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1. ¥sszefoglal§s 

 

1.1. Magyar nyelvŤ ºsszefoglal§s 

E munk§ban az aktomiozin rendszerben kulcsfontoss§g¼ erŖgener§l§si l®p®srŖl 

szerzett ¼j ismereteinket ²rom le. Az erŖgener§l§s a miozin motor mŤkºd®s®nek az alapja, 

melynek sor§n az ATP-hidrol²zis term®kei felszabadulnak, a miozin erŖs aktinkºt®st 

l®tes²t, erŖkarja lecsap·dik ®s a molekula diszt§lis r®sze elmozdul az aktinfilamentum 

ment®n. Kor§bbi eredm®nyek azt sugallt§k, hogy az erŖgener§l§s kezdŖpontja egy magas 

aktin affinit§s¼, felh¼zott erŖkar¼ miozin lehet. Egy ilyen tulajdons§gokkal b²r· §llapotot 

elsŖk®nt siker¿lt kimutatnunk: blebbistatin inhibitor ®s ADP jelenl®t®ben a miozin 

megŖrzi magas aktin affinit§s§t, de egy felh¼zott erŖkar¼ szerkezetet vesz fel. M§sk®ppen 

sz·lva az inhibitor Ăbefagyasztjaò az ATP§z ciklusban az erŖgener§l§snak ezt a 

kºzti§llapot§t. Az erŖgener§l§s v®g§llapota a nukleotidmentes, rigor aktomiozin 

komplex, melynek atomi szerkezete ma sem ismert. A megl®vŖ szerkezeti ®s kinetikai 

adatok alapj§n a rigor komplex kialakul§s§hoz a miozin ¼n. aktinkºtŖ §rk§nak be kell 

z§r·dnia. A rigor aktomiozin §llapotba az egyes miozin izoform§k m§s-m§s ¼tvonalon ®s 

energetik§val juthatnak. Azt tal§ltuk, hogy ez az energetikai v§ltozatoss§g az izoform§k 

szerkezeti v§ltozatoss§g§val f¿gg ºssze: az aktin t§voll®t®ben is z§rt §rokkal b²r· Loligo 

®s Dictyostelium miozin 2 form§k, valamint a vezikula-transzporter miozin 5 aktinkºt®se 

exoterm folyamat, ellent®tben az aktin t§voll®t®ben nyitott §rk¼ gerinces v§zizom miozin 

2 endoterm aktinkºt®s®vel. Az elŖbbi esetben az aktinkºt®s csup§n egyetlen l®p®st 

felt®telez, a m§sodik eset®ben a m§r kor§bban elfogadott modell k®t l®p®st ²r le. Az 

aktinkºt®s sor§n a miozinmolekula a kºzponti -lemez, a ï val·sz²nŤleg a nukleotid- ®s 

aktinkºtŖ hely kºzti kommunik§ci·ban szereplŖ ï transducer torzi·j§nak v§ltoz§sa r®v®n 

belsŖ fesz¿l®st is elszenved. Sz§m²t§saink szerint a torzi·s szºg v§ltoz§sa azonos m®rt®kŤ 

a k¿lºnbºzŖ szerkezettel ®s aktinkºt®si energetik§val jellemzett izoform§kban, ami azt 

t§masztja al§, hogy a transducer val·ban szerepet j§tszik az erŖgener§l§sban is. 

 

1.2. Summary in English 

In this thesis I describe our new findings on the powerstroke, the key step of the 

mechanochemical cycle of the actomyosin system. The powerstroke is the basis of 
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myosinôs motor function and force generation. Upon this process, the release of ATP 

hydrolysis products occurs, myosin forms strong interactions with the actin filament, 

myosinôs lever swings and the distal part of myosin translocates relative to the actin 

filament. Based on previous results, a high actin-affinity, primed-lever myosin 

intermediate was proposed to be the start point of myosinôs powerstroke. We first 

captured a state characterized with these properties: myosin complexed with ADP and 

blebbistatin inhibitor retains its high actin affinity but it primes the lever. In other words, 

blebbistatin Ăfreezesò myosinôs ATPase cycle in this Ăstart-of-powerstrokeò intermediate. 

The end state of the powerstroke is the nucleotide-free rigor actomyosin complex. The 

atomic structure of the rigor complex is still lacking. However, structural and kinetic data 

indicate that the actin-binding cleft of myosin must undergo a closure upon formation of 

the rigor complex. Different myosin isoforms may use different pathways and energetics 

upon binding to actin. We found that the isoformôs energetic variability relates the 

isoformôs structural variability. Myosins adopting a closed cleft even in the absence of 

actin ï some myosin 2 isoforms or vesicle transporter myosin 5 ï bind 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 considered to involve 

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 central -sheet. This 

element, the so-called transducer proposed to play a role in the communication between 

myosinôs actin- and nucleotide-binding pocket. According to our calculations the change 

of the torsional angle of the transducer is similar in all isoforms characterized with 

different structures and actin binding energetics. This result supports the idea that the 

transducer plays a role in force generation as well. 
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2. Bevezet®s 

 

2.1. A kutat§si ir§ny 

Doktori munk§mban egy r®g·ta kutatott feh®rj®t, a miozin 2-t vizsg§ltam. Ha egy 

laikusnak kell elmagyar§znom, mivel foglalkozom, azt v§laszolom, motorfeh®rj®kkel. 

Motorfeh®rj®k minden ®lŖ sejtben, sŖt, a v²rusokban is jelen vannak. E motorok teszik 

lehetŖv® az egyes molekul§k, sejtalkot·k, sejtek, testr®szek, sŖt, v®gsŖ soron az eg®sz 

szervezet mozg§s§t. A legismertebb p®lda erre az ¼n. konvencion§lis miozinok kºz® (a 

miozin 2 oszt§lyba) tartoz· v§zizom miozin, mely egyben a legr®gebben ismert miozin 

motor. Az izommŤkºd®s elve a m§ig elfogadott cs¼sz· filamentum elm®let szerint az, 

hogy a vastag sz§lakba (filamentumokba) szervezŖdŖ miozin ï kereszthidak r®v®n ï 

elcs¼szik az aktinb·l fel®p¿lŖ v®kony filamentumokon. 

A miozinok nemcsak a v§zizomban, hanem minden eukari·ta sejtben megtal§lhat·ak, 

®s sz§mos form§juk ismert. K¿lºnbºzŖ t²pusaik r®szt vesznek a sejten bel¿li sz§ll²t§si 

(transzport-) folyamatokban, a sejtalak meghat§roz§s§ban, a sejtoszt·d§sban, a 

sejtmozg§sokban, vagy ak§r az egyes ®rz®kszervek ®s az izmok mŤkºd®s®ben. Hib§s 

mŤkºd®s¿k vagy mut§ns form§ik k¿lºnbºzŖ betegs®geket vagy k·rk®peket okozhatnak. 

Megismer®s¿k ï az alapvetŖ tudom§nyos k²v§ncsis§gon t¼l ï ez®rt is nagy jelentŖs®gŤ a 

biol·gi§ban. A miozinok kutat§sa ezen fel¿l, mondhatni, hungarikum, hiszen miozint 

Szent-Gyºrgyi Albert, aktint Straub F. Brun· csoportja izol§lt elŖszºr a vil§gon. Az 

ELTE TTK Biok®miai Csoportj§nak, majd Biok®miai Tansz®k®nek tudom§nyos h²rnev®t 

is ï tºbbek kºzºtt ï az izombiok®miai vizsg§latok eredm®nyei alapozt§k meg, B²r· Endre 

tansz®kvezetŖ professzor ir§ny²t§s§val. A motorfeh®rj®k kutat§s§ban az·ta is 

megfigyelhetŖ a folytonoss§g a tansz®ken (1). 

A munk§hoz sz¿ks®ges motiv§ci·t a fentieken t¼l elsŖsorban az tartja fenn, hogy a 

miozin erŖgener§l§s§val kapcsolatos leg®rdekesebb k®rd®sek m®g mindig megoldatlanok. 

Dolgozatom az erŖgener§l§s t®m§j§val foglalkozik, vagyis azzal, hogyan k®pes a miozin 

elmozdulni az aktin ment®n. 

 

2.2. A haszn§lt nevez®ktan ®s jelºl®sek 

A dolgozatot magyarul ²rtam meg, ez®rt igyekeztem mindent magyarul 

megfogalmazni vagy magyarra leford²tani. Az idegen nyelvŤ szakkifejez®seket, 
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Ăszakzsargontò, tudom§nyos neveket vagy leford²thatatlan szavakat (pl. steady-state, 

miniprep kit, transducer) dŖlt betŤvel szedtem. A magyar szakkifejez®sek mellett 

ugyan²gy dŖlt betŤvel megeml²tettem azoknak az angol nyelvŤ szakirodalomban 

haszn§latos p§rj§t is, ha sz¿ks®gesnek tartottam (pl.: actin binding cleft). 

Az egyes miozin oszt§lyokat arab sz§mmal ²rtam. A miozin konstrukci·kat a 

publik§ci·inkban haszn§lt m·don neveztem, ezek le²r§sa az 5.2. Feh®rjetermel®s, 

feh®rjeprepar§l§s alfejezetben, valamint ºsszefoglalva az 1-2. t§bl§zatban tal§lhat·. 

Fontosnak tartottam kiemelni, hogy ki milyen hozz§j§rul§st tett doktori munk§mhoz, 

illetve e dolgozathoz. Ez®rt az igeragoz§sn§l az al§bbi elveket kºvettem, hogy a 

tºrt®ntekhez hŤ maradjak. A k²s®rletek ®s eredm®nyek le²r§s§n§l m¼lt idŖt az 

eredm®nyek ®rtelmez®s®n®l ®s megbesz®l®s®n®l jelen idŖt haszn§ltam. Tºbbes sz§m elsŖ 

szem®lyben fogalmaztam a feh®rjeprepar§l§sok receptj®n®l, a k²s®rletek tervez®s®n®l (pl. 

Ăa komplex k®pzŖd®s®t é kºvett¿k nyomonò), a m§sokkal kºzºsen kivitelezett 

munk§kn§l ï a koll®g§kat megnevezve ï ®s az eredm®nyek ®rtelmez®s®n®l. A 

kollabor§toraink §ltal elv®gzett munk§kat mindig az Ŗ nev¿kºn ²rtam le. V®g¿l egyes 

sz§m elsŖ szem®lyben fogalmaztam a magam §ltal elv®gzett ®s ®rt®kelt m®r®sekn®l, 

valamint a dolgozat elk®sz²t®s®re vonatkoz· megjegyz®sekn®l. 
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3. Irodalmi §ttekint®s 

 

3.1. A motorfeh®rj®k meghat§roz§sa ®s csoportos²t§sa 

A motorfeh®rj®k energi§t ig®nyelnek, amit valamilyen energiatermelŖ k®miai 

reakci·b·l nyernek ï ez a legtºbb motorn§l az ATP vagy GTP hidrol²zise. Mivel ²gy 

k®miai energi§t alak²tanak mechanikai energi§v§ (kemomechanikai energia 

transzdukci·), mechanoenzimeknek is nevezik ®s katalitikus mechanizmusuk alapj§n az 

energ§zok csoportj§ba (2) sorolj§k ezeket az enzimeket. 

A motorfeh®rj®ket a mozg§s ir§nya szerint line§ris ®s forg·motorokra oszthatjuk 

(1. §bra). 

 

1. §bra: A motorfeh®rj®k csoportos²t§sa. 

 

Forg·motor a bakteri§lis ostor (flagellum), valamint az oxidat²v foszforil§ci·ban 

szereplŖ ATP-szint§z. A line§ris motorokat tov§bb csoportos²thatjuk nukleinsav- ®s 

citoszkelet§lis motorokra. DNS ®s RNS ment®n mozognak a polimer§zok, helik§zok; ®s 

egy®b, a mŤkºd®s¿k sor§n szereplŖ enzimek (transzlok§zok, rekombin§zok stb.). A 

mikrotubulus Ăs²nekenò a kinezinek ®s dineinek l®pkednek. A miozinok defin²ci· szerint 

azok a motorok, amelyek aktinfilamentumon haladnak. A tubulin ®s aktin ºnmag§ban a 

polimer motorok kºz® tartozik (3). 

 

3.2. A miozin szupercsal§d ®s evol¼ci·ja 

A miozinok val·sz²nŤleg a kinezinekkel (®s G-feh®rj®kkel) kºzºs elŖalakb·l, egy Ŗsi 

nukleotidkºtŖ feh®rj®bŖl alakultak ki (4). A miozin szupercsal§dot a filogenetikai 

elemz®sek egyre tºbb csoportra osztj§k (5-8), a leg¼jabb kutat§sok szerint m§r 35 oszt§lyt 

foglal mag§ba (2. §bra) (9). 



ErŖgener§l§shoz vezetŖ szerkezetv§ltoz§sok a miozinban Doktori ®rtekez®s 

 

 13 

2. §bra: A miozin szupercsal§d 

gyºk®rtelen filogenetikai f§ja a motor 

dom®nek szekvenci§i alapj§n. 

A filogenetikai fa a) Hodge ®s Cope 

(7); illetve b) Odronitz ®s Kollmar (9) 

szerint m·dos²tva. A b) panelen a 

kiemelt r®szlet a miozin 6 oszt§ly 

form§inak a k¿lºnbºzŖ taxonokban 

val· megjelen®s®t mutatja. 

 

A miozin szupercsal§d 

felt®telezett evol¼ci·j§t mutatja 

a 3. §bra (10). A legkor§bban 

megjelent miozin form§k e 

tanulm§ny szerint a miozin 1 ï 

mely a membr§nforgalomban 

j§tszik szerepet ï ®s a miozin 2 ï 

mely Ŗsi funkci·ja az oszt·d§s 

ut§n a le§nysejtek sz®tv§laszt§sa 

ï lehettek; a tºbbi oszt§ly 

ezekbŖl alakult ki. Ennek 

f®ny®ben ®rdekes, hogy a mai 

nºv®nyekben nincsen miozin 2. 

Nagy formagazdags§g§nak ®s 

§ltal§nos elŖfordul§s§nak 

kºszºnhetŖen a miozin 

szupercsal§d m§ra az eukari·ta 

®letfa filogenetikai kutat§s§nak is fontos objektum§v§ v§lt (9,11,12). 

Konvencion§lis miozinoknak nevezik ºsszefoglal· n®ven a miozin 2 oszt§lyba tartoz· 

v§z- ®s sz²vizom, simaizom ®s nem-izom miozin 2 izoform§kat. Ezek lesz§rmaz§sa 

szerint a simaizom ®s a nem-izom miozinok alkotj§k az egyik, a v§z- ®s sz²vizom 

miozinok a m§sik fŖ kl§dot (4. §bra) (13). 
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3. §bra: A miozin szupercsal§d 

felt®telezett evol¼ci·ja 

Thompson ®s Langford (10) 

alapj§n m·dos²tva. 

a) Az egyes miozin oszt§lyok 

lesz§rmaz§sa ®s a miozin form§k 

dom®nszerkezete; b) a miozin 

oszt§lyok megjelen®se a 

tºrzsfejlŖd®s sor§n. A felsorolt 

fajok mellett szºgletes z§r·jelben 

az azokban le²rt miozin 

oszt§ly(ok) sz§ma szerepel, 

k¿lºn z§r·jelben szedve a cikk 

megjelen®s®ig m®g nem publik§lt 

eredm®nyeket; ĂU ï unclassifiedò 

a m®g nem oszt§lyozott 

miozin(oka)t jelenti. 
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4. §bra: A konvencion§lis miozinok 

lesz§rmaz§sa Golomb ®s mtsai (13) 

alapj§n m·dos²tva. 

A hum§n miozin 2 izoform§k 

filogenetikai f§ja a neh®zl§ncok 

szekvenci§i alapj§n, az aminosavak 

egyez®s®nek f¿ggv®ny®ben. 

 

 

 

3.3. A miozinmolekula fel®p²t®se ®s fragmentumai 

A miozinok multimer feh®rj®k: neh®z- ®s kºnnyŤl§ncokb·l §llnak. A neh®zl§nc 

(MHC) fej- ®s farokr®gi·ra oszthat· (5. §bra). Az N-termin§lis fej (szubfragmentum-1, 

S1) szerkezet®t ®s szekvenci§j§t tekintve a legkonzervat²vabb r®sze a molekul§nak. Ez 

tartalmazza a motordom®nt ®s az erŖkart. A motordom®n (MD) a katalitikus r®sz, 

melynek funkcion§lis egys®gei a nukleotid- ®s aktinkºtŖ zseb, valamint az §talak²t· (rel®-

konverter) r®gi·. Ez ut·bbi erŖs²ti fel a nukleotidkºtŖ zsebben tºrt®nŖ kis szerkezeti 

v§ltoz§st, mely az erŖkarra (lever arm vagy rºviden lever) terjed §t, annak lecsap§s§hoz 

vezetve. Az erŖkar a neh®zl§nc egy -helik§lis szakasz§b·l ®s az ennek IQ-

mot²vumaihoz kºtŖdŖ, stabiliz§l· kºnnyŤl§ncokb·l (MLC) §ll. A miozin 2 form§khoz 

neh®zl§nconk®nt k®t, a kalmodulin csal§dba tartoz· kºnnyŤl§nc; a 17 kDa-os esszenci§lis 

®s a 20 kDa-os regul§ci·s kºnnyŤl§nc (ELC, RLC) csatlakozik (6. §bra). Az erŖkar 

funkci·j§t mag§nyos tºltºtt -h®lix movumok (CSAH) is betºlthetik (14,15). A miozinok 

C-termin§lis farokr®gi·ja mutatja szerepe ®s szerkezete szerint a legnagyobb 

v§ltozatoss§got az egyes oszt§lyokban; k¿lºnf®le effektor dom®neket tartalmazhat (pl. 

kin§z dom®n a miozin 3 (16) vagy membr§nkºtŖ dom®n a miozin 10 (17) eset®n). A 

konvencion§lis miozinokban a farokr®gi· fiziol·gi§s ionerŖss®gn®l coiled-coil 

filamentumot form§l. A leg¼jabb kutat§sok szerint ez a coiled-coil Ăr¼dò (p§lca, rod) nem 

puszt§n szerkezeti elem, hanem flexibilis, a szab§lyoz§sban is szerepet j§tsz· r®sz (18). E 

filamentum jelenl®te ugyanakkor megnehez²ti az oldatkinetikai vizsg§latokat. A 

gyakorlatban ez®rt k¿lºnbºzŖ fragmentumokat vizsg§lnak oldatban. Az e 

fragmentumokat elŖ§ll²t· limit§lt proteol²zist Szent-Gyºrgyi ®s Mih§lyi alkalmazta 

elŖszºr (19,20). 
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5. §bra: A miozin 2 alegys®g-szerkezete. 

a) Conti ®s Adelstein (21), illetve 

b) Szent-Gyºrgyi (22) alapj§n m·dos²tva. 

 

 

 

 

 

 

 

A miozinok tripszinnel vagy kimotripszinnel neh®z (HMM) ®s kºnnyŤ (LMM) 

meromiozinra has²that·ak. A HMM a k®t fejet ®s a farokr®gi· egy rºvid szakasz§t 

foglalja mag§ba, az LMM a Ămarad®kò farokr®sz. A HMM m§r szolubilis, vizsg§lhat· 

oldatban, de papainnal tov§bb em®szthetŖ k®t S1 (fej) ®s egy S2 (a marad®k coiled-coil) 

fragmentumra (5-6. §bra). Az S1 is tov§bb bonthat· limit§lt proteol²zissel egy 50 kDa, 

egy 25 kDa ®s egy 20 kDa fragmentumra (23). Az 50 kDa fragmentum tartalmazza az 

aktinkºtŖ §rkot (actin binding cleft, 50 kDa cleft) egy hosszanti has²t®k form§j§ban. Ezt a 

r®gi·t ez®rt felsŖ ®s als· 50 kDa szubdom®nre (U50 ï upper50, L50 ï lower50) osztj§k 

(6. §bra). A 20 kDa fragmentum molekulatºmege az erŖkar neh®zl§nc-r®sz®vel egy¿tt 

®rtendŖ. 

 

6. §bra: A miozin 2 S1 fel®p²t®se 

®s funkcion§lis egys®gei. 

A csirke v§zizom miozin S1 

fragmentum§nak szerkezete 

Rayment ®s mtsai (24) alapj§n 

m·dos²tva. 

 

 

3.4. A miozin ATP§z mechanizmusa 

A miozin (M) aktin t§voll®t®ben v®gbemenŖ ATP§z ciklus§t Bagshaw ®s Trentham 

²rta le (25-27) (7. §bra). S®m§juk szerint az ¿tkºz®si komplex kialakul§sa (1. l®p®s) ut§n 

kºvetkezik egy kv§zi-irreverzibilis konform§ci·-v§ltoz§s (2. l®p®s). Maga a hidrol²zis 
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(3.) l®p®s lassabb, reverzibilis reakci·. Ekkor tºrt®nik a miozin Ăfelh¼z§saò, mely a 

kºvetkezŖ (4.) l®p®sben relax§l·dik. Ezut§n tºrt®nik meg a term®kek (Pi ®s ADP) 

felszabadul§sa (5-7. l®p®s). A s®ma fontos tulajdons§ga, hogy az ATP§z reakci· 

hajt·erej®t az ATP-kºt®s szabadenergia-k¿lºnbs®g®nek tulajdon²tja. 

 

7. §bra: A Bagshaw-Trentham 

s®ma. 

A magas fluoreszcenci§j¼ 

§llapotokat Ă*ò, illetve Ă**ò jelºli. 

 

 

A miozin aktin jelenl®t®ben v®gbemenŖ ATP§z ciklus§t a kemomechanikai ciklus 

modell ²rja le, mely 4 alapvetŖ l®p®st k¿lºnbºztet meg (28,29) (8. §bra). A 

nukleotidmentes, rigor aktomiozin komplex ATP kºt®s hat§s§ra disszoci§l. A kºvetkezŖ 

l®p®s az ATP hidrol²zise, mely sor§n a miozin erŖkarja felh¼z·dik (lever priming). A 

miozin ²gy kºtŖdik vissza az aktinhoz (M.ADP.Pi). V®g¿l a term®kek felszabadul§s§val 

kapcsoltan megtºrt®nik az erŖgener§l· l®p®s (powerstroke), melynek sor§n a miozin 

erŖkarja lecsap·dik ®s a miozin diszt§lis r®sze elcs¼szik az aktinfilamentumhoz k®pest. 

 

8. §bra: Az aktomiozin kemomechanikai 

ciklus modellje (Lymn-Taylor modell), a 

legfontosabb szerkezetek elnevez®s®vel. 

 

 

 

 

 

 

A miozin ciklikus mŤkºd®se sor§n erŖs ®s gyenge aktinkºtŖ §llapotok v§ltakoznak (9. 

§bra). ErŖs aktinkºtŖ §llapot a nukleotidmentes (rigor) ®s az ADP-kºtºtt miozin, gyenge 

aktinkºtŖ az ATP, vagy ADP.Pi-kºtºtt miozin. 
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9. §bra: ErŖs ®s gyenge aktinkºtŖ §llapotok 

megoszl§sa De La Cruz ®s mtsai szerint. 

a) A kinetikai s®ma (30); b) a rajzolt s®ma (31) 

alapj§n m·dos²tva 

 

 

 

 

 

3.5. A miozin funkcion§lis egys®gei 

A miozinfej funkcion§lis egys®gei az aktinkºtŖ r®gi· ®s nukleotidkºtŖ hely, valamint 

az erŖkar. 

Az aktinkºtŖ §rok az 50 kDa fragmentumban tal§lhat· (6. §bra), ez®rt 50 kDa §roknak 

is nevezik. Az aktin kºt®s®ben sz§mos felsz²ni hurok vesz r®szt: loop-4, CM 

(cardiomyopathy) loop, prolin-gazdag/aktiv§ci·s hurok. A loop-4 stabiliz§lja az 

aktomiozin kºlcsºnhat§st, a hegy®n elhelyezkedŖ savas oldall§nc az aktin b§zikus 

aminosavaival s·hidat k®pez (32). A CM-loop (33) ®s a prolin-gazdag/aktiv§ci·s hurok a 

miozin aktin aktiv§ci·j§hoz sz¿ks®ges (V§rkuti ®s mtsai, kºzl®s alatt). 

A nukleotidkºtŖ zseb kialak²t§s§ban egym§st·l szekvenci§lisan t§vol esŖ hurkok 

j§tszanak szerepet, melyek kºz¿l a legfontosabbak: a P-hurok (foszf§tkºtŖ hurok, P-

loop), a switch-1 (kapcsol·-1) ®s a switch-2 (kapcsol·-2). Ezek a felsz²ni hurkok igen 

konzervat²v r®szei a miozin fejnek, nev¿ket a G-feh®rj®kben fellelhetŖ homol·g 

szekvenci§kr·l kapt§k (4). A P-hurok NTP§zok az egyik legnagyobb ®s legŖsibb 

csoportot alkotj§k a citoplazmatikus feh®rj®k kºzt (34,35). Idetartoznak a miozinokon 

k²v¿l a kinezinek ®s a P-hurok GTP§z feh®rj®k (pl. Rac, Rho cserefaktorok). A P-hurok 

szekvenci§ja szerint egy glicin-gazdag szakaszt egy lizin, majd egy szerin vagy treonin 

kºvet (36). A switch-1 ®s switch-2 hurkok az atomi szerkezetek tan¼s§ga szerint k®pesek 

k¿lºn-k¿lºn nyitott ®s z§rt §llapotban elŖfordulni. A Ănyitottò ®s Ăz§rtò kifejez®sek a 

ligandum szempontj§b·l ®rtendŖek; azaz z§rt konform§ci·nak nevezz¿k, amikor a hurok 

a nukleotidhoz kºzelebb, nyitott konform§ci·nak, amikor a hurok a nukleotidt·l t§volabb 

van (10. §bra). A switch-2 z§r·d§s§val j§r· konform§ci·-v§ltoz§s endoterm folyamat 

(37). 
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10. §bra: A switch-2 helyzete; z§rt ®s nyitott §llapota Geeves 

®s Holmes (38) alapj§n m·dos²tva. 

A z§rt-nyitott §tmenet sor§n a konverter helyzet®nek 

megv§ltoz§sa a switch-2 elem elmozdul§s§t id®zi elŖ: a switch-

2 h®lix a hozz§ kapcsol·d· switch-2 hurok hajl§s§t ®s 

csavarod§s§t eredm®nyezi. 

 

 

 

 

Az erŖkart a konverter kapcsolja a rel® r®gi·hoz, ami pedig az aktinkºtŖ r®gi·val ®s a 

nukleotidkºtŖ zsebbel teremt kapcsolatot. Az erŖkar k®t fŖ konform§ci·ja a felh¼zott (up 

vagy primed) ®s a lecsapott (down vagy knocked) §llapot (11. §bra). 

 

11. §bra: Az erŖkar k®t v®g§llapota Geeves ®s Holmes (38) alapj§n 

m·dos²tva. 

Az aktomiozin Ăkereszth²dbanò tºrt®nŖ szerkezeti v§ltoz§s a miozin 

diszt§lis, erŖkark®nt szolg§l· r®sz®nek elmozdul§s§ra korl§toz·dik. 

 

 

 

 

 

 

 

3.6. Kommunik§ci· a miozin molekul§n bel¿l 

A fenti funkcion§lis egys®gek kºzti alloszt®rikus kommunik§ci· k®pezi a motor 

mŤkºd®s alapj§t. A jelenlegi modell szerint az alloszt®ria az al§bbi m·dokon val·sul 

meg: 

1) Az erŖs aktinkºt®s l®trejºtt®hez a miozinfej felsŖ ®s als· 50 kDa szubdom®njei 

kºzt levŖ aktinkºtŖ §roknak be kell z§r·dnia (39-41). 

2) Az aktin-miozin kºlcsºnhat§s a switch-1 hurok mozg§s§val kapcsolt folyamat: 

erŖs aktinkºtŖ §llapotokban a switch-1 nyitott, gyenge aktinkºtŖ §llapotokban 
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z§rt konform§ci·ban tal§lhat·. A switch-1 ilyen m·don a nukleotid- ®s az 

aktinkºtŖ hely kºzti kommunik§ci·ban j§tszik szerepet (42,43). 

3) A switch-2 hurok mozg§sa az erŖkarral van ºsszhangban aktinr·l lev§lt 

§llapotban: felh¼zott erŖkarn§l a switch-2 z§rt, lecsapott erŖkarn§l a switch-2 

nyitott konform§ci·j¼. A switch-2 ²gy a nukleotidkºtŖ hely, valamint az erŖkar 

kºzti kommunik§ci·ban szerepel (37,44,45). 

4) Az erŖgener§l§s nem az erŖkar felh¼z§s§val ellent®tes konform§ci·s ¼tvonalon 

megy v®gbe, hanem z§rt switch-1 ®s switch-2 hurok mellett tºrt®nik az erŖkar 

lecsap§sa (51). 

 

3.7. Az aktin ®s az aktomiozin komplex szerkezete 

Az aktint Straub F. Brun· azonos²totta 1943-ban. Az aktin monomer (globul§ris vagy 

G-aktin) atomi szerkezet®t csak 1990-ben ²rt§k le (46), DN§z I-gyel ®s egy®b 

komplexekben krist§lyos²tva. A G-aktint k®t, egym§shoz hasonl· dom®n alkotja ï 

miozin- ®s DNS-kºtŖ dom®n ï, melyeket egy ºtsz§l¼ -lemez ®s -h®lixek alkotnak. A 

Mg-nukleotid a k®t dom®n kºzti §rokba, a -lemezek kºz® kºtŖdik. Mindk®t dom®n k®t 

szubdom®nbŖl ®p¿l fel, melyek egyike az aktin-aktin kºlcsºnhat§sokban, a m§sik pedig a 

nukleotid kºtŖzseb kialak²t§s§ban vesz r®szt. Az aktinfilamentum (F-aktin) szerkezeti 

modellj®t ¼gy ®p²tett®k fel, hogy orient§lt aktin g®lek rºntgensz·r§sos k®p®be illesztett®k 

bele a G-aktin atomi szerkezet®t. Az F-aktin eszerint 13 monomer balmenetes h®lixek®nt 

²rhat· le (47) (12. §bra). 

 

12. §bra: Az aktin szerkezete Geeves ®s Holmes (38) szerint. 

Az egyes aktin protomerek k¿lºnbºzŖ sz²nnel l§that·k. 

 

A filamentum kialakul§sa sor§n bekºvetkezŖ konfom§ci·-

v§ltoz§sokat a modell finom²t§sa sor§n ²rt§k le. Ugyanekkor 

hat§rozt§k meg az F-aktint stabiliz§l· ciklikus peptid, a falloidin 

kºtŖhely®t, valamint falloidin-kºtºtt aktin szerkezet®t (48). Az 

aktin polimeriz§ci·ja sor§n a monomerek 166
o
-ot fordulnak el 

egym§shoz k®pest, m§sr®szt a szubdom®nek is 0,3-0,4 nm-rel 

kºzelebb ker¿lnek egym§shoz, bez§rva a nukleotid kºtŖhelyet. 
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Az F-aktin leg¼jabb szerkezeti modellje 2009-ben l§tott napvil§got (49). Ez a 

kor§bbiakhoz k®pest egy s²kabb, kompaktabb szerkezetrŖl sz§mol be, amit a G-aktin 2 

dom®nj®nek egym§shoz k®pest 20
o
-kal val· elfordul§sa id®z elŖ. 

Az aktinfilamentum dinamikus fel- ®s le®p¿l®se (treadmilling) sor§n alacsony ATP§z 

aktivit§s m®rhetŖ. Ez a jelens®g alak²tja ki az aktinfilamentum direkcionalit§s§t ®s az 

aktin polimer motor mŤkºd®s®t: az ATP-kºtºtt G-aktin monomerek folyamatosan 

asszoci§l·dnak a + v®ghez (barbed end) ®s az ADP-kºtºtt monomerek folyamatosan 

disszoci§l·dnak a ï v®grŖl (pointed end). 

Az aktomiozin rigor komplex pontos atomi szerkezete a mai napig sem ismert. A 

komplex modellj®t a miozinfej megl®vŖ poszt-rigor szerkezet®nek a miozinnal tel²tett 

Ădekor§ltò aktin krio-elektronmikroszk·pos felv®tel®be val· illeszt®s®vel kapt§k meg (13. 

§bra) (43,50). 

13. §bra: Az aktomiozin komplex 

modellje Holmes ®s mtsai alapj§n 

m·dos²tva. 

a) Az F-aktin ®s a miozin 2 S1 

krist§lyszerkezeti modellj®nek 

illeszt®se az aktomiozin 

Ăkereszth²dò elektronmikroszk·pos 

felv®telek alapj§n k®sz²tett 

t®rkitºltŖ modellj®be (50) szerint. 

A k®t §bra ugyanazt mutatja; k®t 

kereszth²d l§that· §tl§tsz·, illetve 

§tl§tszatlan felsz²nnel. b) Az erŖs 

aktinkºt®s sor§n bekºvetkezŖ 

konform§ci·-v§ltoz§s t®rkitºltŖ 

modellen, illetve rºntgen-

szerkezettel §br§zolva (43) szerint. 

A rºntgenszerkezetet a modellbe 

illesztve l§tszik, hogy a miozin 

molekula egyes r®szei ï pl. gyenge kºtŖ §llapotban a felsŖ 50 kDa dom®n ï a modell szerinti felsz²nen 

k²v¿l esnek. A nem jelºlt r®szek sz²nk·dja a 6. §br§®val egyezik (k®k: konverter ®s erŖkar, zºld: N-

termin§lis 25 kDa dom®n, r·zsasz²n: ELC, s§rga: RLC). 
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Az aktomiozin ciklus modellj®t a szerkezetekkel ºsszhangban a 14. §bra mutatja. A 

modellben a switch-1 ®s switch-2 huroknak, az aktinkºtŖ §roknak ®s a motordom®n 

kºzponti -lemez®nek (transducer) az §llapotait feleltett®k meg a Lymn-Taylor modell 4 

l®p®s®vel. 

 

14. §bra: Az aktomiozin kemomechanikai 

ciklus modellje a szerkezetekkel ºsszhangban 

Geeves ®s Holmes (51) alapj§n m·dos²tva. 

 

 

 

 

 

Az aktomiozin kºlcsºnhat§st energetikai szempontb·l is vizsg§lt§k. A ny¼l modellen 

tanulm§nyozott gerinces v§zizom miozin 2 S1 (skS1) aktinkºt®se entr·pia-hajtott, 

endoterm folyamat (52-55). Egy®b miozin izoform§k m§s-m§s aktiv§ci·s entalpia-

v§ltoz§st mutattak aktinkºt®s hat§s§ra (56). Az erŖs aktinkºt®s kialakul§sa nagyban 

hozz§j§rul az erŖgener§l§s sor§n tºrt®nŖ munkav®gz®shez (57). A miozin energetikai 

§llapot§hoz val·sz²nŤleg a motordom®n kºzponti -lemez®nek (a transducer-nek) a 

torzi·ja is hozz§j§rul, ami a miozin konform§ci·-v§ltoz§sai sor§n kºvetkezik be. 

 

3.8. Miozin g§tl·szerek 

A miozin g§tl§s§ra tºbbf®le inhibitort is le²rtak, azonban ezek alkalmazhat·s§ga 

korl§tozott. A BDM ï 2,3-but§ndion-monoxim ï egy®b sejtfeh®rj®kkel is kºlcsºnhat§sba 

l®p (58); a BTS ï N-benzil-p-toluolszulfonamid ï befoly§solja a miozin aktin affinit§s§t 

(59). 

A blebbistatint (15. §bra) a sejtoszt·d§st g§tl· miozin inhibitork®nt ²rt§k le (60). 

K®sŖbbi vizsg§latok kider²tett®k, hogy a nem-izom miozin izoform§kon k²v¿l a v§zizom 

®s bizonyos simaizom miozinok specifikus inhibitora is (61-63). Ugyanakkor szelekt²v 

inhibitor: m§s oszt§lyokba tartoz· miozinok ATP§z aktivit§s§t nem g§tolja (62). G§tl· 

hat§s§t ¼gy fejti ki, hogy az aktinkºtŖ §rok m®ly®re kºt (16. §bra), a poszt-hidrol²zis 

§llapotban blokkolja a miozint (M.ADP.Pi komplex), g§tolja a motilit§st ®s lass²tja a 
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foszf§t-felszabadul§st (61,64). Ez a blokkolt szerkezet a miozin gyenge aktinkºtŖ 

§llapota, ²gy a blebbistatin haszn§lata azzal az elŖnnyel j§r, hogy a sejtben nem okoz 

aktin-miozin Ăkeresztkºt®seketò. A jel§tviteli kutat§sokban ®s in vivo munk§kban ez®rt 

sz®leskºrŤen alkalmazz§k, amikor a miozin 2 izoform§k funkci·j§t ki akarj§k ¿tni. 

A blebbistatin fontos, a sejbiol·giai ®s fluoreszcens k²s®rletekben figyelembe veendŖ 

tulajdons§ga, hogy a k®k ®s az UV f®ny inaktiv§lja (65,66). 

 

15. §bra: A blebbistatin szerkezete. 

Forr§s: trc-canada.com. Az S(ς)blebbistatin k®miai 

szerkezete szerint 1-fenil-1,2,3,4-tetrahidro-4-

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

 

 

 

 

16. §bra: A blebbistatin az aktinkºtŖ §rok m®ly®re kºt. 

T®mavezetŖm ®s mtsai (61) alapj§n m·dos²tva. Az §br§zolt 

miozin 2 a DdMD MgADP.AlF4
--komplexe (PDB k·d: 

1MND). 
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4. C®lkitŤz®sek ®s k®rd®sek 

 

Munk§nk c®lja az erŖs aktinkºt®s ®s az erŖgener§l§s sor§n v®gbemenŖ 

szerkezetv§ltoz§sok azonos²t§sa volt. Az al§bbi k®t t®makºrben a kºvetkezŖ k®rd®sekre 

kerest¿k a v§laszt: 

4.1. A blebbistatin nevŤ inhibitor mechanizmus§nak vizsg§lata 

1) Hogyan befoly§solja a blebbistatin a miozin 2 motordom®n konform§ci·-

v§ltoz§sait? 

2) Megv§ltoztatja-e a blebbistatin a nukleotidkºtŖ zseb ®s az aktinkºtŖ §rok, illetve a 

nukleotidkºtŖ zseb ®s az erŖkar kapcsolts§g§t? 

A kezdeti eredm®nyek szerint tov§bbi k®rd®sek mer¿ltek fel, mivel ezekrŖl is 

inform§ci· szerezhetŖ a blebbistatin seg²ts®g®vel: 

3) A term®kfelszabadul§s sor§n az erŖs aktinkºt®s l®trejºtte ®s az erŖkar lecsap§sa 

milyen konform§ci·s v§ltoz§sokon kereszt¿l val·sul meg? 

4) A m§r azonos²tott miozin.ADP.Pi.blebbistatin komplexen k²v¿l elŖ§ll²that·-e az 

erŖgener§l§snak m§s stabil konform§ci·s intermediere? 

4.2. Az erŖs aktinkºt®s folyamat§nak vizsg§lata 

Az erŖs aktinkºt®s l®trejºtt®nek energetikai profilja ®s kinetik§ja hogyan f¿gg ºssze a 

miozinnak az aktin t§voll®t®ben felvett szerkezet®vel a k¿lºnbºzŖ miozin izoform§kban? 

1) Az erŖs aktinkºt®s kialakul§sakor a miozinban bekºvetkezŖ konform§ci·-

v§ltoz§sok (pl. az §rokz§r·d§s) hogyan befoly§solj§k az aktinkºt®s energetik§j§t? 

2) Az energetikai v§ltoz§sok mennyire j§rulnak hozz§ az erŖgener§l· l®p®s 

Ăhajt§s§hozò? 

3) Az energetikai v§ltoz§sok mennyire univerz§lisak a k¿lºnbºzŖ miozin izoform§k 

erŖgener§l§sa sor§n? 
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5. Anyagok ®s m·dszerek 

 

5.1. A munka sor§n haszn§lt anyagok 

A munk§nk sor§n haszn§lt vegyszerek ®s reagensek a Sigma-Aldrich term®kei. A 

kiv®telek: a ôHL5ô (Formedium) ®s az ôInsect-Xpressô (Lonza) t§ptalaj; az Sf9 ®s 

kompetens sejtek, a falloidin, valamint a 4-20 % gradiens Tris-Glycine g®lek 

(Invitrogen); a geneticin ®s az FBS (Gibco); a DNS-izol§l· miniprep kit ®s a ôNi-NTAô 

agar·z gyanta (Qiagen); az anti-eg®r IgG ellenanyag ®s a Western Blue reagens 

(Promega); a FLAG peptid (EZBiolab); a ôQ Sepharoseô gyanta (GE Healthcare); a 

NaHCO3 (Reanal); az aceton, ecetsav ®s etanol (Molar Chemicals); az N-(1-

pir®n)j·dacetamid (Molecular Probes); a m®r®sekhez haszn§lt, nagy tisztas§g¼ ATP ®s 

ADP (Roche)
1
; a blebbistatin (Calbiochem). 

A mŤanyag eszkºzºk, a g®pek ®s a mŤszerek gy§rt·it a szºvegben jeleztem. 

 

5.2. Feh®rjetermel®s ®s feh®rjetiszt²t§s 

5.2.1. Gerinces v§zizom miozin 2 prepar§l§s 

A gerinces v§zizom miozin 2-t Margossian ®s Lowey (54); az S1 ®s HMM 

fragmentumokat (a tov§bbiakban: skS1 ®s skHMM) Okamoto ®s Sekine (67) m·dszere 

alapj§n prepar§ltuk ny¼l v§zizomb·l Hegyi Gyºrgy professzor seg²ts®g®vel. 

5.2.1.1. Miozinkivon§s 

A ny¼l v§zizmokat j®gben lehŤtºtt¿k 15 percig, h¼sdar§l·n megdar§ltuk ®s 3 ml/g 

miozin kivon·pufferrel (150 mM KH2PO4; 300 mM KCl; 89 mM KOH) 10 percig 

j®gben kevertett¿k. A szuszpenzi·t 7000/perc fordulatsz§mon 10 percig 4 
o
C-on 

centrifug§ltuk Avanti J25i k®sz¿l®kben JLA 9.1000 rotorral, majd a fel¿l¼sz·t g®zen 

§tszŤrt¿k. A tiszta fel¿l¼sz· volt a miozin oldata. A miozint 12-szeres t®rfogat¼ hideg 

1 mM EDTA oldatba val· csurgat§ssal kicsaptuk, majd hagytuk ¿lepedni. Ezut§n a 

fel¿l¼sz·t lesz²vtuk ®s a csapad®kot 0,5 M v®gkoncentr§ci·j¼ KCl-ban visszaoldottuk. 

A kicsap§s, ¿lep²t®s ®s visszaold§s ciklus§t megism®telt¿k, majd a feloldott miozint 

40000/perc fordulatsz§mon 90 percig 4 
o
C-on ultracentrifug§ltuk Beckman L7-65 

k®sz¿l®kben 55.2 Ti rotorral. A fel¿l¼sz· tetej®rŖl lesz²vtuk a marad®k lipidr®teget 

                                                
1 A feh®rjeprepar§l§sokn§l a Sigma-Aldrich §ltal gy§rtott ATP-t haszn§ltuk. 
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(sz¿ks®g eset®n a fel¿l¼sz·t g®zen is §tszŤrt¿k), v®g¿l a miozin oldatb·l 

koncentr§ci·m®r®s ut§n (§tlagosan 40-50 mg/ml) S1, ill etve HMM fragmentumot 

k®sz²tett¿nk. 

5.2.1.2. Az S1 fragmentum (skS1) k®sz²t®se 

A miozin oldat§t 1. dial²zispufferrel (13,6 mM Na2HPO4.7H2O; 6,4 mM 

NaH2PO4.3H2O pH 7,2; 120 mM NaCl; 2 mM EDTA) 20-25 mg/ml koncentr§ci·j¼ra 

h²g²tottuk ®s ugyanebben dializ§ltuk egy ®jszak§n §t. Az ²gy Ăf®lig kicsapottò miozint 

0,05 mg/ml v®gkoncentr§ci·j¼ -kimotripszinnel em®sztett¿k 10 percig 25 
o
C-on. Az 

em®szt®st 3 mM PMSF hozz§ad§s§val §ll²tottuk le, majd a miozint 2. 

dial²zispufferben (20 mM HEPES pH 7,2; 10 mM KCl) egy ®jszak§n §t dializ§ltuk. 

V®g¿l ultracentrifug§ltuk (40000/perc, 55.2 Ti rotor, 90 perc, 4 
o
C), a tiszta 

fel¿l¼sz·ban volt az skS1 fragmentum. 

5.2.1.3. A HMM fragmentum (skHMM) k®sz²t®se 

A miozin oldat§t elŖszºr KCl; (KH)3PO4 pH 6,5 ®s MgCl2 oldatokkal h²g²tottuk 

¼gy, hogy a miozin v®gkoncentr§ci·ja 20-25 mg/ml, a foszf§t puffer® 50 mM, a  

KCl-® 500 mM, a MgCl2-® 2 mM legyen. A tov§bbi l®p®seket (em®szt®s ®s le§ll²t§sa, 

dial²zis, ultracentrifug§l§s) az S1 fragmentum k®sz²t®s®vel megegyezŖen v®gezt¿k. 

 

A tiszt²tott fragmentumok rendszerint 4-7 mg/ml (30-50 M, Mr = 134 kDa, skS1); 

illetve 1,5-5,5 mg/ml (10-30 M, Mr = 170 kDa, skHMM) koncentr§ci·j¼ak voltak. Az 

S1 ®s HMM mint§kat 250 l-k®nt fagyaszt·csºvekbe (Greiner Bio-One) tºltºtt¿k ®s ²gy 

fagyasztottuk le foly®kony nitrog®nben, majd Arpege 110 tart§lyban (VWR) t§roltuk. 

 

5.2.2. Dictyostelium discoideum miozin 2 motordom®n (DdMD) expresszi· 

A vad t²pus¼ (m761), valamint az egy-triptof§nos (W239+, W501+) miozin 2 

motordom®n konstrukci·kat Dictyostelium discoideum sejtes ny§lkagomba rendszerben 

expressz§ltuk (68,69). 

A laborban kor§bban, a pDXA-3H/M761 plazmid (70) mutagenezis®vel
2
 k®sz²tett 

szekvenci§kat (42,45) DH5 E. coli kompetens sejtekben szapor²tottuk fel ®s QiaPrep 

                                                
2 A W501+ mut§nsban a vad t²pus¼ DdMD m761 m§sik h§rom triptof§nj§t (W36, W42, W584) cser®lt®k 

fenilalaninra; a W239+ eset®n elŖszºr mind a n®gy triptof§nt fenilalaninra mut§lt§k (W- konstrukci·), majd a 

vad t²pus¼ F239-et triptof§nra. 
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spin miniprep kit seg²ts®g®vel izol§ltuk. A konstrukci·kat elektropor§l§ssal (Gene 

Pulser XCell k®sz¿l®kkel, Bio-Rad) juttattuk Dictyostelium discoideum (a 

tov§bbiakban: Dd) AX2 ORF+ sejtekbe (71). A Dd sejteket 21 
o
C-on nºvesztett¿k 20 

ml HL5 t§ptalajban 12,4 g/l gl¿k·z; 100 unit/ml penicillin; 0,1 mg/ml streptomycin ®s 

geneticinjelenl®t®ben 75 cm
2
-es sejtteny®sztŖ lemezen (TPP). A plazmidot felvett 

sejteket elŖszºr 10 mg/l geneticinnel szelekt§ltuk, ®s csak a lemez benºv®se ut§n 

alkalmaztuk 30 mg/l koncentr§ci·ban. A lemez benºv®se ut§n a sejteket 100 ml 

kult¼r§ba oltottuk §t ®s r§zattuk 120/perc fordulatsz§mon 21 
o
C-on. 10

7
/ml sejtsz§m 

el®r®se ut§n a kult¼r§t 100 ml-bŖl elŖszºr 400 ml-be, majd ebbŖl 4l-be oltottuk §t. 

A lemez benºv®s®hez elektropor§l§s ut§n 7-21 napra volt sz¿ks®ge a Dd sejteknek, 

egy®b esetben 2-3 naponta kellett §toltani a lemezen vagy r§zatva fenntartott kult¼r§t. 

 

5.2.3. DdMD prepar§l§s 

A Dd sejteket 10
7
/ml sejtsz§m el®r®sekor centrifug§l§ssal gyŤjtºtt¿k ºssze 

(2700/perc, 7 perc, 4 
o
C Beckman J2-MC k®sz¿l®kben, JLA 10.500 rotorral), majd 

egyszer PBS-ben (10,1 mM Na2HPO4.7H2O; 1,8 mM KH2PO4 pH 7,3; 140 mM NaCl; 

2,7 mM KCl) mostuk. 

A sejtek felt§r§sakor az ¿led®ket (35-40 mg) 160 ml l²zis pufferben (50 mM Tris pH 

8,0; 2 mM EDTA; 0,2 mM EGTA; 3 mM DTT; 5 mM benzamidin; 40 g/ml PMSF) 

homogeniz§ltuk, majd tov§bbi 80 ml 1 V/V % TritonX-100 detergenst is tartalmaz· 

l²zis puffert adtunk hozz§. A szuszpenzi·t 2-3-szor 6 percig j®gben szonik§ltuk Branson 

Sonifier 250 k®sz¿l®kkel (VWR). A liz§tumot m®g 1 ·ra hosszan j®gben inkub§ltuk, 

majd 55000/perc fordulatsz§mon 60 percig 4 
o
C-on ultracentrifug§ltuk 55.2 Ti rotorral. 

A termeltetett miozin kivon§s§hoz az ¿led®ket 90 ml extrakci·s pufferben (50 mM 

HEPES pH 7,3; 30 mM K-acet§t; 10 mM Mg-acet§t; 3 mM -merkaptoetanol; 5 mM 

benzamidin; 40 g/ml PMSF) homogeniz§ltuk, majd ultracentrifug§ltuk (55000/perc, 

45 perc, 4 
o
C). Ennek az ¿led®k®t ism®t homogeniz§ltuk 60 ml, 10 mM ATP-t ®s 10 

mM MgCl2-ot is tartalmaz· extrakci·s pufferben. Ultracentrifug§l§s (55000/perc, 60 

perc, 4 
o
C, 55.2 Ti rotor) ut§n a fel¿l¼sz·b·l a motordom®nt His-c²mk®s affinit§s 

kromatogr§fi§val tiszt²tottuk hidegszob§ban (45,69). 

Az affinit§s-tiszt²t§shoz 15 ml Ni-NTA agar·z gyant§t 50 ml alacsony s·tartalm¼ 

pufferrel (50 mM HEPES pH 7,3; 30 mM K-acet§t; 3 mM -merkaptoetanol; 5 mM 
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benzamidin) mosva k®sz²tett¿nk elŖ. A miozin fel¿l¼sz·t a gyant§ra 2 ml/perc 

sebess®ggel vitt¿k fel Pump P-1 perisztaltikus folyad®kpump§val (Amersham 

Biosciences). Ezut§n ism®t 50 ml alacsony s·tartalm¼ pufferrel, majd 40 ml magas 

s·tartalm¼ (50 mM HEPES pH 7,3; 300 mM K-acet§t; 3 mM -merkaptoetanol; 5 mM 

benzamidin) pufferrel mostuk a tºltetet (2-2 ml/perc sebess®ggel). V®g¿l az egy®b 

szennyezŖ feh®rj®ket t§vol²tottuk el (3 ml/perc) 80 ml alacsony imidazol-tartalm¼ 

pufferrel (50 mM imidazol; 45 mM HEPES pH 7,3; 27 mM K-acet§t; 3 mM -

merkaptoetanol; 5 mM benzamidin). A frakci·k feh®rjetartalm§t Bradford reagenssel 

(0,1 g/l Coomassie Brillant Blue G250; 0,05 V/V % etanol; 0,1 V/V % foszforsav) 

ellenŖrizt¿k. A rekombin§ns motordom®nt magas imidazol-tartalm¼ pufferrel (450 mM 

imidazol pH 7,3; 2 mM HEPES; 4 mM NaCl; 0,2 mM MgCl2; 3 mM -merkaptoetanol; 

5 mM benzamidin) elu§ltuk (0,9 ml/perc). A frakci·k feh®rjetartalm§t ez¼ttal is 

ellenŖrizt¿k Bradford reagenssel. A tiszt²tott motordom®nt DdMD m®r®si pufferben (20 

mM HEPES pH 7,2; 40 mM NaCl; 2 mM MgCl2; 1 mM DTT) dializ§ltuk k®tszer 8 ·r§n 

§t. 

Egy adag gyant§t 5 alkalommal haszn§ltunk DdMD tiszt²t§sra. Az el¼ci· ut§n a 

gyant§t tov§bbi 30 ml el¼ci·s pufferrel, majd 50 ml v²zzel mostuk el. Ha hosszabb ideig 

nem haszn§ltuk, a gyant§t 20 V/V % etanolban t§roltuk. 

Konstrukci·t·l f¿ggŖen rendszerint 0,9-2,5 mg/ml-es (10-30 M, Mr = 89 kDa) 

koncentr§ci·j¼ miozint siker¿lt tiszt²tani. A mint§kat cseppenk®nt (100-150 l/csepp) 

fagyasztottuk le foly®kony nitrog®nben. 

 

5.2.4. Kalm§r (Loligo pealei) izom miozin 2 prepar§l§s 

A kºzºns®ges kalm§r (Loligo pealei, squid) miozin 2-t, ill etve S1-et (LpS1) Stafford 

®s mtsai (72), ill etve Kalabokis ®s mtsai (73) §ltal le²rt m·dszer szerint Elizabeth 

OôNeall-Hennessey prepar§lta Andrew Szent-Gyºrgyi laborat·rium§ban (Brandeis 

University, Waltham, Egyes¿lt Ćllamok). A feh®rjemint§k 15-20 mg/ml (110-150 M, 

Mr = 134 kDa) koncentr§ci·j¼ak voltak. 
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5.2.5. Miozin 5 S1 expresszi· 

Az eg®r vad t²pus¼ miozin 5a S1 fragmentum§t (m5S1) Spodoptera frugiperda 

eredetŤ sejtkult¼r§ban (a tov§bbiakban: Sf9) termelt¿k, bakulov²rus expresszi·s 

vektorokat haszn§lva (74,75). 

A szekvenci§k elŖ§ll²t§s§hoz a miozin 5 S1 N-termin§lis 820 aminosav§t ®s az elsŖ 

k®t IQ mot²vum§t, valamint a FLAG c²mk®t (szekvencia: DYKDDDDK ill. 

GACTACAAGGACGACGATGATAAG) k·dol· cDNS-t DH10Bac E. coli kompetens 

sejtekben szapor²tottuk fel, pFastBac1 bakulov²rus vektorba kl·noztuk, majd Sf9 

sejtekben amplifik§ltuk. A vektorok ellenŖrz®s®re agar·z g®lelektrofor®zist (1,5 % 

agar·z, 40 V, 30 perc) ®s DNS-szekven§l§st v®gezt¿nk. 

A bakulov²rusokat legal§bb 3. gener§ci·ig amplifik§ltuk; ezt 8x10
5
/ml 

koncentr§ci·j¼ Sf9 sejtben, 1 V/V % v²rus mellett v®gezt¿k 48 ·r§n §t (27 
o
C, 125/perc, 

l§sd lejjebb). A v²rust centrifug§l§s (1000/perc, 2 perc, 4 
o
C Janetzki K23 centrifug§ban, 

kilend¿lŖ rotorral) ut§n a fel¿l¼sz·
3
 tartalmazta, melyet 2 V/V % FBS mellett 4 

o
C-on, 

f®nytŖl v®dve t§roltunk 75 cm
2
-es sejtteny®sztŖ lemezben. A v²rusokkal val· munk§n§l 

az Invitrogen protokollja alapj§n j§rtunk el (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/ 

manuals/bactobac_man.pdf). 

Az Sf9 sejteket 27 
o
C-on nºvesztett¿k 50 ml t®rfogatban Insect-Xpress t§ptalajban 50 

unit/ml penicillin ®s 0,05 mg/ml streptomycin jelenl®t®ben 125/perc fordulatsz§mon 

r§zatva.Az Sf9 sejtteny®szt®sn®l is az Invitrogen le²r§s§t vett¿k alapul 

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/insect_man.pdf). A kult¼r§t hetente 

k®tszer
4
 h²g²tottuk, 8x10

5
/ml koncentr§ci·j¼ra. A feh®rjeexpresszi·ra sz§nt kult¼r§t 50 

ml ut§n elŖszºr 2-400 ml, majd 2-3 l t®rfogatban vett¿k fel. 

Expresszi· alkalm§val 2-3 liter 2x10
6
/ml koncentr§ci·j¼ sejtkult¼r§t egy¿tt 

fertŖzt¿nk amplifik§lt (legal§bb 3. gener§ci·s), a fenti pFastBac1 vektort, valamint 

Xenopus laevis kalmodulinj§nak szekvenci§j§t hordoz· bakulov²russal. Az expresszi· 

idŖtartam§t (48 vagy 72 h) ®s az ide§lis fertŖzŖ v²rusmennyis®get (1, 3 vagy 5 V/V %) 

Ăpr·baexpresszi·valò hat§roztuk meg 25 ml Sf9 kult¼r§ban SDS-g®lelektrofor®zist 

kºvetŖ Western blot seg²ts®g®vel. 

                                                
3 Sz¿ks®g eset®n (pl. marad®k sejttºrmel®k vagy bakteri§lis szennyez®s gyan¼ja) a v²rusokat 0,22 m-es p·rus¼ 
Millex szŤrŖn (Millipore) is §tszŤrt¿nk. A szŤr®s ugyanakkor gyeng²ti a v²rusok minŖs®g®t. 
4 A sejth²g²t§st Ă3 ®s f®lò naponta, h®tfŖ d®lelŖtt ®s cs¿tºrtºk d®lut§n, illetve kedd d®lelŖtt ®s p®ntek d®lut§n 

v®gezt¿k; egy sejtkult¼r§n§l lehetŖleg mindig azonos ·r§ban. 

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/insect_man.pdf
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Az SDS-g®lelektrofor®zist az 5.3.5. fejezetben ²rtam le. A Western blot sor§n 

Hybond-C Extra membr§nra (Amersham Biosciences) vitt¿k §t a feh®rj®ket (40 V, 60 

perc, j®gben), majd az al§bbi reagensekkel detekt§ltunk: 1. ellenanyag ï 1 ng/ml 

monoklon§lis eg®r anti-FLAG IgG; 2. ellenanyag ï 0,1 g/ml alkalikus foszfat§zzal 

konjug§lt anti-eg®r IgG; elŖh²v· reagens ï membr§nonk®nt 1 ml Western Blue. Az 

ellenanyagokat 15 ml 1,5 % BSA-t is tartalmaz· TBS-TWEEN pufferben (49,5 mM 

Tris pH 8; 117 mM glicin; 0,005 V/V % TWEEN-20) h²g²tottuk, amivel a membr§nt is 

mostuk az egyes l®p®sek kºzt. 

 

5.2.6. Miozin 5 S1 prepar§l§s 

Az Sf9 sejteket centrifug§l§ssal gyŤjtºtt¿k ºssze (9000/perc, 10 perc, 4 
o
C Avanti 

J25i k®sz¿l®kben JLA 9.1000 rotorral), majd k®tszer PBS-ben mostuk. A m§sodik 

mos§s sor§n a sejteket 50 ml-es Falcon-csºvekbe (TPP) tett¿k §t, centrifug§l§s 

(3000/perc, 2 perc, 4 
o
C Janetzki K23 k®sz¿l®kben kilend¿lŖ rotorral) ut§n az ¿led®ket 

foly®kony nitrog®nben gyorsan lefagyasztottuk; majd a felt§r§sig -80 
o
C-on t§roltuk. 

Felt§r§skor az ¿led®ket j®gben extrakci·s pufferben (10 mM HEPES pH 7,3; 0,5 M 

NaCl; 10 mM MgCl2; 1 mM EGTA; 3 mM NaN3; 0,1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 1 

g/ml leupeptin; 2 mM ATP) olvasztottuk fel, majd homogeniz§ltuk. Sz¿ks®g eset®n a 

szuszpenzi·t 2-3-szor 1 percig j®gben szonik§ltuk is. Centrifug§l§s (20000/perc, 20 

perc, 4 
o
C Beckman J2-MC k®sz¿l®kben JA-20 rotorral) ut§n a fel¿l¼sz·b·l a m5S1-et 

FLAG-c²mk®s affinit§s kromatogr§fi§val tiszt²tottuk hidegszob§ban (74,75). 

1 ml anti-FLAG agar·z gyant§t 3 ml PBS-aziddal (PBS + 5 mM NaN3); majd 4 ml 

0,1 M pH 3,5 glicinnel; v®g¿l ism®t k®tszer 3 ml PBS-aziddal mosva k®sz²tett¿nk elŖ. A 

felt§rt sejtek fel¿l¼sz·j§t ºsszekevert¿k a gyant§val, majd 1 ®jszak§n §t 4 
o
C-on 

forgattuk Falcon-csºvekben. Centrifug§l§s (1000/perc, 2 perc, 4 
o
C Janetzki K23 

k®sz¿l®kben kilend¿lŖ rotorral) ut§n a gyant§t MgATP-t is tartalmaz· 1. mos·pufferben 

(10 mM HEPES pH 7,2; 0,5 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaN3; 0,1 mM DTT; 0,1 

mM PMSF; 1 g/ml leupeptin; 1 mM ATP; 5 mM MgCl2) mostuk. A gyant§t oszlopba 

tºltºtt¿k, majd r·la az egy®b szennyezŖ feh®rj®ket ¼jabb 3 ml 1. mos·pufferrel 

t§vol²tottuk el. A FLAG-ellenanyaggal keresztreakt²v feh®rj®ket 3 ml alacsony ionerejŤ 

2. mos·pufferrel (10 mM HEPES pH 7,2; 0,1 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaN3; 

0,1 mM DTT; 0,1 mM PMSF; 1 g/ml leupeptin) mostuk le. 
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V®g¿l a rekombin§ns S1 fragmentumot 2. mos·pufferben oldott 0,3 mg/ml FLAG 

peptiddel elu§ltuk, 300 l-es frakci·kat szedve. A frakci·k feh®rjetartalm§t Bradford 

reagenssel ellenŖrizt¿k. Egy adag anti-FLAG gyant§t 3 alkalommal haszn§ltunk m5S1 

tiszt²t§s§ra. Az el¼ci· ut§n a gyant§t az elŖk®sz²t®ssel azonos m·don mostuk el, majd 

PBS-azidban t§roltuk 4 
o
C-on. Sz¿ks®g eset®n az elu§lt frakci·kat ôQ Sepharoseô 

gyant§n tºm®ny²tett¿k: a gyant§t 2. mos·puffer ®s 3 M KCl 1:1 ar§ny¼ kever®k®vel 

mosva k®sz²tett¿k elŖ, a FLAG frakci·kat felvitt¿k, majd MgATP-mentes 1. 

mos·pufferrel elu§ltuk. Az S1-tartalm¼ frakci·kat 8 ·r§n §t 1. dial²zispufferben 

(MgATP-mentes 1. mos·puffer), majd 3 ·r§n §t 2. dial²zispufferben (10 mM HEPES 

pH 7,2; 0,1 M KCl; 0,1 mM EGTA; 3 mM NaN3) dializ§ltuk (mindk®t puffer 

tartalmazott 1 mM DTT-t is). 

Rendszerint 0,4-1 mg/ml-es (3,5-8 M; Mr = 120 kDa) koncentr§ci·j¼ m5S1-et 

siker¿lt tiszt²tani. A mint§kat 250 l-k®nt fagyasztottuk le foly®kony nitrog®nben. 

 

5.2.7. A miozinok koncentr§ci·j§nak m®r®se 

A tiszt²tott miozinok koncentr§ci·j§t Bradford reagenssel m®rt¿k 200 l t®rfogatban 

96-luk¼ lemezen (TPP) 620 nm-en Biotrak II lemezleolvas· k®sz¿l®kkel (Amersham 

Biosciences). Kontrollk®nt 1 mg/ml-es BSA oldatot haszn§ltunk (17. §bra). 

 

17. §bra: Feh®rjekoncentr§ci·-m®r®s 96-luk¼ lemezen. 

a) A kalibr§l· BSA oldat, illetve a tiszt²tott Dd miozin k¿lºnbºzŖ t®rfogatai 200 l Bradford reagenssel 

ºsszekeverve a lemezen. A feh®rj®ket 1-6 l kºzt m®rtem be; 1,5 l-k®nt nºvekvŖ t®rfogattal; a 12. luk 

csak Bradford reagenst tartalmaz. 

b) A kapott abszorbanci§k a feh®rj®k bem®rt t®rfogat§nak f¿ggv®ny®ben. Az illesztett egyenesek (y = a + 

bx, l§sd: 13.6. fejezet) meredeks®g®bŖl (b) sz§moltam a prepar§lt feh®rje koncentr§ci·j§t. Itt: bBSA = 

0,072 Ñ 0,006 ®s bm761 = 0,170 Ñ 0,005; ebbŖl [m761] = 2,49 mg/ml (28 M). 
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Sz¿ks®g eset®n a feh®rjemint§kat Amicon ill. Centricon bekoncentr§l· csºvekben 

(Millipore) val· centrifug§l§ssal (legfeljebb 3000/perc, 4 
o
C Janetzki K23 k®sz¿l®kben 

kilend¿lŖ rotorral) tºm®ny²tett¿k. 

 

5.2.8. Aktinprepar§l§s 

M®r®seinkhez ny¼l v§zizomb·l sz§rmaz· -aktint haszn§ltunk, melyet Straub (76), 

valamint Spudich ®s Watt m·dszere alapj§n (77), az al§bbi m·don prepar§ltunk. 

5.2.8.1. Aktin Ăsz§razporò k®sz²t®s 

A ny¼l v§zizom miozinhoz hasonl·an az aktin Ăsz§razportò is Hegyi Gyºrgy 

professzor seg²ts®g®vel k®sz²tett¿k. 

A miozin kivon§sa ut§ni izommarad®kot ï20 
o
C-on lefagyasztottuk, majd 

felolvaszt§s n®lk¿l felszeletelt¿k ®s megm®rt¿k a tºmeg®t. Az izmot k®tszer 10 percig 

5 ml/g hideg v²zzel; k®tszer 10 percig 5 ml/g hideg 0,4 %-os NaHCO3-oldattal; majd 1 

percig ism®t hideg v²zzel mostuk. Az egyes mos§sok ut§n az izommarad®kot 

szŤrŖzs§kban mindig kipr®selt¿k. V®g¿l az izmot a teljes v²zmentes²t®shez 5-6-szor 

10-15 percig 1-2 ml/g hideg acetonnal mostuk, majd rendre kipr®selt¿k. A fennmarad· 

forg§csot ï az aktin Ăsz§razportò ï teljes sz§rad§s ut§n 4 
o
C-on t§roltuk. 

5.2.8.2. F-aktin prepar§l§s 

Prepar§l§sonk®nt 5-6 g aktinport 20 ml/g hideg G pufferben (2 mM Tris pH 7,7; 0,1 

mM CaCl2; 2,5 mM DTT; 0,5 mM ATP) 40 percig j®gben kevertett¿nk, majd 

v²zl®gszivatty¼ seg²ts®g®vel szŤrŖpap²ron leszŤrt¿nk. Az oldatot 2 mM MgCl2 ®s 50 

mM KCl hozz§ad§s§val 30 percig szobahŖm®rs®kleten polimeriz§ltuk, ezut§n a 

tropomiozin-mentes²t®s®rt tov§bbi 450 mM KCl-ot hozz§adva 1 ·r§n §t j®gben 

kevertett¿k. Az oldatot 40000/perc fordulatsz§mon 90 percig 4 
o
C-on 

ultracentrifug§ltuk Beckman L7-65 k®sz¿l®kben 55.2 Ti rotorral, a csapad®kot 15-20 

ml G pufferben homogeniz§ltuk, majdugyanebben h§romszor 8 ·r§n §t dializ§ltuk 

(depolimeriz§l§s). Az oldatot ism®t ultracentrifug§ltuk (40000/perc, 90 perc, 4 
o
C, 

55.2 Ti rotor), a fel¿l¼sz· volt a tiszta G-aktin. A G-aktint 2 mM MgCl2 ®s 50 mM 

KCl hozz§ad§s§val 30 percig szobahŖm®rs®kleten polimeriz§ltuk, majd 

ultracentrifug§ltuk (40000/perc, 90 perc, 4 
o
C, 55.2 Ti rotor). A csapad®kot 8-15 ml F 

pufferben (4 mM HEPES; 2 mM MgCl2; 3 mM NaN3; 1 mM DTT) homogeniz§lva, 

majd e pufferben k®tszer 8 ·r§n §t dializ§lva megkaptuk az F-aktint. 
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Az F-aktin koncentr§ci·j§t a 290 nm-en m®rt abszorbanci§ja alapj§n hat§roztuk 

meg (Mr = 42 kDa ®s Ā cm ). Rendszerint 4-8 mg/ml-es 

koncentr§ci·j¼ F-aktint (a tov§bbiakban rºvid²tve: A) siker¿lt k®sz²ten¿nk (100-200 

M), a sz§razporb·l 1-2 %-os hat§sfok¼ kitermel®ssel. 

5.2.8.3. Pir®n-F-aktin prepar§l§s 

Az aktin Cys
374

-en N-(1-pir®n)j·dacetamiddal (a tov§bbiakban: PIA) val· kovalens 

jelºl®s®t Cooper ®s mtsai §ltal le²rtak (78) alapj§n kivitelezt¿k, az al§bbi m·don. 

Az F-aktint 1 mg/ml-es (24 M) koncentr§ci·j¼ra h²g²tottuk, majd k®tszer 

dializ§ltuk DTT-mentes F pufferben
5
 (a DTT versengene a PIA-dal a Cys-hez val· 

kºtŖd®s®rt). A pir®n-jelºl®st DMSO-ban frissen feloldott 50 mM-os PIA-dal v®gezt¿k, 

melyet 10-szeres mol§ris feleslegben (208-szoros h²g²t§sban) adtunk az aktinhoz. 

Ezut§n az aktint egy ®jszak§n §t billegŖasztalon, szobahŖm®rs®kleten inkub§ltuk 

f®nytŖl v®dve. A jelºlt F-aktint 1000/perc fordulatsz§mon 1 percig centrifug§ltuk 

Janetzki K23 k®sz¿l®kben kilend¿lŖ rotorral, a fel¿l¼sz·t k®tszeres®re h²g²tottuk DTT-

tartalm¼ F pufferrel, majd ultracentrifug§ltuk (40000/perc, 90 perc, 4 
o
C, 55.2 Ti 

rotor). A depolimeriz§l§st a jelºletlen aktinhoz hasonl·an v®gezt¿k (polimeriz§l§s, 

dial²zis G pufferben, majd ultracentrifug§l§s). A tiszta G-aktint 2 mM MgCl2 ®s 100 

mM KCl hozz§ad§s§val 30 percig szobahŖm®rs®kleten polimeriz§ltuk, majd 

ultracentrifug§ltuk (40000/perc, 90 perc, 4 
o
C, 55.2 Ti rotor). A csapad®kot 3-8 ml F 

pufferben felv®ve, majd e pufferben k®tszer 8 ·r§n §t dializ§lva megkaptuk a pir®n-F-

aktint (a tov§bbiakban: PA). 

A PA koncentr§ci·j§t a 290 nm-en (aktin), 320 nm-en (f®nysz·r§s), illetve a 344 

nm-en (pir®n) m®rt abszorbancia (ABS) alapj§n sz§moltuk ki, az al§bbi ºsszef¿gg®sek 

szerint: 

[aktin] ( M) = [(ABS290 ï ABS320) ï 0,127 Ā ABS344]/0,022 

[pir®n jelºl®s] (M) = ABS344/0,022 

A jelºl®s hat§sfoka = [aktin]/[pir®n jelºl®s] Ā 100 % 

Rendszerint 50-100 M koncentr§ci·j¼ PA-prepar§tumokat §ll²tottunk elŖ, 

70-100 %-os pir®n jelºl®ssel. 

 

                                                
5 Rendszerint a friss jelºletlen F-aktint DTT-mentes pufferben vett¿k fel, majd a jelºl®sre sz§nt aktin elv®tele 

ut§n dializ§ltuk a marad®kot DTT-tartalm¼ F pufferben. ĉgy a jelºlendŖ aktin nem is tal§lkozott DTT-vel. 
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Mind a jelºletlen, mind a pir®n-jelºlt F-aktint 1,5-szeres mol§ris feleslegben 

hozz§adott falloidinnel stabiliz§ltuk; az aktin m®rt koncentr§ci·j§t a hozz§adott t®rfogat 

szerint korrig§ltuk. A prepar§lt aktint j®gben t§roltuk ®s legfeljebb 1 h·napig haszn§ltuk 

fel. A tov§bbiakban az aktin (A) vagy pir®n-aktin (PA) F-aktint jelent. 

 

A prepar§lt ®s tiszt²tott feh®rj®ket az 1. t§bl§zatban, a rekombin§ns konstrukci·kat 

k¿lºn a 2. t§bl§zatban, a gyakrabban haszn§lt reagenseket a 3. t§bl§zatban, az oldatokat 

a F¿ggel®k 13.1. fejezet®ben foglaltam ºssze. 

 

5.3. M®r®sek 

5.3.1. A m®r®sek alapelvei 

Az Eredm®nyek 6.1. alfejezet®ben ismertetett blebbistatinos m®r®seket DdMD 

m®r®si pufferben (20 mM HEPES pH 7,2; 40 mM NaCl; 2 mM MgCl2; 1 mM DTT ï 

l§sd: 5.2.4. fejezet) kiviteleztem, rendszerint 20 
o
C-on. A 6.2. alfejezetben le²rt, 

aktinkºt®ssel foglalkoz· k²s®rleteket stopped-flow (SF) pufferben (20 mM HEPES pH 

7,0; 0,1 mM EGTA; 5 mM MgCl2; 1 mM DTT) v®geztem. Az SF puffer ionerŖss®g®t 

KCl-dal §ll²tottam be. Ha k¿lºn nem jeleztem a kºr¿lm®nyeket, akkor 50 mM KCl-ot 

tartalmaz· ĂSF50ò pufferben (ionerŖss®g (I) = 75 mM), 25 
o
C-on m®rtem. 

A nukleotidmentes mint§kb·l az esetleg jelen l®vŖ szennyezŖ nukleotidokat §ltal§ban 

0,1 unit/ml apir§zzal t§vol²tottam el; szobahŖm®rs®kleten 30 percig inkub§lva. 

Az ADP-bŖl a szennyezŖ ATP-t miozinnal hidroliz§ltam el, szobahŖm®rs®kleten 30 

percig inkub§lva. Ahol m§sk®nt nem jeleztem, ott az ADP tºrzsoldatot ï mely a 

m®r®stŖl f¿ggŖen 1 mM, 10 mM vagy 50 mM koncentr§ci·j¼ volt ï inkub§ltam 3 M 

miozinnal a mint§khoz val· hozz§ad§s elŖtt
6
. A DdMD konstrukci·k ADP-ben val· 

aktinkºt®s®nek vizsg§latakor, illetve a k¿lºnbºzŖ hŖm®rs®kleten v®gzett egyens¼lyi 

titr§l§sok eset®n nem az ADP tºrzsoldatban, hanem a k¿lºnbºzŖ koncentr§ci·j¼ miozint 

(M) tartalmaz· ôM.ADPô ill. ôA.M.ADPô mint§kban hidroliz§ltam el a szennyezŖ ATP-t 

(szobahŖm®rs®kleten 30 percig inkub§lva). L§sd az Eredm®nyek 6.1.7.1 ®s 6.2.6. 

fejezet®ben bemutatott k²s®rleteket. 

 

                                                
6 A koncentr§ci·kat ¼gy v§lasztottam, hogy az ADP-ben levŖ miozin a mint§hoz val· hozz§ad§s ut§n legfeljebb 

1 %-os hib§t okozzon a bem®r®si koncentr§ci·kban. 
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5.3.2. Steady-state ATP§z m®r®sek 

A miozin konstrukci·k steady-state baz§lis (aktin t§voll®t®ben m®rt) ®s aktin-aktiv§lt 

ATP§z aktivit§s§t Shimadzu UV-2101 PC spektrofotom®teren m®rtem a NADH-csatolt 

reakci· (coupled assay, NADH-linked assay) m·dszer®vel (79,80). 

A reakci· elve: 

miozin: ATP Ÿ ADP + Pi 

piroszŖlŖsav kin§z (PK): ADP + foszfoenol-piroszŖlŖsav (PEP) Ÿ ATP + 

piroszŖlŖsav 

tejsav-dehidrogen§z (LDH): piroszŖlŖsav + NADH Ÿ tejsav + NAD
+
 

A reakci·t a miozin hozz§ad§s§val ind²tottam el, az aktin-aktiv§lt m®r®sekn®l az 

aktinnal titr§ltam a mint§kat. 

Az ATP§z aktivit§s sz§m²t§sa: 

A NADH fogy§s§t a 340 nm-en m®rt abszorbancia (ABS340) csºkken®se alapj§n 

kºvettem. Az egyes hozz§ad§sok ut§n a gºrbe line§ris szakasz§ra rendre egyenest 

illesztettem. 

Aktivit§s (s
-1
) = meredeks®g [dABS340/dt]/( NADH, 340Ā[miozin]) 

A miozin aktu§lis koncentr§ci·j§t minden esetben korrig§ltam a hozz§ad§sokb·l 

sz§rmaz· h²gul§ssal, valamint a m®rt aktivit§sokb·l levontam az aktin saj§t ATP§z 

aktivit§s§t is. 

A mint§k ºsszet®tel®t a F¿ggel®k 13.2.1. fejezet®ben ²rtam le. 

 

5.3.3. Steady-state fluoreszcencia-m®r®sek 

A fluoreszcencia-m®r®seket SPEX 320 FluoroMax
TM

 spektrofluorim®teren v®geztem 

10 mm-es kvarck¿vett§ban (Hellma) 200 l t®rfogatban 4 nm-es r®s mellett, rendszerint 

ôs/rô (sample/reference) m·dban az al§bbi be§ll²t§sok szerint: 

Triptof§n fluoreszcencia-spektrumok: 

gerjeszt®s 297 nm-en, emisszi· 310-430 nm kºzºtt; 

cs¼csnak egy kisebb fluoreszcencia-tartom§ny §tlag§t vettem (§ltal§ban 342-348 nm), 

®s az eredm®nyeket erre az §tlag®rt®kre normaliz§ltam. 

Pir®n-aktin fluoreszcencia-spektrumok: 

gerjeszt®si spektrum 300-390 nm kºzt, emisszi· 406 nm-en; 

emisszi·s spektrum 380-460 nm kºzt, gerjeszt®s 365 nm-en. 
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Az idŖ ill. a hŖm®rs®klet f¿ggv®ny®ben m®rt triptof§n fluoreszcencia: 

gerjeszt®s 297 nm-en; emisszi· az adott prepar§tum spektrum§nak maximuma alapj§n 

egy, a 340-346 nm kºzti hull§mhosszon; a normaliz§l§st az egyes m®r®sekn®l ²rtam le. 

 

Az adatokat minden m®r®sn®l korrig§ltam a triptof§n vagy pir®n szenzort hordoz· 

feh®rje h²gul§s§val. A spektrumok eset®n tov§bb§ az ®rt®kel®sn®l a tºbbi eredm®nybŖl 

mindig kivontam a feh®rjementes (ill. a megfelelŖ koncentr§ci·j¼ blebbistatint m§r 

tartalmaz·) puffer fluoreszcenci§j§t. 

 

5.3.4. Meg§ll²tott §raml§sos (stopped-flow) k²s®rletek 

A meg§ll²tott §raml§sos m®r®seket KinTek SF-2004 (Kin-Tek Corporation, 18.a 

§bra), ®s Bio-Kine SFM 300/400 (Bio-Logic, 18. b §bra) gyorskinetikai berendez®sen 

v®geztem 4 nm-es r®s mellett az al§bbi be§ll²t§sokkal. 

Triptof§n fluoreszcencia: gerjeszt®s 297 nm-en, emisszi· 340 nm-es interferencia 

szŤrŖvel (Corion CFS-001999 9L134). 

Pir®n-aktin fluoreszcencia: gerjeszt®s 365 nm-en, emisszi· 420 nm-es fel¿l§teresztŖ 

(long pass) szŤrŖvel (Comar Instruments). 

F®nysz·r§s: emisszi· 320 nm-es szŤrŖvel (Comar Instruments)
7
. 

 

 

18. §bra: A haszn§lt SF k®sz¿l®kek. 

a) Kin-Tek SF-2004 (forr§s: http://www.kintek-corp.com), b) Bio-Kine SFM 300/400 (forr§s: 

http://www.bio-logic.info), c-d) A k®sz¿l®kek s®m§ja egyszeres ®s k®tszeres kever®s (Ăºsszelºv®sò) 

eset®n http://www.hi-techsci.com alapj§n m·dos²tva. 

 

A tubusokban levŖ mint§kat mindig 1:1 t®rfogati ar§nyban kevertem ºssze. A 

kever®s rºvid²t®se a grafikonokon Ăxò (pl. M x PA). A k²s®rletek le²r§s§n§l ®s az 

                                                
7 Ha kiz§r·lag f®nysz·r§st m®rtem, a gerjeszt®st is 320 nm-en v®geztem. Ha m§s csatorn§n is detekt§ltam 

triptof§n vagy pir®n fluoreszcenci§t, a gerjeszt®st is ¼gy v§lasztottam. 
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eredm®nyek §br§zol§s§n§l §ltal§ban a mint§k gyorskever®s ut§ni (post-mix) 

koncentr§ci·j§t t¿ntettem fel. A k®sz¿l®kek s®m§ja a 18. c ®s d §br§kon l§that·; a 

k®sz¿l®kek elv®t a F¿ggel®k 13.3 fejezet®ben ²rtam le. 

 

5.3.5. Koszediment§ci· 

A 100 l-be ºsszem®rt mint§kat 90000/perc fordulatsz§mon 20 percig 4 
o
C-on 

ultracentrifug§ltam Beckman Optima
TM

 TL k®sz¿l®kben TLA 100.1 rotorral. A mint§k 

pontos ºsszet®tele ®s a bem®r®s sorrendje a F¿ggel®k 13.2.2. fejezet®ben tal§lhat·. 

A fel¿l¼sz·t lesz²vtam ®s 20 l SDS-kezelŖ oldatot (375 mM Tris pH 6,5; 10 V/V % 

glicerin; 41,6 mM SDS; 2 M -merkaptoetanol; 15 V/V % br·mfenolk®k) adtam hozz§. 

Az ¿led®ket egyszer megmostam m®r®si pufferben, hogy ne tartalmazzon a fel¿l¼sz·b·l 

sz§rmaz· szennyez®st. Ezut§n az ¿led®ket is felvettem 100 l m®r®si pufferben ®s 20 l 

SDS-kezelŖt adtam hozz§. 

A kezelt mint§kat 5 percig forraltam, majd SDS-g®lelektrofor®zist v®geztem gradiens 

g®len, 170 V fesz¿lts®g mellett 90 percig szobahŖm®rs®kleten. A g®leket ezut§n k®tszer 

megmostam v²zzel; majd 30 percig Coomassie fest®kkel (0,24 V/V % Coomassie 

Brillant Blue R250; 50 V/V % metanol; 9 V/V % ecetsav), v®g¿l 60 percig 

fest®ktelen²tŖ oldattal (13,5 V/V % etanol; 9,5 V/V % ecetsav) kezeltem. 

A megfestett g®leket GeneSnap programmal f®nyk®peztem le ®s GeneTools 

denzitometr§l· szoftverrel (mindkettŖ SynGene) ®rt®keltem a ĂRolling diskò men¿pont 

szerint. Ez k®tf®le eredm®nysort adott meg (height ®s volume); mivel ezekkel §ltal§ban 

hasonl· tendenci§t kaptam, a kettŖbŖl statisztik§t sz§moltam. Az §br§kon az ¿led®kben 

maradt miozint, vagyis az aktinkºtŖ miozinh§nyadot t¿ntettem fel az aktinkoncentr§ci· 

f¿ggv®ny®ben (fractional attachment). 

 

5.3.6. Kalorimetria 

A kalorimetri§s m®r®seket 25 
o
C-on, VP-ITC k®sz¿l®ken (MicroCal Corporation, 19. 

§bra) v®gezt¿k a Semmelweis Egyetem Biofizikai Int®zet®ben, Dr. Tºlgyesi Ferenc 

laborat·rium§ban, Dr. Kardos J·zsef ¼tmutat§s§val. 
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19. §bra: A VP-ITC k®sz¿l®k (forr§s: www.microcal.com). 

a) A k®sz¿l®k keresztmetszeti rajza. 

b) A k®sz¿l®k s®m§ja. 

 

Az S1 ®s HMM fragmentumokat 100 M koncentr§ci·ra tºm®ny²tett¿k. Az aktin, S1 

®s HMM mint§kat ezut§n a m®r®si pufferben (20 mM HEPES pH 7,0; 50 mM KCl; 0,1 

mM EGTA; 1 mM MgCl2; 1 mM DTT) dializ§ltuk 1 ®jszak§n §t. A k²s®rletek sor§n 

§ltal§ban 1,8 ml 5 M-os aktint tett¿nk a kalorim®ter mintacell§j§ba; majd azt a 

hŖm®rs®klet kiegyenl²tŖd®se ut§n a miozin mint§kkal titr§ltuk (600 m§sodpercenk®nt az 

skS1, 700 m§sodpercenk®nt az skHMM ®s 1300 m§sodpercenk®nt az LpS1 eset®n). 

Kontrollk®nt miozin-, illetve aktinmentes mint§kat alkalmaztunk, a feh®rje helyett 

m®r®si pufferrel. £rt®kel®skor az egym§st kºvetŖ hozz§ad§sokb·l sz§rmaz· 

hŖv§ltoz§sokat ºsszeadtuk ®s a miozin koncentr§ci·j§nak f¿ggv®ny®ben §br§zoltuk (az 

®rt®kel®s m·dj§t r®szletesen l§sd az Eredm®nyek 6.2.5. fejezet®ben). 

 

5.3.7. Elektron-mikroszk·pia 

Az elektron-mikroszk·pos felv®teleket Dr. Neil Billington ®s Peter J. Knight 

professzor (University of Leeds, Egyes¿lt Kir§lys§g) k®sz²tette, v§zizom miozin 2 S1 

(skS1) mint§kkal. 100 nM skS1 feh®rj®t 0,5 unit/ml apir§zzal 15 percig (apo-S1); illetve 

1 mM ADP, 1 mM gl¿k·z ®s 0,5 unit/ml hexokin§z jelenl®t®ben (S1.ADP komplex) 30 

percig 20 ÁC-on inkub§ltak. Az ôS1.ADPô mint§k egy r®sz®t tov§bb§ 100 M 

blebbistatinnal is kezelt®k 5 percig. A mint§k egy-egy cseppj®t EM r§csra helyezt®k, ®s 

1 % uranil-acet§ttal jelºlt®k. A felv®teleket 0,52 nm/pixel felbont§ssal digitaliz§lt§k ®s a 
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SPIDER szoftverrel elemezt®k (81), referencia-mentes illeszt®ssel. Az oszt§lyoz§st a 

k®pek varianci§ja ®s a ñK-means clusteringò elve alapj§n v®gezt®k (82); ut·bbi 

m·dszert a F¿ggel®k 13.4 fejezet®ben ²rtam le. 

 

5.3.8. Atomi szerkezeteken alapul· sz§m²t§sok 

A sz§m²t§sokat Dr. Het®nyi Csaba v®gezte. 

A rigor-szerŤ (z§rt §rokkal b²r·) ®s a poszt-rigor (nyitott §rokkal b²r·) skS1, LpS1, 

DdMD ®s m5S1 miozinok szerkezete (24,56,83-86) a Protein Data Bank-b·l sz§rmazik 

(87,88), l§sd: 12-13. t§bl§zat. 

5.3.8.1. A kºlcsºnhat§si energia sz§m²t§sa 

A vizsg§lt miozinok motordom®nj®nek szerkezet®t az aktinkºtŖ §rok egym§ssal 

szemkºzti k®t Ăoldal§raò osztotta (1. ®s 2. oldal), melyeket a switch-2 hurok kºt ºssze 

(20. §bra). A k®t oldal rendre az al§bbi szakaszokb·l §llt: az skS1-re D4-V460 (1. 

oldal) ®s G466-E777 (2. oldal); az LpS1-re M1-V461 (1. oldal) ®s G466-E773 (2. 

oldal); a DdMD-re N2-V452 (1. oldal) ®s G457-E759 (2. oldal); az m5S1-re E5-V435 

(1. oldal) ®s G440-K761 (2. oldal) az 1OE9 eset®ben; illetve A2-V435 (1. oldal) ®s 

G440-L737 (2. oldal) az m5S1 1W7J szerkezet®n®l. 

 

 

20. §bra: Az aktinkºtŖ §rok ®s a neh®zl§nc k®t oldala az LpS1 p®ld§j§n. 

A k®t oldal az LpS1 rigor-szerŤ (z§rt §rk¼, 3I5G, vil§gos sz²nekkel) ®s poszt-rigor (nyitott §rk¼, 3I5F, 

sºt®t sz²nekkel) konform§ci·j§ban (1. oldal ï zºld) ®s (2. oldal ï k®k), az ºsszekºtŖ switch-2 hurokkal 

(r·zsasz²n). A sz§m²t§sokhoz a k¿lsŖ ®s belsŖ §rok sz®less®g®t meghat§roz· CŬ atomok t®rkitºltŖ 

§br§zol§ssal szerepelnek: 424. ®s 601. aminosavak ï k¿lsŖ §rok (piros); illetve 281. ®s 474. aminosav ï 

belsŖ §rok (narancss§rga). 
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Az §rok k®t oldala kºzti kºlcsºnhat§si energia ®rt®k®t (Ekh), illetve annak 

ºsszetevŖit a k®t oldal kºzti k¿lºnbs®gk®nt sz§molta ki (Eelektrosztatikus, Gdeszolv§ci·s). 

Ezut§n ezen ®rt®keknek a k®t vizsg§lt konform§ci· (rigor-szerŤ ®s poszt-rigor) kºzti 

k¿lºnbs®g®t (E§rok, Gdeszolv§ci·s) sz§m²totta ki (12. t§bl§zat). A sz§m²t§sokhoz a 

FastContact szervert haszn§lta (http://structure.pitt.edu/servers/fastcontact/doc/) 

(89,90); melynek param®terein®l az alap®rtelmezett be§ll²t§sokat v§lasztotta (5-7 ¡ 

t§vols§g¼ deszolv§ci·s kºlcsºnhat§sok, fix§lt peptidgerinc). 

5.3.8.2. A ôtransducerô torzi·j§nak sz§m²t§sa 

A 1 ®s 7 sz§lak §ltal meghat§rozott torzi·s szºgeket (a ill. c vektor) a -lemez 

kv§zi-longitudin§lis ®le (b vektor) ment®n sz§m²totta az al§bbi egyenletek szerint: 

 

 

 

Itt n a megfelelŖ s²k norm§lvektora;  a megfelelŖ vektorok §ltal bez§rt szºg (ezt 

pontosan nem hat§rozta meg) (91); a vektorokat az A, B, C, D pontok x, y, z 

koordin§t§ival defini§lta; az A, B, C, D pontok a CŬ atomokat mutatj§k, amelyek a 1 

(A, B) ®s 7 (C, D) sz§lakban tal§lhat·ak, ²gy a = AB, b = BC ®s c = CD. Az A, B, C 

®s D pontoknak megfelelŖ CŬ atomok a szekvenci§ban rendre: S119, Y116, T267, 

S262 skS1-re; S116, Y113, Y270, I262 LpS1-re; S119, Y116, Y261, I253 DdMD-re; 

C103, Y100, Y242, I234 m5S1-re. ū ͑͑͑ӞӞaz ABC ®s BCD s²kok kºzti torzi·s szºg; ű a 

torzi·s szºg v§ltoz§sa, melyet az elŖzŖhºz hasonl·an a k®t vizsg§lt konform§ci· 

(rigor-szerŤ ®s poszt-rigor) k¿lºnbs®gek®nt sz§m²tott ki (12. t§bl§zat). 

 

5.4. A k²s®rletes adatok feldolgoz§sa ®s ®rt®kel®se 

A m®rt adatokat Microsoft Office Excel 2003 ®s 2007, OriginLab 7.0 ®s 8.0 (MicroCal 

Corporation) seg²ts®g®vel dolgoztuk fel ®s ®rt®kelt¿k. A meg§ll²tott §raml§sos k²s®rletek 

elemz®s®t a mŤszerhez tartoz· KinTek StopFlow v8.2.6 (KinTek Corporation) ill. Bio-

Kine32 v4.46 (Bio-Logic) szoftverrel v®gezt¿k. A felhaszn§lt egyenleteket a F¿ggel®k 

http://structure.pitt.edu/servers/fastcontact/doc/
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13.5, az illeszt®seket a F¿ggel®k 13.6. fejezet®ben foglaltam ºssze. A Tris-Glycine, 

valamint az agar·z g®leket a GeneSnap ®s GeneTools (SynGene) szoftverekkel 

rºgz²tettem ®s elemeztem. 

Minden k²s®rletet 2-6 alkalommal v®gezt¿nk el, az egyes p§rhuzamosokat lehetŖleg 

k¿lºnbºzŖ prepar§l§sokb·l sz§rmaz· feh®rjemint§kkal. A grafikonokon vagy egy 

reprezentat²v m®r®st, vagy tºbb p§rhuzamos m®r®s §tlag§t t¿ntettem fel; ezt minden 

§br§n§l k¿lºn jeleztem. Az §tlagok mellett a standard hib§t jelºltem. 

Az §br§kat az Adobe Photoshop CS 8.0 szoftver seg²ts®g®vel egys®ges²tettem (300 

dpi, Arial betŤt²pus, jpg form§tum). 
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6. Eredm®nyek 

 

6.1. A miozin ADP ®s blebbistatin h§rmas komplex®ben (ôM.ADP.Bô) az erŖgener§l· 

l®p®s kezdŖ§llapot§ra eml®keztetŖ konform§ci·t vesz fel 

6.1.1. Probl®ma ®s k²s®rleti elrendez®s 

A miozin motor aktivit§s§nak kulcsa az erŖgener§l§s, melynek sor§n ®bredŖ 

fesz¿lts®g elŖfelt®tele az aktinfilamentum ment®n val· elmozdul§snak. Arra voltunk 

k²v§ncsiak, hogy az erŖgener§l§s milyen konform§ci·s ¼tvonalon §t tºrt®nhet. Az 

erŖkifejtŖ l®p®s vizsg§lat§t megnehez²ti, hogy igen gyorsan megy v®gbe, kºzti§llapotai 

rºvid ®letidejŤek ®s steady-state r®szar§nyuk rendk²v¿l alacsony (51). Ez®rt a 

blebbistatin nevŤ inhibitorral (61) g§tolt ciklust tanulm§nyoztuk. Miozin modellk®nt 

kor§bban m§r j·l le²rt ®s jellemzett vad t²pus¼ ï m761 (70) ï ®s egy-triptof§nos ï 

W501+ (37,45) ®s W239+ mut§ns (42) ï Dictyostelium discoideum miozin 2 

motordom®n konstrukci·kat (DdMD) alkalmaztunk (21. §bra). 

 

21. §bra: Egy-triptof§nos DdMD mut§nsok. 

Az egyedi triptof§n szenzorok ®s a blebbistatin helyzete a DdMD molekul§ban. A motor dom®nt k®kkel, a 

blebbistatint ®s a kºtºtt nukleotidot feket®vel §br§zoltuk (a szerkezet PDB k·dja: 1YV3). A triptof§nok 

poz²ci·j§t ®s az §ltaluk ®rz®kelt elemeket azonos sz²nnel jelezt¿k. ĉgy az 501-es triptof§n, a switch-2 

hurok ®s az erŖkar narancss§rga; a 239-es fenilalanin ï melyet triptof§nra cser®lt¿nk a W239+ mut§nsban 

ï, a switch-1 hurok ®s az aktinkºtŖ §rok zºlddel l§that·. Az erŖkart (narancss§rga h®lix) a f®sŤkagyl· 

(scallop) S1 MgADP.Vi komplex®nek szerkezet®bŖl (PDB k·d: 1QVI) illesztett¿k be. A DdMD itt z§rt 

switch-1 (gyenge aktinkºtŖ) ®s z§rt switch-2 hurokkal b²r· (felh¼zott erŖkar¼) pre-powerstroke 

szerkezetben szerepel. 
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A mut§nsok triptof§n fluoreszcencia-v§ltoz§sait kor§bban megfeleltett®k a 

miozinfejben bekºvetkezŖ konform§ci·-v§ltoz§soknak (37,42,44,45,92). A miozinokat 

a triptof§n ®s pir®n-aktin fluoreszcencia-szenzorok felhaszn§l§s§val spektroszk·piai ®s 

kinetikai, tov§bb§ elektron-mikroszk·pos ®s szediment§ci·s vizsg§latoknak vetett¿k 

al§. 

Eredm®nyeink szerint a ômiozin.ADB.blebbistatinô komplex jelentŖs frakci·ja egy, 

az ATP§z ciklusban alapvetŖ, de kor§bban hozz§f®rhetetlen, magas aktin affinit§s¼, 

felh¼zott erŖkar¼ §llapotot vesz fel, mely az erŖkifejtŖ l®p®s kezdŖ§llapot§ra (a Ăstart-

of-powerstrokeò intermedierre) eml®keztet. Az al§bbiakban ismertetem az e 

konkl¼zi·hoz vezetŖ eredm®nyeket. 

 

6.1.2. A blebbistatin g§tolja a DdMD konstrukci·k ATP§z aktivit§s§t 

A blebbistatint miozin 2 inhibitork®nt ²rt§k le (60,61), ®s az is ismert, hogy 

potenci§lis g§tl·szere a DdMD konstrukci·knak (62,64,93). Ezek alapj§n megm®rtem a 

blebbistatin g§tl· hat§s§t a haszn§lt vad t²pus¼ ®s egy-triptof§nos DdMD feh®rj®k 

ATP§z aktivit§s§ra (a bem®r®seket pontosan l§sd a 13.2.1. fejezetben). Az inhibitor 

mindegyik vizsg§lt esetben, baz§lis (aktin t§voll®t®ben m®rt) ®s aktin-aktiv§lt ATP§z 

aktivit§sokn§l is hasonl· g§tl§st mutatott: a K1/2 å 4 M, a maxim§lis g§tl§s 90 % felett 

volt (22. §bra, 4. t§bl§zat). 

22. §bra: A blebbistatin g§tolja a DdMD 

konstrukci·k ATP§z aktivit§s§t. 

A vad t²pus¼ (m761, ƶ), W239+ (ǒ) ®s W501+ (ƴ) 

motor dom®nek baz§lis (aktin t§voll®t®ben m®rt; teli 

jelek, folyamatos vonal) ®s aktin-aktiv§lt (nyitott 

jelek, szaggatott vonal) ATP§z aktivit§s§t a 

blebbistatin koncentr§ci·j§nak f¿ggv®ny®ben 

§br§zoltam 20 oC-on ®s az adatokra hiperbol§t 

illesztettem. 

Az §br§n k®t p§rhuzamos m®r®s §tlaga l§that·. A kapott eredm®nyeket a 4. t§bl§zat tartalmazza. 

 

6.1.3. A blebbistatin az erŖkar felh¼z§s§t id®zi elŖ ômiozin.ADPô (ôM.ADPô) komplexben 

A mut§nsok nukleotidkºt®s hat§s§ra bekºvetkezŖ fluoreszcencia-v§ltoz§s§t aktin 

t§voll®t®ben kºvett¿k nyomon. Az egy-triptof§nos DdMD mut§nsok (5 M W501+, 


