h®zl i8n8cl i egyszakasz-8b- | @
mot2vumai host BRtnRUOyREIIEncolkb L AMIMC zin 2 f
neh®z| §8h@®onpnk@nkal modul i n c ab7lkBaddes stzaemtca Bl i
®sa 20 kDaosr e g u Ik&cninysT| §nc (ELC, 6. RLEBrasaRkako
funkci -j 8t ro-h®dnyoeskotv@UC $AH)t i(14,15plemioZzinok het i k
Ctermins8lis farokr ®gi - j a mut atj a szerepe
v8ltozatoss8got ;azk glgéfeffs®kdenzt 8l oyno®knbeaknet t a
king8z dom®n(l6av amgiyo zmenmb3 8nk°t R (d7pems®ent @n ) mi oA
k o nv e nx imozinKban a farokir®gol - gi 8s coiledaeoier Rs s ®¢
filament uMoled¥jranlh . k utcailed®aldk Y8  erddjpn8rh caz a
puszt8n szerkezeti el em, hanem f | €18)Ebi | i s,
flamentum j el enlg®@ta@mak kor megnehez?2t. az ol dat
gyakor |l at ban ez®rt k¢l ©°nb° zR fragment um
fragmentumokate | R81 1 Mt t 81 t pr-Gy®nodg yizi Wts Iz eargtl y i
e | R ¢18,20)
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5. 8Mrmi:ozi n -s2erkezkt@e gy s ®¢g

miozinfej miozin filamentum . a ) Cont i (m lletvel el st ei n
:/— motor domeén o . 2
W - b) SzemGy ° r(Byalapj 8n m- dos2tva.
e == 230 kDa
:// ﬁ k233kDa kénnydlancok
N
S$1 c?f'.'ed-coil rad nem-helikélis
HMM ) farok
B motor domén, N-terminalis

coi!edr.:ni.' rid 150 nm kénnylancok \;9
2nmgc =
P
C-terminalis
| J

L LM 52 s1
' HMM |

A miozinok tripszinnel vagy Ki motripszirt
mer omi ozi naka AaBMMhat -k ®t fejet ®s a far ol
foglalja mag8§ba, az LMM a Amarad®ko far ok
ol dat ban, de papainnal tov8§bb e mwm®=lezol)het R k
fragmentumra%-6 . 8br&z S1 is tov8bb bonthat - i m
egy 25 kbDa ®s egy (23).0Az K0IkRa fragmantunestainmanzanaza

akt i nk?©°dcth bigdmdcotett50 kDaclelf egy hosszanti has?2t ®k
r®gi -t ez ®r tk Oae | sszRu b®lso nhaGiper5e LI OUBE5) oszt j 8§k
(6 . Bbr#& 20 kDa fragment umenmozdRUdcBUE Imeg gy
®rtendR.

6 . 8hrmiozin 2 S1 fel

konverter
D0 ®s funkcion8lis egys®¢
& 1 >
St iali . : .
aktinkotd arok & e;;;s;gl'gn'z A csirke v8zizom mi
CM!OO}J‘ : fragment um8nak szel
y &, erékar o
loop-4C\ L3 Rayment @) arhtagg ig8 n
‘ nukleotid- (% 1. m-dos2tva.
felsg50kDa \*0 0 T Ko Y
szubdomén ;

34. AmiozinATP8z mechani zmusa
Amiozih(M)aktin t8voll ®t ®ben v ®gb esnTeenthRamATP § z
2rt@2nNg . 3B®m8j uk szerint az ¢tk°z®si k omp
kovet kelkev §izriegyer zibi-VBst k&3 o W8 cdlo®p @3 )s.
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(3.) | ®p ®s | assabb, reverzibilis reakci

k°vetkezR (4.) | ®p®sben rel ax8l;-®&si KADPBz ut
fel szabadul § ®pa ®9)5. A s®ma fontos tul ajdor
hajt - -erek®t ®xzs A&lRd Penrbesr®pi®nek tul ajdon?2tja

7. § B r BagshawTrentham
1 2 3
M + ATP ——— M.ATP —=— M"ATP ——— M*.ADP.Pi s ®ma .
1|4 A magas fl uoreszce
7 6 5 < N . K PN
M + ADP-—==— M.ADP —=— M".ADP +Pi ——— M*.ADP.Pi §1 | aphtiolkliaagt vel AF* 0

A miozin aktin jelenl|l ®t ®bkemomeehargkdi eikisn R AT
model | 2rj a | e, mel vy 4 a (28,29v(8.t8Fb J. BA®p ®s t
nukleotidmentestigora kt omi ozin komplex ATP k°t ®s hat
| ®p®sTP adio | & z i1 s e, mely sor 8n alevemprimng. A er RK ¢
miozin 2gy k°tRdi k vi)ssa®ggt akt iemm®PK ek M.f A
kapcsoltan me@igemte® (Pdwerstrdkg®p ®snel ynek sor 8n

er Rklaercjsaap-di k ®s a miozin diszt8lis r®sze
8. § Azr aitomiozinkemomechanikai
POSZT-RIGOR PRE-POWERSTROKE )
ATP ¢ ATP, ADP.P, ciklus modelle (Lymn-Taylor modell) a
—_) ATP-hidrolizis
erkar felhizas legfontosabls z er kezet ek el nevez
aktomiozin
disszoc;é_;:;é JT'V Tlvisszakﬁtés az aktinhoz
RIGOR erbgeneralas START-OF-POWERSTROKE
nukleotidmentes ADP, P, ADPP,

bz s

A miozin ciklikus mTk°id®ks%t B 0§ I8Ina pd@tResk ®s§
8§b)BrRs aktink°tR §I lFigppot®sa-&kdulRD&o tmi dmea mt, e
aktink°tR az -ARYP°2tvaogvoADR. P
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9. SEr &s ®s gyenge aktink®©
RV AT = ANCATF) = [AMATF < AMADEF,]-: AVADF = M megosz| §sa De La Cruz ®s mts
Ktinkéts . . .
T s <l e a)Akineti k@0)ba®maj z¢l)t s®ma
M+ATP = M{ATP) & M.ATP = M.ADP.P, = M.ADP = M H i 2
aktinrél levalt al a Pl § n m-dos tva
X K; K; K Ks
gyengén
H oo in. 1
\ levalt <
e e

3.5. A miozin funkcion8lis egys®gei

A miozinfejs fewnykscRigeetri Rlar ®g k tki° @dR, valarkint e ot i d
az er Rkar.

Az aktink°kBRaS8to&gmenH@wmb agb rtaeazl &rlth ax0 k(Da
is nevezik. Az aktin k°t ®s ®ben Sz8molopdf €Ms z 2 ni
(cardiomyopathy) loop prolin-gazdag a kt i Wwiok.i A $oop4 st abi l i z8I ] a
aktomiozin k°lcs°nhat §st, a hegy®n el hely
ami nosavai val(32).8CMioap¢gB3)®& ®p egazdagd kitni v8ci - s hur
miozin aktin aktiv8®s- mMihbai ,skffkd®@®zgeal @¥8ir
A nukleotidk®°®tR zseb kialak?2t88s8ban egyn

j 8t szanak szerepet, me | Brharék ( K 93 z F 8§ kPl teRy f o
loop), aswitchl (kap c s-b ) - ®witcha( kap€@9o0ol -Ezek a felsz2ni
konzervat 2y r ®s zei a fiedWBirn Kk egegmelK el Nelvhl

szekvenci 8y AIPhukbleWTR&zok az egyik |l egnagy
csoportot al kot j 8k a (84,35)olgetartoznakaaniazikokosnr f e h ® 1
k2zvygl a ®lsiP-raeokGhR&z feh®rj ®k (pl . HHharok Rho
szekvenci 8) a -gazdagrstakaszt egygligin, odjdi egyi seerin vagyrtin

k ° v(&) Aswitchl®switch2hur kok az at omi szerkezet ek
kelkeenl ©°n nyitothhtan®sel R§rotr d&ll InapotA Anyitott
' i gandum szempomzgBbz8r t®rk @mfddiretk8ci - nak ne
a nukleotidhoz k©°zelebb, nyitott konfor m8c
van @ 0. )8Mbswikch2z §d 8s 8v al j 8 r-v 8§ |kt ecomdbB&sn folfamat -

(37).
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10. Alswiteh2h el yz et e; z8rt ®s nyitol
®s Ho38mdsapj 8n m-dos?2tva.

A z-IByitt ot t 8§t menet edrygrt Rnelko
megv 8l tswiclReh e el mozdulsBiel8t i d®zi
2 h®l i x a hozs8itchkhpcehkbkshdaj ®§

csavarod8§s8&8t eredm®nyezi

Az er Rkart a konverter kapackstoilnjka® taR rre®Rlg® -r
nukl ekt zdlebbel teremt kapcsolatot. upz er Rk
vagyprimed ®s a dbvencagyknockddlt 8(1 L A p o8 b ( a

11. 8Alrr aer Rk ar k ®t v®g 8l I(®padtaap j Eme v e

iz m-dos2tva.

filamentum

Az aktomiozin Akereszth2zdbano t°rt®n

|\ miozin Ve

erdkarm:\—/‘ e 01 szt 8lis, erRkark®nt szolg§l - r ®sz®n
= ‘(
!
36Kommuni k8ci - a miozin molekul 8n bel ¢l
A fenti funkci omn8lliosszé ®y $ Ry &Kk® i b Inmu imi kngocti
mTked®s al apj §t . A jelenlegi model | szer.
meg:
1) Az erRs aktink°t®sféRsReIpett®B®DhekDa 9wz ol
kezt |l evR aktink°t B4y oknak be kell z8§8r
2) Az aktinmiozink © | ¢ s Cashitel®ssir ok mozg8&s8val kapc

er Rs aktink?©tsRitch8iinlyap ott o k bagryeamge aktink
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z8rt konfor m8ciswitchedln | ¥ @a h 8§ Imh adto-n.®s& nukl|l e
aktink°tR hely k°zti kd4agad)ni k8§ci - ban | &

3) A switch2 hur ok mozg8§sa az er R&latrirrmarl - |1 v alne v
§l |l apbeblavzot t swachRk&mrtn,81 | eac s a pwatthl er RK :
nyitott komwih2mgyi -aj aoukAeoti dk®°tR hely
k°ozti kommuni k(3/@4,450ban szerepel

4 Az erRgener 81 8s nem az er Rkar fel h%z§8s
megy Vv ®gbe, swthhd ®eswich2But ok mel l ett t°rt®
| ecsap8sa (51).

37Az aktin ®s az aktomiozin komplex szerkeze
Az aktintStraub F. Bra - a z o n o s-Ban. 8z aktia man®@m3g | obul 8r i s v
G-aktin) atomi  er kezet ®t-bems a2kr (46§ & 9 DINYy z e I ®s egy¢@
kompl exekpen?2 tkvalstt i BntG k ®t , egym8s hoiz haso
miozin ® s KNS R domdel yeketp-legneoh®sz 8 al kot n
Mg-nu k| e otdiodm®h zk ®t -l emeaeka k°z® k°t Rdi k. Mi
szubdom®nbRI| ®yke &z altiealk,t i me lkyYdlc s@€ nhat §sokban
nukl eoti ki B? & R Zds® bREshzat n.  filaentue KFRakitin) szerkezeti
modelMpgy®®p2tett®k fel, hogy orient8lt akt.i
beleaGaktin atomi ®keé¢i khezsz®r i nAz1B monomer
2r ha(#7)(12 e )8br a

12. Bdaktia szerkezet€ e e v e s  ®88)skedrt me s

Az egyes aktiprotomee k k¢l °nb°zR sz2nnel | 8t hat

A filamentum kialakul 8sa- sor §n
v8ltoz8sokat a modelelUgyanekkos m2t § s
hat 8r ozt @k tmengg aszt afbi | ia®idin  ci kI i
k %Rt e |, ya&amintfalloidin-k © t © t t akt @8 Aszer ke
aktin polimeriz8ci - Joafordumak®n a ma
egym8shoz k®pest, m§ 30®Bnerél a sz

k°zel ebebk keegrys,mh8ins ho z, bez8rva a n
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Az Fakt i n | eg¥%j abb sz édrekne zle§ti ot mM@Y.eEzpay iel S
kor 8bbi akhoz kkdmppaktabb seetkgz&rs 2skzagbnbo,l daldin 2 a mi t
dom®nj ®nek egywm&BsIhoanlk®rdRtordu!l §sa i d®z el
Az aktinfilamentum dinamikus fel® s | e @mpagriltngge s(or 8n al acsony
aktivits8g8s m®r het R. Ez amejndaluem sdBigr e&lca ko2ntajl a
aktin polimer motor nik °© d ® azRATRk ° t © -aktin mBnomerek folyamatosan
asszoci 81 - dn dadktbedaenil+ ®s®gek2 r ARP mlyamatosane k
di sszocil §RBR @onkeld engd
Az aktomiozinrigor komplex pontos atomi szerkezete a mai napig sem ismert. A
komplex modell® t a fapme g i @ezRigor szer kezet ®nek a mi o0z
Adekor 8§l tel eakkttrion rkirkirooszk - pos fel vetux| ®be
8 b ) (43,50)
<yl F 13. &b akdmiozin komplex

model |l je Hol mes ®s mt

m-dos?2tva.

a) Az Fa kt i nmidRis 2 %l
krist8lyszerkezet:i |
il l eszt ®se az akt

Aker esezltehk2tdd nmi kr os z k

nyitott arok

- (gyenge aktinkétd) fel vet el ek al apj &n
S, rotécios tengely t ®r ki tol t §O0)srerote | | | ®b e
(g A k®t 8bra wugyanazt 1
kereszth2d |ligtvehat - gt
8tl 8tszatlan felsz2nn
et Saok aktink°t ®s sor 8n be
g, (erds aktinkétd) konf ormng8ctioz §s t ®r ki f
3 modellen il letve - ro°ntg:

szerkezet t(d8)szefnbr 8§z ol v
A r°ntgenszerkezetet

illesztve | 8tszik, h
molekulagyes irm@RIs.zegyenge k°tR 8§l | apiocat bnaond ea | f eslzseR i ;@ i k
k2vgl esnek. A nem fG.el 8beg@®®slizliek (ls@Rnkkdpwaerat er ®
terming8lis 25 kDa dom®n, r-zsasz?n: ELC, s8rga: RL:
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Az aktomozin ciklus modellpa s zer kezet eknhdl ®dia@aBAangbar

modellben aswitchl ® sswitch2 hur ok nak , az aktink°tR 8r ok
k°zpplneame ztanseldcey ( az 8l | apotait -Thyotmodell£t t ®K
| ®p ®s ®v e |

14. 8 br Az aktomiozin kemomechanikai

il L | ayenge aktinkstes ci kl us model |l je a szerkeze
4, TOP-OF- A 1[ A 3, PRE- J
POWERSTROKE § | | POWERSTROKE i . 2
switch-1 nyitott ,g\ JI -— ?:; \I switch-1 zart G e e v e S asl)aH Oal pn]e%n m d 0 S t v a I
switch-2 zart o S ol switch-2 zart
arok zart - - arok félig zart
transducer csavart 3« 8; transducer kitekert
erbgenerdlas | — ATP-indukilt erdkar felhizas
(power: s"°‘!f) . ~ (recovery stroke)
erds aktinkotés = % j ,rﬁ l gyenge aktinkdtes
1, RIGOR-SZERU i | iﬁj :‘! 2, POSZT-RIGOR
switch-1 nyitott ﬁ ol switch-1 nyitott
switch-2 zart ;:’2 | — 5: | switch-2 nyitatt
arok za »Eq' Q4 arok nyitot
{ransdu:er csavart 1{ \.*Q“. l‘rar:‘sdz;; kitekert
€ 9
Az aktomiozin k°lcs°nhat 8st emeXigemodal | e

t an uwmyozo® gerincesv 8 zi zom mi ozin 2 S1 (-lsafot, 1 ) ak:
endoterm folyamat(52-55). Egy®b miozi m8s z cafkarim8ke i m§s e
v8l toz8st mut att g9) aRiri rk°Rts®sakhatn&® 8§ ®as ki
hozz8j 8rul az er Rgener 8| §%) AsrmiaziB energefkait ® n R
8§l | apot §h teg anvoatlo rsdzo? m®mn p-1 ke °mze @ ®nirErigduceinak) a

torzi-ja is hozz8j8rwu§ltamg§sai msorzgm KOdOwné

3.8. Miozin g8tl - -szerek

A miozin g8tl8s8ra t°bbf®l e inhibitort i
kor | §ABDMoit2,3but 8§ mobrioxdammi e gy ®b sejt feh®rj ®k kel

| ®P8), a BTSi N-benzilp-toluolszulfonamidi bef ol y8sol ja a miozin
(59).

A blebbistatint { 5. )&brsaejt oszt - - d8st g8tl - (60ni ozi n
K®s Rbbi vizsgs8l at oki zkomdemizd zitnt ®kz o fhaorgm8 kao m
®s bizonyos simaizom mi @r63nokgypeakkokuszi
inhibitor: m8s o0szt8lyokba tart 2. @&8tolzi nc
hat §s8t Ygy fejti ki, holg6. aSbposathidro hk2 it & §
8l l apotban blokkolikamp@al exxi)o,zi g8t ofIM.2AD®. Rot
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f os-t£ £8§6zalféde4 IEB a tblokkolt szerkezet a miozin gyg e akt i nk©°t
8§l 1l apot a, 2gy a blebbistatin haszn8l ata a:
aktinmiozn Ak er eszt k°t ®seket 0. Mviyoenudtk \Biktbalni ek ®
sz®l esk°rTen al kal mazz§gkuynlamiiaki@a¥tj &kimiga nii n
A blebbistatin fontos a sej bi ol - gi ai ®s fluoreszcens
tulajdons8ga, hogy a (B5®& ®s az UV f®ny i na

15. A bleblsistatin szerkezete.
For r 8§ scanada.tomc Az § bl ebbi st atin k
szerkezete szerint -fénil-1,2,3,4tetrahdro-4-

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

felsé 50 kDa 16. BAbbaebbistatin az aktink©°tR

SR T®mave®set MBipadiapj §n m-dos2tva. A

ak;i:\::tﬁ‘ “'1r" .‘ blebbistatin miozin 2 a DdMD MgADP.Alg-k omp | exe ( PDB k-
="y 1MND).

als6 50 kDa
szubdomén

c

szubdomén
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4., CO®l kitTz®sek ®s k®r d®sek

Munk 8nk c®l ja az er Bs Rgelkteir BH Bts®s s o®B n a
szerkezetv8ltoz8sok azonos?2t8sa kot td®s&kr e
kerest ¢k a v8laszt:
4.1. A blebbistatin nevT inhibitor mechanizm
1) Hogyan befoly8solja a bl ebbindtoatm8rci a
v8ltoz8§sait?
2) Megvsgl teomt atljeadbbi statin a nukleotidk®tR
nukl eoti dk®°t R zseb ®s az er Rkar kapcsol
A kezdeti eredm®nyek szerint tov8bhbi k ®
i nform8ci -blsekebiegztha&t iRn aseg2t s®g®vel

3) A term®kfelszabadul 8s sor8n az erRs akt

milyen konform8ci-+-s v8ltoz8sokon keresz
4) A m8r azonos?t.ohlte bnbiiosztiant.i AD Pk oPmpelae x en Kk
er Rgenaekr 888ssnst abil konform8ci-s inter me

4.2. Az erRs aktink°t®s folyamats8nak vizsg§gl
Az erRs aktink°t®s | ®trej°tt®nek energetik
miozinnak az aktin t8voll ® ®ben mMEkban? sz
1) Az er Rs aktink©°t ®s kialakul 8sakor a n

v8ltoz8sok (pl. az 8rokz8r-d8§8s) hogyan
2) Az energetikai v8ltoz8sok mennyire j8ru
Ahajt 8§s8hozo?
3) Azenergetikai v8ltoz8sok mennyire univer

er Rgener 81 8sa sor 8§n?
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5. Anyangals z®s e k

5.1. A munka sor8n haszns8lt anyagok

A munk8nk soregryshas e2h§é&RBgmaAldragbnd ek m®kei .
kiv®tael @MLBrome(dRk um)inse@pressd (Loaza)Sf 9 § ®tsa
kompetens sejtek,a falloidin valamint a 420 % gradiens Tri&l yci ne g®Il e
(Invitrogenya geneti cin ®aDNbez z ¢ Bi&prep Bt®bL ¢ @ TOANDI
agar -z gyanazanttd gQ®ragég)ls el l enanyag ®s a V
(Promega) a FLAG peptid (EZBiolah)a 06 Q Sephar osed6 g;yaanta (
NaHCQ; (Reanal) a z acet on, ecet sav ®s; aze N@-nol (1
pir®n)j-dacet ami;da (Mo IPRsekin& izt fhraobhgy) t i szt ¢
ADP (Roche}; a blebbistatin (Calbiochem)

A mTanyag g@®@uémi®& erak gys8rt- -it a sz°vegh

52Feh®rj e®Rdremd®ir et 2t §s
5.2. 1. Gerinces v8zizom miozin 2 prepar$8l 8s
A gerincemiozivg8tzMarogmossi an 54psaz L dBwe y®s HMM
fragmentumokat (a tov8bbiakban(67)nm kidSlze®se s
alapj8n prepar 8l tuk npréfdsszos®&mizz scmy-®lv eHegyi
5.2.1.1. Miozinkivong§gs
A ny¥w v8zizmokat |j®gben lehTtotte¢k 15
miozin Kkivon- puf,RPOg B00 enM KEt 8% MM KQN) 1K percig
j ®gben Kk evesrztuestztpiekp.eai ¢t f @ 10 1@ | partigs4’Eano n
centriAvgBtitull25i k®sz¢i (| ®ben JLA 9.1000
§tszTrtek. A tiszta Ambzntl2Zszaed @waltioipga mi o 2
1 mM EDTA ol datba val- <c¢csurgat & szsual8nkiacs
fel ¢l Yasz® heszapbd®kot 0, Sbatissz&l@lditokncent r
A kicsap§gs, .l ep2t®s ®s visszaol d&és ci kil
40000/ perc f opettig4 Ltonz Sunhotr a T eckmanl¥-659 § 1 t u k
k ®s z ¢ I5®X T motorral A f el ¢ Yas z - tetej ®rdRit elgeedz 2?2 v

A feh®rjeprepahAlSdBSisokngl ttal SagyAms ot uk ATP
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(sz¢ks®g eset ®n a fel,ol MRIg-¢timi @gBizren oli da
koncent s8¢t 8nm®r8§®-50anggmy Shill etkeOHMM fragmentumot
k®sz2tett¢nk.
5.2.1.2. Az S1 fragmenturfskS1k ®s z 2 t ®s e
A miozin d dat §t 1. di &InMz NegHP@.THECe 64 enM (1 3,

NaH,PO,.3H,0 pH 72; 120 mM NaCj2 mMEDTA) 202 5 mg/ ml koncentr
g2tottuk ®s ugyanebbeAz digy i AB®LuG kigys &
005 mg/ ml v®go-linmetntt ir 82 i-n el e lC®s. Azt et t ¢k

em®s zt ®st 3 mM PMSF hozzgaa gnoamnw 2.l 81 |
dial?2zispufferben (20 mM HEPES pH 7, 2; 1
V®egyl ultracentrifugg8ltuk (400,00fisper c, L

f el ¢l Waeltaz sk fragmentum.
5.2.1.3. AHMM fragmentun{(skHMM)k ®s z 2 t ®s e
A miozin ol daKHPO pH ES5s z®sr, diga@kkal ig 2t ot t u k
Ysgy, hogy a miozi-B5mgiilg ka nfcexnz fr Btca p y faf 0®
KCI-® 500 mM;® & MgVCH etgoyvedb b i | ®p®seket ( e md

di aludlzzirsa,centri fug8l 8s) az S1 fragmentum |

A ti szt 2 tumok tend$zeriatgf rmg/mlt@0-50 uM, M, = 134 kDa skS1)

illetve 1,55,5 mg/ml (0-30uM, M= 170 kDa, skHMM) Kkoncentr
S1 ®s HMM oul-h®8tk atag@vpaszt -cONedgkhe |l {tCreiirke
fagyasztottuk |l e foly®kony nitrog®nben, me

5.2.2.Dictyostelium discoideunmiozin2mot or d(@dv®h expr ess zi
A vad t2pus¥ (m76lpfofv@anasmi § W2Ra%+,egWw501
mot or ckoomm®&nt r WDictgostelikmadiscoideume jt es ny 81 kagomba
expr es(®&68) t uk
A | abor ban pA-BHM76laptazmid@0) mut a g e nekz@issz@wvt eelt t
szekve @2458K5E. coikompet ens sejtekbeQaPegapor 2

A W501+ mut §Aphans, &HdWMdDd m761 m&si k h&§rom triptofgnijs§t
fenilalaninra; a W239+ eset®n el Rszkronmitmdikac in®gy ntarji
vad t 2 pats ¥t rFi2@Bt9of §nr a.
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spin miniprep kitseg? t s®g®vAR| kozotl Bk auik- kat el ektr
Pul ser XCel | IRa&dy zjytatt@kk Biatybstelium Bdisanideum (a

tov8bbiakban: Dd)((7IAXDd sétekEtR2Coenj tnePkvlees zt et t ¢
mi| HLS5 t 8§ pit agl/aj; boaluygtkd genicillin; 0,1 mg / ml streptom
geneticinjel gend ®s ®p € ne n7y5® s @ A Plazhidomfelzed n (TP
sejtele t el Rsz©°r 10 mg/ | geneticinnel szel ek
alkal maztuk 30 md/ Il ekmerzc ebnetnr®°8vc®s-ebamt §n a
kult %r 8ba oltott plker gt f ®@s 21P0SHm.1AQ/2Bilko se2j & s z §
el ®r ®s e utl® mib&ellkRid 2 %%b 84 0 namledb ee mbh Rlot4luk 8§t
A |l emez ben®v®s®he-2lnalpelat vooddr &l1z&sk sW®g&®En &
egy®b e enadbpnntza kel l ett 8toltarkiuld YIr &the z e

523.DdMDpr epar 81 8§s

A Dd sejteket 10 ml sejtsz8menelr®f Qg &R s alo k ©° s
(2700perg 7 perc, 4°C Beckman JMC k ®s z,;]LAR10.60® motorrgl majd
egyszer PBSen (101 mM NgHPQ,.7H,O; 1,8 mM KH,PO, pH 7,3; 140 mMNaCl;

2,7 mM KCI) mostuk.

A sejtek feleeB®IOakng) 460 ml | 2FrispH puffe
8,0;2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA 3 mM DTT; 5 mM benzamidin40 ug/ml PMSF)
homogeni z8Ituk, maj d t o vi@0bdbtéerger&tOis amrlt all mé/zV
| 2zis puffeAszwawdz @2ékz thhiotz& 8perci g j ®gben sz
Sonifier 250 k®&st1¢ilk@&®ienla hosstaWRR)g.ben i nkubS§l
majd 55000 per ¢ f or G pdrcig®’G-an o n a c e n35.2 Tifotoral§ | t u k

A termeltetett mi 0z i9M kmilv erx8 ss&tkocz - &z palf d
HEPES pH 73; 30 mM K-a ¢ € 1.08niM Mga c € B 8N p-merkaptoetangls5 mM
benzamidin 40 pg/ml PMSF)ho mogeni z 81 t uk, maj d/pard t r ace
45 perc4°C).Ennek azi gh@td ®k ®mo g e,d m\ ATRU k ®86 0 1 @l
mM MgClh-ot ist ar t ad xitarzakci - ¥l pubd€tenbenfergd@ | 8§8s (
perc, 4°C, 55.2 Ti roto) ut 8n a fredt,d rdbdisse@nmika®d | ni t 8§ s
kromatogr 8fi 8val t @569t 2tottuk hidegszob8be

Az af-tisizt &snBNHNGA agar -z gyant 8t | ®% ml
pufferrel (50 mM HEPES pH 3, 30 mM K-a ¢ e 8 gV B-merkaptoetangl5 mM
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benzamidin) mos a k ®s z 2t & tmozinnfely, | édsR - t a gyant 8r a
s ebes swigtgted Pumpf 81 perisztaltikus ¢ | yad ® k pump 8v al (A
Biosciences)E z u tssm®ti 50 ml alacsony s-tartal m¥%
s-tartal m¥% (pb@3; 300MMKEaPCEESB rBM -merkaptoetangb mM
benzamidin) puffer®2elml mpet ok ¥@hpaB8 s egygeb) .
szennyezRt 8ebP®? {(®llperd 80enil alacsony imidazblar t al m¥
pufferrel (50 mM imidazoj 45 mM HEPESpH 73; 27 mM K-a c € 3 §nM -
merkaptoetanol5 MM benzami din) . A frakci-k feh®r|j
(0,1 ¢l Coomassie Brillant Blue G25®,05 V/V % etanol;0,1 VIV % foszforsav)

el | en RArrieztogrikomont 8onr st mage® imidazel ar t al m%“ puf ferre
imidazolpH 73; 2 mM HEPES4 mM NaCl, 0,2 mM MgChk; 3 mM B-merkaptoetanol

5 mM benzamid9n)ml élpe§ilct)uk A(Ofrakci - k feh
el l enRrizt ¢k BA atdif somotd?otrogt@m@®@m®s @1 puf fer be
mM HEPESpH 72; 40 mM NaCj 2 mM MgCh; 1mM DTT) diali z8Iltuk K
§t .

Egy adag gyant 8t 5 al kal ommal haszn8ltu
gyant 8t tov8&bbi 30 ml el Y%ci-s pufferrel,
nem haszn8ltuk, a gy&no8tuRO V/V % et anolt
Konstrk c i - t - | f ¢ g9 Rem mg/melesdl68-30e¢quM,i My £ 890kD&)

koncentnr aziinjt¥a si ker ¢ 1t ti szt 2 {%0ul/csepp)A mi nt
fagyasztottuk | e foly®kony nitrog®nben.

5.2.4.K a | mEoligo peale) izom miozin2pr epar 81 §s
A k©°z°ns ®ddigo pealeil squiimioz{n 2t, illetveSl-et (LpS1) Stafford
®s mrYD, dletveKal aboki s(73)&gsl t mtl salie?2r t m- dszer S
O 6 NeHemhnésseyp r e p aAn8rédwt SzemGy ° r g vy i | aborat -riums§|
University, Waltham(feB®y ¢ =anhgm @le15auMo k ) .
M= 134 kDa) koncentr8ci - -j%ak voltak.
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5.2.5. Miozin 5 S1 expresszi
Az eg®r vad t2pus¥% mi ozi $podéptera Bubiperla a g me 1
er eded|Tt kul t Yar §ban (a et melBiblkhk lak\b2arnus SdX9pr
vektoroka(@4,76)laszng8l v a
A szekvenci 8kmiamhRSIIN 27 7¢ 8Bb z sa 8220 elnsifhos

k ®t I Q mot 2vums8t , val ami nt DYKWDDDPK AlG c 2 mk
GACTACAAGGACGACGATGAT A A &DPH16Bact.ccodlikomgeizis S
sejtekben szapor2tottuk fel, pFastBacl b

sejtekben aAnvpkioiok e |kl8e n Rurkz ®s ®r e agar5-% g®I e
agar -z, 4®sV BNEOK we®gl¢Zdts nk

A bakulor 2rasokl egal 8bb 2.mp | duk;n ea88xl0/mi g
koncentSi9geijt hbéan, 1 V/V % v2r u@7°Gnb/pegt t v ®c
| §sd |l eAjebblst cl/pengt2perd £Cd&INEs zkIi0O K23 cent |
kil end¢) Rut @ no Atarthlmazta, méhez2-V/V % FBS mellett’@-on,
f®nyt RI vethedes §sejlt uaky ®s ¥ ¢ Ruvsael kak anbuennk. § n §
az Invitrogen protokollja | a p 8 8 m (httpk/todslinvitrogen.com/contests/
manuals/bactobac_man.pdf).

Az Sf9 sejtekeR7°C-on n° viess tnelt tt¢;®r f XgaebantBpsadttj
unit/ mi peni,einmg/istrteptddyc N0 | el €2 e ®dDehor dul at s
r§zaAwva Sf9 sejtteny®szt ®s n®l| i s az | n
(http:/tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/insect_mah.p8df Kk ul t Yar 8§t he:
k ®t Shigeért ot t°kn] RBR MO entA Sfceih@rifreae xpresszi - r e
ml ut 8n-4@0ImMR®magd2¥ 12 t ®r f ogat ban vette¢gk fel

Expr esad xial @8 vieed 2x16/ ml koncentrS8ci - -jY sej
fertRzt¢nk amplifik©8I1t (l egal 8bb 3. gener
Xenopus laevik al modul i nj 8nak shakellv? e nsAs&p8pr ass di
i dRt at4@mgagy 72 fhe)r tv@sz Haszmeindney8 Isi®sget (1, 3
MHr-baexpoleastsgroxmtauk meg 25 ml®l &F 6k tkrud ft d/r
k°vetR Western blot seg2ts®g®vel

35z ¢ ks ®g eset®n (plgybamkt ad®PE| ggpb g mmpfum&sapokast Y0, 2
\

Millex szTrRn (Millipore) is 8tszTrt¢ink. A szTr®s wug
“Asejtttg 2 tA83s t®@s f ®H @t fnR pb@lteal, Rt t,i Pk et v glt RtgptPaGtse®RB® & ®I &in §n
vegerpgyksejtkult¥%r8n8l | ehetRleg mindig azonos -r 8baj
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Az SDSg ®1 el ek taz 6.3. fefezetben2a r t a A Western blots or 8 n
HybondC Ext r a menerbhar8 Biosa@enceéshi t §t¢g ka f eh®r ] ®k et
per c, ] ®gben) , maj d az nkal. 8llerianyagirler/gnke ns e k k
monok!|l on 8 I|-FL&AG lg@ ® rellermmyagi 0,1 ung / ml al kali kus fo
konjug8bh®r;eedtR@2 v si memlgrefinonk ®n't 1. Aml We st
ellenanyagokatl5 ml 1,5 % BSAtist ar t a | mBWNEEN plUfe®en (4% mM
Tris pH 8 117 mM glicirp 0,005 V/V % TWEEN20)fg 2t ot t uk, ami vel a
mostuk az egyes | ®p®sek k°zt.

5.2.6.Miozin5Slpr epar 81 8s
Az Sf9 sejtekeic e nt r i fguygT8jl t8°tstadk ©°©ssze °CAEBMIO/ per c
J25i k ® sJzA¢9.1600 wotomral),ma j d k ®t-leez mastukRB Sn8§ s odi k
mo s 8s sor §8n a-esdaljoc s Rete k Bbedd MTPP) tett ¢k
(3000perg 2 perc, XC Janet z ki KRi3I &k ¢z R ®ik e oeth® la |
foly®kony nitrog®nben gyor s8iColne ft g ypd ¢ aitko t
Fel tk3 az8 ¢ eaddt®kj ®gben extrakci - - spHF3®0FMr ben (
NaCl 10 mM MgCly; 1 mM EGTA 3 mM NaN; 0,1 mM DTT; 0,1 mM PMSE 1
ug/ml leupeptin2 mM ATP) ol vasztottuk fel, maj d h
Sszuszpx3sziort 1 percig j@®ehéeni szo/pPekicB8 | ( 2R O
perc, 4°C BeckmanJ2MC k ®s z JA-2@totoren ut 8§n a f el-etl sz - b
FLAGc2 mh®$ i nit 8s kromatogr 8§fi(BVHRI tiszt2tot
ImlantiFLAG agar - z ¢ yaddd BS +35 mMINadPrBai 4 ml
0,1 M pH 35 glicinnetv ®g ¢ | i sm®t Jatmidatrmmoe a B ®mk 2. BRBGt ¢ nk
felt8rtelsigliBtsézisszekevert sk a gyaniC®val, m
forgattuk Falcorc s° velkCkanhr i f u dgp@er 8 sperc( 4°C Qahetzki K23
k®sz¢  k®kleennd ¢ ) Rut @8hoargyans8t aMgAThaz - 1.
(20 MM HEPESpH 72; 0,5 M NaCt 0,1 mM EGTA;3 mM NaN;; 0,1 mM DTT; 0,1
mM PMSE 1 pg/mlleupeptin 1 mM ATP; 5 mM MgChk) mostukA gyant 8t oszl
teltott ¢k, maj d r-la az egy®b szennyezR
t 8vol 2 tAdltAGek | ehanyaggal keresztreaktzv fe
2. mos-pufferr @H 72(01 01 NaWO,IHMBVPEEGTA 3 mM NaN;;
0,1 mM DTT; 0,2 mM PMSE 1 pg/ml leupeptin) mostuk le.

30



Er Rgener 8l 8shoz vezetR szerkezebolBtl 0t iz §®ntke la

V®g¢rlekaombi ng8ns S1 fragment u3nomgm RLAG mos - p
peptiddel pupéss8ftrakci 308t szedve. Pordf r ak ci
reagenssel Egg ddhgeantiRr AGt gkant 8t 3 al kal ommal
tiszt2t8s8ra. Az el Yci - ut 8n a gyant 8t az
PBSazi dban fCon&lztikls ®4 eseft ®amk caiz- kalt ug8Q Se
gyat 8n t°m®ny?2tett ¢k: a gyant 8§t 2. mos - puf
mo s v a k®sz2tett ¢k el R, a FLAGMmertesalk ci - k a
mos - puff er rAz|Sttagdintrs8 Irtakic8 - k 8 n 1. dialz2zisp
(MgATP-ment es ler mpsmpptf 3 -r8n 8§t 2. di al 2z
pH 72; 01 M KCI; 0,1 mM EGTA 3 mM NaN) di al(mzn8d kt®@tk puf f
tartalmazott 1 mM DTt is).

Rendszerint @-1 mg/mtes (35-8 uM; M, = 120 kDa)k o nc e n tmbSteti - | Y4

siker¢glt tisztukami . f&AgymasrzB8aat uR50e f ol ye@

527A mi ozinok koncentr8ci-j8nak m®r ®se
A tiszt2tott miozinok koncentul 8t®rf8gaBhb
9| uk¥% | emezen-en(BoPBRBk 6ROl eamezl eol vas: k ®s :

Biosciences). KontBIA | Kl®hat 1A igp@Aasd n 8| t unk

B
0,8}
E
2 06
<
0.4l m 1,049 mg/ml BSA |
' A Dd m761
o DdMD dializispuffer
0’2 1 L I L
0 2 4 6 8

= it v : ul fehérje/200 pl Bradford

17. E&bh®r j ek omBere®bturl8se il -e mez en.

a) A kalibr8l .- BSADdoli dati n ikl,ll € nbEul BRadiorPeagensselo ati 2 0
°sszekeverve a | dpul2zlehzt Am@uk®mi v e KT R t ®r f ogat
csak Bradford reagenst tartalmaz.

b) A kapott abszorbanci 8§k a feh®rj ®k bem®at t ®r f o
bx, 138 daeze}] mer edel)s &gz@bnkdll t(am a prepar §lbgsa=f eh ®r j e
0,072 Nb#a0061®8 N 0,005; ebbuM. [m761] = 2,49 mg/r
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Sz¢,¢ks®g eset®n a feh®rjemint §8k&tveRhkimieomon
(Mill'ipore) val- centperd4’QogBdBastsaki (K23 fl®:
kilend¢) RtP m®Pay?tabktt k.

5.2.8. Aktinprepar 8l 8§8s
M®r ®sei nkhez nyw%u oaBtzinomihalk z s 8B (76)ak ; me
valamint Spudich ®@F7),Waatzt anh-8dosbzie rme daolna ppjr8enp
5.2.8.1. Aktin Asz8razporo k®sz?2t®s
A ny Yl v8zizom miozinhoz hasonl - an az
professzos e g2t s ®g ®v e | k®sz2tett¢k.
A miozin kivon8sa 120 Cwon lefdagyasrtotmamagd ®k o t
felolvaszt8s n®l k¢l felsaAzliezmdt ¢ k®®S Z enre g
5 ml/ g hijik®®e g zvedxz 281 p e 14e&ioxNaBCQultattay mdgdld e g O
per ci ghidiegm®t 2 zz.el AZzmo s gy k s mos 8s ok ut 8n
szTrRzs8khapr @¥®dip gk .az i zmot a 5F6eskofes v?2
10-15 percig 12 ml/g hideg acetonnal mostukiajd rendrek i pr ®8 ef egkmar ad -
forgBamsodktint BAsezl§resszpzEoadgEsrot §nk4
5.2.8.2.Faktinpr epar 81 §s
Pr epar §8I-8gakimpo®20tml/ghhideg G pufferben (2 mM Tpid 7,7; 0,1
mM CaCh; 25 mM DTT; 05 mM ATP) 40 kever igmdjft ®gnlke n
v2z| ®gszivatgzyTs Rpeagp 2t rscmgoiiated L mMMgG@ @& . 50
mM KCI hozz8adg8s8val 30 percig eszwthbh@mMRm
tropomiozinme nt es dtv@HB®ri t 450t mhoKZBadva 1 - r 8n
kevert Azt toldakot 40000 per c f or do0| @ertcig z48 fCeon
ul t r acenBeckménu7g6H| tkuRks z ¢, | ®k b e na 5cbs.aZp a-BO® krod t ol
mi G puf fer be nmajiogmnoagreenb lze8n t W&, omszor 8
(depol i meziaBdgmit rias m®((40000pencg9® Ipdrc,) £C,
55.2 Ti roto) , a fel ¢l Yas-aktin. AvGeaktint 2 edM MgCst @¢ a5 @ mM
KCI hozz8ad8s8val 30 p eproclii gne rsima8d & uUFKKME
ultracent ril/perc@Bderc, #&, 55240d@@00)B c s a p&RI1S @Ko t
pufferben(4 mM HEPES 2 mM MgCh; 3 mM NaN;; 1 mM DT T) homogeni
majd epufferbenk ®t szer 8 - r 8n 8t -aktintal i z81l va megka
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AzFFaktin koncent re§ic im@rs8tt absZdbhba@®cbdbgf ak
meg (Mi = 42 K lgo=2,65/10"M"'cm'). Rendszerint 8 mg/mtes
koncenta&diinjt¥w (R t ov8bbi akkbRsnz 2 ri(200dQeh%kt v e :
uM),a sz 8r &2Ppos bhdat 8sfok¥Ww kitermel ®ssel .
5283Pi rRRank t i n prepar 81 8s
Az aktin Cy§“enN(1-pi r ®n) j - dacet amandalPl Ala v a@lv§bk
j el %] ®s ®t Gdd@md (/8@ a mjakmnt.eleztglk8bbi m-do
Az Faktint 1 mg/mles (24 uM) konec ¢ arga?8tcit t u k, maj d
di al i z §imentekF pDfferbén(a DTT versengene a Plal aCyshe z v al
k°t Rd®s ®Fjte)l . DM&EDslghm fris@en feloldotht0 mMos PIAd al v ®gezt ¢ |
melyet 100sz er e s mo | 8 r i288szdreshg3stl & gylbakmay akiéndok. u
Ezutagn aktint egy ®jszak8n 8t bill egRasz
f®nyt RIA vjRdrakehttl0O0Fper ¢ f or o pdrcggtesnzt Srmmofnu g 81 t
Janet zki K2Bi [ke®rsd & |1 Kredtryolrisazl - g2 tk®t tszlker BT T
tartaln/saF puf ferrel, ma j 40000pdrct 90 peree A°C, B5.X g &1 t ul
roton. A depolimeri z8Il 8st a jel°lemeenza8akgsn
dial2zis G puffer bentisztaraktidt2 MM MgCa®e n1 00 f u
mM KCI hozz8ad§8s8val 30 percig szobahR
ul t r ac e n@a000pew P@ petc, HC, 55.2 Tirotor)A csap a8lnd®kot 3
puffer ben ma&gdev ®@wd ,f er ben k®t szer 8 - r-Bn 8t d
aktint (a tov8bbiakban: PA).
APAk onc e nta280cnmenj(aktin), 320 nmen (f®nysz-r 8s) , [
nmen (pir®n) mBBY abapgjpgbasaxl§&mit uks Kz e f ¢ac
szerint:
[aktin] (uM) = [(ABSeoT ABS20) T 0,127 AABS44/0,022
[ pir ®n pM)e ABSL/@G2P  (
A jel°]l ®s hat8§sfoka = [aktin]/ [pir®n jel
Rendszerint 5A00uM koncent-pB8epaj &t @ewokat 8l 2tott
70-:100%0s pir®n jel°] ®ssel .

®Rendszerint aakiftDTTane njt els® lpautf If em blen vett ¢k fel, majd =
ut 8n dializ8I| twk&r alma¥:ak @xohfdBTR&n i Nn€ gy mavelise It All &1 ko z
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Mi nd a jel°let-] eh%aktimilhdzea epi mMmdrd 8r i s f e
hozz8adott fall oi dinm®ikeolncsetnatbri8lciiz §l8ttu ka, haozz
szerintk or ri g8l tuk. A prepar8lt aktint j®gben
felA tov8bbiakban aaktia(RA) kFaktintjelent. vagy pir ®n

A prepar8lt ®setaztli.s ztt &kt lo¥ zAa tfbeakri®antp Btk B wmlilsc i - Kk
k¢lad2n |t8&atabagry,akr abban ha8zngBbl| & eldatpkata s e k e t
aF¢ggdd @k fejfomgdta®liem °ssze.

5.3. M®r ®sek
5.3.1. A m®r®sek alapel vei
Az Eredm®nyek 6. 1i s naelrftegteeztett ®bl@®8MDs t at i n
m® r @usfarben(20 mM HEPESpH 72; 40 mM NaCj 2 mM MgCh; 1 mM DTT i
| 8§ sb2.4. fejezex kiviteleztem, rendszerint 20C-on. A 6.2. alfejezetbenl e 2 r t |,
aktink°t ®ssel f stoppedflovk (8R) puffekbéns(ZD rmMeHERERH t
70; 0,1 mM EGTA 5 mM MgCh; 1 mMDT T) v®gezt em. Az SF puf

KCIl-d a | 8l 1l 2tottam be. Ha k¢l °n nem ptel ezt e
t ar t aAl Snragadférben( i o n e )R g5sm®My 25{C-on m®r t e m.

A nukleotidmentesni nt 8kb- 1 az esetl|l Egepeidokhb®vEBI ¢
Oluniy ml apir8zzagdzeaBalmRm®ros ®lalmeteén 30 perci
Az ADP-b R | a sz e-nmogienalRdroATZ 81 tam el , szobahF
percig inkub8l va. Ahol m8&sk®nt Tmelma j el ez

m®r ®st RI1 mV:10 mNRvweagy 50 MMk onc e ntvolt8 c n k g Ba8uMt am 3
miozinnal a mint §kARdaDdMW&klonshoukdadks AOPRL
aktink°t ®s®nek vizsgs§8latakor, il letve a |
titsrokl 8set®n nem az ADP t°rzsoldatban, h a
(M) tartalmaz- O6M. ADPOdrollil z8l6tAa M. AIDP&® 9Ini e 1
(szobahRm®r s®kl eten 3&Epedmn®fyald&LE2681 va).
fejezbem®dlmeamtt k2s®rl eteket.

®A koncentr§ci-kat ¥gybevnsllaesvzR onitcazn,n hao gnyi matz§ hAoDzP v al -
1%0s hi b8a bkokRenGceeint r 8ci - kban.
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5.3.2.SteadystateA TP 8z m®r ®s e k
A mi ozi n ksteadgstatebuakzc§ib kks i n t 8§ v ®Is| @akk®thiemnS INM® r

ATP8z aktivit 8s180t1 SPhd nsapdezkut rUoMf ot o-cs&tblte r e n  n
r e a Kcoupled assay, NADHnked assay m- d s @®30)®v e |

A reakci - el ve:

miozin. ATPY ADP; + P

piroszRI|I Rs avADK i nfégzfoendlpPiKr)o:s z Rl Rs av (PEP)

piroszRI Rsav

tejsavdendrogeng8z (LDH): piroszRIRsav + NADH Y
A reakci -t a mi ozin hozz&&kd§sv&Udl merdR2sted
aktinnal titr8ltam a mint §kat.

Az ATP8z aktivit8§s sz8m2t8sa:
A NADH fogy8s8an am@I40 anhBI.@) r bcasrP ckikdean®js &n
k°ovettem. Az egyes hozz8ad§8sonkreegyergst a g°

illesztettem.

Aktivit s mes ABSuddH(ensbn shoM[ mi 0z i n])

A miozin akttedlijgt konmaoeretnr eset ben Kkorri
sz8r maz- h2gul 8ssal, valamint a m®rt akt
aktivit8g§ssgt is.

A mint 8k °Fisgzeed@kell®tf &af eaet ®ben

5.3.3.Steadystatefluoreszcenciam®r ® s e k

A fluoreszcenciem® r ® sSPHKXe320 FluoroMaX's pekt rof |l uor i m®t er e
10mmes kvarcke¢gvettubam®r (gl mhmks @Midénhte t t
0 s /samplérdferencé m- dbaal 8bbi be8l 1 2t 8sok szerinf
Tr i p fluorésgcancisspektrunok:

ger jesztelns, 29 -dn8di nm3 kO z°tt;

cs¥csnak egy kitsearbtbo ni8l nuyo r 8etslzacge82t848wam)t t e m (
®s az eredm®nyeket erre az 8tlag®rt®kre n

P i r-aRtimfluoreszcencigspektrunok:
ger j espekttu®3088B 90 nm k°zt, -eemi sszi - 406 nm
emi sszi-s -4pe6kbmuk® 380 -gerjeszt®s 365 nm
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Az i dR ill. a hRm®rs®klet f siggv®ny®ben m®r
ger jeszte®s; 2€Onii snsnz i - az adott prepar 88tum

egy,a34B46nm Kk° zt i hull 8mhosszon; a normali z8§

Az adatokat mi nden m®r ®s n®]I kKorrig8ltam
feh®rje h2gul 8§s8val. A spektrumok eset ®n
mindg ki vontam a feh®rjementes (ill. a meg

tartalmaz-) puffer fluoreszcenci 8 8t .

5.3. 4. Me g 8 | Istofpedfioww) 8kr2asm® r8lseotse K
A megS8ll2tott 8r aml 20 s(Kinmek rC@rgoeation,18.a Ki n T e |
8 b J, @ 8io-Kine SFM 300/400 (Bid.ogic,18. b8 by agyor skineti kai b
v®gezten &4 ®smmell ett az al 8bbi be8ll 2t 8so
Triptof8n fdeamnjreszic®nci2&Mmi ames interf@ehdla n m
szTr Rvel -Q01e099Lb34). CFS

P i ra®in fluoreszcenciager j eszt-®@na, 36 Mi ngnesif el 428t @me s z

(longpasy}s z Tr Rvel (Comar I nstruments).

FeEnyszmi§szies383a@TnRvel (Comar I nstrument

ﬂuoreszcenma fluoreszcenma
_.abszorbancial fENYUL e fomes b .. abszorbancia/
{e0yitzz kuve ] transzmzt‘:anc\a -5 Kivefia Transzmitiancia
keverés 4 1
keveres
keve‘res + ‘
- & Jtubusok tubusok

ﬁ ﬁ:—‘
szer\tdmotor szervamotor D

18. B&bhaszns8lt SF k®sz¢ (|l ®kek.
a) Kin-Tek SF2004 (for§ s : ht t p :-tofpwompb) BiokKimé SFK 300/400 (far § s :
http://www.biclogic.info),ccd)A k ®s z ¢ | ®kek ®@®R®E$aergyskevers®s (A°ss

eset ®n htttepch doniwwe cim al apj 8n m-dos2tva.

A tubusokban levRtR@Rrfivbglhat mrgadiydpand: kev
kever ®s a @§rafiiombRonfxsce ( pl . AMk ks ®rAl)et ek | e2r §

"Ha ki z8&r-lag f®nysz-r §s4n nBRgteezm,e ma. gHear jne§ssz tc@satt oirsn §3n2
triptof8&n vagy pir®n fluoreszcenci 8t, a gerjeszt®st I
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eredm®nyek 8br 8zol §8s8n§l 8§81t al $dsaniv) a mi
koncentr8ci-j 8t tentettlBmeAdE&br SReEk®Rastz¢] ®h
k®s z ¢ | ®kFeckg e IvVERE ] 82 €83 ®ben 2rtam | e.

5.3.5. Koszediment 8§ci
A 100 ul-be ©° s smiem®§ k a/tp e9 @0 0fOo r A0uderaig 4°2-6nmo n
ul t r acenBeckmanOptifid"tTalm k ®s zEUL ®kb@®. 1 rotorr al
pont os °sszet®tel eFggal PeEmM®BRE a2 &l hapdget
A fel ¢l Yasz - tpn3IDSkezet Rmo®dakot 5BV mM Tr
glicerin; 41,6 mM SDS 2 M B-merkaptoetanpl 5 V/ V. % br - mf enol k®k)
Az ¢l ed®ket egyszer megmostam m®r ®si puf f e
sz8rmaz- szennyez®st. Ezut Sm®ra®es i¢ | peul @ keertb ei
SDSkezel Rt adtam hozzs§g.
A kezelt mint 8kat SbSgpRelrecli ®k tif otrfroa® g eazmnt, e rmag
g®l EMVfesz¢glt s®g mel lett 98 pg@kekg®EzbAEhR
megmost amagd3d3@zelercig CoomRas¥V & CohomassieRk k e |
Brillant Blue R250Q0 50 V/V. % metangl 9 V/V % ecetsav),v ® g @0l percg
fest ®kt el e n52VIVRo emnokd,a Y/V % ecetgavd) Bezeltem.

A megfestett g®l eket GeneSnap progr ammsé
denzitometr 81 - szoftverr el Rolfingdisiod kneet nt ¢Rp oSyt n
szerint. E z ysértRatlott @égHeige® soldmg®;n mi v e | ezekkel
hasonl - tendenci 8t kaptamAza8heBk®&bRbhzsth

mar adt miozint, mvagiynls8rmyaddktt itnkfttdkt t em f ¢
f ¢ g g v ® rirgctidbatattachiment

5.3.6. Kalorimetria
A kalorimetr P°CBs, VIHR®T ®ske@sezt ¢ I12&k en ( M®.cr oCall
8bhyav®gezt ¢k a Semmel weis ,bgyet gwme Bi oFerct

| aborat -DriKem@lbbanJ: - zsef Yt mut at 8s8val .
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pipetta B

dugattyukeverd

mintacella referencia- )
cella V'Sszalt
ATy e csatolas:

; LAT< ;—b kopeny
referencia-

- minta-
i cella . T
belsd ____ 3 I killsé képeny
képeny |

198 brAVvPI TC k®sz¢l ®k (forr8&8s: www. microcal . com).
a) A k®sz¢l ® keresztmetszeti raj za.
b) A k®sz¢{ il ®k s®mS§j a.

mintacella —

Az S1 ®s HMM fraMmkeonaenntkrad c il-AdaktinfIm®ny 2t
®s HMM mE nua8&km®r ® dein (20 mM HEPEPH 70; 50 mM KCI; 0,1

mM EGTA; 1 mM MgCh; 1 mM DTT) dializBl kak®@®mhIrdhek a
8§l t all8 mabhuyM-os aktint tett¢nk a; mejddztoar i m®t e
hRm®r s®kl et kiegyenl 2t Rd®se uts8n a miozin
skS1, 700 m8sodpercenk®nt az SkHMM ®s 13/
Kontrollk ® n iozirmi | | et ve akti nmentes mi nt §8kat al
m®r ®s i rel pfurftf @k e 1z®s le@ry m8as t k°evetR hozz§8ad:¢
hRv8Iltoz8s &k a®ts %%s swwieazdtnu koncentr8ci-j8nak
®rt ®ked ®$t r ®sazH red cers @1RSafdfez®ib  n

5.3.7. Elektronmi kr oszk: - pi a
Az elektrornmi kr osz k- posDr. Nel vV ®tBeillelkientgt o n ®s P
professzor(Universt y of Leeds,s 8HQy eks®slzt? tkeitrt8el,y v 8zi
(skS1) nmiomMt kW aslk.S lunitf mh ®a p ®t § D gp&31);illetve per c i
I1mMADP,1 mM gl ¢Bunitz m®sh®xoking8z jelenl ®t ®ben
percig 20 A@ n i hak.uAz 851.ADFO mi nt § k egy r ®suMet t ov
bl ebbistatinnalA imi nktedzfeyl ec®ke p5 j®a r cEifhs.r §csr
l%urantacet 8ttal jel©°lt®k. A felv®teleket 0,
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SPIDER szoftverree | e me(&l), ®ferenciame nt es i IAze oxtz®@£d g/lo.z §
k®pek var i akimeanSclasteri@ise | ¥ e A al apj(82)y w®g doDbti ®
m- ds zRRgg®lB. 4 feperzam®ben

538At omi szerkezeteken alapul - sz8m2t 8§sok
A sz8m2br.Bleb®mayi Csaba v®gezt e.
Arigorszer T (z8rt Sosptigfrdinybtot) ®sokkal b2r
DAMD®s m5S1 mi o z i(24,66i8386)a Rratekn®ateBardb - | sz 8r mazi
(87,88) 118-%3d: t 8§bl §8zat

5381A k°I| cséhergnat 8mit §8s a

Avi z sngogibotk mot or dem@®nk ®ne k ®t az aktink©°ot

szemk°Aoli d&kIl®§r 40 @®€a) thelyeketiaswitch2hur ok k°t ©° s
(20. )8brAa k®de odadahbl 8bbi s z a k-ra ©4Vd601{1: | g1l |
oldal) ®s -E=Z @.6olda); az LpSire M1-V461 (1. olda) ®s -EZ3 @.6
oldal); a DdMD-re N2-V452 (1. olda) ® s  GEF59(2. oldal); azm5Stre E5V435
(1.olda) ®s -Kba @.0olda)az 1 OE9 eset @Hh36 (1.;olda) | IRt v e
G440L737(2.olda)az m5S1 1W7J szerkezet ®n®l|

2. oldal (poszt-rigor)

20. @&bkraktink°tR 8rok ®s a neh®zIl 8§nc k®t ol dala a
A k®t ol digor-s mer T p(SA8§rt §r k¥, Posigor ( vy il tSatots &rzk e k
s°t ®t s z2nekkell)dddtiozn®flod2ndga@si k- ® k8)b,a h s $witeh hiurokkal
(r-zsasz2n). A sz8m2t 88§sokhoz at redastForm@®Kk He®r kRt §
8br 8zol §ssal szerepelirked:s RAZB4.0k®Y pd01b.s)amiiddsdweaek
bel sR 8rok (narancss8rga).
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Az 8r ok k ®t ol dal a k°ztiEwkfldtve afnakh at 8 s i
°sszetevRit a k®t ol dal AEgRrZzbikis AGE &slz S)R 5 R K
Ezut 8§n ezen ®rt ®kekne kigoas zkeRripbsaiyer)s gk§°l 2t ik o
K¢l ©nbAMEBEAAGye(szo)vs SiZ8 M21R o btk @)zAktis zEm2t §sokho
Fast Cont act s z éttpV/dructure.piti. edg/semwegslfasteontact/goc/

(89,90) mel ynek param®terei n®| az alrapi®rt el
t 8vol s§guB8cdesz&k®°l cs®°nhat 8sok, fix8lt pep:
5.3.8.2. A O6transducero torzi-j8nak sz8m2t8§s

APL®Pr;sz81 ak 8l tal me g h a ta 8l..c vektontatp-lerhea r z i - s
kvs8zoingit udbvreXkltiosy )®Ilme nt ®naszz 8§ek§zdermtt e gyenl

b=ii,|al|b|sing,
bxZ=ii, |b|¢|sing,,

q;:al‘ccos[%]
| ”ab ” ”bc | J

gl
X

ttna megfelel R s3a megm8l e Rt ®lekbezr ®kt s:
pontosan nem (Bly ta Sektorakat az An®,gQ, D pontok %y, z
koordi n8t §8i ¥MA B, CdDepbritok a @alttoamo kaat amelyek af, j 8 k ,
(A, PpPXC®s D) sz8| akbaax=mB,bal BCGHF&b. AnXB, C2 gy
®s D pont ok Cadtomake g 6 e b & v Bmde: iS§1B, arml6, T267,
S262skStre; S116, Y113, Y270, I1262pSl-re; S119, Y116, Y261, 125BdMD-re;

C103, Y100, Y242, 1234n5Stre.0 82z ABC ®s BCD s 2 k;Alia k©° zt i
torzi-s sz°g 81l ebRgERA°Z mbhgen!| -an a k®&t
(rigor-s z e rpdszi@er) k¢l °nbs®geki®n tt §pz 8m2attot t ki |

5.4. A B8da®Pokefebdolgoz8§sa ®s ®rt®kel ®se
A m®rt adatokat Microsoft Office Excel 20
Corporation) seg2?2ts®g®Aelmed8l gpzbuk BebhmB®S§
el emz ®s ®t a mTszer he zv8.26aHKinTek Corpordtiom) M.eBio St o p F
Kine32v4.46 BeLogi c) szoftAefebhavyRygdlzFikgagl®Kk et
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135,az i |l | e sFz;itg®ysed kkekt 1a3 . gl & £} amér®-Gligcmes .

val amint az agar -z g ®l e k d3ynGeme) $zeftneeckkal a p ®
regz2tettem ®s el emezt em.

Mindenk 2 s ®R2-6 &It leda | o mma |l ve®gerzdrmkz sethg b eakzRt eeqy
k¢l °nb°zR prepar 81 8sokb- A gradiko@komeagy: egyf e h ®r |
reprezentat 2tve IpERrr Rzt a @9\saSgiwl®a g §t; edt minderet t em
8br 8n8l k¢AZ? n8tjled pelt eamedlaly &ltl thii b & m.

Az 8br @dobetPhotoghop C80szoftverelsegdys@@®y2t et t
dpi, Arial betTt2pus, jpg for m§8tum)
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6. Eredm®nyek

6.1. A miozihn ADP ®s bl ebbistatin(b6BMrADRZER®MRgern®b 8|
| ®p®s kezdR8I |l apot8ra eml ®eztetR konfor m8ci
6. 1. 1. Probl ®ma ®s k2 s®r | et el rendez®s
A miozin mot or aktivit88ao®ernakmekulsoganam®
feszc¢elltRsf@g t ®t el e a2z n &b i- n feill naorednvolwgis n a k .
k2v8ncsi ak, hogy az er Rgener 81 8s mi |l yen
er RkifejtR | ®p®s vizsg8lat8t megnehez?2ti,
revid ® | GessteadystgteTre®s z ar §ny u k refdk 2 Eza®r al ac
blebbistatinn e virhibitorral (61) g §t ol tt & kllm&rtyozt uk. Mi oz
kor 8bban m§r i | e2irm761®9) 1 Pe | egmpetf Svas
W501+ (37,45) ® s W2 3 9 + (42hu t §etysstelium  discoideummiozin 2
mot or ckkom®&n r DdMD) aldalendztunk?Z 1 . )8 br a

switch-1
F239

blebbistatin

21. E&dytani ptof 8§nos DAdMD mut 8§nsok.

Az egyedi triptof8n szenzorok ®s a bl eblb®Ilskalt,i na he
bl ebbistatint ®s a k©°t ° tatszerhkeudP DB ojici dloV 3f)e.k eA ®tvreil p t8¢
poz2ci-j8t ®s az 8ltaluk ®r z®u&eDikes el e mpvkteéht S@az o@ o0 s
hur ok ®s az er Rkesffenilalannaret yegr ga; pao23a%ra cser ® t ¢
T,aswitthlhur ok ®s az aktink°tR 8rok z°l ddel | 8t hat -

(scallop S1 MgADPMk omp |l ex®nek szerkezet ®bRI (PDB tkK - dz:8§rtQV
switchl (gyenge akti swtch?2 Rur oBksk a2 §rht2 r - (pffe-polwdrsttoke t t er F

szerkezetben szerepel.
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A mut 8§nsok triptwfls8thozgsanpr eskarefilch aan n
mi ozinfejben beko\&dttkoezz8FE 4Udn4bfRR)A midzioakat

a tript o-BkBmfluogszcepcisrz&m zor ok fel haszn8l 8s8va
kinetikai, nmwkk§mbnbbZ kepokt ®s szedi ment §ci - ¢
al §.

Er ed m®ny e i ankozisADB.blebmstatibk o mp |l ex j el ent Rs fr
az ATP8z <ciklusban alapvetR, de kor 8bban
felh%¥Wzott erfkaf@l 8§l mepygt az ee Rk iAfsajatrR | ®
ofpower stirnotkeeromedi er r )z amlg®lbe atkdta.n I s mer |

konkl| Y4zi - hoz vezetR eredm®nyeket.

6.1.2. A blebbdMBkahsnhrglBtiol kaA@daP8z aktivit§gs

A blebbistatintmi oz i n 2 I nhi 0BY r kEeRsnt aZZrt 8§k i § me
potenci 8! i BdMQ Konstrulcs z k(B2H4A.23) Ezek al apj 8n mec
bl ebbistatin g8t - W.a t@Bse Feigpyh DANBL s @ h ®F | ®k a

ATP8z aki{iavibtegn®§ s e k e t132d.ofgjezetbena Az inhiGterd a
mindegyi k vizsg@aktierset e oRlsl Gasdt§end $Im®r AY P

aktivit8sokns8l is KyadsoM, -a gBdxigm8| imut@ytolt§
wlt22. 8bra,. 4. t8bl 8zat
22. §Ar abl ebbi statin g8tolj

konstrukci -k ATP8z aktivit§gs:
A vad (mABHzu)sW239+0) ®s WpO0o1+ (

mot or dom®nek bazglitli (aktin
jelek, f ol yamat os vaokntailv)8l ®s (akt i

j el ek, szaggatoakti vohgkBgt A
bl ebbistatin koncentr8ci -j 8
8br8zol Cam ®B atnakrad hiperbo
illesztettem.

Az 8br 8n k®t p8rhuzAknapo m®yekesa @ in® Rtgrtal@dzet h at -

6.1.33A bl ebbistatin az ed Rk aADPOh el 6hWikzAGEHESDEN | d ®z i
A mut 8nsok nukl eotidkot ®s hwvag ISts®@ 7 & s 8hte k& |

t 8vol |l ®t ®ben KRPeaggttrti ¢jpkt DAV art s8hn §50 KM W501+,
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