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1. Osszefoglalas

Felfedezéseink hozzdjarultak a sejtosztédasban és -differenciaciéban, a citoplazmatikus
anyagszallitdsban és az informdcid-anyagcserében kulcsszerepet jatszd6 motorenzimekrdl
alkotott képuink alakuldsahoz. Az aktomiozin rendszer szamos Uj motilitas-tipusat fedeztiik
fel, és kideritettliik, hogy ezek a molekuldris mechanizmusok hogyan hatarozzdk meg a
miozinok sokrét(l élettani hatasait. Megvaltoztattunk az aktomiozin-mUkddéssel kapcsolatos
szamos paradigmatikus nézetet. Megmutattuk, hogy egyes filamentdlis miozinok magas
aktinkotottségi arany mellett mdkodnek, valamint hogy e motorok termékgatlasi
mechanizmusa a kontraktilis és er6tartd lzemmoddok kozotti valtast tesz lehetdvé.
Kimutattuk azt is, hogy az aktin-alapu anyagtranszport nemcsak egyedi miozin-molekuldk
processziv. mikodésével, hanem molekulacsoportok egylttm(ikédése révén s
megvaldsulhat. A molekularis erégeneradlds megértéséhez azzal jarultunk hozza, hogy
gatloszerrel stabilizaltuk a miozin erGkifejté l1épésének kezd&allapotat, illetve kimutattuk a
molekuldban a folyamat sordn Iétrejové mechanikai fesziiltséget. Megmutattuk azt is, hogy a
nukleotidcsere folyamata a miozinokban id6zit6 és a haladasi sebességet szabdlyozé
szereppel bir. A folyamat mechanikai terhelés-érzékenyégének detektdlasaval hozzajarultunk
az allosztérikus szabalyozas Uj formajanak megismeréséhez, amelyben a fehérjemolekulara
kifejtett mechanikai er6hatads befolyasolja az enzimmuUkddést. A miozinokon végzett
tanulmanyok mellett kidolgoztunk egy, a nukleinsavak mentén haladé motorenzimek
mUkodési jellemz8inek meghatarozasara alkalmas eljarast. Meghataroztuk tovabba a human
BLM DNS-helikdz mechanokémiai mechanizmusat, amely rdvilagitott a sejtvaz- és nukleinsav-
motorm(ikodések 3altaldnos elveire illetve a muikodéstipusok kozotti legfontosabb
kiilonbségekre.

2. Tudomanyteriileti hattér
2.1 Az energia-atalakitas az éldvilagban megfigyelhet6 mozgasok alapja

Az iranyitott és szabdlyozott, aktiv mozgdsra valé képesség (motilitds) a legalapvet6bb
életjelenségek egyike. A sejtalkotdk, sejtek, testrészek és végsé soron az él6 szervezetek
mozgasat molekuldris motorok teszik lehet6vé. Ezek a motorok enzimfehérjék, amelyek
valamely szabadenergia-felszabaduldssal jaré kémiai folyamathoz irdnyitott mechanikai
funkciot, munkavégzést kapcsolnak. A molekularis motorok kézé tartoznak tobbek kdzott a
linearis mozgatdst végz6 eukariota sejtvaz-fehérjék (tubulin-kinezin, tubulin-dinein illetve
aktomiozin rendszer), a baktériumok forgdmozgast végz6 flagellaris motorjai, valamint a
nukleinsav ,sineken” mozgd DNS- és RNS-polimerazok, illetve szamos egyéb, nukleinsavakat
modositd enzim (helikazok, transzlokazok, rekombinazok) is.

A kémiai energia mechanikai munkava torténé magas (akdr 80 %-os) hatasfoku direkt
atalakitasa a legleny(igozébb , mutatvanyok” egyike, amire az él6 szervezetek képesek. E
m(ikodés megértése transzdiszciplinaris megkozelitést igényl6 izgalmas tudomanyos kihivas.
A motor-mechanizmusok kozel 70 éve folyd intenziv kutatdsa ellenére az erégeneralds
szamos alapkérdése még tisztazasra var.

Sokat tudunk mar arrdl, hogy a kiilonb6z6 bioldgiai makromolekuldk mikodését hogyan
befolyasolja a két6partnereikkel (szubsztratokkal, templatokkal vagy ,,sin”-filamentumokkal,
modulatorokkal, mds ligandumokkal) létesitett kémiai kdlcsonhatds. A fizikai er6hatdsoknak
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a biomolekuldk szerkezetére és miikodésére gyakorolt hatdsat leiré tudomanyag, a
mechanobiokémia azonban még gyermekcipében jar. Természetébsl addddan a
motorenzimek vildaga kindlja a legalkalmasabb kisérleti rendszereket, amelyekben a
mechanobiokémiai effektusok vizsgalhatdk.

A sokféleség, mint az él6vildg alapvet6 aspektusa, a motorenzimek szerkezeti,
mukodésbeli és funkcionalis valtozatossagaban is megmutatkozik. Konnyl elképzelniink,
hogy egy olyan motornak, mint a vazizom miozin 2, amely a vastag filamentum, egy tobb
szaz molekuldbol feléplld egység részeként fejti ki miikddését és gyors izom-6sszehuzddast
produkal, alapvetéen mds mechanikai teljesitményre és ehhez szorosan kapcsolt
enzimmechanizmusra van szliksége, mint példaul a miozin 5-nek, amely egyedi molekulaként
lépeget az aktinszalon, és vezikulumok transzportjat végzi. Ezt a funkciondlis sokféleséget
eltér6 enzimmechanizmusok teszik lehet6vé, amelyek kozlil szdmosat részletesen
felderitettlink munkank soran.

2.2 Hidrolitikus hajtéer6 munkara fogasa NTPaz enzimekben

A nukleotidok és fehérjék kozotti kdlcsonhatds az élet kémidjanak alapvet6, Gsi jelensége. A
nukleotid-hidrolizis  enzimatikus katalizise az anyagcsere és energiaforgalom
nélkilozhetetlen folyamatain tulmenéen rendkivil sokféle motor- és jelatvivé enzim
mUikodésének hajtderejéliil is szolgdl. E magas fokon specializalt aktivitdsok teszik lehet6vé a
magasabbrend( szervezetek komplexitdsat és alkalmazkodd-képességét.

A motor- és jeldtvivé NTPazok a nukleozid-trifoszfat (NTP) molekuldk hidrolizise sordn
felszabadulé szabadenergiat haszndljdk fel olyan intramolekularis atalakuldsok
hajtoerejeként, amelyek a partnerekkel (fehérjékkel, nukleinsavakkal, lipidekkel) térténé
kolcsonhatasok révén hatékony erdgenerdld vagy jeltovabbitd miikodést eredményeznek.
Ezek az univerzdlis mechanizmusok olyan szerkezeti (allosztérikus) kommunikacids
utvonalakat hasznositanak, amelyek evollcids konzervaltsaga még egészen kilonboz6
élettani folyamatokban szerepl6 enzimek (pl. miozinok, kinezinek és G-fehérjék) esetében is
nyilvanvalé.

A teljes NTP-hidrolizis reakcidciklusban felszabadulé igen jelent6s szabadenergia-
mennyiségnek az egyes enzimatikus részlépések kozotti megoszlasa, illetve e részlépések
kinetikai hangolasa dont6 szereppel bir a bioldgiai aktivitdsok megvaldsuldsaban. A
nukleotidkotés, -hidrolizis, a termékek felszabadulasa, valamint az e Iépésekhez kapcsolt —
gyakran igen nagy mérték(i — szerkezet-valtozasok, illetve a partner-kélcsénhatas kozotti
kapcsoltsag rendkiviil sokféle médon valdsulhat — és valdsul — meg az NTPazok vilagaban.
Nem nehéz belatni, hogy e kulcsfontossagu folyamatok megértése kizardlag részletes
kvantitativ (kinetikai, energetikai, finomszerkezeti) elemzés révén lehetséges.

2.3 A miozinok funkcionalis sokfélesége

Tobb évtizede ismert, hogy a kiilénb6z6 miozin izoformak minden eukaridta sejtben jelen
vannak. A miozinok kulcsenzimei a vazizom-, szivizom- és simaizom-kontrakcio
folyamatanak, illetve szerepet jatszanak vezikulumok és molekula-komplexek
citoplazmatikus transzportjaban, illetve a sejtmigracié és -differenciacid, citokinézis, endo- és
exocitdzis folyamataiban.

A miozin az ATP-ben tarolt kémiai energidt — szerkezeti atalakuldsokon keresztil —
mechanikai energidva alakitva az aktinsinen torténé egyirdnyu elmozdulashoz hasznositja.
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Jelenlegi ismereteink szerint valamennyi miozin izoforma a Lymn és Taylor altal javasolt
altaldnos mechanokémiai sémanak megfelel6en fejti ki miikodését. E modellben a miozinfej
(a molekula katalitikus és erétovabbitd része) ATP-kotése az aktinszalrdl vald levalassal jar
egyltt. Az ATP-hidrolizishez kapcsoltan a fej ,felhldzott” allapotba keriil, és igy kotédik vissza
az aktinszalhoz. Az erdkifejt6 l1épés soran az aktinkdtdtt miozinfej a felhuzott allapotbdl a
lecsapott konformacidba tér vissza, ezzel elhizva a miozin farokrészét az aktinszalhoz
képest. Az erGkifejt6 |épés a hidrolizis-termékek (foszfat és ADP) aktin-aktivalt
felszabaduldasahoz kapcsolt.

Az energia-atalakitds megértéséhez elengedhetetlenil sziikséges a ciklus soran
bekovetkez6 szerkezeti atalakuldsokat a kinetikai-energetikai aspektusokkal integrald
komplex modell megalkotasa és finomitasa. Az er6generdlas vizsgdlatat azonban igencsak
megneheziti az a kortilmény, hogy a legfontosabb koztidllapotok életideje rovid és steady-
state részaranya nagyon alacsony. Szintén a megoldatlan kulcsproblémak k6zo6tt szerepel az
erdsen kotott aktomiozin komplex szerkezete.

A kilonboz6 élettani funkcidk szempontjabdl rendkivil fontos szerepet jatszanak az egyes
miozin izoformdk kinetikai specializacioi, amelyek a mechanizmus részlépéseinek mérhetd
paramétereiben tiikr6z6dnek. A legfontosabb funkciondlis paraméterek egyike a terhelési
arany (duty ratio), amely kifejezi, hogy a steady-state m(ikdodés sordn egy miozinfej a
ciklusidé mekkora hanyadat tolti er6sen aktinkotott allapotban. Szintén fontos funkcionalis
paraméter a processzivitds, amely azt fejezi ki, hogy a sinhez (jelen esetben az aktinhoz) valé
kotédést kovetéen egyes motormolekuldk hany enzimciklus és azzal jaré mechanikai |épés
elvégzésére képesek a sinrél torténd levalas elbtt.

A miozinok valtozatos méretli szupramolekuldris szervezédési egységekben (kétfejd
egyedi molekulaként, szdlakba vagy membrankotott motorcsoportokba szervezédve) fejtik ki
mukodésiiket. Ezen egységek felépitésében részt vevs fejek szdma meghatarozza az adott
motor szamara megfelel6 terhelési aranyt és processzivitast. A legfontosabb szempont
egyrészrél a motorkomplex folyamatos sin-kotottségének fenntartasa (tul alacsony terhelési
arany mellett, ha egy adott pillanatban egy fej sem kot a sinhez, a motorkomplex disszocidl a
sinrél); masrészrél annak elkeriilése, hogy az egyes fejek akaddlyozzdk egymds miikodését
(ami tul magas terhelési aranynal kovetkezhet be). Kétfejli egyedi molekulaként mozgd
miozinok (pl. a miozin 5a vezikulum-transzporter) esetén igy magas (50 % feletti), mig a
gerinces vazizom tObb szdz miozinfejet tartalmazdé vastag szalaiban mikodé miozin 2
izoforma esetén alacsony (1 % kordli) terhelési ardny a legmegfelel6bb.

2.4 A nukleinsavak szerkezet-atalakito és hibajavité motorjai

Az NTP-hidrolizis reakciét hasznositdé motorok nemcsak a citoplazmdban, hanem a
sejtmagban is nagy valtozatossdggal fordulnak el6. A nukleinsavak mentén mozgd
motorfehérjék egyik legnagyobb csoportjat a DNS- és RNS-helikazok alkotjdk. E fehérjék
aktivitasanak alapja az egyszalu nukleinsav-lanc mentén torténd egyirdnyl transzlokacio,
amely alapul szolgal a kétszalu DNS szalainak szétvalasztasahoz.

A kiilonb6z6 helikdzok a bioldgiai informacid-anyagcsere rendkiviil sokféle folyamataban
jatszanak nélkilozhetetlen szerepet: egyes helikdzok kozponti jelent6ségliek a DNS-
replikacio, rekombindcidé, transzkripcié folyamataiban, mig mas enzimek RNS-molekuldk
szerkezetének atrendezését, illetve DNS- és RNS-kot6 fehérjék eltavolitasat végzik. Ezekben a
folyamatokban a helikdzok sokféle mechanokémiai aktivitast fejtenek ki, amelyek az emlitett
transzlokacids és szétvalasztd miikodések mellett a szalvandorlast (branch migration),
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kiilonb6z6 DNS-hurkok propagaldsat és szétbontdsat, illetve a homoldg szakaszok
szalpdrositasat (strand annealing) is magukba foglaljak. Ezen aktivitasok részletes, kvantitativ
szinten torténd vizsgalata — amely rendkiviil jelentés tudomadanyos kihivast jelent az enzimek
irant érdekl6d6 biokémikus szamara — elengedhetetlenil sziikséges a molekularis genetikai
folyamatok megértéséhez.

A RecQ csalddba tartozé DNS-helikdzok (RecQ-family helicases, RFH) a homolég
rekombinacion (HR) alapulé DNS-hibajavitast végz6 sejtbeli gépezet kdzponti elemei. Az
ember 6t RFH-izoformaja koziil a Bloom-szindréma (BLM-) helikdz tobbféle szerepet jatszik a
HR soran: gatolhatja annak beindulasat (,,minGségellen6rz6” funkcid), ugyanakkor a folyamat
kés6bbi szakaszaihoz sziikségesek az enzim szalszétvalaszto és szalparositd funkcidi.

Ismertetett munkdinkban a BLM-helikdz mechanokémiai mechanizmusdanak megértése
révén szeretnénk feltarni, hogy az enzim molekularis aktivitasai hogyan jarulnak hozza a HR-
alapu DNS-hibajavitas folyamatdhoz.

3. Kérdések és célkitiizések

Palyafutasom kezdetén abban a szerencsében volt részem, hogy az ELTE Biokémiai
Tanszékén bekeriilhettem az eredetileg Szent-Gyorgyi Albert és munkatdrsai altal Szegeden
alapitott izom-biokémiai iskola szellemi vérkeringésébe. Ezen iskola negyedik generdacids
novendékeként engem is az él6 természet egyik legizgalmasabb jelensége, a
kemomechanikai energia-atalakitds blvolt el leginkabb. A kutatdsi teriilet fokuszdban
hagyomanyosan legismertebb motorenzim-csoport, az izom aktomiozin-rendszere allt. A
tudomdnytorténet e terlileten a torzsfejl6déssel mintegy ellentétes utvonalat jart be: a
régéta egyediiliként vizsgalt izom-aktomiozinrédl a molekuldris sejtbioldgiai ismeretek
béviilése révén kiderilt, hogy az az eukariéta vildagban mindeniitt el6forduld altalanos
mozgatdrendszer szélsGségesen specializalt formdja.

3.1 Miozinok miikodésmodjainak sokfélesége

Doktori (Ph.D.) munkdm elvégzését kovet6en egyre inkdbb a mozgasformak sokfélesége
kezdett érdekelni, amivel kapcsolatban az alabbi kérdések fogalmazédtak meg:

= A rendkivil sokoldalu sejtm(ikodéseket és élettani funkcidkat ellaté miozin izoformak
makroszképosan megfigyelhet6, hasonléan valtozatos mechanikai miikodését az
enzimmolekuldk milyen biokémiai-biofizikai adaptacidi teszik lehetévé?

= A milliszekundumok alatt lezajld vazizom-Osszehlzdodas és az Ordkig tartd
sejtosztodas id6beli lefutdsa kozotti sok nagysagrendnyi kiilonbséget mennyiben
hatarozzak meg az e mozgasokat hajtd enzimek molekuldris sajatsagai?

= AszélsGségesen eltérd szupramolekuldris szervez6désli motorenzimek (gondoljunk az

izom vastag filamentumaira illetve az egyedi molekulaként m(ikddé
szallitofehérjékre) mikodése hogyan adaptalodott az optimalis teljesitmény elérése
érdekében?

= Vannak-e olyan motorenzimek, amelyeknek az 6sszehuzddas illetve anyagtranszport
helyett statikus erétartas a szerepiik?
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3.2 Az erdgeneralas dtvonalai a miozinban: altalanos alapelvek és specialis
adaptaciok

A fenti aktivitdasokat megvaldsitd molekulaszerkezeti atalakuldasokkal, illetve a maig
tisztazatlan er6generalé mikodéssel kapcsolatban a kovetkezé kérdések vetédtek fel:

= Az erbdgeneralas kulcslépései (aktomiozin kolcsonhatds |étrejotte, erdkar-mozgas,
hidrolizis-termékek felszabaduldsa) milyen Utvonalakon, milyen kapcsoltsagi médban
zajlanak?

= A mas biokémiai rendszerekbdl jol ismert szabalyozdmechanizmusok (ligandumkotés,
kovalens moddositas) mellett vajon az enzimekre hatdé kilsé mechanikai erd
(ellenallas) is jelentésen mdodosithatja azok biokémiai-biofizikai sajatsagait?

= Mire j6 az él6 sejtben egy ilyen szabdlyozdé mechanizmus? Arra, hogy az erégeneralas
,energiatakarékos” mddon (a leheté legkevesebb ,lizemanyag-molekula”
felhasznaldsaval) menjen végbe? Arra, hogy a kilonboz6 sebességli motorok ne
akaddlyozzak egymas mozgdsat? Arra, hogy a szupramolekuldris rendszerek egyedi
motoregységei kozott ,,hosszu tdvu” allosztérikus koordindcid johessen létre?

3.3 Az NTPaz miikddés specializacidja az informacid-anyagcsere enzimeiben

Az élet kémidja mellett egyetemi hallgatd korom o6ta a genetika, a bioldgiai
informacidfeldolgozds folyamatai felé fordultam a legnagyobb érdeklGdéssel.
Kutatocsoportommal ezért a kozelmultban — a két érdeklédés Osszekdtésével — a RecQ-
csaladba tartozd, a DNS-hibajavitas és homolég rekombinacié folyamataiban kulcsszerepet
jatszé6 human Bloom-szindréma- (BLM-) helikdz enzim molekularis aktivitasait deritettik fel.
A kovetkez6 kérdéseket vizsgaltuk:

= Milyen altalanos elvek fedezhet6k fel a kilonb6z6 ATPaz motorenzimek (miozinok,
DNS-helikazok) mikodésében?

= Az ATP és a makromolekula-partner (,sinfehérje”, nukleinsav) koét6helye kozott
mindig torténik allosztérikus kommunikacio?

= E kommunikacié mennyiben szlikséges az enzimek hatékony mikodéséhez?

= Az ATP-hidrolizisb6l szarmazdé szabadenergia a soklépéses mechanizmusok mely
részfolyamata(i)ban szabadul fel?

= Az egyes |lépések energetikdjanak mintazata 6sszefliggésben all-e az egyes enzimek
funkcidjaval?

A molekularis genetikai folyamatok tobbségét hajtd enzimek tobbsége nukleinsav mentén
mozgd motorfehérje. Az Gsszetett genetikai folyamatok szamos enzim egytttmdikodésébdl
illetve ,kotélhuzasabol”  (antagonisztikus  viselkedésébdl) addédé  sztochasztikus
jelenségekként foghatdk fel. Ezért ésszerl azt feltételezni, hogy ezen enzimek biokémiai-
biofizikai sajatsagai nagymértékben meghatarozhatjak az informacid-feldolgozasi folyamatok
kimenetelét. E hipotézis a kovetkezd tavlati — a jov6ben vizsgdlandd — kérdéseket veti fel:

=  Milyen molekularis folyamatok és m(ikodési mechanizmusok révén jarulnak hozza a
DNS-helikdz motorenzimek egyrészr6l a genom épségének fenntartasdhoz,
masrészrdl az Uj génvaltozatok elterjedéséhez?
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= Milyen Osszefliggés all fenn az egyes enzimek haladasi sebessége, processzivitasa,
erékifejtése, energetikai hatékonysaga illetve a makroszképosan megfigyelhet6
genetikai és evoluciés folyamatok, sajatsagok (adaptacid, mutaciok keletkezése és
stabilizdlédasa, genomépség fenntartasa, Uj valtozatok elterjedése) kozott?

4. Mddszertan
4.1 Mddszertani fejlesztések

Az elmult masfél évtized sordn a motorenzimek vizsgdlatdnak médszertani fejlesztéséhez az
aldbbiakkal jarultam hozza:

= Fehérjék konformdcié-valtozasainak detektaldsdara alkalmas egyedi-triptofan és
extrinsic fluoreszcens probak tervezése és alkalmazdsa (2,13;18;19);

= Qlyan technikak fejlesztése, amelyek segitségével a mechanikai terhelésnek az egyes
enzimatikus részlépések kinetikdjara gyakorolt hatdsa oldatbeli kortilmények kozott
vizsgalhatd (5,17);

= Segédkeztem egy Uj tranziens kinetikai mér&apparatus (temperature-jump/stopped-
flow) kifejlesztésében (14);

= Kutatdécsoportommal a koézelmultban kidolgoztunk egy, a nukleinsavak mentén
mozgdé motorfehérjék legfontosabb funkcionalis paramétereinek meghatdrozasara
altaldnosan alkalmazhatd, viszonylag kéonnyen és gyorsan kivitelezhetd analitikai
eljarast (22).

4.2 Géntechnoldgia, fehérjék eléallitasa és modositasa

A kisérleteinkben vizsgalt fehérjék tobbségét rekombinans uton allitottuk el6. Gerinces és
Drosophila miozin izoformak el&allitdsara az Sf9 rovarsejt-bakulovirus expresszids rendszert
alkalmaztuk, mig Dictyostelium miozin konstrukcidkat rekombinans Dictyostelium sejtekben
termeltettiink. A rekombindns miozinokat His-cimke/Ni-NTA affinitas-, illetve FLAG-
cimke/antiFLAG ellenanyag affinitas-kromatografia segitségével tisztitottuk. Aktint, illetve
vazizom-miozint, valamint utdbbinak a proteolitikus fragmentumait klasszikus
fehérjetisztitasi eljarasokkal allitottuk el6 nyudl vazizombdl. A human BLM-helikdznak a
kisérleteinkben haszndlt katalitikus moduljat E. coli bakteridlis expresszids rendszerekben
allitottuk elé6. A tervezett helyeken egyedi ciszteint tartalmazé rekombinans fehérjéket,
illetve a természetes allapotban szelektiven jeldlhetd ciszteint tartalmazé nem-rekombindns
fehérjéket SH-specifikus reaktiv csoporthoz konjugalt fluoroférokkal jeloltik. A jel6lt
termékeket klasszikus fehérjekémiai technikakkal tisztitottuk és analizaltuk.

4.3 Fluoreszcencia-jelek, spektroszkdpia

A fluoreszcens jelet tartalmazé fehérjék illetve ligandumok steady-state (gerjesztési és
emisszids) fluoreszcencia-spektrumainak, -intenzitdsdnak és -kvantumhatdsfokdanak a
kiilonb6z6 enzimatikus allapotok kozotti valtozasai szerkezeti és dinamikai informaciot
szolgaltatnak. A jelvaltozasok kivaldan alkalmasak az enzimreakciok részlépéseinek tranziens
kinetikai modszerekkel torténd kovetésére is (lasd alabb).
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A fehérjékben talalhato triptofan-oldallancok természetes fluoreszcens jelz6csoportként
érzékelik az enzimek szerkezet-valtozasait. Tobb esetben egy-triptofanos mutdns fehérjéket
allitottunk eld, a triptofanokat a fehérje kiilonb6z6 kulcsrégidiba helyezve: e fehérjékben a
fluoreszcens jel egyértelm helybeli hozzarendelése jelentds tobbletinformaciot hordozott.

A pirén fluoroférral jel6lt aktin kivaldan alkalmas az aktomiozin kdlcsénhatas vizsgalatara,
illetve miozint is jel6ltiink pirénnel ugyanezen kotés analiziséhez.

Kilonbozé fluoroférokkal jeldlt nukleotidokat (metil-antraniloil- (mant), illetve kumarin-
(deac) jelolt ATP-t és ADP-t, illetve ezek dezoxi-variansait) alkalmaztunk a miozin és DNS-
helikaz enzimek nukleotid-kdlcsdnhatasanak vizsgalatara.

A foszfatnak az enzimekrdl torténd felszabaduldsat kumarin-szarmazékkal fluoreszcensen
jelolt bakteridlis, nagy affinitasu foszfatkot6 fehérje (MDCC-PBP) segitségével mértik.

Id6felbontott fluoreszcencia-mérésekkel meghataroztuk az alkalmazott fluoroférok
életidejét, ami a molekuldk szerkezeti dinamikajardl fontos tdbbletinformaciot hordozott.
Steady-state és id6felbontott fluoreszcencia-anizotréopia-mérésekkel tovdbbi dinamikus
informdaciéhoz jutottunk. A fluoroférok olddszer-kitettségét fluoreszcencia-kioltdsi
kisérletekkel vizsgdltuk.

4.4 Steady-state és tranziens enzimkinetika

A miozin, az aktomiozin és a DNS-helikdzok steady-state ATPAaz aktivitdsat piruvat kinaz-
laktat dehidrogenaz (PK/LDH) kapcsolt reakcion alapulé méréssel hataroztuk meg.

A steady-state enzimkinetikai paraméterek bonyolultabb soklépéses reakcidk esetén (az
enzimek dont6 tobbsége igy m(ikodik) az elemi lépések és dllanddk bonyolult kombinacidit
tikrozik, és ezért az enzimmechanizmusrél dnmagukban kevés informacidval szolgalnak.
Emiatt a m(ikodési mechanizmusok részletes vizsgalatdhoz tranziens gyorskinetikai
technikdkra volt sziikség, amelyekkel a reaktdnsok gyors 0Osszekeverése (vagy mas
perturbdciok, lasd aldbb) utdn a rendszerben az egyensuly (vagy steady-state szakasz)
beallasanak id6gorbéjét kovettik nyomon. Ezdltal az egyes részlépéseket izolaltan tudtuk
vizsgalni, és meg tudtuk hatdrozni az elemi sebességi és egyensulyi allanddkat. A stopped-
flow berendezés képes a reagensek (pl. egy enzim és egy szubsztrat) kb. 1 ms id6 alatti
Osszekeverésére. A stopped-flow kisérlet soran a reagensek a tarold-fecskendékbél egy
lokést kovet6en a keverGkamran keresztiil egy optikai celldba jutnak, ahol az aramlas
megalldsa utdn a reakcid lefutdsa optikai jelek (abszorbancia, fluoreszcencia, fényszdras)
folyamatos mérésével kovethets. A quenched-flow mérémlszer szintén képes a reaktansok
milliszekundumos id6léptékl 6sszekeverésére. Ebben a mliszerben a reakcidelegy egy elGre
megadott id6tartam (1 ms — 1 perc) utdn egy Ujabb gyorskeverés soran leallitoszerrel (pl.
savval) keveredik 6ssze, amely az enzim gyors denaturacidjat vagy a reakcié egyéb mddon
torténé megszakadasat okozza. Egy adott reakciot egy kisérletsorozatban kilonbozé
id6tartamokig lejatszatva — a komponensek (pl. szubsztrat, termék) utdlagos kémiai
analizisével — a reakcio id6beli lefutasa kovethetd.

A kémiai reakcidok egyensulyi allanddja kisebb-nagyobb mértékben fligg fizikai
paraméterekt6l (pl. h6mérséklet, nyomds). A relaxdciés kisérletek (h6mérsékletugras
(temperature-jump), nyomasugrds (pressure-jump)) soran valamely paraméter gyors (us
idéskalan torténd) megvaltoztatasat kovet6en detektdltuk a reakcidelegy Osszetételének
id6beli valtozasat (pl. optikai jelek hasznalatdval) a sebességi allandok meghatarozasa
céljabol.
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4.5 Motilitasi tesztek, egyedimolekula-mérések

Az in vitro motilitasi tesztek segitségével kozvetlenil vizsgalhaték a motorenzimek altal
végrehajtott mozgatds paraméterei (sebesség, iranyultsag stb.). A klasszikus tesztben
fluoreszcensen jelolt aktinszalaknak a mikroszkép-targylemezen létrehozott folyadékcella
felszinéhez kotott miozinmolekuldk altali mozgatdsat kovettilk ATP jelenlétében,
fluoreszcencia-mikroszkép segitségével. Egyedi molekuldk vizsgalatara TIRF (total internal
reflection fluorescence) és ebbdl kifejlesztett FIONA (fluorescence imaging with one
nanometer accuracy) moédszereket alkalmaztunk. A TIRF kisérletekben a folyadékcellat a
targylemez fel6l olyan szégben vildgitottuk meg, hogy a targylemez testébe visszaver6dé
gerjeszt6 fény a folyadéknak csak egy vékony rétegébe (az Un. evaneszcens mezébe, amely
néhany 100 nm vastagsagu) hatoljon be. Ezaltal a felszinhez kozel elhelyezked6 fluoroférokat
szelektiven tudtuk gerjeszteni (a folyadékcellaban lévé tobbi fluorofér hattérhatasat
kikliszobolve), ami lehet6vé tette egyedi molekuldk fluoreszcencidjanak vizsgalatat. A FIONA-
analizis révén megfelel6 mennyiségli foton begyUljtésével és az intenzitds-adatok
kétdimenziés normaleloszlas-illesztésével a fluorofdr elhelyezkedése nanométeres
pontossaggal meghatarozhaté, ami az egyedi motorlépések vizsgdlataban donté
jelent&séggel bir.

4.6 Szerkezet-meghataroz6 moédszerek

Szamos esetben — szakmai egylUttm(kodések keretében — szerkezet-meghatarozé
modszereket (rontgen-krisztallografia, elektron-mikroszkdpia, kisszogli roéntgenszoras)
alkalmaztunk a kinetikai-funkcionalis sajatsagok szerkezeti alapjainak vizsgalatdra.

4.7 Modellezés

A vizsgalt enzimek szerkezet-vdltozdsait molekuldris dinamikai és kvantumkémiai
maddszerekkel, illetve a ligandumok kotését vak-dokkolasos szamitasokkal modelleztiik.

A kisérletesen meghatdrozott sebességi és egyensulyi allanddkbdl az enzimatikus ciklusok
részletes kvantitativ modelljeit alkotjuk meg. A kisérletileg nem vizsgdlhatd paramétereket,
illetve a rendszer egészének kilonb6z6 korilmények kozott tandsitott viselkedését, kilsé
hatdsokra adott vdlaszait numerikus szimulacidkat végz6 kinetikai modellez6 programok
(Gepasi, KinTek Global Kinetic Explorer) segitségével tudtuk kiszamitani illetve el6re jelezni.

5. Uj tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

A dolgozatban ismertetett eredmények atfogd kozos témaja az él6lényekben mikodé
motorenzimek mikodésmaddjanak a bioldgiai szerepeknek megfelel6en kialakult sokfélesége.
Az 5.1 fejezetben Gsszegzett eredményeink (1,;3,;5;7,8;,10-12;20) arra deritettek fényt, hogy a
miozin szupercsaladba tartozé sejtvaz-motor izoformak sokrét(i élettani funkcidit hogyan
biztositja a biokémiai m(ikdédés specializdcidja. Az 5.2 fejezetben vazolt munkdkban
(2,4,6,9,15-18,;21,;23,25-27) azt vizsgaltuk, hogy a miozinok valtozatos aktivitdsat hogyan
hatdrozzak meg a molekuldn belll a m(ikodési ciklus soran lezajlé szerkezetvaltozasok, illetve
hogy e valtozasok koziul melyek tikroznek 3dltalanos elveket, és melyek az egyedi
specializacié megnyilvanuldsai. Végiil az 5.3 fejezetben dsszesitett munkakban (19;22;24) azt
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vizsgaltuk, hogy a hidrolitikus hajtéer6t hogyan hasznositjdk az informacid-anyagcserében
mUkodé enzimek a nukleinsavak szerkezetének atalakitasara.

5.1 Miozinok miik6désmodjainak sokfélesége

Munkankat megel6z6en ismert volt a tobbek kdzott a kilonb6z6 izom-miozin 2 izoformak,
valamint a vezikulumok szdllitdsat processziv egyedi molekulaként végzé miozin 5a
enzimmechanizmusa. Az ismeretek alapjan az a kép uralta a terilet kozvéleményét, hogy a
szalakat képezé miozin 2 izoformdkra a gyors, alacsony terhelési arany mellett torténé
mUkodés jellemz8, mig az egyedi molekulaként az aktinszdlon vandorlé miozin 5 szamadra a
magas terhelési arany szikséges. Alabb 6sszegzett eredményeinkkel hozzajarultunk mindkét
paradigmatikus nézet megdontéséhez illetve a motorm(ikddésrél alkotott képink
alakuldsahoz.

= Az aktomiozin sejtmotor szdmos Uj motilitas-tipusat fedeztink fel (1,3;5,;7;8,10-
12;20). E mechanizmusok ravildgitanak arra, hogy a valtozatos id6skalan és
szervez8désben miikddé miozinok élettani aktivitasait dontéen az egyes izoformak
biokémiai, enzimkinetikai sajatsagai hatarozzak meg. A kinetikai valtozékonysdg — a
szerkezeti sajatsagok tobbségével szemben — nem a torzsfejl6dés szerinti rokonsagot
koveti, hanem az élettani szerepekhez torténd gyors, rugalmas adaptacié eredménye.

=  Kimutattuk, hogy a sejtosztdédas és -differenciaci6 motorja, a nem-izom miozin 2
m(ikddése sordn magas aktinkotottségi hanyadot (terhelési aranyt) mutat (1,3;5,8). E
miozinokban a hidrolizistermék ADP altal okozott termékgatlds hosszi tavu
tehertartast tesz lehet6vé, igy sejt autondm mechanikai valaszképességének alapjaul
szolgdl. A felsorolt sajatsagok mindegyike szdges ellentétben all az izomkutatdsban a
filamentalis motorokrdl korabban kialakult altalanos nézetekkel.

= A sejtalkotdkat szallitd miozin-5a miikddésének megismerésével alakult ki az az
elképzelés, hogy az aktin-alapu citoplazmatikus transzportot egyedi miozinmolekuldk
processziv mikodése hajtja. Ezzel ellentétben két masik miozin 5 izoformardl
kimutattuk, hogy azok csak nagyobb molekulacsoportokban — azaz nem egyedi
molekulaként — képesek processziv haladasra (10;20). A citoplazmaban zajld
transzport jelent6s része tehat a szallitott sejtalkotok (pl. vezikulumok) felszinén
jelent6s koncentraciéban jelenlévé motormolekulak egylttes mikodésének

eredménye.
=  Megmutattuk, hogy a miozin 7 izoformak — processziv mozgdsuk természetes
adottsagai (hosszu futdshossz és lassu transzlokacids sebesség) révén — az

egyedimolekula-vizsgalatok szdmdra mas miozinokndl el6nydsebb motortipust
képviselnek (11,;12).

= Eredményeink szerint a filopédiumokban anyagszallitdst végz6 miozin 10 az
enzimciklus minden allapotdban viszonylag magas aktin-affinitassal rendelkezik, ami
az aktinkotegen valé folyamatos haladast segiti (7).

5.2 Az erdgeneralas utvonalai a miozinban: dltalanos alapelvek és specialis
adaptaciok

A kovetkez6kben 6sszegzett munkdkban azt igyekeztiink részleteiben felderiteni, hogy az 5.1
fejezetben emlitett valtozatos motoraktivitdsokat a miozin-molekula milyen szerkezeti
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atalakulasai teszik lehet6vé, illetve hogy ezek a szerkezetvaltozasok hogyan illeszthet6k
atfogd kinetikai-energetikai sémdba. A mechanokémiai ciklus legizgalmasabb, am legkevésbé
felderitett része az er6generaldsi Iépés, amelynek lehetséges Utvonalait 6sszefoglald cikkben
elemeztik (26). Az er6generdlas energetikai megkozelitésében kiemelkedd jelent6ségd, hogy
megismerjik annak kezd&- illetve végallapotat: alabbi eredményeink ezek megkdzelitéséhez
is jelentGsen hozzasegitettek (2;6,;9;15,;23;27). Tovabbi munkainkban azt vizsgdltuk, hogy a
miozinfej nukleotid-két6helye és er6karja kdzott milyen szerkezeti-kinetikai kapcsoltsag all
fenn, és ennek mi a funkcionalis jelentGsége (4,16-18,21,;25): az er6karra gyakorolt hatds
szabalyozhatja-e az aktivhelyen zajlé enzimciklust, illetve az aktivhely befolyasolasa kihat-e
az er6karmozgds altal megvaldsuld mozgatdképességre? Az erbgenerdldssal kapcsolatos
legfontosabb Uj eredményeink a kdvetkezSk:

»  (Qsszefoglalé cikkiinkben (26) ramutattunk, hogy a hatékony erégeneralas
parhuzamos reakcié-utakon torténhet. A mechanokémiai ciklust kinetikai Utvonal-
valasztasi mechanizmus tereli a hatékony erGgeneralds felé a felesleges, , ATP-
pocsékold” ciklusok helyett. A miozin ATPaz aktin-aktivacidja a hatékony
erégeneralasi Utvonalak magas fluxusaranyat teszi lehetévé. Az aktivacié tehat nem
sziikséges a motorm(ikodéshez per se, hanem annak energetikai hatékonysagat
befolyasolja. Az aktin-aktivacié foka altaldban alacsonyabb a gyors kontrakcié helyett
elsGsorban erdtarté szerepet bet6lté miozin izoformdak esetében.

= JelentGs |épéseket tettliink az aktomiozin mechanokémiai ciklus legfontosabb, dm
legkevésbé hozzaférhet6 és ezért legkevésbé felderitett folyamata, az erégeneralas
megértése felé. Meglepetésre azt taldltuk, hogy a blebbistatin nevi{ gatlészer — ADP
jelenlétében — a miozinfejet az erGkifejt6 |épés kezddallapotdaban stabilizdlja: ez a
felhuzott erékard és magas aktin-affinitdsi szerkezet kordbban nem volt stabilan
el6allithaté (6,23).

= A miozin 2 er6karjanak kiindulépontjanal |év6é taszitdé jellegli szubdomén-
kdlcsonhatas pontmutacid-indukdlt valtoztatdsai révén azt taldltuk, hogy az
erGkarlengés egyensulyi dllanddjanak megvaltozasa — a |épések kapcsoltsaga folytan
— befolyasolja az ATP-hidrolizis kinetikajat, igy kimutattuk, hogy a vizsgalt
kolcsonhatasnak fontos szerepe van az enzimaktivitas finomhangoldsaban (4,18).

= Demonstrdltuk, hogy a kiilénb6z6 miozinok aktinkotésének energetikai profiljat a
miozinfejben Iévé an. aktinkot6 arok bezarddasanak folyamata hatdrozza meg. Ez a
felfedezés 6sszhangban all azzal a nézettel, hogy az erGkifejtés sordan a miozinfej
magjaban elhelyezkedé B-lemez energiatovabbité rugdként viselkedik az
erGgeneralds soran. Eredményeink azonban — a korabbi elképzelésekkel ellentétben —
arra utaltak, hogy az aktinhoz torténé indukalt illeszkedés a rugd megfesziilésével jar
(15;27).

= Az NTPazok aktivhelyén torténé nukleotidcsere — azaz a hidrolizis-termékek Gj NTP-
szubsztratra valé felvaltdsa — a jelatvivé enzimekben (pl. G-fehérjékben) id6zit6
kapcsoléként mikodik. Megmutattuk, hogy ez a folyamat a filamentalis (nem-izom
miozin 2) és egyedimolekula- (miozin 5a) motorenzimekben is id6zit6 szereppel bir: a
motor |épésének kinetikai kapujaként szabdlyozza az aktin mentén torténd
el6rehaladds sebességét (17;25).

= Felderitettliik a nem-izom miozin 2-ben térténd nukleotidcsere mechanikai terhelés
altali szabdlyozdsat (17). E mechanizmus a klasszikus allosztéria-fogalom
kiszélesitésével értelmezhet6, amelyben nem valamely ligandum kotése, hanem a
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fehérjemolekuldra adott iranyban kifejtett mechanikai er6hatds befolyasolja az
enzimmikodést hajtéd szerkezeti egyensulyokat. Az eredmények egy olyan — a
filamentdlis miozinok kérében addig ,elképzelhetetlennek” tartott — mechanizmusra
engedtek kovetkeztetni, amelyben mechanikai terhelés hatasara a kétfejli miozin 2
molekuldk kettésen aktinkotott allapota is jelent6s aranyban jarulhat hozzd a
tehertartashoz a mikodési ciklus soran. Ez a kontraktilis és tehertarto ciklusok kdzotti
Uzemmodvaltds modelljéhez vezetett (17).

= Megdllapitottuk, hogy a nem-izom miozin 2 izoformak minden eddig vizsgalt
miozinnal nagyobb, kozel 5 nanométeres erGkar-kilengést mutatnak az ADP-
felszabaduldshoz kapcsoltan: ez a sajatsdg képezi a terhelésfligg6 nukleotidcsere
szerkezeti alapjat (16). A szerkezeti adatok kinetikai-energetikai szamitdsainkkal is
Osszhangban alltak (17).

= Kimutattuk, hogy a miozin aktivhelyében 1évé switch 2 hurok szerkezete
meghatdrozza a miozin 5a processziv haladasi sebességét (25). Az eredmények azt is
jelezték, hogy a switch 2 génsebészeti moddositdsa mesterséges motorok
sebességének hangolasdra is felhaszndlhatd, a processzivitds képességének
érintetlendl hagyasa mellett. A switch 1 hurok mutagenezisével viszont csékkenteni
tudtuk a miozin 5a processziv futdshosszat, mig a futdsi sebesség valtozatlan maradt
(21). A két sajatsag tehat elktlonilten szabalyozhaté.

5.3 Az NTPaz miikédés specializacioja az informacio-anyagcsere enzimeiben

A miozin motorokon végzett kisérletek mellett részletesen megvizsgaltuk azt is, hogy az NTP-
hidrolizis folyamata hogyan zajlik a nukleinsav-anyagcsere kiilonb6z6 enzimeiben. Részt
vettem a dUTPaz enzim katalitikus mechanizmusdnak felderitésében (19), valamint
csoportom Ujabb kutatdsi irdnyaként meghatadroztuk a RecQ-csaladba tartozé human BLM
DNS-helikdz mechanokémiai mikoédésmoddjat. Ezen enzimek vizsgalataban hatékonyan
alkalmaztuk a miozin-kutatasban elsajatitott elméleti és technikai ismereteket.
DNS-helikazokkal kapcsolatos munkank arra a kdzponti hipotézisre épul, amely szerint a
helikdzok altal katalizalt transzlokacidos és DNS-szdlelvalasztasi ciklusnak — a miozin
motorokhoz hasonlé mddon — alapvet6 eleme a nukleotid- és sin-kot6helyek kozotti
intramolekularis kommunikacié, amely a sin-affinitdsnak a nukleotid-allapottél fliggé
moduldcidja révén vezet a DNS-szdlak mentén torténé tovahaladashoz és a két szal
elvalasztdasahoz. A dolgozatban ismertetett legfontosabb eredményeink a kévetkez6k:

= Kidolgoztunk egy analitikai eljarast, amelynek segitségével a nukleinsavak mentén
haladé motorfehérjék (transzlokazok, helikdzok, polimerazok) legfontosabb mikodési
jellemzG6i (egy NTP-hidrolizisciklus alatt megtett nukleinsav-hossz, transzlokacios
sebesség, NTPaz aktivitds, processzivitds) egyetlen tranziens kinetikai
kisérletsorozatban meghatarozhaték (22).

= Meghataroztuk a BLM-helikdz DNS-en torténd transzlokacidjanak mechanokémiai
mechanizmusat (24). Kimutattuk, hogy az araszoldé processziv haladast végz6 helikaz
az er6kar-alapu motilitdst mutaté miozinokétdl tobb Iényegi ponton — az ATP- és
sinkotés kapcsoltsagaban, illetve a sin altali enzimaktivacié mechanizmusdban —
eltéré kinetikai-energetikai ciklus soran hasznositja az ATP-hidrolizisb6l szarmazé
szabadenergidt. A BLM-helikdz 3dltalunk azonositott, ADP-kotott allapotban
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bekovetkez6, sebesség-meghatdrozd szerkezet-valtozdsa az enzim mechanikai
|épésének alapjaul szolgalhat.

A fentieket Osszegezve megdllapithatd, hogy a biolégiai motorok energia-atalakité
mUikodésének kinetikai-termodinamikai elvei azonosak, a kapcsoltsagi mechanizmusok és
szerkezeti elvek sokfélesége azonban az adott funkciéhoz torténd rugalmas alkalmazkodast
tukrozi.

6. Tervek, perspektivak

A dolgozatban ismertetett eredmények természetesen a felfedezések altal kijel6lt kutatasi
iranyokban valé tovdbbi haladasra sarkallnak. Az aldbbiakban roviden ismertetem a
kutatécsoportomban jelenleg zajlé munkak célkitlizéseit és kifutasi lehetGségeit.

A miozinkutatas egyik “Szent Graljanak” szamitd erégenerdld lépés tovabbi szerkezeti
részleteinek megismerése céljabol a 6.2.2 fejezetben leirt miozin.ADP.blebbistatin komplex
aktinkotott formajanak stabil el6allitasat és a komplex szerkezetvizsgalatat tervezzik.

A BLM DNS-helikdz DNS-hibajavité mikodésének megértésében a kovetkezd l1épéseket a
ciklus molekularis mechanikai sajatsagainak meghatdrozdsdval kivanjuk megtenni. Ezen fell
Kellermayer Miklés csoportjaval egylittmikodésben egyedimolekula-mddszerekkel vizsgaljuk
a helikdznak a miikodés szempontjabol vélhet6leg kozponti jelentéségli — am adataink
alapjan az adott DNS-szubsztrat szerkezetétdl dinamikusan fliggé — oligomerizacidjat. A
hibajavito aktivitas megértéséhez részletesen megvizsgaljuk a helikdzok fehérjepartnerekkel
torténd egylttmdikodését is.

A 2. fejezetben felvetett legizgalmasabb kérdések kozé tartozik, hogy a nukleinsavakat
modositd enzimek enzimoldgiai és biofizikai sajatsagai hogyan befolydsoljdk az egyes
szervezetek genetikai alkalmazkoddképességét. A RecQ-helikdz hibajavité mikodésének
vizsgdlatara E. coliban az irdnyitott evollcié adta lehet6ségeket is fel kivanjuk hasznalni,
illetve tervezzilk e mddszertan kiszélesitését. Az enzim hibajavitd mikodése altal az UV-
sugdrzassal szemben biztositott ellenallo-képesség a RecQ-helikaz funkciondlis szelekcidjara
ad lehet6séget. Random mutagenezissel nagyszamu RecQ-varidnst hozunk létre, amelyeket
E. coli kléonokban kifejezve az UV-stresszkorilmények hangolasaval valdsitjuk meg a
szelekciot. A funkcionalisan kivdlogatott pontmutansok izoldlasa és enzimoldgiai-biofizikai
jellemzése révén kivanjuk meghatdrozni, hogy a mechanoenzimatikus sajatsdgok — tdébbek
kozott a 4.10 fejezetben leirt mikodések altal — hogyan jarulnak hozza a szervezetek
alkalmazkodd-képességhez és evollciés folyamataihoz.

A RecQ-helikazok kozismert genomépség-fenntartd szerepe mellett Vellai Tiborral
megvizsgaltuk ezen enzimeknek az eukaridta genomok evoluciéjaban bet6ltétt potencidlis Uj
szerepét is. Hipotézisiink szerint a meiotikus rekombinacié soran a RecQ-helikazok
kulcsszerepet jatszhatnak egy, a delécidk szelektiv kikliszobolését és az Ujonnan megjelend
inszerciok és duplikacidk elterjesztését szolgald genetikai mechanizmusban. E m(ikédést in
vitro és in vivo kisérleti modszerek kombinalt alkalmazasdaval tervezziik vizsgalni.
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7. Kozlemények jegyzéke
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