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1. Osszefoglalas

Felfedezéseink hozzajarultak a sejtosztédasban és -differencidcidban, a citoplazmatikus
anyagszallitdsban és az informdcid-anyagcserében kulcsszerepet jatszé motorenzimekrdl
alkotott képuink alakuldsahoz. Az aktomiozin rendszer szamos Uj motilitas-tipusat fedeztiik
fel: kideritettik, hogy ezek a molekularis mechanizmusok hogyan hatarozzak meg a miozinok
sokrétd élettani hatasait. Megvaltoztattunk az aktomiozin-mi{kodéssel kapcsolatos szamos
paradigmatikus nézetet. Megmutattuk, hogy egyes filamentalis miozinok magas
aktinkotottségi arany mellett mikodnek, valamint hogy e motorok termékgatlasi
mechanizmusa a kontraktilis és er6tartd lzemmoddok kozotti valtast tesz lehetévé.
Kimutattuk azt is, hogy az aktin-alapu anyagtranszport nemcsak egyedi miozin-molekulak
processziv. mikodésével, hanem molekulacsoportok egylttm(ikodése révén is
megvaldsulhat. A molekularis erégeneralds megértéséhez azzal jarultunk hozza, hogy
gatloszerrel stabilizaltuk a miozin erdékifejté l1épésének kezd6allapotat, illetve kimutattuk a
molekuldban a folyamat sordn Iétrejové mechanikai fesziiltséget. Megmutattuk azt is, hogy a
nukleotidcsere folyamata a miozinokban id6zit6 és a haladasi sebességet szabalyozd
szereppel bir. A folyamat mechanikai terhelés-érzékenyégének detektdlasaval hozzajarultunk
az allosztérikus szabdlyozas Uj formajanak megismeréséhez, amelyben a fehérjemolekulara
kifejtett mechanikai er6hatas befolyasolja az enzimmikddést. A miozinokon végzett
tanulmanyok mellett kidolgoztunk egy, a nukleinsavak mentén haladdé motorenzimek
mUkodési jellemzinek meghatarozasara alkalmas eljarast. Meghataroztuk tovabba a human
BLM DNS-helikaz mechanokémiai mechanizmusat, amely ravilagitott a sejtvaz- és nukleinsav-
motorm(ikodések dltaldnos elveire illetve a mikodéstipusok kozotti legfontosabb
kiilonbségekre.

2. Kérdések és célkitiuzések

Hogyan hasznositjgk a motor- és jeldtvivé enzimek a nukleotid-hidrolizisbél szarmazd
szabadenergidt mechanikai vagy informdcié-tovdbbité miik6désiikhdz?

Hogyan jarulnak hozzd az egyes enzimek szerkezeti adaptdcioi a komplex és specializalt
bioldgiai szerepek elldtdsdhoz?

Palyafutasom kezdetén abban a szerencsében volt részem, hogy az ELTE Biokémiai
Tanszékén bekerilhettem az eredetileg Szent-Gyorgyi Albert és munkatarsai altal Szegeden
alapitott izom-biokémiai iskola szellemi vérkeringésébe. Ezen iskola negyedik generacids
novendékeként engem is az él6 természet egyik legizgalmasabb jelensége, a
kemomechanikai energia-atalakitds b(ivolt el leginkdbb. A kutatasi terlilet fokuszaban
hagyomanyosan a kémiai energia mechanikai munkava torténd atalakitasat végz6 maig
legismertebb enzimcsoport, az izom aktomiozin-rendszere allt. A tudomdnytorténet e
terlileten a torzsfejl6déssel mintegy ellentétes Utvonalat jart be: a régodta egyediiliként
vizsgalt izom aktomiozin motorenzim-rendszerr6l a molekuldris sejtbiolégiai ismeretek
bévilése révén kiderilt, hogy az az eukariéta vildagban mindeniitt el6forduld altalanos
mozgatdrendszer szélsGségesen specializalt formdja. Doktori (Ph.D.) munkdm elvégzését
kovet6en egyre inkabb az kezdett érdekelni, hogy a rendkiviil sokoldalu sejtmiikodéseket és
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élettani funkcidkat ellatd miozin izoformak makroszképosan megfigyelhets, hasonldan
valtozatos mechanikai mikodését az enzimmolekuldak milyen biokémiai-biofizikai adaptacioi
teszik lehetévé. A milliszekundumok alatt lezajlé vdzizom-6sszehlzédas és az érakig tartd
sejtosztodas id6beli lefutdsa kozotti sok nagysagrendnyi kiilonbséget mennyiben hatdrozzak
meg az e mozgdsokat hajtd enzimek molekuldris sajatsagai? A szélsGségesen eltérd
szupramolekuldris szervezddésli motorenzimek (gondoljunk az izom vastag filamentumaira
illetve az egyedi molekulaként m{kodé szallitéfehérjékre) mikddése hogyan adaptalddott az
optimalis teljesitmény elérése érdekében? Vannak-e olyan motorenzimek, amelyeknek az
0sszehuzédas illetve anyagtranszport helyett statikus erétartds a szerepik? A mas biokémiai
rendszerekbdl jél ismert szabalyozomechanizmusok (ligandumkoétés, kovalens modositds)
mellett vajon az enzimekre haté kilsé mechanikai eré (ellendllds) is jelent6sen mddosithatja
azok biokémiai-biofizikai sajatsagait? Mire lehet j6 az él6 sejtben egy ilyen szabalyozd
mechanizmus? Arra, hogy az erégeneralas , energiatakarékos” mddon (a leheté legkevesebb
,uzemanyag-molekula” felhaszndlasaval) menjen végbe? Arra, hogy a kilénb6z6 sebességl
motorok ne akadalyozzak egymds mozgasat? Arra, hogy a szupramolekularis rendszerek
egyedi motoregységei kozott ,,hosszu tava” allosztérikus koordindcio johessen létre?

A fenti kérdések az aktomiozin rendszer sokféleségének szerepére vildgitanak rd. E
rendszeren tulmenéen azonban érdekl6désem homlokterébe kerilt e motorenzimek joval
tdgabb holdudvara is. Az aktomiozinhoz hasonléan sok mas sejtvaz-motor, nukleinsav-
modositd fehérje és jelatvivé enzimrendszer is nukleozid-trifoszfatok (NTP) hidrolizisét
hasznositja élettani funkcidja megvaldsitasahoz. Milyen dltaldanos elvek fedezhet6k fel e
rendkivil sokféle NTPaz enzim mikodésében? Az NTPazokban az NTP és a makromolekula-
partner (,sinfehérje”, nukleinsav) kotShelye kozott mindig torténik allosztérikus
kommunikdacié? E kommunikacié mennyiben sziikséges az enzimek hatékony mikodéséhez?
Az NTP-hidrolizisb6l szdrmazé szabadenergia a soklépéses enzimmechanizmusok mely
részfolyamata(i)ban szabadul fel? Az egyes |épések energetikdjanak mintazata
osszefliggésben all-e az egyes enzimek funkciéjaval?

Az élet kémidja mellett egyetemi hallgatd korom o6ta a genetika, a biolégiai
informacidfeldolgozas folyamatai felé fordultam a legnagyobb érdekl6déssel.
Kutatécsoportommal ezért a kozelmultban a két érdekl6dés 0Osszekotésével kivanjuk
megvaldsitani hosszu tavu terveinket. A molekularis genetikai folyamatok tobbségét hajtd
enzimek tobbsége nukleinsav mentén mozgd motorfehérje. Ezért ésszerl azt feltételezni,
hogy ezen enzimek biokémiai-biofizikai sajatsdgai nagymértékben meghatdrozhatjak az
informdacidé-feldolgozasi folyamatok kimenetelét. Az Gsszetett genetikai folyamatok szamos
enzim egyuttmdakodésébdl illetve ,kotélhdzasabdl” (antagonisztikus viselkedésébdl) adddo
sztochasztikus jelenségekként foghatdk fel. Azt szeretnénk felderiteni, hogy milyen
Osszefliggés all fenn az egyes enzimek haladasi sebessége, processzivitasa (egy |épéssorozat
soran varhatd uthossza), er6kifejtése, energetikai hatékonysaga illetve a makroszkdposan
megfigyelheté genetikai és evollciés folyamatok, sajatsagok (adaptacié, mutdaciok
keletkezése és stabilizdlédasa, genomépség fenntartasa, Uj valtozatok elterjedése) kozott.
Ismertetett és jelenlegi munkainkban a DNS-hibajavitasban és rekombinacids folyamatokban
szerepet jatszd, valamennyi él6 szervezetben megtaldlhatd helikdz motorenzimek (RecQ-
csalad helikdzok) m(ikodési mechanizmusat vizsgaljuk, és azt igyeksziink felderiteni, hogy e
molekularis folyamatok hogyan jarulnak hozzad egyrészr6l a genom épségének
fenntartasahoz, masrészrél az Uj génvaltozatok elterjedéséhez.
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3. A munka koriilményei és el6zményei, szakmai
hozzajarulasok

Jelen értekezés alapjaul a doktori (Ph.D.) fokozat megszerzése 6ta a molekularis motorok
témakorében megjelent sajat kozlemények szolgalnak, amelyek az irodalomjegyzékben az (1-
27) szamok alatt szerepelnek. Ezek kozlil az (1,3,5-13;20,21) szamu cikkek abbdl a munkabol
sziilettek, amelyet az USA-beli National Institutes of Health-ben, James R. Sellers
kutatocsoportjaban végeztem vendégkutatéként. A tobbi 14 publikacié az ELTE Biokémiai
Tanszékén kutatdcsoportommal végzett munka eredménye.

Az ismertetett munkdk kozil hét cikkben szerepelek els§, nem-levelez6 szerz6ként
((1,3,5,6,8,11,12) — ezek kozul az (1,3,8,11,12) cikkek megosztott elsd szerzések). E munkak
esetében els6sorban a koncepcid részleteinek kidolgozdsaban, a kisérleti munka
tervezésében és kivitelezésében, az adatok feldolgozdsdban és a cikkirdsban jatszottam
meghatdrozé szerepet. Tovabbi harom elsészerz6s cikkben (4,7;17) levelez6 szerz6 is vagyok:
e munkdk esetében az alapkoncepcié megsziiletése és kidolgozasa is hozzam kothet6. A
(18;20;22-27) szamok alatt szerepl6 nyolc dolgozatban utolsé és levelez6 szerzéként
szerepelek: e cikkek a kutatécsoportom tagjai altal végzett, témavezet6ként elnyert
palydzataimbdl finanszirozott munkakbdl sziilettek. A dolgozatban elsésorban a felsorolt
els6- illetve utolsdszerzds kozleményekben ismertetett eredményekre igyekszem hangsulyt
fektetni.

Az ismertetett kutatasok el6zményét képezé Ph.D. fokozatot az ELTE Graf Laszlo
professzor altal vezetett Szerkezeti Biokémia Doktori Iskoldban szereztem. A Ph.D. dolgozat
alapjaul szolgalé munkak (28-31) részben az ELTE Biokémiai Tanszékén Nyitray Laszld
témavezetésével, részben a Leicesteri Egyetemen Clive R. Bagshaw professzor és Malnasi-
Csizmadia Andras témavezetésével késziltek. Ph.D. munkdm soran a miozin ATPaz
enzimatikus mechanizmusanak addig megoldatlan alapvet6 kérdéseit vizsgaltam: tisztaztuk a
miozin nukleotid-kotési folyamatanak részlépéseit, illetve meghatdroztuk az ATP-hidrolizis
|épés kapcsoltsagat az er6kar mozgasaval. Bagshaw professzor a tranziens enzimkinetika és
fluoreszcencia-spektroszkopia egyik legismertebb mestere a molekuldris motorok
tudomdényteriletén, igy a doktori munka soran alkalmam nyilt e technikdk részletes
elsajatitasara.

A nemzetkdzi tudomanyos vérkeringésben vald részvétel mellett fontosnak érzem a
magyar nyelv(i szakmai és ismeretterjeszté irodalomban torténd rendszeres publikalast,
ezért az irodalomjegyzékben (32-36) szamok alatt felsoroltam az utdbbi években magyar
nyelven megjelent cikkeinket is.



Motorenzimek mikédésének sokfélgfgge Q) 1 (YITA doktori értekezés Kovdcs Mihaly

A4

4. Tudomanyteriileti hattér

4.1 Az energia-atalakitas az élévilagban megfigyelhet6 mozgasok alapja

A kémiai reakciokbdl szarmazo szabadenergidt szamos enzim erdékifejtésre, a
sejtalkotok és sejtek szerkezetének dtalakitasdra haszndlja fel.
Ezek az enzimek minden életfolyamatban nélkiil6zhetetlen szerepet jatszanak.

Az iranyitott és szabalyozott, aktiv mozgasra vald képesség (spiritus animalis, mai kifejezéssel
motilitds) a legalapvet6bb életjelenségek egyike. A sejtalkotok, sejtek, testrészek és végsé
soron az él6 szervezetek mozgdsat molekularis motorok teszik lehetévé. Ezek a motorok
enzimfehérjék, amelyek valamely szabadenergia-felszabaduldssal jaré kémiai folyamathoz
irdnyitott mechanikai funkciét, munkavégzést kapcsolnak. A molekularis motorok kozé
tartoznak tobbek kozott a linedris mozgatast végzd eukaridta sejtvaz-fehérjék (tubulin-
kinezin, tubulin-dinein illetve aktomiozin rendszer), a baktériumok forgdmozgdst végzé
flagellaris motorjai, a mitokondrialis ATP-szintaz (az oxidativ foszforilacié kulcsenzime),
valamint a nukleinsav “sineken” mozgd DNS- és RNS-polimerdzok, illetve szamos egyéb,
nukleinsavakat maédositd enzim (pl. helikazok, transzlokazok, rekombinazok) is.

Ahogyan nincs anyag mozgds nélkil, ugy mikodéképes él6 sejt sem képzelhets el
motorfehérjék hidnydban. A sejtvaz motorjai kozil példdul az aktomiozin rendszer olyan
alapvetd sejtfolyamatokban jatszik szerepet, mint a sejtalak és -polaritas meghatarozasa, a
sejtosztddds, az exo- és endocitdzis, a kilonbozé sejtnydlvanyok (lamellipédiumok,
filopédiumok) létrehozasa és mozgatdsa, az irdnyitott sejtmozgas illetve a kemotaxis (37). A
nukleinsav sineken mozgd és azokat médositdé motorenzimek kdzé tartoznak a DNS- és RNS-
polimerazokon, rekombindzokon és kiilonb6z6 transzlokazokon kiviil a DNS-helikazok is. Ezek
az enzimek a kett&sszali DNS szalainak elvalasztasat végzik, midltal hozzaférhetGvé és
valtoztathatovd valik a DNS-molekula informacio-tartalma. Valamennyi él6lény sokféle
helikdz enzimet haszndl (az emberi gének 1 %-a helikazt kddol), amelyek elengedhetetlen
szereplGi a replikacid, rekombinacid, transzkripcid és hibajavitas folyamatainak (38-41).

4.2 A téma tudomanyos jelentésége és Gjszeriisége

A kemomechanikai energia-atalakitds a modern bioldgia egyik legérdekesebb,
kihivasokat kindlo kulcsproblémdja.

A kémiai energia mechanikai munkavd torténé magas (akar 80 %-os) hatasfoku direkt
atalakitasa a leglenyligoz6bb ,,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 (38;42-44).

Sokat tudunk mar arrdl, hogy a kiilonb6z6 bioldgiai makromolekuldk mikodését hogyan
befolyasolja a kot6partnereikkel (szubsztratokkal, templatokkal vagy ,,sin”-filamentumokkal,
modulatorokkal, mds ligandumokkal) létesitett kémiai kdlcsonhatds. A fizikai er6hatasoknak
a biolégiai makromolekuldak szerkezetére és mi(ikodésére gyakorolt hatdsat leird
tudomdnydg, a mechanobiokémia azonban még gyermekcip6ben jar. A téma fontossagat
egyre novekv6 szamu megfigyelés jelzi, amelyek azt igazoljak, hogy a kiils6 er6hatasok egyes
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enzimek specifikus konformacio-valtozasait idézik eld, és igy a sejtbeli miikodések rovid és
hosszU tdvu szabadlyozasahoz jarulnak hozza (45,;46). Természetébdl addéddan a
motorenzimek vilaga kinadlja a legalkalmasabb kisérleti rendszereket, amelyekben a
mechanobiokémiai effektusok vizsgalhatok (47).

A sokféleség (diverzitds), mint az élGvilag alapvet6 aspektusa, a motorenzimek szerkezeti,
mikodésbeli és funkciondlis valtozatossagdban is megmutatkozik (37;38,44,;48). Konnyl
elképzelnink, hogy egy olyan motornak, mint a vazizom miozin 2, amely a vastag
filamentum, egy tobb szdz molekulabdl felépll egység részeként fejti ki mikodését és gyors
izom-06sszehlzdédast produkal, alapvetéen mas mechanikai teljesitményre és ehhez szorosan
kapcsolt enzimmechanizmusra van sziiksége, mint példaul a miozin 5-nek, amely egyedi
molekulaként lépeget az aktinszdlon, és vezikulumok transzportjat végzi. Ezt a funkcionadlis
sokféleséget eltér6 enzimmechanizmusok teszik lehetévé, amelyek kozil szdmosat
részletesen felderitettlink munkank soran.

A DNS-helikdz motorok mikodési mechanizmusairdl Iényegesen kevesebbet tudunk, mint
a sejtvaz-motorokérdl. Az informdcié-anyagcserében miikodé molekuldris komponensek
oroszlanrészét a genomikai kutatdsok mdra azonositottak — e molekuldk kozil soknak a
szerkezete és sejtbeli funkcidja is ismert —, részletes mikodési mechanizmusaik viszont
legnagyobbrészt még felderitetlenek (38;39;44). A kovetkez6 attorések igy vélhetGleg
azokon a tudomadnyterileteken varhatok, amelyek ezeket a mikodési elveket kvantitativ
modon vizsgdljdk. Kutatdcsoportom egy részével ezért a RecQ-csalddba tartozé DNS-
helikdzok molekuldris mechanizmusat vizsgaljuk az aktomiozin motorokon részletesen
kidolgozott biokémiai, enzimkinetikai, molekuldris biofizikai és egyedimolekula-kisérletes
arzenal felhaszndlasaval és tovabbfejlesztésével.

4.3 A téma alkalmazasi jelent6sége

A motorkutatds eredményeit az orvostudomdny és a nanotechnoldgia hasznositja.

A molekuldris motorok kutatdsa kettds jelent6séggel bir az alkalmazas szempontjabdl.
Egyrészt, mivel a motorok rendkiviil sokféle élettani folyamatban jatszanak kozponti
szerepet, az egészséges és hibas molekularis miikodések ismerete betegségek kialakulasi
mechanizmusainak megértését, illetve specifikus modulatorok, gatldszerek tervezését és
gyogyszerként torténd alkalmazasat teszi lehetévé. llyen betegségek és folyamatok pl.
miozinok esetén a kilénb6z6 kardiomiopatidk, az asztma, az idegszovet-regenerdcios
folyamatok és érzékszervi betegségek (37); DNS-helikdzok esetén a rdkos és virusos
megbetegedések (40). A monastrolt, amely egy, a mitézisban szerepet jatszé kinezin
inhibitora, igéretes gydgyszerjelolt molekulaként tartjak szdmon (49;50). A szivizom miozin
egy nemrég eléallitott mesterséges aktivatora kiilonb6z6 kardiomiopatidk, mig az altalunk is
behatdan vizsgdlt blebbistatin — a sejtosztédds motorjaként m(ik6d6é nem-izom miozin 2
gatlasa révén — szolid tumorok kezelésének vélhat hatékony eszkdzévé (51,;52). Szamos DNS-
helikaz-inhibitor bizonyult hatékony antivirdlis szernek klinikai vizsgalatokban (40).

Az orvosbioldgia mellett a nanotechnolégia a motortudomdany masik jelentds alkalmazasi
terlilete. A motor-mechanizmusok ismeretében sajat céljainkra tervezett motorok allithaték
el6, amelyek chipek, nanokapcsoldk gydrtasara és mas nanofabrikdcidos célokra
hasznosithatok (53).
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4.4 Hidrolitikus hajtéer6 munkara fogasa NTPaz enzimekben

A motor és jeldtvivé NTPdzok nukleotidokkal és makromolekula-partnerekkel
kélcsénhatva téltik be élettani szerepiiket.

A szabadenergia-felszabadité NTPdz ciklus részlépéseinek energetikai és kinetikai
hangoldsa dénté jelentéségli a bioldgiai aktivitdsok megvaldsuldsaban.

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

A motor- és jeldtvivé NTPazok az NTP-molekuldk hidrolizise soran felszabaduld
szabadenergiat hasznaljak fel olyan intramolekularis atalakulasok hajtoerejeként, amelyek a
partnerekkel (fehérjékkel, nukleinsavakkal, lipidekkel) torténé kolcsonhatdsok révén
hatékony erGgenerald vagy jeltovabbitd miikodést eredményeznek. Ezek az univerzdlis — az
NTP-molekula hidrolizisén, illetve a hidrolizis-termékek Uj NTP-szubsztratra torténd
kicserélésén alapuld — mechanizmusok olyan szerkezeti (allosztérikus) kommunikacios
Utvonalakat hasznositanak, amelyek evoluciés konzervaltsdga még egészen kiilonbozé
élettani folyamatokban szereplé enzimek esetében is nyilvanvald (54-56). A G-fehérjék,
miozinok és kinezinek nukleotidkot6 helyének harom legfontosabb konzervalt szerkezeti
eleme a switch 1 és switch 2, illetve a P-hurok. Ezek az elemek a katalizis mellett az enzimek
és a partnerek kozotti allosztérikus kapcsolasban is kulcsszerepet jatszanak (43). Az ezen
elemekben mutatkozé — némely esetben csupdn egyetlen aminosavat érinté — természetes
valtozatossag ugyanakkor teret enged az enzimm(ikodés specializacidjanak, finomhangolasi
mechanizmust biztositva az enzimek szamara.

A kolcsonhatd partnerekkel megvaldsitott egylttm(ikodés az enzimek hatasanak tovabbi
hangoldsat teszi lehet6vé. G-fehérjék esetében az allosztérikus aktivatorok (GAP: GTPase
activating protein) illetve nukleotid-cserefaktorok (GEF: guanine nucleotide exchange factor),
kinezinek illetve miozinok esetében pedig a sinként szolgdld mikrotubulus, illetve aktinszal
elengedhetetlen kelléke a hatékony enzimmikédésnek.

A teljes NTP-hidrolizis reakcidciklusban felszabadulé igen jelent6s szabadenergia-
mennyiségnek az egyes enzimatikus részlépések kozotti megoszldsa, illetve e részlépések
kinetikai hangoldsa donté szereppel bir a bioldgiai aktivitdsok megvaldsulasaban. A
nukleotidkotés, -hidrolizis, a termékek felszabadulasa, valamint az e |épésekhez kapcsolt —
gyakran igen nagy mérték(i — szerkezet-vdltozasok, illetve a partner-kélcsdnhatas kozotti
kapcsoltsag rendkiviil sokféle mdédon valdsulhat — és valdsul — meg az NTPazok vilagaban.
Nem nehéz belatni, hogy e kulcsfontossagu folyamatok megértése kizardlag részletes
kvantitativ (kinetikai, energetikai, finomszerkezeti) elemzés révén lehetséges. A fenti
mechanizmusok latvanyos példajaként emlithetd, hogy sin illetve templat kotGpartner

YA bioldgiai aktivitasokhoz természetesen a sinek molekularis dinamikdja is |ényegesen hozzajarul. Ez a hatas
azonban mind a sejtvaz- (aktin, tubulin), mind a nukleinsav-sinek esetén még mindig a kevésbé felderitett
terlletek kozé tartozik — annak ellenére, hogy szdmos magyar kutatd (tobbek kozott a Pécsi Egyetem tobb
csoportja, illetve az ELTE-s Hegyi Gyorgy professzor) jelentds hozzajarulasokat tett a terileten. A kérdéskort a
dolgozatban nem targyalom, mivel nem tartozik az ismertetett munkak latékorébe.
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tavollétében a legtobb motorfehérje csak igen alacsony (Un. bazalis) NTPaz aktivitassal
rendelkezik, és ezen aktivitdsnak a partner altali aktivacidja kulcsfontossagl a hatékony
mikodésben és az energiapazarléd ,felesleges” hidrolizis-ciklusok elkerilésében (26). Az
aktivacié mértéke és az aktivalt enzimatikus részlépés kiléte igen széles valtozatossagot
mutat az egyes enzimcsaladok kozott és gyakran csaladokon belil is. A fenti allosztérikus
hatas gyakran a hidrolizislépés megtorténte utan bekdvetkezd nukleotidcserét (pl. egy NDP-
megerdsitést nyer az a szemlélet, amely szerint a nukleotidcsere a metabolikus, jelatviteli és
erégenerald folyamatokat mikodteté enzimek széles skalajanak univerzalis, am egyedileg
finomhangolt szabdlyozdja (54,57). E kép alapjan az aktin példaul a miozin allosztérikus
nukleotid-cserefaktoranak (GEF-jének) tekinthet6. A kozeljovében a terileten zajlé kutatas
vezérfonaldt alighanem e szabalyozasi mechanizmus szerkezeti és dinamikai részleteinek,
elveinek felderitése fogja képezni, ami tovdbb gazdagitja majd az életfolyamatok fizikai-
kémiai alapjairdl alkotott képlinket.

4.5 Az izom-biokémia és a miozinologia klasszikus mérfoldkovei

Az izomm(ik6dés vizsgdlata a biokémia és a molekuldris bioldgia sziiletésétél kezdve e
tudomdnyok gyujtopontjdban dllt.

Az izom ATPdzdval, az aktomiozinnal kapcsolatos alapvet6 felfedezések jelentds része
magyar szellemi miihelyekben sziiletett.

A ,spiritus animalis”, azaz az él6lényeket mozgatd er6 mibenléte mar évezredekkel ezel6tt is
foglalkoztatta a gondolkoddkat. Eraszisztratosz (alexandriai iskola, i. e. 3. sz.) mar utal arra,
hogy az er6 az izmokban rejtézik. A kévetkezd hosszu id6szak soran tébbek kozott Galenus,
Leonardo da Vinci, Vesalius és Descartes mlveiben taldljuk meg az Eraszisztratosztdl
eredeztethet6 pneuma-elmélet kiilonb6z6 valfajainak kifejtését, amely szerint a pneumat az
idegek szdllitjdk az izmokba, ahol az duzzadast okozva fejti ki hatasat (58). Az elmélet
cafolatat S wammerdam felfedezése adta, amely szerint az izom térfogata allandé marad az
0sszehUzédas soran. Az izom kémiai energiat mechanikai munkava alakitdé gépezetként vald
termodinamikai leirasat végul von Helmholtz adta meg a 19. szdzadban.

Az izom fehérjekomponenseinek leirdsdban Kiihne vizsgalatai (59) jelentették az elsé
attorést, a mai fogalmaink szerinti miozin azonositasa azonban Szent-Gyorgyi Albert szegedi
kutatocsoportjahoz, az aktin izolaldsa pedig Straub F. Brund nevéhez fliz6dik (60;61). Az ATP-
rél, amelyet Lohmann egy évtizeddel kordbban fedezett fel (62), Engelhardt és Ljubimova
mutattak ki, hogy az a miozin szubsztratja és az izom ,izemanyaga” (63). Szent-Gyorgyi
Albert csoportjdhoz fliz6dik annak felfedezése is, hogy az ATP emellett az aktomiozin
megmagyarazhatoé jelenségként tartottak szamon (60). Néhany évvel kés6bb Szent-Gyorgyi
Andras és Bir6é Endre fedezte fel, hogy az aktin jelent&sen aktivalja a miozin ATP4az aktivitasat
(64).

A vaz- és szivizom polarizalt fénymikroszkdpos strukturajaban szembeo6tl6 harantcsikolt
szerkezet az un. vékony, illetve vastag szalak (filamentumok) periodikus, részben atfedd
elhelyezkedésébdl adodik. A. F. Huxley és Niedergerke, valamint H. E. Huxley és Hanson
egyidejlleg végzett munkai révén alakult ki a csuszé szal (sliding filament) elmélet, amely
szerint a vastag szalakrdl lelégd ,kereszthidak” ciklikusan lépnek kdlcsonhatdsba a vékony
szalakkal, és az 6sszehuzddas a két szal egymashoz képest torténd elcslszasabol adodik
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(65,66). A vékony szalak f6 alkotdeleme az aktin, mig a miozin-molekulak a vastag szalakat,
illetve az azokbdl kiindulé kereszthidakat alkotjak. A kereszthid, amelyet késébb a miozin feji
részével azonositottak, tartalmazza az aktin és az ATP kot6helyeit (67-69). A kilendild
kereszthid (swinging cross-bridge) modell alapja a miozin fej aktinhoz képest elfoglalt
orientacidjanak megvaltozdsa a m(ikodési ciklus soran (70;71).

Az aktomiozin ATPaz biokémiai ciklusat a mechanikai er6generald ciklussal Lymn és Taylor
épitette Ossze atfogd kinetikai modellé az 1970-es évek elején (72-74). A ,négylitemid”
modellben a miozinfej (jelolése: M) ATP-kotése az aktinszalrdl (A) valod levaldssal jar egyutt
(1. Abra, 1. 1épés). Az ATP-hidrolizishez kapcsoltan a miozinfej ,felhlzott” allapotba keril (2.
lépés), és igy kotédik vissza az aktinszalhoz (3. |épés). Az er6kifejt6 |épés (munkalitem,
powerstroke, 4. |épés) sordn az aktinhoz kotott miozinfej a felhlzott allapotbdl a lecsapott
konformacidba tér vissza, ezzel elhlzva a vékony szalat a vastag szalhoz képest. Az erGkifejt6
|épés a hidrolizis-termékek (foszfat (P;) és ADP) aktin-aktivalt felszabadulasahoz kapcsolt.

AM.ADP.P; M.ADP.P;

M.ATP

1. dbra: A Lymn-Taylor modell (75). A négylépéses modellben az erégenerdlds a
miozinfejben az ATP-kétés, -hidrolizis és termék-felszabadulds sordn végbemend szerkezeti
vdltozdsoknak az aktin-kélcsénhatdshoz valo kapcsoltsdga révén jén létre. A lépések
magyardzatdt Idsd a sz6vegben.

A miozin ATPaz ciklus fontos részleteiben tovabb finomitott kinetikai modelljét Bagshaw
és Trentham kozolte roviddel a Lymn-Taylor modell megjelenése utan (76-78). A modell
szerint az ATP-szubsztrat kotése kétlépéses, egy masodrendl Utkdzési 1épésbdl (2. abra, 1.
lépés) és az azt kovet6 els6rendl izomerizacidbol (szerkezet-valtozasbdl) (2. 1épés) allé
folyamat. Ez utdbbi |épéshez kapcsolddik a vazizom-miozinban az ATP-vel torténd
kolcsonhatas soran bekovetkezé fluoreszcencia-emelkedés elsé fazisa (M*.ATP). A
reverzibilis hidrolizis-lépést (3. Iépés) tovabbi fluoreszcencia-emelkedés kiséri (M**.ADP.P;).
A miozin termékkomplexe ekkor visszatér az ATP-hidrolizist megel6z6 konformaciéba (4.
lépés), majd a foszfat felszabadul (5. 1épés). A 4. és 5. |épésbdl allé folyamat a ciklus
sebesség-meghatarozo része. Az ADP disszociacidja az ATP-kdtéshez hasonldan két Iépésben
megy végbe (6-7. [épés).
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1 2 3
M + ATP —<=— M.ATP —— M"'.ATP = M*".ADP.Pi
4]' 4
7 6 5
M + ADP-#==- M.ADP = M*.ADP + Pi ~——~— M*. ADP.Pi

2. dbra: A Bagshaw-Trentham kinetikai modell. A csillagok a miozinfej triptofdn-
fluoreszcencidjanak emelkedését jelzik. A Iépések magyardzatat Idsd a sz6vegben.

4.6 A miozin szerkezeti elemei

A miozin-molekula feji része az aktin- és ATP-kétéhelyeket tartalmazé motordoménbél
és annak erékarjabdl dll, mig a farokrégio a szupramolekuldris egységek kialakitdsdért
felelés.

A funkciondlis egységek kozotti allosztérikus kommunikdcio a motormiikddés
alapjelensége.

A konvenciondlis miozin (miozin 2) tobb alegységhdl allé fehérje, amely ,fej” és ,farok”
részekre oszthatdé (3a abra). A fej a katalitikus aktivitdsi motordoménbdl, illetve az
erGkarként mikodd nyaki régidbdl tevédik 6ssze. A motordomén tartalmazza az aktin és az
ATP kot6helyeit, illetve az erGkar csukldpontjat és kiinduld részét (3b abra). Az er6kar a
nehézlanc hosszu a-helikalis szegmensébdl és az ehhez kétédd konnydldancokbdl all. A farok
szuperhelikdlis (coiled-coil) szerkezetet képezve nehézlanc-dimereket hoz létre. A
konvencionalis miozin fiziologids ioner6sségnél szalakat képez, ami megneheziti az oldatbeli
vizsgalatokat. Az ilyen vizsgalatokhoz ezért legtobbszor oldhatd proteolitikus illetve
rekombinans fragmentumait hasznaljak. A miozin limitalt proteolitikus emésztéssel nehéz
(HMM: ez az oldatba vihet6, kétfejli fragmentum a fejeket és a farok egy proximalis darabjat
tartalmazza) és konny( (LMM: a farok fennmaradé része) meromiozinokra hasithaté (67;79).
A HMM tovabb hasithatdé az un. szubfragmentum-1-re (miozinfej, S1) és -2-re (S2). Az S1
Onmagdban is aktin-aktivalt ATP4az aktivitast és in vitro mozgatoképességet (motilitast) mutat
(80).

Az aktomiozin rendszer kozponti eleme a miozin motordoménje, amelynek fent
ismertetett funkcionalis részei — az aktin illetve a nukleotid két6helye, valamint az erékar
kiinduldpontja — k6zotti kommunikacié a motormiikddés kulcsjelensége (43). A nukleotid-
kot6zseb szerkezeti elemei konzervaltak a miozinokat is magaba foglald P-hurok NTPazok
nagy csaladjaban. A nukleotid kotésében a P-hurok mellett a switch 1 és switch 2 hurkok
vesznek részt (3b dbra). A switch 1 a nukleotid-zseb és az aktin-kotShely, a switch 2 pedig a
nukleotid-zseb és a transducer-relé-konverter elem (és ezen keresztil az er6kar) kozotti
kommunikdaciot biztositja. A relé egy hosszu a-hélix, amely a konverter région keresztil az
er6kar mozgasat iranyitja (3b abra). A transducert hétszalu B-lemez alkotja, amely torzids
rugéként jarul hozzd a motordoménen belll zajlé allosztérikus kommunikaciéhoz. Az
aktinkotd régiét hosszu és mély arok osztja ,felsé” és ,alsé” részre (3b dbra).
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A Nehézlancok
). Koénnyllancok
' !—'_
' / Farok
/ Erékar
Motordomén

Felsé aktinkoto régio

Alsé aktinkoté régié
g ——

Switch 1

Nukleotid

P-hurok Transducer
Switch 2
Csuklépont
Relé

Konverter

Felhuzott allapot Lecsapott allapot

3. dbra: A miozin szerkezete (26). A: A miozin holoenzim alegység- és doménszerkezete. B:
A motordomén legfontosabb szerkezeti elemei.

4.7 A miozin mechanokémiai ciklusa

Az ATP-hidrolizisbél szarmazo szabadenergia a miozinnak az aktin mentén térténé
egyirdnyu elmozduldsdt hajtja.
Az elmozdulds a miozin erékar-lecsapdsa révén jén létre.

A miozin az ATP-ben tarolt kémiai energidat — szerkezeti atalakulasokon keresztlil —
mechanikai energidva alakitva az aktinsinen térténé egyiranyu elmozdulashoz hasznositja. Az
energia-atalakitdas megértéséhez elengedhetetlenil sziikséges a ciklus soran bekdvetkez6
szerkezeti atalakuldsokat a kinetikai-energetikai aspektusokkal integralé komplex modell
megalkotdsa és finomitdsa.

A Lymn-Taylor modellben — a kilendil6 kereszthid elIméletnek megfelel6en — a miozinfej
(kereszthid) egésze elfordul az aktinszalhoz képest a felhuzasi illetve lecsapasi |épések soran
(1. dbra). A kereszthid mozgdsat azonban csak nehezen lehetett kimutatni (81,82). Ennek oka
sokadig tisztazatlan maradt. Kés6bb fény deriilt arra, hogy a miozinfejnek csak az er6karja
végez jelent6s elmozduladst az aktinhoz képest. A kilendiil6 erékar (swinging lever arm)
elmélet szerint az aktin és a miozin kozotti kolcsOnhatdsi fellletnek nem sziikséges
megvaltoznia a munkaitem sordn. A miozinfejnek az 1990-es évek elején meghatarozott
atomi szerkezetei igazoltdak az erbkar-elméletet (3b dabra). A fej ADP-vel illetve ATP-
(prehidrolitikus) analdgokkal alkotott komplexeiben az erdkar lecsapott, mig ADP.P;-
(poszthidrolitikus) analdgokkal alkotott komplexekben felhtzott allapotban mutatkozott meg
(83-86). A lecsapott illetve felhuzott er6karu allapotokat Malnasi-Csizmadia Andrds és
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munkatarsai kinetikai és spektroszkdpiai vizsgalatokban a Bagshaw-Trentham modell (2.
abra) M* illetve M** allapotaival azonositottak (87).

Az atomi szerkezetek azt is megmutattak, hogy kapcsoltsag all fenn a switch 2 hurok és az
erékar konformacidja kdzott: a hurok a felhuzott szerkezetben un. zart, mig a lecsapottban
nyitott konformaciot vett fel (84). A két szerkezeti elem kozotti csatolast a relé-konverter
elem biztositja (3b 4bra). Az ATP-hidrolizis kataliziséhez sziikséges — a switch 2 és a kotott
nukleotid y-foszfatja kozotti — koélcsonhatasok csak a hurok zart (vagyis az erékar felhizott)
allapotdban vannak jelen, ami kapcsolatot teremt az enzim katalitikus képessége és az
erbkifejtés kozott. Doktori (Ph.D.) munkam sordn kimutattuk, hogy az ATP-kotést kovetd
erGkar-felhlzas gyors és reverzibilis |épés, amelyet kovet6en a felhlzott allapot a
hidrolizislépés révén stabilizalodik (28;29,;31).

Gyimesi Maté és Malnasi-Csizmadia Andras vizsgalatai deritettek fényt arra, hogy az ATP-
hidrolizist kovetéen a miozin-termék (M.ADP.P;) komplexben bekovetkezé erékar-lecsapasi
lépés aktin tavollétében az ATPaz ciklus sebesség-meghatarozd lépése (88). Ha azonban a
felhuzott allapotu termék-komplexnek lehet6sége van visszakdtni az aktinszalhoz, akkor a
kotés utan gyorsan megtorténik az erékifejtéshez vezetd erGkar-lecsapasi lépés. Az aktinszal
mentén torténdé elmozdulds donté részben az erékarlecsapasbdl szarmazik, az erékar hossza
igy meghatdrozza a miozin lépéshosszat (89). Ujabb eredmények szerint az aktinkotott
allapotban lezajlé erdkifejtés nem a felhizas ellentéteként foghaté fel, hanem mas
szerkezeti Utvonalon zajlik: a switch 2 hurok mindvégig zarva marad az er6kar lecsapasa
soran (43). A lecsapashoz kapcsoltan a hidrolizis-termékek eltdvoznak a miozinrél; a termék-
felszabadulds szerkezeti Utvonala és a pontos csatolasi mechanizmus azonban még erGsen
vitatott.

Szintén a megoldatlan kulcsproblémdk kozott szerepel az erésen kotott aktomiozin
komplex szerkezete. A komplexet eddig senkinek sem sikerilt kristalyositani, ezért a
legpontosabb (1,4 nm felbontasu) rendelkezésre all6 szerkezet az aktin és a miozinfej
rontgenkrisztallografias szerkezetének a nukleotidmentes (rigor) aktomiozin komplex krio-
elektronmikroszképos képéhez torténé dokkoldsaval Allitottdk elé (90). A dokkolas
eredménye azt sugallta, hogy a miozinfej aktink6té arkanak az erés aktinkotés létrejottekor
be kell zarddnia. A jelenlegi elképzelés szerint az aktinkotés sordan el6sz6r a miozinfej ,alsd”
aktinkot6é régidja (3b abra) kezdeményez un. gyenge kolcsOnhatdst az aktinnal, majd az
arokzarodast kovetGen a fels6 aktinkoté régid kozremikodésével jon létre az erds
aktomiozin kolcsOnhatds (91). A kolcsonhatds létrejottekor a motordomén belsejében
elhelyezkedd transducer B-lemez torzids szoge megvaltozik, aminek alapjan feltételezik,
hogy ez a régié erGatvivé rugdként mikodik az er6generalasi folyamat soran.

A 4. dbra mutatja be a mechanokémiai ciklus legfontosabb szerkezeti allapotait, azok
leggyakrabban hasznalt angol neveinek feltiintetésével’.

? A kissé eréltetettnek tiing elnevezések a kristalyszerkezetek és a dinamikus folyamatok kozotti megfeleltetés
eréfeszitéseit tikrozik.

Az 1., 4. és 6. abrakon az aktomiozin m(kodési ciklus harom kiilonb6z6 médon keriilt dbrazolasra. Reményeim
szerint ez nem okoz értelmezési nehézségeket az olvasé szamara: a kilonb6z8 szerkezeti illetve kinetikai
aspektusokat jobbnak lattam kilén dbrakon hangsulyozva feltiintetni.
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4. dbra: Az aktomiozin miikédési ciklusa a legfontosabb — azonositott vagy feltételezett —
konformadcics dllapotok (narancs) feltiintetésével. Az aktinrdl levdlt post-rigor és pre-
powerstroke dllapotok atomi szerkezete ismert, mig az erékifejtés kezdGallapotat képvisel
start-of-powerstroke dllapot dbrdzolt szerkezeti tulajdonsdgai (zdrt drok, felhuzott erékar)
feltételezettek (vé. 6.2.2 fejezet), a végdllapotot jelenté rigor-szerkezet pedig csak
alacsony felbontdsban ismert.

4.8 A miozinok szerkezeti és funkcionalis sokfélesége

A miozin szupercsaldd képviselGinek sokrétl sejtbeli és élettani aktivitdsait e
motorenzimek nagyfoku szerkezeti és kinetikai vdltozatossdga teszi lehetéveé.

A fenti ismeretek elsGsorban a gerinces vazizom miozint is magaba foglald konvenciondlis
miozinok (miozin 2 osztaly) vizsgdlatanak eredményeként keletkeztek. Tobb évtizede ismert
azonban, hogy a miozinok minden eukariéta sejtben jelen vannak: e motorok teszik lehetévé
szamos sejtalkoto, sejt, szerv és szervezet mozgasat. A miozinok kulcsenzimei a vazizom-,
szivizom- és simaizom-kontrakcié folyamatanak, illetve szerepet jatszanak vezikulumok és
molekula-komplexek citoplazmatikus transzportjaban, illetve a sejtmigracié és -
differenciacio, citokinézis, endo- és exocitdzis folyamataiban (37). A miozin szupercsalad —
rendkivili formagazdagsaganak és univerzalis el6forduldsanak koszonhet6en — maéra az
eukariota életfa filogenetikai kutatasanak egyik legfontosabb objektumava nétte ki magat
(92;93).

Valamennyi miozin tartalmaz motordomént, amely altaldban a fehérjék N-terminalis
részét képezi (5. abra). A motordoménbdl kiindulé er6kart a kalmodulin csalddba tartozé
konny(ilancok stabilizaljak. Ujabb eredmények — kdztiik Nyitray Laszlé csoportjanak adatai —
szerint magdanyos egyszalu a-hélix motivumok is betolthetik az er6kar funkciojat (94,95). Az
erGkar hossza nagy valtozatossagot mutat a kiilonb6z6 miozin osztdlyok kozott (5. dbra). A C-
termindlis farokrégié egyes osztalyokban a nehézlancok dimerizaciéjaért illetve
szalképzéséért felelGs coiled-coil szakaszokat, illetve egyéb effektor (pl. szallitmany- vagy
membrankots) doméneket tartalmazhat (37).
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5. dbra: A miozin szupercsalad térzsfdja az egyes csalddokra jellemzé domén- és
alegységszerkezet sematikus dbrdazoldsdval (96). A bemutatott attekinté dbran 17 osztdly
szerepel;, ma mdr t6bb mint 35 osztdlyt kiilénbéztetnek meg (93). Az dbrdn az egyes
osztdlyokat romai szamokkal jelélték, azonban ujabban elterjedt az arab szamos jelélés,
amelyet a dolgozatban is alkalmaztam.

A szerkezeti valtozatossag mellett a sokféle sejtbeli és élettani funkcid ellatasahoz a
miozin enzimciklus egyedi kinetikai adaptacidi is Iétfontossaguak. Valamennyi ismert miozin
m(ikodése a fent leirt Lymn-Taylor-féle kinetikai alapmechanizmust koéveti; az egyes
részlépések kinetikajdban és energetikdjaban azonban az egyedi funkcidoknak megfeleld,
gyakran drasztikus kiillonbségek tapasztalhatdk (48).

A teljes ATPaz ciklusid6 mellett a legfontosabb funkciondlis paraméterek egyike a
terhelési arany (duty ratio), amely kifejezi, hogy a steady-state m(ikodés soran egy miozinfej
a ciklusid6é mekkora hanyadat tolti er6sen aktinkotott dllapotban. MasfelSl nézve a terhelési
arany azt mutatja meg, hogy egy adott idGpillanatban a miozinfej-populacié mekkora
hanyada kotédik erésen az aktinhoz. A miozinfej ATPaz ciklusa soran erés illetve gyenge
aktinkoté dllapotok valtjdk egymdst. A fejben m(ikdd6 allosztérikus csatolasoknak
koszonhetben az aktinkoét6 sajatsagot az aktivhely nukleotid-allapota hatarozza meg: a fej
nukleotidmentes illetve ADP-k6t6tt allapotban er6s aktinkotésre, mig ATP- illetve ADP.P-
kotott allapotban gyenge aktinkotésre képes (6. abra). A terhelési aranyt ennélfogva az
egyes részlépések kinetikaja hatarozza meg. Példaul, ha a 6. abran bemutatott ciklusban a
foszfat-felszabadulds ((A)M.ADP.Pi -> AM.ADP atmenet) a sebesség-meghatdrozé, akkor
steady-state-ben a miozinfejek tobbsége a gyenge aktinkdtd vagy aktinrdl levalt (piros)
allapotokat foglalja el, ami alacsony terhelési aranyt eredményez; mig ha az ADP-
felszabaduds (AM.ADP -> AM atmenet) a sebesség-meghatdrozé, akkor a fejek tobbsége az
erds aktinkotd (zold) AM.ADP allapotban id6zik, magas terhelési aranyt eredményezve. A
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terhelési arany a legtobb esetben nem mérheté kozvetleniil, viszont az adott miozin
izoforma részletes kinetikai sajatsagainak ismeretében modellezéssel meghatarozhaté.

AM (AIM.ATP (AIM.ADPPi AM.ADP

- — aﬁasém ozsaézsm s Wik
H H

\N=¢
_@5?55?5252@ 0?5555&3
M.ATP M.ADP.Pi

6. dbra: Erds (z6ld) és gyenge (piros) aktinkétd dllapotok valtakozdsa az aktomiozin
miikédési ciklus sordn ((97) alapjdn)

Szintén fontos funkcionalis paraméter a processzivitas, amely azt fejezi ki, hogy a sinhez
(jelen esetben az aktinhoz) vald két6dést kovetbéen egyes motormolekuldak hany enzimciklus
és azzal jardo mechanikai |épés elvégzésére képesek a sinrél torténd levalas el6tt. (A
processzivitds pontosabb kvantitativ értelmezésérdl a 6.3.2 fejezetben részletesen lesz sz6.)
Megkilonboztethetiink ,,processziv” illetve ,,nem-processziv”’ miozinokat aszerint, hogy
,egyedi molekulaként” (ez az elterjedt kifejezés valdjdban tobb alegységes holoenzim-
komplexet takar) képesek-e tobblépéses futds elvégzésére. Valdjaban a maga funkcionalis
komplexében — ami az egyes esetekben szélsGségesen kiilonb6z6 szdmu motoregységet
(fejet) tartalmazhat — minden miozinnak processzivnek kell lennie a hatékony m(ikddés
kifejtéséhez. A funkcionalis komplex processziv miozinok esetében lehet kétfejd ,egyedi
molekula” (holoenzim komplex), nem-processziv miozinok esetében magasabbrendl
szupramolekularis szervez6dés (szal, membrankotott motorcsoport).

A funkciondlis komplex felépitésében részt vevé motoregységek szama meghatarozza az
adott motor szamara megfelel6 terhelési ardnyt is. A legfontosabb szempont egyrészrél a
motorkomplex folyamatos sin-kotottségének fenntartdsa (tul alacsony terhelési arany
mellett, ha egy adott pillanatban egy fej sem kot a sinhez, a motorkomplex disszocial a
sinrél); masrészrél annak elkeriilése, hogy az egyes fejek akaddlyozzak egymas 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 tartalmazd vastag szdlaiban m(ik6dé miozin 2
izoforma esetén alacsony (1 % korili) terhelési arany a legmegfelel6bb.
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4.9 A nukleinsavak szerkezet-atalakit6 motorjai

A sejtvdz-motorokhoz hasonléan a nukleinsavakon halado motorenzimek is a
nukleotid-hidrolizis sordn felszabaduld szabadenergidat hasznositick az egyirdnyu
tovahaladdshoz.

A DNS-helikazok a haladdst a kétszalu DNS szdlainak szétvdlasztdsdhoz kapcsoljak.

Az NTP-hidrolizis reakciét hasznositd6 motorok nemcsak a citoplazmdban, hanem a
sejtmagban is nagy valtozatossaggal fordulnak el6. Az un. ,,nukleinsav-motorok” (valdjaban a
nukleinsavak mentén mozgd motorfehérjék) egyik legnagyobb csoportjat a DNS- és RNS-
helikdzok alkotjak. E fehérjék aktivitasdnak alapja az egyszald nukleinsav-ldnc mentén
torténdé egyiranyu transzlokacio (7. abra) (44). Ez az aktivitas szolgal alapul a nukleinsav-
szalhoz kapcsolédé molekuldk (pl. fehérjék, vagy szalszétvdlasztd aktivitds esetén a
komplementer nukleinsav-szal) eltavolitasahoz. A szalszétvalasztd aktivitdas mddozatainak
két elvi végletét az un. aktiv és passziv mechanizmusok képviselik (44). Az aktiv helikdz a
haladasi irdnya szerint elGtte elhelyezkedd kétszali DNS-szakaszt — elektrosztatikusan vagy
mas mddon — destabilizdlja, igy a szétvalasztas sebessége elvben megkozelitheti az egyszalu
DNS-en tortén6 akaddlytalan transzlokacioét. Passziv mechanizmus esetén a helikdz
,megvarja” az egyszalu és kétszall DNS-szakaszok taldlkozasanal Iév6é bazispar h6mozgas
altali szétvalasat, majd elGrelépéssel megakadalyozza annak uUjraképzédését. Passziv
mechanizmus esetén ezért a szalszétvdlasztas sebessége varhatdan jéval alacsonyabb lesz,
mint az akadalytalan transzlokaciéé. Fontos megjegyezni, hogy — mivel mindkét aktivitas
egyirdnyl tovahaladdson alapul — passziv mechanizmus esetén is szikség van
energiaforrasra (ATP-hidrolizisre) az enzim mikodéséhez.

DNS helikaz

-,

egyszall DNS
S

)
3

keétszall DNS

7. dbra: DNS-helikdz miikédés k6zben

A kiilonb6z6 helikazok a bioldgiai informacio-anyagcsere rendkivil sokféle folyamatdban
jatszanak nélkilozhetetlen szerepet: egyes helikdzok kozponti jelentSségliek a DNS-
replikdcid, rekombinacid, transzkripcié folyamataiban, mig mas enzimek az RNS-molekuldk
masodlagos szerkezetének atrendezését, illetve DNS- és RNS-kots fehérjék eltavolitasat
végzik. Ezekben a — sokszor igen Osszetett — folyamatokban a helikdazok sokféle
mechanokémiai aktivitast fejtenek ki, amelyek az emlitett transzlokacids és szétvalasztd
mUkodések mellett a szalvandorlast (branch migration), killénb6z6 DNS-hurkok propagdlasat
és szétbontasat, illetve a homoldg szakaszok szalparositasat (strand annealing) is magukba
foglaljak. Ezen aktivitasok részletes, kvantitativ szinten torténd vizsgdlata — amely rendkiviil
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jelent6s tudomanyos kihivast jelent az enzimek irdnt érdekl6dé biokémikus szamara —
elengedhetetleniil sziikséges a molekuldris genetikai folyamatok megértéséhez.

4.10 A DNS-helikazok kozponti szerepe a hibajavitasban

A rendkiviil veszélyes DNS-kdrosoddsnak szamito kettds szaltérést a sejtbeli
fehérjegépezet leggyakrabban homolog rekombindciés mechanizmussal javitja.
A folyamat egyik kulcsenzime a Bloom-szindroma (BLM-) helikaz.

Az é16 szervezetek fennmaraddsanak és szaporoddsanak nélkiilozhetetlen feltétele a DNS-
ben kdédolt genetikai informacié hliséges masolasa és utddokba torténd atorokitése. Habar a
foldi élet evolucidjanak alapja éppen a DNS-ben kddolt informacié valtozasa, a genetikai
anyag sériilése és pontatlan masoldsa rakos folyamatok kialakuldsahoz, illetve a sejtek
Oregedéséhez és haldldhoz is vezethet. Egyetlen sejtben atlagosan tobb szazezer genetikai
sérilés keletkezik egyetlen nap leforgdsa alatt (98). Ezért a DNS-ben folyamatosan keletkez6
nagyszamu hiba javitdsara mar a toérzsfejl6dés hajnaldn 6sszetett enzimrendszerek alakultak
ki, amelyek az evoluciod sordn specializalodtak.

A kett6s szdltorés (double-strand break, DSB) a DNS-karosodas igen veszélyes formadja,
amely informacié-vesztéshez és sulyos genetikai rendellenességekhez vezethet. DSB
létrejohet DNS-kdrositd vegyszerek és sugarzasok hatdsdra; am bekovetkezik a normalis
sejtciklus soran is, ha a replikacids fehérjegépezet a DNS-templdtszalon a hibajavité enzimek
altal otthagyott folytonossag-hianyokkal vagy lézidkkal taldlkozik (99). A DSB-k hibamentes
kijavitdsdhoz a sejtek homoldg rekombinacidon (HR) alapuld hibajavité mechanizmusokat
haszndlnak, amelyek sordn az ép testvérkromatidon meglévé informaciot hasznaljak fel a
karosodott DNS-szdl kijavitdsahoz (100). A HR ezért alapvet6 fontossagu a genom épségének
fenntartasaban. A folyamat azonban kétéll kard szerepét jatssza a sejt életében: a tulzott
gyakorisagl rekombinacid kdros (,illegitim”), nem-homolég kromoszéma-régiok kozotti
kicserélédéssel is jarhat. A HR-alapu mechanizmusok ezért szigoru szabalyozas alatt allnak a
sejtben (100).

A RecQ csaldadba tartozé DNS-helikdzok (RecQ-family helicases, RFH) a HR hibajavitd
gépezet kdzponti elemei (100). Az E. coli baktériumban egyetlen RFH-izoforma talalhatd
(RecQ), amelynek f6 funkcidja a kdros rekombinacié gatlasa (101). A RecQ tovabbi szerepei
kozott szerepel az un. SOS-vélasz beinditasa, a timinmentes sejthalal, az elakadt replikacios
villak Ujrainditasa és a G-kvadruplex szerkezetl DNS-szakaszok széttekerése (102-104). Az
emberben 6t RFH-izoforma taldlhaté (RECQL1, BLM, WRN, RECQL4, RECQL5), amelyek koziil
haromnak a mutacidi sulyos klinikai tlinetegyltteseket idéznek el6 (105). A BLM-helikaz
mutdcidi a Bloom-szindromat okozzdk, amelyet bér-rendellenességek, immunhiany és erds
rakhajlam (prediszpozicid) jellemez (106). A WRN és RECQL4 fehérjékben bekovetkezé
mutdcidok a Werner- illetve Rothmund-Thomson szindromakat okozzdk. E betegségek
mindegyikében magas rak-prediszpozicio és felgyorsult 6regedés tapasztalhatd, ami jelzi az
RFH-k kdzponti szerepét a genom épségének fenntartasaban (40).

A DSB javitasa az 5’-végek visszavagasaval kezdédik (8. abra) (99;,100). Ezt az un. D-hurok
(displacement loop) képz6dése koveti. A D-hurok ugy keletkezik, hogy a karosult kromatid
egyik szdla ,betdmad” a testvérkromatid komplementer DNS-szakaszdba. A D-hurok
l[étrejotte lehet6vé teszi a tdmaddé 3’-végli szal DNS-szintézis révén torténd
meghosszabbitdsat. Ha a D-hurok ,kihurkolddd” DNS-szdlardl is torténik DNS-szintézis,
kett6s Holliday szerkezet (double Holliday junction, DHJ) jon létre (8. dbra). A DHJ RuvABC
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enzimkomplex altali felbontasa (resolution) atkeresztez6dott (crossover) termékeket
eredményezhet (2B utvonal). Ezzel ellentétben a BLM-helikdz mas fehérjékkel (human
topoizomeraz llla (hTOPOIlla), hRMI1, hRMI2) egyiitt a DHJ-t szalvandorlas révén feloldhatja
(dissolution), és igy nem-keresztez6dott termékek johetnek létre (2A utvonal) (99,;107). A
BLM-helikdz a szintézisfligg6 szalillesztés (synthesis-dependent strand annealing, SDSA)
folyamatdban is fontos szerepet jatszik. Az SDSA (1. utvonal a 3. abrdn) nem-keresztez6dott
termékekhez vezet (99;108). A folyamat sordn a D-hurok a tdmadd DNS-szal
meghosszabbitasa utan szétbomlik. A BLM-helikaz vélhet6leg szerepet jatszik a D-hurok
vandorlasaban és a rekombindz-nukleoprotein filamentumok szétbontasaban. E l1épéseket az
Ujonnan szintetizalt szdlnak a DSB masik végéhez torténd visszaillesztése koveti, amelyet
szintén a BLM-helikaz katalizal (8. abra).
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8. dbra: A homolég rekombindcion alapulé DNS-hibajavitds ttvonalai (a Iépések
magyardzatdt Idsd a szévegben). A piros nyilak a BLM-helikdz k6zremiikdését jelzik.

Az 1. és 2A utvonalak nem-keresztez6dott termékeket eredményeznek. Ez azért fontos,
mert az atkeresztez6dés kikliszobolésével a rakos folyamatokat beindité testvérkromatid-
kicserél6dés elkeriilhetd. A BLM-helikaz kulcsfontossagu mind a DHJ-feloldds, mind az SDSA
folyamataiban; az ezekben jatszott pontos szerepe azonban még tisztazasra var. A 8. abrardl
kitlinik, hogy a BLM mind pro-, mind anti-rekombinaciés funkciékkal rendelkezik (109). Az
enzim rekombindciét gatld szerepe abban nyilvanul meg, hogy a HR mozgatdrugdjaként
m(ik6d6é Rad51 nukleoprotein-filamentum képz6dését gatolja, illetve el6segiti annak
szétesését. Masrészrél viszont a HR normalis lefutasat a BLM a DNS-polimeraz haladasat
biztositd szalszétvalasztas, illetve az SDSA folyamatban a D-hurok feloldasa és a javitott szal
parositasa révén segitheti eld.

Ismertetett munkdinkban a BLM-helikdz mechanokémiai mechanizmusanak megértése
révén szeretnénk feltarni, hogy az enzim molekularis aktivitasai hogyan jarulnak hozza a a
HR-alapu DNS-hibajavitas folyamatahoz.
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4.11 Kozos elvek az aktomiozin és helikaz motorok miikodésében

A DNS-helikazok a miozinokéhoz hasonlé mechanokémiai ciklust és energia-atalakitdsi
elveket alkalmaznak, az el6rehaladdst azonban mds elrendezésben térténdé
doménmozgdsok révén valdsitjgk meg.

Mivel az ismertetett munkakban az aktomiozin és az RFH DNS-helikaz motorokat vizsgaltuk,
ehelyltt fontosnak érzem Osszefoglalni a két rendszer mikodésében fellelhetd kdzos
elveket.

Mind a miozinok, mind a helikdzok linedris motorok, amelyek az ATP hidrolizisébdl
szarmazod szabadenergidt hasznositjak a sinjik (aktin filamentumok illetve DNS) mentén
torténd egyirdnyu tovabbhaladashoz. A nukleotid-allapotoknak (apo (nukleotidmentes), ATP,
ADP.P; és ADP) a sinkotés er6sségéhez vald kapcsoltsaga valamennyi eddig vizsgalt
motorenzim esetében altalanos m(ikddési elvnek bizonyult. Ez a kapcsoltsagi mechanizmus
még mas enzimek, pl. G-fehérje-partnerkomplexek esetén is megfigyelheté (55). A motor
konformacid-valtozdsa kozvetlen kapcsoltsagban allhat a sin mentén torténd aktiv, irdnyitott
elmozduldssal (pl. er6kart alkalmazé mechanizmusok esetén), illetve irdnypreferenciat tehet
lehetévé a kovetkezd kotShely diffuzid segitségével torténé megkeresése kdzben (,,Brown-
racsni” mechanizmusok esetén) (43,44).

A fenti kapcsoltsdgot a motor egyes szerkezeti elemei (példaul az aktivhelyet alkoto,
evoluciésan konzervalt hurokstrukturak) a nukleotid- és sinkot6 helyek, illetve az erékar
kozotti kommunikacié révén teszik lehetévé. Ezek kozott szerepel a P-hurok (Walker-A
motivum) illetve az un. switch-hurkok — amelyek létezését helikdzokban még nem
azonositottdk, am hipotézisem szerint az RFH-k aktivhelyének egyik eleme, amely
szekvencidlis és térszerkezeti hasonldsdgot mutat a miozinok switch 1-ével, hasonlé
kommunikacios szerepet tolthet be.

A sejtvaz-motor és helikdz mechanizmusok masik kozos sajatsaga, hogy a motor
aktivhelye és sinkoté felszine kozotti kommunikdcié az enzimatikus (ATPaz) aktivitas
aktivaciéjahoz vezet, példaul a miozin aktin-aktivalt, illetve a helikdzok DNS-aktivalt ATPaz
aktivitasa esetében. Ez az aktivacid teszi lehet6vé kinetikailag a hatékony erégenerdlast,
illetve sin tavollétében a motor energia-fogyasztasanak minimalizalasat (39,43).

A sejtvaz- és DNS-motor enzimmechanizmusok uUjabb kozos eleme a processzivitas. A
processzivitas foka (azaz a sinhez vald kot6dést kovetben a |épések varhatd szama) szélesen
valtozé mind a miozinok, mind a helikdzok kérében. A nagy egységekben (pl. a vazizom
vastag szdlaiban) mi(kod6 miozinok alacsony processzivitdsa parhuzamba dllithatd a
helikdzok korében egyes szerkezet-atalakité kapcsoldok (pl. DEAD-box RNS-helikdzok)
hasonléan alacsony processzivitasaval, mig a DNS-replikaciéban m(kodé helikdzok (pl. a
RecBCD komplex) — a kétfejli egyedi molekulaként m(ikddé miozin 5a-hoz hasonléan —
nagyfoku processzivitast mutatnak (48;110;111). A nagyfoku processzivitast lehetévé tevé
eddig leirt mechanizmusok koziil a kétfejli miozin 5a gyaloglds-szeri (hand-over-hand) lépési
mechanizmusaval (112) analdg alternald (rolling) miikodési modellt javasoltak a Rep dimer
helikdz esetében (39), de ez a modell kés6bb nem volt igazolhatd. Hasonldképpen, a PcrA
helikaz araszolva |épeget6 (inchworm) mechanizmusdnak (9. &abra) nincs eddig leirt
megfelel6je a sejtvaz-motorok korében, ahol az ilyen feltevések tévesnek bizonyultak
(112;113).
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9. dbra: DNS-helikaz (PcrA) araszolo mechanizmusa. ATP-mentes dllapotban az enzimnek a
DNS 3’-vége felé esé része (narancssdrga) erdsen, mig a mdsik (kék) rész gyengén kéti a
DNS-t. ATP kétésekor a két rész kétéserdssége felcserélédik, és a narancssdrga rész
elmozdul. Az ATP hidrolizise utdn, a termékek (ADP és P;) felszabaduldsakor a DNS-kétés
erdssége ismét megvdltozik; ekkor a kék enzimrész tesz egy lépést a DNS-en ((114)
alapjan).

Az iranyultsag (amely a sejtvaz-sinek (aktin, mikrotubulusok) plusz és minusz végeihez,
illetve a DNS 5’- és 3’-végeihez viszonyitva értelmezhetd) szintén fontos jellemzGje a motor-
mechanizmusoknak. Az egyes motor-izoformak 3altaldban szigordan az egyik irdnyba
mozognak, ugyanakkor mindkét irdnyultsag képviselteti magat mind a miozinok, mind a DNS-
helikdz szupercsaladok korében (38;48).

Osszegzésil megallapithatjuk, hogy — jollehet a mechanizmusok megértése a DNS-
motorok esetében még joval kordbbi stddiumban tart, mint a sejtvdz-motorok esetében — az
energia-atalakitas elvei nagyfokl hasonlésdgot mutatnak a két motortipusban, mig a
processziv haladas megvaldsuldasi mddja kilonboz6. A sejtvaz-motorok kutatasaban
felhalmozott elméleti és gyakorlati tudds igen eredményesen hasznosithatd a helikaz
mechanizmusok vizsgdalatdban.

5. Mddszertan

5.1 A motorkutatas attéro szerepe a modern enzimologiai és molekularis
biofizikai technikak fejlodésében

A fehérjék és mas bioldgiai makromolekuldak mikodési elveinek felderitését lehet6vé tevé
szamos biokémiai és molekularis biofizikai technika a molekularis motorok kutatasaban jott
létre vagy ott jelentGs fejlédésen ment keresztlil. llyen moédszertani el6relépés példaul
szamos fluoreszcens proba (fluoreszcens nukleotid-szubsztratok (115;116), foszfatszenzorok
(117), helyspecifikus intrinsic és extrinsic probak (30;118)) kifejlesztése, hidrolizalhatd és
nem-hidrolizdlhaté szubsztratanaldgok hasznalata (amelyek kilonb6z6 enzimatikus
koztidllapotokat utdnoznak (42)), kapcsolt reakcidok enzimaktivitdsok mérésére (119),
tranziens kinetikai modszerek (gyorskeveréses (stopped-flow és quenched-flow) illetve
relaxaciés (hémérsékletugras (temperature-jump), nyomasugras (pressure-jump)) technikak)
(120;,121), illetve a kiilonb6z6 mikroszkép-alapu motilitasi tesztek, amelyek révén egyedi
molekuldk vagy molekula-halmazok motilitasa és eré6generdlasa mérhetd (fluoreszcencia-
alapu tesztek (TIRF (total internal reflection fluorescence), FIONA (fluorescence imaging with
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one nanometer accuracy)) (122;123), erémérések (lézercsapda, magnescsapda, atomeré-
mikroszkdpia) (124,;125)). E fejlesztések el6rehaladott allapota lehet6vé teszi szdmos mas
enzim, illetve eddig nem vizsgdlt motorok kutatasat is.

5.2 Ajel6lt hozzajarulasa a mddszertani fejlesztésekhez

Az elmult masfél évtized sordn szamos kiilonb6z6 motorrendszert vizsgaltam és a fenti
technikak legnagyobb részében gyakorlati jartassagot szereztem. A terllet mddszertani
fejlesztéséhez az aldbbiakkal jarultam hozza:

1. Fehérjék konformdacié-valtozasainak detektaldasara alkalmas egyedi-triptofan és extrinsic
fluoreszcens prébak tervezése és alkalmazdsa (2,;4,13,18,19,;28-31);

2. Olyan technikdk fejlesztése, amelyek segitségével a mechanikai terhelésnek az egyes
enzimatikus lépések kinetikajara gyakorolt hatdsa oldatbeli koriilmények kozott vizsgalhatd
(5,17);

3. Részt vettem egy Uj tranziens kinetikai mér&apparatus (temperature-jump/stopped-flow)
kifejlesztésében, amely szdmos Uj jelenség vizsgalatat teszi lehetbvé (14);

4. Kutatécsoportommal a koézelmultban kidolgoztunk egy, a nukleinsavak mentén mozgd
motorfehérjék legfontosabb funkciondlis paramétereinek meghatarozdsara 4dltalanosan
alkalmazhatd, viszonylag konnyen és gyorsan kivitelezhet6é analitikai eljarast (22), amelyet
részletesen a 6.3.2 fejezetben ismertetek.

5.3 Géntechnoloégia, fehérjék eldallitasa

A kisérleteinkben vizsgalt fehérjék tobbségét rekombinans uUton allitottuk el6. A miozin
motordomeénje funkcionalis formaban csak eukaridta expresszids rendszerben termeltethetd
(a gerinces vaz- és szivizom miozinok expresszidja sajnos még ilyen rendszerekben sem
megoldott) (37). A Dictyostelium discoideum amdboid nydlkagomba miozinja — rekombinans
Dictyostelium sejtvonalakban torténé konnyl el6éllithatdsaga és a viszonylag konnyd
genetikai manipulacid miatt — kozponti szerepet jatszott a miozin mechanizmusdnak
felderitésében (126), és szamos munkdban mi is e miozin rekombindns motordoménjét és
annak mutdnsait hasznaltuk. Mas miozinok (gerinces és Drosophila miozin izoformak)
el6allitasara az Sf9 rovarsejt-bakulovirus expressziés rendszert alkalmaztuk. Az affinitas-
cimkéket tartalmazé rekombinans miozinokat Dictyostelium miozin esetében His-cimke/Ni-
NTA affinitds- (127), egyéb miozinok esetében FLAG-cimke/antiFLAG ellenanyag affinitas-
kromatografia segitségével tisztitottuk (10. abra) (1).
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10. dbra: FLAG-cimkés humdn nem-izom miozin 2B konstrukciod tisztitdsa. Balra: a FLAG
affinitds-oszlopon el6zéleg tisztitott minta MonoQ anioncserélé kromatogrdfids profilja.
Jobbra: A bal oldali abran szammal jelélt frakciok SDS-gélelektroforetikus képe. Az 5.
frakcio tartalmazza a miozin konstrukciot tiszta formdaban (nehézlanc fragmentum: 97
kDa, kénnydildncok: 20 és 17 kDa. Bal oldali sav: molekulasuly marker kDa értékekkel).

Aktint, illetve vdzizom-miozint, valamint az utdbbi proteolitikus fragmentumait klasszikus
fehérjetisztitasi eljarasokkal allitottuk elé nydl vazizombdl (68;79,;128).

A BLM-helikdznak a kisérleteinkben hasznalt katalitikus moduljat E. coli bakteridlis
expresszios rendszerekben allitottuk el (129,130).

5.4 Fehérjék helyspecifikus jelolése

A tervezett helyeken egyedi ciszteint tartalmazd rekombindns fehérjéket (2), illetve a
természetes allapotban szelektiven jel6lheté ciszteint tartalmazé nem-rekombinans
fehérjéket — ilyen pl. az aktin Cys374 oldallanca (118) — SH-specifikus reaktiv csoporthoz
konjugalt fluoroférokkal (pl. pirén-jédacetamiddal) jeloltik, és a jelolt termékeket klasszikus
fehérjekémiai technikakkal tisztitottuk és analizaltuk.

5.5 Alkalmazott fluoreszcens jelek

A fehérjékben taldlhaté triptofan-oldallancok kivalé  természetes fluoreszcens
jelz6csoportként érzékelik az enzimek szerkezet-valtozdsait (131). Tobb esetben egy-
triptofdnos mutans fehérjéket Aallitottunk el6, a triptofanokat a fehérje kilonboz6
kulcsrégidiba helyezve (4;18;19): e fehérjékben a fluoreszcens jel egyértelml helybeli
hozzarendelése jelent6s tobbletinformaciot hordozott (28). A triptofan- (és az extrinsic
jeloléshez hasznalt cisztein-) mutans konstrukcidok hasznalatanal fontos szempont, hogy az
elkészilt variansok kozil csak azokat alkalmaztuk vizsgalatainkban, amelyek a vad tipusu
fehérjével megegyez6 enzimaktivitdst mutattak. Gondos tervezéssel szerencsére elérheté
volt, hogy a mutansok tobbsége ilyennek bizonyuljon.

A pirén fluoroférral jel6lt aktin kivaldan alkalmas az aktomiozin kélcsonhatds vizsgalatara
(118), illetve miozint is jeloltliink pirénnel ugyanezen kotés analiziséhez (2). A pirénnel
kett6sen jeldlt miozinban az Un. excimerek (specidlis spektralis sajatsagokkal rendelkezé,
gerjesztett allapot dimerek) fluoreszcencidja értékes tobbletinformaciot szolgaltat (131).
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Kilonb6z6 fluoroforokkal jelélt nukleotidokat (metil-antraniloil- (mant), illetve kumarin-
(deac) jelolt ATP-t és ADP-t, illetve ezek dezoxi-variansait) alkalmaztunk a miozin és helikaz
enzimek nukleotid-kélcsonhatdsanak vizsgalatara (115;116).

A foszfatnak az enzimekrdl torténé felszabaduldsat kumarin-szarmazékkal fluoreszcensen
jelolt bakteridlis, nagy affinitasu foszfatkot6 fehérje (MDCC-PBP) segitségével kdvettik (117).

5.6 Fluoreszcencia-spektroszkodpia

A fluoreszcens jelet tartalmazé fehérjék illetve ligandumok steady-state (gerjesztési és
emisszids) fluoreszcencia-spektrumainak, -intenzitdsdnak és -kvantumhatasfokdnak a
kilonb6z6 enzimatikus allapotok kozotti valtozasai szerkezeti és dinamikai informaciot
szolgdltatnak (131). A jelvaltozasok kivaléan alkalmasak az enzimreakcidk részlépéseinek
tranziens kinetikai modszerekkel torténd kovetésére is (lasd alabb) (120;121).

Id6felbontott fluoreszcencia-mérésekkel meghataroztuk az alkalmazott fluoroférok
életidejét, ami a molekuldk szerkezeti dinamikajarél fontos tobbletinformaciét hordozott
(131). A szenzorok fluoreszcencia-jelének analizise révén informdciét nyertiink az
enzimmolekula dinamikajarél, az egyedi oldallancok rotdciéjatdl (107°-10° s id&skala) a
fluorofér kérnyezetében torténd kisebb atrendezédéseken (107-107 s) keresztil a fehérje
globalis konformacids atmeneteiig (107-10° s) terjedd széles idGtartomanyban. A steady-
state és idd6felbontott fluoreszcencia-anizotrépia-mérésekkel  tovdbbi  dinamikus
informaciéhoz jutottunk.

A fluoroférok olddszer-kitettségét akrilamiddal és mas kioltészerekkel végzett
fluoreszcencia-kioltasi kisérletekkel vizsgaltuk (131).

5.7 Steady-state enzimKkinetika

A miozin, az aktomiozin és a DNS-helikdzok ATPaz aktivitdsat piruvat kinaz-laktat
dehidrogenaz (PK/LDH) kapcsolt reakcion alapulé méréssel hataroztuk meg (119). ATPaz
aktivitas alatt a dolgozatban mindenitt az élettanilag relevans MgATPaz aktivitast értem.

5.8 Gyorskeveréses tranziens Kinetikai technikak (stopped-flow, quenched-flow)

A steady-state enzimkinetikai paraméterek bonyolultabb soklépéses reakcidék esetén (az
enzimek dont6 tobbsége igy miikodik) az elemi lépések és dllanddk bonyolult kombindcidit
tukrozik, és ezért az enzimmechanizmusrél énmagukban kevés informaciéval szolgalnak.
Emiatt a mdkodési mechanizmusok részletes vizsgdlatdhoz tranziens gyorskinetikai
technikdkra volt sziikség, amelyekkel a reaktansok gyors 0Osszekeverése (vagy mas
perturbaciok, lasd aldbb) utdan 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 (11. dabra). A stopped-flow kisérlet sordn a reagensek a tarolo-
fecskendGkbdl egy 16kést kovetGen a keverGkamran keresztil egy optikai cellaba jutnak, ahol
az aramlds megaéllasa utan a reakcid lefutdsa optikai jelek (abszorbancia, fluoreszcencia,
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fényszdras) folyamatos mérésével kovethet6. A quenched-flow mérémlszer szintén képes a
reaktansok milliszekundumos id6léptékld Osszekeverésére. Ebben a ml(iszerben a
reakcidelegy egy el6re megadott idGétartam (1 ms — 1 perc) utan egy ujabb gyorskeverés
reakcié egyéb moddon tortén6 megszakitasat okozza. Egy adott reakciét egy
kisérletsorozatban kilonb6z6 id6tartamokig lejatszatva — a komponensek (pl. szubsztrat,
termék) utdlagos kémiai analizisével — a reakcié idébeli lefutdsa kovethetd.

Fluoreszcencia
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forras bancia
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11. dbra: Stopped-flow mérémdiszer felépitése. A reagensek a I6kést kévetben a
keverékamradn keresztiil a mintakamradba (optikai celldba) jutnak, ahol az aramlds
megadlldsa utdn a reakcio lefutdsa kévetheté.

5.9 Relaxacios tranziens Kinetikai kisérletek (h6mérsékletugras, nyomasugras)

A  kémiai reakciék egyensulyi allanddja kisebb-nagyobb mértékben fligg fizikai
paraméterekt6l (pl. hémérséklet, nyomds). A relaxacidés kisérletek (hémérsékletugras
(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 allandék meghatarozasa
céljabol (12. abra). A relaxacids kisérletek el6nye egyrészt, hogy ezekben igen gyors
folyamatok (107 s) is kdvethetSk, masrészt Gsszetett reakcidk esetén az egyes lépések
szelektiv perturbacidja révén gyorskeveréses technikakkal nem detektdlhatd folyamatok is
,lathatova” valhatnak.
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12. dbra: A relaxdcids kisérletek dltaldnos sémdja. A kiilsé fizikai paraméter gyors

Py

meghatdrozott lefutdsu megvdltozdsa kéveti.

A mar rendelkezésre all6 relaxdcids technikak alkalmazdsa mellett segédkeztem egy Uj
tranziens kinetikai mérém(szer kidolgozdsdban. E m(iszer a stopped-flow és temperature-
jump kisérletek lehet6ségeit kombindlja (14). A mliszerben a reaktdnsok gyors
dsszekeverésével egyidejlleg nagy (akdr 60°C-os) h&mérséklet-ugrds is elSidézhets. A
mdszer kisérletesen eddig nem vizsgalhatd folyamatok analizisét is lehet6vé teszi. llyen Uj
lehet&ség példaul, hogy az enzimreakcidk a denaturdciés hémérséklet felett is vizsgdlhatok
(az enzimek tobbsége a hémérsékletugrast kbvetéen képes reagalni a szubsztrattal, miel6tt a
hé-denaturacié elkezdddne), illetve a muszer az in vitro instabil enzimek élettanilag relevans
hémérsékleten torténd vizsgalatara, valamint a fehérjék hé-denaturacidjanak gyorskinetikai
kovetésére is kivalo lehetGséget nyujt.

5.10 Motilitasi tesztek, egyedimolekula-fluoreszcencia mérések

Az in vitro motilitasi tesztek segitségével kozvetlenil vizsgdlhaték a motorenzimek 3altal
végrehajtott mozgatds paraméterei (sebesség, iranyultsag stb.). A klasszikus tesztben
fluoreszcensen jelolt aktinszalaknak a mikroszkép-targylemezen létrehozott folyadékcella
felszinéhez kotott miozinmolekuldk altali mozgatasat kovettik ATP jelenlétében,
fluoreszcencia-mikroszkép segitségével (13. dbra) (8-10;13,20;21,;25). Egyedi molekulak
vizsgalatdra TIRF (total internal reflection fluorescence) és ebbdl kifejlesztett FIONA
(fluorescence imaging with one nanometer accuracy) médszereket alkalmaztunk (12,21,25).
A TIRF-kisérletekben a folyadékcellat a targylemez fell olyan szogben vilagitottuk meg, hogy
a targylemez testébe visszaver6d6 gerjeszt6 fény a folyadéknak csak egy vékony rétegébe
(az un. evaneszcens mezGbe, amely néhany 100 nm vastagsagu) hatoljon be. Ezdltal a
felszinhez kozel elhelyezked6 fluoroférokat szelektiven tudtuk gerjeszteni (a
folyadékcelldaban lévé tobbi fluorofér hattérhatasat kikiiszobolve), ami lehetévé tette egyedi
molekuldk fluoreszcencidjanak vizsgalatat. A FIONA-analizis révén megfelel6 mennyiségl
foton begylijtésével és az intenzitds-adatok kétdimenzids normaleloszlas-illesztésével a
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fluorofdr elhelyezkedése nanométeres pontossaggal meghatarozhatdé, ami az egyedi
motorlépések vizsgalataban donté jelent&séggel bir (123).
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13. dbra: In vitro motilitdsi teszt fehérjekomponensei. BSA: a miozin felszinhez térténé
kétése utdn blokkoldszerként alkalmazott marha szérumalbumin.

5.11 Kinetikai modellezés

A kisérletesen meghatdrozott sebességi és egyensulyi dllandékbdl az enzimatikus ciklusok
részletes kvantitativ modelljeit alkotjuk meg. A kisérletileg nem vizsgalhatd paramétereket,
illetve a rendszer egészének kilonbozé korilmények kozott tanusitott viselkedését, kilsé
hatdsokra adott valaszait numerikus szimulacidkat végzé kinetikai modellez6 programok
(Gepasi (www.gepasi.org), KinTek Global Kinetic Explorer (www.kintek-
corp.com/KGExplorer/index.php)) segitségével tudtuk kiszamitani illetve el6re jelezni.

5.12 Szerkezet-meghataroz6 modszerek, szerkezeti modellezés

Szamos esetben — szakmai kollaboraciok keretében — szerkezet-meghatarozé méddszereket
(rontgen-krisztallografia (15), elektron-mikroszkdpia (17;23), kisszogl rontgenszoras (16))
alkalmaztunk a kinetikai-funkcionadlis sajatsagok szerkezeti alapjainak vizsgalatara. A vizsgalt
enzimek szerkezet-valtozasait molekularis dinamikai és kvantumkémiai maédszerekkel
(18;25), illetve a ligandumok kotését vak-dokkoldsos szamitasokkal (6) is vizsgaltuk.
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6. Kutatasi eredmények és megbeszélésiik

A dolgozatban ismertetett eredmények atfogd kozos témaja az él6lényekben mikodé
motorenzimek mikodésmaodjanak a bioldgiai szerepeknek megfelel6en kialakult sokfélesége.
A 6.1 fejezetben leirt eredményeink arra deritettek fényt, hogy a miozin szupercsalddba
tartozé sejtvaz-motor izoformdk sokrét(i élettani funkcidit hogyan biztositja a biokémiai
m(ikddés specializacidja. A 6.2 fejezetben ismertetett munkakban azt vizsgaltuk, hogy a
miozinok valtozatos aktivitasat hogyan hatarozzak meg a molekulan beliil a m(ikddési ciklus
soran lezajlé szerkezetvaltozasok, illetve hogy e valtozasok koziil melyek tiikroznek altalanos
elveket, és melyek az egyedi specializdcid megnyilvanuldsai. Végiil a 6.3 fejezet munkdiban
azt vizsgaltuk, hogy a hidrolitikus hajtéer6t hogyan hasznositjdk az informacio-
anyagcserében miikdds enzimek a nukleinsavak szerkezetének atalakitasara.

6.1 Miozinok miikédésmodjainak sokfélesége

Amint korabban emlitettiik, jelenlegi ismereteink szerint valamennyi miozin-izoforma az 1.,
4. és 6. adbrdkon bemutatott altalanos mechanokémiai sémdanak megfeleléen fejti ki
mikodését. A kilonb6z6 funkcidk szempontjabdl rendkiviil fontos szerepet jatszanak
azonban az egyes izoformak kinetikai specializaciéi, amelyek a mechanizmus részlépéseinek
mérhet6 paramétereiben tiikr6z6dnek. Munkankat megel6z6en ismert volt tébbek kozott a
kilénb6z8 izom miozin 2 izoformak, valamint a vezikulumok szallitasat végzé miozin 5a
enzimmechanizmusa. Az ismeretek alapjan az a kép uralta a teriilet kozvéleményét, hogy a
szalakat képez6 miozin 2 izoformdkra a gyors, alacsony terhelési ardny mellett torténé
mUkodés jellemz6, mig az egyedi molekulaként az aktinszalon vandorlé miozin 5 szamara
magas terhelési ardny sziikséges. Az e fejezetben ismertetett eredményeinkkel
hozzdjarultunk mindkét paradigmatikus allitds megdontéséhez: kimutattuk, hogy vannak
igen lassu, magas terhelési arannyal m(ikddd, az 6sszehuzddas helyett statikus tehertartasra
szakosodott miozin 2 formak is, illetve hogy egyes vezikulum-transzporterek nem az
egyedimolekula-processzivitds modozataval, hanem alacsony terhelési arany mellett,
nagyobb kotegekben latjak el sejtbeli feladatukat. Ismertettik tovabbd a processziv
m(ikodés Ujabb tipusait képvisel6 miozin 7 és 10 motorok mechanoenzimatikus
mikodésmaodjat is.

6.1.1 Erétarté miozinok: lassan jdrj, tovdbb érsz

Az izom és nem-izom miozin 2 izoformdk valtozatos enzimaktivitdsa, aktink6tottségi
hdnyada és mozgatdsi sebessége hatdrozza meg az dltaluk hajtott 6sszehtzoddsok
rendkiviil kiilbnb6z6 idébeli lefutasat.

Az aktink6tétt nem-izom miozin 2 fejek magas ADP-affinitdsa — a hosszu tdvu erétartds
mellett — mechanikai sejtvdlaszt tesz lehet6vé.

A nem-izom miozin 2 izoformak (NM2A, NM2B, NM2C) az izom-miozinokhoz hasonldan
kétfejli, szdlakba rendez6d6 miozinok, amelyek a simaizom-miozinnal mutatnak evollcios
rokonsagot (14-15. 4&brak). Az izom-miozinokkal ellentétben azonban a gerincesek
valamennyi szovetében jelen vannak, és funkcidjuk a gyors kontrakcid helyett lassabb
sejtmozgdsok (sejtosztddas, amdbboid sejtvandorlas, sejtidfferenciacié, adhézid) végrehajtasa
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(37;132). Enzimkinetikai sajatsagaik ismeretlenek voltak, ezért részletes kvantitativ
méréssorozatokban megvizsgdltuk, hogy ezek a miozinok miként alkalmazkodtak sejtbeli
funkcioik ellatasahoz.

14. dbra: Az NM2 minifilamentum szerkezete (133)
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15. dbra: Humdn miozin 2 izoformdk térzsfdaja (134)

A kovetkez6kben a human NM2A példajan bemutatom a legfontosabb kisérlet-tipusokat,
amelyek révén atfogo kinetikai modellt tudtunk alkotni az egyes izoformak mechanokémiai
ciklusarél. Az aktomiozin miikodés modelljeként a 16. dbrdn bemutatott sémat hasznaltuk. E
sémat, valamint az ismertetett kisérleteket alkalmaztuk a kés6bb ismertetésre kerild
miozinok (human NM2B, kiilonb6z6 miozin 5, 7 és 10 izoformak és mutansaik; 1-2.
tablazatok) esetében is.

Ky’ Ky Ky K/ Ky’
AM + ATP —= AM(ATP) ——=AM - ATP ——=AM - ADP - P, == AM - ADP ——AM
(N T I 8 K, Moo UK

1 2 3
M + ATP == M(ATP) == M:-ATP —= M-ADP:-P;, == M:-ADP =— M

16. dbra: Az aktomiozin miikédési ciklus dtfogd, egyszertisitett sémdja (A: aktin, M:
miozin). Az aktomiozin kinetikai Iépéseinek szadmozdsa a dolgozatban mindvégig az itt
bemutatott sémdt kéveti. A felsé sor az aktinkétott, mig az also az aktinrdl levdlt miozinfej
ATP-hidrolizis-ciklusdt mutatja. A reakcio legnagyobb fluxust hordozé féutvonaldt félkévér
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szedéssel jeleztem. Az egyensulyi dllanddkat mindvégig a sémdn jobbra haladds iranydban
fejeztem ki, az aktinkététt és -disszocidlt dllapotok kéz6tti egyensulyokat pedig az aktin-
disszocidacio iranydban. A sebességi dllanddk ezen iranyokban pozitiv indexekkel
szerepelnek. Az ATP-kétést kétlépéses reakcioként modelleztiik, amely egy mdsodrend(i
itkézést (K illetve K;’) kévetd elsGrendli izomerizdciobdl (K, illetve K,’) dll. Az ATP-
hidrolizislépést (Ks) korabban felbontottuk a miozinfej felhuzdsdval jaré konformdciés
dtmenet és a rakévetkezd kémiai lépés egyiittesére (29), dm az itt bemutatott
egyszerlsitett sémdn egylépéses folyamatként kezeltiik. A foszfat (K, illetve K,’) illetve az
ADP felszabaduldsa (K illetve Ks’) hasonloképpen tébb lépésre felbonthatd, am a jelen
esetben egylépésesként abrazolt folyamatok. Minden alkalommal gondosan
megvizsgaltuk, hogy a legfontosabb globadlis jellemzék meghatdrozdsa érdekében
alkalmazott egyszeriisitések hogyan befolydsoljak a kapott értékeket. A lépések
részletesebb felbontdsdra kiilén kitérek azokban az esetekben, ahol az jelent6séggel bir.

A részletes kinetikai elemzéseket rekombinans egyfejl (S1) konstrukcidkkal végeztiik,
amelyek alkalmasak az aktin és az izolalt miozinfej kdlcsonhatasanak vizsgalatara (43). Tobb
kés6bbi kisérletben (6.2.4 és 6.2.5 fejezetek) vizsgaltuk a tobb fejet tartalmazé egységek
emergens sajatsagait is.

A miozinfej aktin tavollétében lezajldé ATP-kotését és a kotott nukleotid hidrolizisét
triptofan-fluoreszcenciajelet hasznositdé stopped-flow (17. dbra), valamint a y-foszfaton
radioaktivan jelolt ATP hidrolizisét koveté quenched-flow (18. dbra) gyorskeveréses tranziens
kinetikai kisérletekben vizsgaltuk.
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17. dbra: Az NM2A S1 ATP-kétésének kévetése stopped-flow kisérletben triptofdn-
fluoreszcencia segitségével. Az A dbra 0,2 uM NM2A S1 és 25 uM ATP gyors dsszekeverését
kévetd fluoreszcencia-emelkedést mutatja. (A stopped-flow kisérletek leirdsakor — kiil6n
jelzés hidnyaban — a keverés utdni koncentrdciékat emlitem.) Az adatokhoz illesztett
exponencidlis lecsengés-fiiggvény 9,3 s megfigyelt sebességi dllandot (kps)
eredményezett. A B dbra a k., értékek ATP-koncentrdciofiiggését mutatja. A példdn
bemutatott adatokhoz illesztett hiperbola 16 s maximdlis sebességi dllandot (ks+k_3)
eredményezett 18 uM ATP-nél bekdvetkezs féltelitéssel (ebbdl Kk, kiszdm/'thaté).3

A grafikonokon tdbb helyiitt megjelené tizedespontok miatt az olvasé megértését kérem. A szovegben és a
tablazatokban tizedesvessz6t hasznalok.

A kinetikai allanddk elnevezése a 6.1 és 6.2 fejezetek abraszévegeiben mindeniitt a 16. abra sémajat koveti. A
legfontosabb kisérleti korilményeket az 1. tablazat szovegében emlitem. Az adatok értékelésének és az egyes
paraméterek szamitasanak részleteit6l a dolgozatban — a lényeg hangsulyozasa érdekében — eltekintek; ezek a
vonatkozé publikaciokban megtalalhatok.
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18. abra: Az ATP-hidrolizis tranziens lefolydsanak kévetése quenched-flow kisérletben. Az A
abran 2,7 uM NM2A S1 és 50 uM ATP reakcidja lathato (multiple turnover kisérlet). A
példaként bemutatott adatokhoz illesztett, exponencidlis burst és linedris steady-state
fdzisokbdl dllo dsszetett fliggvény 0,91 uM foszfatnak megfelelé burst-amplitudot (ami
0,34 mol P/mol NM2A S1-nek felel meg — ebbdl K5 kiszémithatd), 20 st burst sebességi
dllandét és 0,014 s™ steady-state sebességi dllandot eredményezett. A B dbra 2,3 uM
NM2A S1 és 1 uM ATP reakciéjat mutatja (single turnover kisérlet). Az adatokhoz illesztett
kettds exponencidlis kézelitésben a gyors illetve lassu fazisok sebességi dllanddit az ATP-
kétés illetve a foszfat-felszabadulds folyamatai hatdroztdk meg. A gyors fdzis amplituddja
0,43 uM Pi-nak adddott (ami megfelel 0,43 mol P,/mol ATP-nek; ebbél K; kiszamithatd).

A miozinfej ATP-kotését a fentieken kiviil fluoreszcensen jeldlt ATP (metiantraniloil-
dezoxiATP, mdATP) jelének felhaszndldsdval, illetve az aktoS1 komplex ATP-indukalt

disszociacidjat jelz6 pirén-aktin fluoreszcencia-valtozasok révén is vizsgdltuk (19. abra).
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19. dbra: Az ATP-kétés kébvetése stopped-flow mérésekben mdATP-fluoreszcencia
segitségével (A), és az ATP-indukadlt aktoS1 disszocidcio mérése pirén-aktin
fluoreszcenciajellel (B). A: Pszeudo-els6rendii sebességi dllandok (k,,s) mdATP-
koncentrdcidfiiggése 0,1 uM NM2A S1 (témér jelek) és 0,05 uM aktoNM2A S1 (lires jelek)
mdATP-vel térténd gyors keverésekor. A kapott adatokhoz tértént egyenesillesztés 0,78
uM’ls'l (Kik5), illetve 0,14 uM’ls'l (K1’k,’) mdasodrend(i kétési sebességi dllanddkat
tranziensekhez tértént exponencidlis illesztésbdl kapott ks értékek hiperbolikus ATP-
koncentrdciofiiggést mutattak, amely 190 s maximdlis sebességi dllandot (k,’) és 900 uM
ATP-nél bekbvetkezé féltelitést (1/K,’) eredményezett a példaként bemutatott kisérletben.

e ses

keverést alkalmazdé stopped-flow-kisérletekben vizsgaltuk. E mérésekben el&szor

Osszekevertik a stopped-flow-késziilék két mintatartdjaban Iévé S1- és ATP-oldatokat, majd
gondosan megtervezett hosszusagu elGinkubacié utan (jellemzéen 1-5 s, ami maximalis
mennyiségli M.ADP.P; termékkomplex keletkezését eredményezi) a reakcidelegyet
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oOsszekevertiik a harmadik mintatartdban |év6 aktinoldattal. A foszfat felszabaduldsat
fluoreszcensen jelolt foszfatkot6 fehérje (MDCC-PBP) jelével kovettiik (20. dbra).
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20. dbra: Foszfat-felszabadulds tranziens kévetése single turnover kisérletekben. Az A
dbrdn bemutatott kisérletben 1,4 uM NMZ2A S1 és 1 uM ATP (elsG keverés utdni
koncentrdcidk) gyors keverése és 5 masodpercnyi elGinkubdcidja utdn az elegyet 34 uM
aktinnal kevertiik 6ssze a stopped-flow-késziilékben. (Aktin esetében a dolgozatban
mindendiitt a protomer-koncentrdcidkat tiintettem fel.) A kapott gérbe exponencidlis
illesztése 0,061 s™ kops Ertéket eredményezett. B: A k,,s értékek aktinkoncentrdcio-fiiggése,
amelyhez tértént egyenesillesztés 0,0013 uM'ls'l meredekséget (k,'/Ks) és 0,019 st
tengelymetszetet (k,) eredményezett. A minték 1,5 uM MDCC-PBP-t tartalmaztak.

Az ADP felszabaduldsat az aktinrél levalt illetve aktinkdtott miozinfejrél, illetve a funkcid
szempontjabdl potencialisan fontos ADP-kotést fluoreszcens mdADP jelének kdvetésével,
illetve a jeloletlen ADP-nek az ATP-indukalt pirén-aktoS1-disszocidciora gyakorolt kompetitiv
hatdsa alapjan vizsgaltuk (21. abra).
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21. dbra: A miozinfej ADP-vel térténé kélcsénhatdsdnak vizsgdlata. A: 0,1 uM NM2A S1
(témér jelek) illetve 0,1 uM aktoNM2A S1 (iires jelek) mdADP-vel térténd 6sszekeverésekor
kapott stopped-flow-tranziensek ks értéekeinek mdADP-koncentrdciofiiggése. A
bemutatott adatsorhoz tértént egyenesillesztés 0,63 uM™s™ (k_s) illetve 2,7 uM™s™ (k_s’)
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mdsodrend(i kétési sebességi dllandot eredményezett NM2A S1 illetve aktoNM2A S1
esetén. Az ADP-felszabadulds sebességi dllandoit jelzé tengelymetszetek 0.58 st-nak (ks)
illetve 1.7 s*-nak (ks’) adédtak. B: A mdADP-disszocidcio sebességi dllanddjat ,,chasing”
kisérletekben is vizsgaltuk, amelyekben az M.mdADP illetve AM.mdADP komplexeket
feleslegben alkalmazott ATP-vel kevertiik 6ssze. 0,05 uM NM2A S1-et és 0,5 uM mdADP-t
tartalmazo oldat 200 uM ATP-vel tértént gyors keverésekor a disszocidcios sebességi
dllandé (ks) 1,1 s*-nak (,M.ADP” gorbe), mig 0,1 uM aktoNM2A S1 és 2 uM mdADP
elegyének 100 uM ATP-vel valé keverésekor (,AM.ADP” gérbe) 2,9 s'-nak (ks’) adédott. C:
Az akto-NM2A S1 ADP-affinitdsat ugy vizsgadltuk, hogy 0,04 uM pirén-aktoNM2A S1
komplexet kiilénb6z6 koncentrdcioju ADP-vel elGinkubdltunk, majd a stopped-flow-
késziilékben 200 uM ATP-vel kevertiik 6ssze. (Ezen a grafikonon keverés elGtti
koncentrdcidkat abrdzoltunk, mivel ezek relevdnsak az egyensulyi dllandék meghatdrozdsa
szempontjdbdl.) Az abran néhdny igy kapott pirén-fluoreszcencia-tranziens Idthaté az ADP-
koncentrdcidk feltiintetésével. A kapott tranziensek kétfdazisuak voltak: a gyors fazis (k,ps =

fazis (kops = 2 5'1) az ADP-kététt aktoNM2A S1-hdnyad ADP-disszocidcio dltal limitalt
reakcidjabdl szarmazott. D: A C dbran bemutatott tranziensek lassu fazisanak amplitudo-
hdnyada (Ajgssu/(AgyorstAiassu)) hiperbolikus ADP-koncentrdcidfiiggést mutatott, amelybdl az
ADP-kétés egyensulyi dllanddja (Ks’) 2,0 uM-nak adédott a bemutatott kisérletben.
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22. dbra: A miozinfejek aktin-kélcsénhatdsdnak vizsgdlata stopped-flow-kisérletekkel. A:
0,1 uM NM2A S1 (t6mér jelek) illetve NM2A S1.ADP komplex (0,1 uM NM2A S1 és 15 uM
ADP elegye, lires jelek) pirén-aktinnal tortént sszekeverésekor kapott tranziensek ks
értékeinek pirén-aktin-koncentrdciofiiggése. A bemutatott adatokhoz illesztett egyenesek
meredekségébél az aktinkétés mdsodrend(i sebességi dllanddja 0,73 uM™'s ™ -nak (k_s)
illetve 0,21 uM s -nak (k_,,) adédott a bemutatott kisérletekben. A B dbrdn példaként
bemutatott aktinaffinitds-mérésben (M.ADP komplex, K;,) 15 nM pirén-aktin, 30 uM ADP
és kiilénbdz6 koncentrdcioju NM2A S1 elegyét a stopped-flow-ban ésszekevertiik 300 uM
ATP-vel (keverés elétti koncentrdcidk). A pirén-fluoreszcencia-tranziensek amplituddjanak
NM_2A S1-koncentrdciofiiggéséhez illesztett mdsodrend( kétési fliggvénybdl az egyensulyi
dllandé (K,5) 18 nM-nak adddott. A kapott K, érték megbizhatésdgdnak illusztrdldsa
céljabdl szaggatott vonallal feltiintettem a O-ra régzitett Ky, érték (minden S1-molekula
komplexdlodasat jellemzé szélsGérték) mellett kapott illesztést is.

A pirén-aktin fluoreszcencia-jelét felhasznaltuk a nukleotidmentes illetve ADP-kotott
miozinfejek aktinkotési sebességi és egyensulyi dllandéinak meghatdrozasahoz is (22. dbra).

A miozinfejek aktin-aktivalt steady-state ATPaz aktivitasat az aktin-koncentracid

figgvényében NADH-kapcsolt enzimteszt segitségével vizsgaltuk (23. abra).
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23. dbra: Az NM2A S1 steady-state aktin-aktivalt ATPdz aktivitdsa. A bemutatott
adatokhoz tértént hiperbolikus fiiggvényillesztés 0,17 s maximdlis ATPGz aktivitdst (Vimqy)
eredményezett 75 uM aktin-koncentrdciondl bekévetkezd féltelités (Karps,) mellett.

A fentiekben bemutatott mdédon megvizsgaltuk a human NM2A és NM2B izoformak
kinetikai sajatsdgait (1,3). A meghatarozott legfontosabb paramétereket az 1. tablazat
foglalja 6ssze. A kisérletes adatokbdl megalkottuk a teljes enzimciklus kvantitativ modelljét.
A kilonboz6 kinetikai paraméterek az enzimek steady-state sajatsdgaihoz erésen eltéré
mértékben jarulnak hozza; az 1. tdblazatban ezért kiemeléssel hangsulyoztam a
mechanizmus szempontjabdl sarkalatos adatokat. E jellemzéket illet6leg rendkivil
szembet(inG, nagysagrendeken ativel6 sorrendiség figyelhet6 meg az egyes miozin 2
izoformak kozott. Az élettani funkcidnak — a makroszkopikusan megfigyelhet6 kontrakcid
sebességének — megfelel6en a szarkomerikus (vdz- és szivizom) miozinok ATP3az ciklusa a
leggyorsabb, majd a simaizom miozin kovetkezik, mig az NM2 izoformak valamennyi izom-
miozinnal sokkal lassabban m{kod6é motorok. Ezt aktin-aktivalt ATPaz aktivitasuk és az aktin-
aktivacié fokanak alacsony volta is tlikrozi (1. tablazat). A modellezés altal meghatdrozott
terhelési ardny (steady-state aktinkotottségi hanyad) tekintetében rendkiviil érdekes
kGlonbség mutatkozik a két vizsgalt NM2 izoforma kozott: az NM2A az izom-miozinokét
meghaladd, am viszonylag alacsony terhelési aranyt (10-15 %) mutat, mig az NM2B terhelési
aranya jéval magasabb (25-50 %) (24. dbra).
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Mérési jel vagy

Paraméter A e Vazizom Szivizom Simaizom NM2A NM2B
szamitas modja
steady-stte Kpazaiis (aktin n'e;IkUI, 5'1) NADH-kapcsolt 0,06 0,04 0,06 0,013 0,007
ATP4z Visiaxds™) NADH-kapcsolt 29 4,2 0,7 0,17 0,13
s Karpsz (LM) NADH-kapcsolt 18 58 59 72 59
aktin-aktivécié Vi Koazsis 480 110 12 13 19
Kiky (UM ™'s™) mdATP, triptofan 2,2 0,5 2,7 0,8 0,69
ATPités Kk, (M) mdAZ&i"e" 1,8 4 1,3 0,18 0,32
1/Ky" (uM) pirén-aktin 2000 900 >400
k' (s pirén-aktin 5000 1500 1300 190 >150
k_s (uM's™) mdADP 1,6 1,1 0,55 0,81
ks (s) mdADP 2,0 2,0 1,4 0,82 0,53
Ks (LM) ks/k _s 2,0 0,33 1,2 1,5 0,65
L kg (uM™s™) mdADP 2,7 2,41
ABP-YOUs ks’ (s™) mdADP >500 >150 19 23 0,37
Ks' (1M) pirén-aktin 120 6,7 5 1,4 0,13
kapcsoltsagi hanyados Ks'/Ks 60 20 4,2 0,7 0,2
aktin-aktivacio ks'/ks 250 130 12 2,8 0,7
katk 5 (™) quzzi’;‘:jj{ow 130 82 45 16 19
ATP-hidrolizis K3 quenched-flow 9 0,61 0,9
ks (s Ka(ks+k _3)/(1+Ks) 120 7 9
k_s(s™) ks/Ks 13 11 10
= ks (5'1) MDCC-PBP 0,016 0,007
Foszfat- 11
Fils bl ke (uM's™) MDCC-PBP 0,08 0,005 0,0013  0,0001
Ko (uM) Krps:K3/(1+K3) 16 27 28
ks (uMs™) pirén-aktin 12 1,2 0,73 0,36
Ks (LM) pirén-aktin 0,033 0,0063 0,0035 <0,01 <0,003
ks (s™) Kk - <0,007  <0,001
Aktinkotés k_1o (UM 's™) pirén-aktin 0,23 0,19 0,26
Ko (LM) pirén-aktin 1 0,1 0,024 0,02 <0,001
k1o (5'1) Kok —10 0,004 <0,0003
kapcsoltsagi hanyados K1o/Ks 30 15 4,2 2 0,4

1. tdblézat: Izom és nem-izom miozin 2 izoformdk kinetikai paraméterei’. A kinetikai
lépések szdmozdsa a 16. dbran bemutatott sémdt kéveti. A humdn NM2A és NM2B
izoformak adatai sajat munkdinkbdl (1,3), mig a nyul vdzizom (76;77;135-140), sertés és
szarvasmarha szivizom (137;141) és csirke simaizom (137;142) miozinok adatai a kordbbi
irodalombdl szarmaznak. A legtébb kisérletet 25C-on, pH 7-en, 125 mM ionerdsségnél
végeztiik;, a pontos kériilményeket a hivatkozdsok tartalmazzdk. A mechanokémiai
mechanizmus f6 sajatsdgait leginkdbb befolydsold paramétereket kék hattérrel kiemeltem.
A feltiintetett értékek jelentds része kiilbnb6zé fiiggetlen mddszerekkel meghatdrozott
paraméterek dtlaga; k6zottiik ezért nem mindig dll fenn aritmetikai kbvetkezetesség (pl. a
K5’ értékek nem pontosan egyeznek a ks’/k_s’ hdnyadossal). Aktin-aktivdcié alatt valamely
folyamat aktin jelenlétében illetve tavollétében mért sebességi dllanddinak hanyadosdt
értem. A kapcsoltsdgi hdnyados a miozinfej aktin- és ADP-kétése kézott fenndllo
termodinamikai kapcsoltsdgra vonatkozik, és Ks'/Ks illetve K1o/Ks hdnyadosként
hatdrozhato meg. A két hdanyadosnak elvben egyeznie kell; kéziiliik — kisérleti okok miatt —
az el6z6 hatdrozhaté meg nagyobb bizonyossdggal.

* A feltiintetett paraméterek mindegyike szamos kisérletsorozat eredményének atlaga. Az adatok standard
hibdjat — a Iényeg hangsulyozasa érdekében — a jelen dolgozatban altaldban nem k6zI6m; ezek a publikacidkban
megtalalhatok, és jellemzGen a 10-30 %-os tartomanyba estek. Az enzimkinetikai allanddk 6sszehasonlitasakor
a hagyomanyosan értelmezett statisztikai szignifikancia helyett gyakran inkdbb a nagysagrendi kilénb6z3séget
tekintjlk jelentésnek.
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24. dbra: Miozin 2 enzimkinetika és motilitds diverzitdsa. A: Miozin-2 izoenzimek
enzimatikus ciklusidejének 6sszehasonlitdsa, az aktinkététt (sziirke) és aktinrdl levalt
(fehér) allapotokban téltétt idéhanyad feltiintetésével. B: Miozin-2 izoenzimek in vitro
aktin-mozgatdsi sebessége (az (1,3;8) sajat k6zleményekbdl).

A terhelési ardanyt meghatarozé legfontosabb folyamat az ADP felszabaduldsa az
aktomiozin.ADP komplexbdl. Ez a |épés, mivel sokkal lassabban megy végbe, mint a
rakovetkez6 lépések (Uj ATP-molekula két6dése a miozinfejhez illetve az aktomiozinnak az
ATP-kotés dltal indukalt disszociacidja), alapvetéen meghatdrozza az erésen aktinkotott
miozin allapot életidejét, illetve az aktinkotott miozinfejek steady-state részaranyat. (Ez a
jelenség hangsulyos szerepet jatszott a kés6bb, a 6.2.4 és 6.2.5 fejezetben ismertetett
munkainkban is.) A fenti okok miatt az ADP-felszabadulas kinetikai diverzitasa a miozinok in
vitro aktinmozgatdsi sebességében (motilitdsdban) is igen latvanyos kilonbségeket okoz (24.
abra).

Az ADP-felszabadulas sebességi allandéjan kivil (ks’, 1. tdblazat) jol jellemzi a miozinok
kozti rendkivil jelent6s kiulénbségeket az uan. aktin-ADP kapcsoltsagi hanyados. Ez a
paraméter azt fejezi ki, hogy milyen mértékben befolydsolja egymast az aktinnak és az ADP-
nek a miozinfej két kilonb6z6 pontjan elhelyezkedé helyekhez torténé kot6dése (1.
tablazat). Az alacsony terhelési aranyu izom-miozinokban a két ligandum kot6dése erGsen
antagonisztikus, amit szdmszer(leg az aktin jelenlétében illetve tavollétében mért ADP-
disszociacids egyensulyi allanddk hanyadosanak (Ks'/Ks) magas értéke fejez ki. Az NM2
izoformakban — éles ellentétben az izom-miozinokkal — a kapcsoltsag pozitiv iranyud (Ks'/Ks <
1), vagyis az aktin kot6dése nem csdkkenti, inkabb erdsiti az ADP kot6dését (és forditva, az
ADP kot6dése erGsiti az aktinkotést). Ez a felfedezéslink szoges ellentétben allt az aktomiozin
mUikddés addigi uralkodd paradigmajaval, amely szerint a miozin a nukleotidmentes (rigor)
allapotban kotédik leger6sebben az aktinhoz (42). A jelenség tovabbi, a bioldgiai funkcid
szempontjabodl sarkalatos folyomanya az, hogy az ADP altal okozott termékgatlas bioldgiailag
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jelent@s szerepet jatszhat az NM2 mechanikai m(ikodésének szabalyozasaban (25. dbra). Az
NM?2 izoformak kinetikai specializacidja igy lehetévé teszi, hogy a sejtbeli magas ATP:ADP
koncentracidé-arany ellenére az ADP jelent6sen moduldlja az aktinkotottségi hanyadot és a
motilitds sebességét. Ismeretes, hogy a sejtbeli ADP-koncentrdcié 10-150 uM kozott
valtozhat, és kilonb6z6 stressz-korilmények kozott jelentésen megnbhet (143;144). Az NM2
termékgatlasi mechanizmusa igy a sejt autondm mechanikai vdlaszdnak lehet6ségét vetiti
elé.

Terhelési arany (%)

10 [ADP] (M)

25. dbra: Az NM2B terhelési aranydnak ADP- és aktinkoncentrdcio-fiiggése (1). Az dbra az
NM2B ATPdz ciklusdnak kisérletesen meghatdrozott kinetikai paraméterei alapjdn végzett
szimuldcio eredményét mutatja. Az NM2B terhelési ardnya — telitési ATP- és aktin-
koncentrdcioé mellett —az ADP tdvollétében jellemzé kb. 25 %-os értékrél 50 %-ra néhet
150 uM-os ADP-koncentrdcio esetén.

Enzimolégiai és in vitro motilitasi eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a
sejtben az NM2A izoforma inkdbb az aktiv kontrakciét igénylé folyamatok (pl. sejtosztodas)
hajtéerejélil szolgal, mig az NM2B els6sorban hosszu tavd, alacsony energiaigényl
erGtartasra szakosodott. E megallapitds — egy madsik csoport NM2B-n végzett biokémiai
munkaja mellett (145) — latvanyosan 6sszhangban volt olyan kés6bb megjelent munkakkal,
amelyek azt mutattak ki, hogy kiilonb6z6 élettani mikodésekben (pl. idegszovet-
regenerdcidban, simaizom-kontrakciéban) az NM2A mindig a gyorsabb kontrakciét igényl6
feladatot végzi, mig az NM2B feladata az erétartds (132;146-150). Elettani munkdkbdl arra is
fény derilt, hogy a simaizom-0sszehuzddashoz az NM2 izoformak gyakran dominansan
hozzdajarulnak (146;150). A hugyhdlyag simaizom-falaban példaul, ahol aktiv kontrakciéra van
sziikség, elsGsorban NM2A talalhatd, mig az aorta simaizmaban, ahol a passziv er6tartas az
elsédleges funkcio, az NM2B van jelen nagyobb mennyiségben (146).

Szamos, emberben el6forduld NM2 mutdcid sulyos betegségeket (May-Hegglin-
anomaliat, siketséget) okoz (37). Tovabbi munkank soran e mutaciokat tartalmazé miozinok
enzimatikus sajatsagainak és motilitdsanak jellemzésével kimutattuk, hogy a mutacidk
részben az aktin-aktivalas, részben a fehérjék stabilitdsanak megvaltozasa, részben pedig ez
erGkar-mikodés, és igy a mozgatdképesség akadalyozdasa révén fejtik ki hatdsukat (8).

Az NM2 mikodése a simaizom miozin 2-h6z hasonldan az egyik konnylanc foszforilacidja
révén szabalyozddik (151). A kétfejl, defoszforildlt konnnyllancd miozin aszimmetrikus
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szerkezetet vesz fel, amelyben a két fej kélcsondsen akadalyozza egymas ATPaz és mozgatd
aktivitasat (152;153). A gatolt allapot biokémiai sajatsagai azonban ismeretlenek voltak
annak ellenére, hogy ez az allapot élettanilag jelentGs lehet az aktin kotésében és a passziv
er6tartasban vald részvétele miatt (146). Kimutattuk, hogy a blokkolt allapot csak ATP
jelenlétében jon létre, mas (nukleotidmentes illetve ADP-kotott) allapotokban nem (5).
Tovabbra is fontos megvalaszolatlan kérdés marad, hogy a gatolt allapot milyen aktinkoté
sajatsagokkal rendelkezik és részt tud-e venni az erGtartasban.

A legkés6bb felfedezett NM2C izoforma steady-state ATPaz aktivitdsat és in vitro
motilitasat vizsgalva azt a rendkivil érdekes felfedezést tettiik, hogy ez a miozin még az
ismert NM2 izoformaknal is lassabb mozgasformak alapjaul szolgalhat (24. abra) (8). Ezen
izoforma mechanokémiai mechanizmusanak részletei azonban maig ismeretlenek.

6.1.2 Processziv szdllitds motormolekuldk csapatmunkdjaval

Kiilénbéz6, citoplazmatikus transzportot végzé miozin 5 izoformdak molekuldris
aktivitdsa arra utal, hogy e motorok szallito aktivitdsa a szdllitmdny felszinén jelentds
koncentrdcioban jelen Iévé miozinok egytittmiikédésével jon létre.

A melanoszémdk, az endoplazmatikus retikulum, vezikulumok és mas sejtalkotok
transzportjat végzé miozin 5a processziv motor, amely kétfeji egyedi molekulaként szamos
enzimciklus és mechanikai l1épés elvégzésére képes az aktinrdl vald levalds nélkil (154). Ezt
az teszi lehet6vé, hogy a miozin 5a fej az ATP4az ciklusidé nagy részét aktinhoz kotve tolti
(terhelési ardnya magas) (155). E motor — a processziv miozin , prototipus” — mechanokémiai
mechanizmusdnak és sejtbeli funkcidjanak részletes megismerése azt sugallta, hogy a
sejtalkoték aktin-alapu transzportja egyedi molekulaként az aktinszalon |épegetni képes
miozinmotorok mikodése révén valdsul meg. Jollehet az éleszt6 két miozin 5 izoformajan
végzett indirekt vizsgdlatok (az in vitro motilitds miozinkoncentracié-fliiggése) alapjan
felmertlt, hogy ezek a miozinok nem-processziv. médon miikdédnek (156), késSbbi
egyedimolekula-kisérletek ezt a feltételezést nem igazoltak (157), és ezen miozinok pontos
mikodésmaddja maig kérdéses maradt.

Két, biokémiai sajatsagait tekintve addig felderitetlen miozin 5 izoforman, a Drosophila
melanogaster miozin 5-6n (Dmb5), illetve a human miozin 5c-n is elvégeztik a 6.1.1
fejezetben bemutatott kisérleteket (10;,20). A 2. tablazatban bemutatott eredményeken
alapuld részletes kinetikai elemzés révén kimutattuk, hogy mindkét emlitett izoforma
alacsony terhelési aranyud enzimciklust végez, ami nem teszi lehet6vé a kétfeji egyedi
molekulaként végzett processziv transzportot. Ezen el6rejelzéssel 6sszhangban azt talaltuk,
hogy kétfejd (HMM-szer() Dm5 konstrukcié csak magas felszini koncentracidban alkalmazva
mutatott in vitro motilitdst, amelynek sebessége 460 nm/s-nak adddott (10). Hasonlo
korilmények kozott egy kétfejd miozin 5¢ konstrukciod is képes volt mozgatasra (24 nm/s),
am egyedimolekula-motilitds mérésben nem mutatott processziv viselkedést (20). A miozin
5c vizsgdalatdban hasonlé eredményekre jutott egy masik csoport is (158).

A miozin 5c-re — alacsony terhelési ardnya ellenére — az aktoS1 komplex igen magas ADP-
affinitasa jellemz6 (Ks' = 0,25 uM, 2. tablazat). Globdlis kinetikai szimuldcidink azt mutattdk,
hogy ez a sajatsdg a miozin 5c terhelési aranyanak és ATPaz aktivitasanak igen jelentés ADP-
koncentraciofliggését eredményezi, hasonldéan az NM2 izoformak 6.1.1 fejezetben leirt
esetéhez (26. abra). Az élettani ADP-koncentracié-tartomanyban (10-150 uM) a terhelési
arany akar 50 % folé néhet, ami az egyedi molekula-processzivitas sejtbeli szabalyozasanak
lehet6ségét jelenti.
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26. dbra: A miozin 5c steady-state aktin-aktivalt ATPdz aktivitdsdnak és terhelési
ardanydnak ADP-koncentrdcidfiiggése (telitési aktin- és ATP-koncentrdcid esetén) (20). Az
dbra az enzim kisérletesen meghatdrozott kinetikai paraméterei alapjan végzett szimuldcio
eredményét mutatja.

A miozin 5a, 5c és Dm5 izoformdk legfontosabb kinetikai paramétereinek
0sszehasonlitasabdl a miozin 5 enzimmechanizmusok igen latvanyos sokfélesége bontakozik
ki (2. tablazat). A miozin 5a ,prototipus” esetén a foszfat-felszabadulas (ks, k4’) igen jelent6s
és az ADP-felszabadulds (ks, ks') mérsékelt aktin-aktivacidja az utébbi |épés sebesség-
meghatarozd voltat és magas terhelési aranyt (70-90 %) eredményez (2. tablazat, vo. 6.
abra). A miozin 5c esetében a foszfat-felszabadulds aktin-aktivacidja a miozin 5a-hoz képest
igen alacsony, ami alacsony terhelési aranyt, lassu ATPaz ciklus és lassu motilitast
eredményez (lasd fent). A Dm5 esetében mind a foszfat-, mind az ADP-felszabadulas aktin-
aktivacidja a miozin 5a-hoz hasonldé mérték(i, am az ADP-felszabadulas sokkal gyorsabb mind
aktinmentes, mind aktinkotott allapotban — ez utdbbi sajatsag okozza a Dm5 alacsony
terhelési ardnyat.

Fenti mechanizmus-vizsgalataink megmutattak, hogy az egyedi-molekula processzivitas
nem jelenti a miozin 5-alapu transzport egyetlen formajat: a miozin 5¢c és Dm5 izoformak —a
miozin 5a-tél és az ahhoz hasonléan m(ikédé miozin 5b-t6l (159) eltér6en — csak nagyobb,
sok-molekulds egységekben fejthetik ki szallité mikodésiiket a citoplazmaban. A motilitas e
tipusa a vezikulumok felszinén jelentds koncentracidéban jelen [évé motormolekulak egytittes
aktivitasa révén johet létre.
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Paraméter miozin 5a miozin 5¢ Dm5 Dm7a Dm7b miozinl0 miszin 5
Y439A
Koazats (aktin 0,02 0,05 0,07 0,05 0,02 0,03 0,086
Steady-state nélkal, s™)
ATPaz Vinax () 11 1,8 13 1,0 8,4 3,0 1,4
aktivitas Karps, (LM) 4,8 43 9,9 1,1 39 33 0,36
aktin-aktivacié 550 36 190 20 420 100 16
Kk (M 's™) 1,5 1,3 4,0 1,1 2,7
ATP-kétés k. k. (uM's™) 1,0 0,82 0,36 1,0 1,3 1,8 1,9
k' (s 210 290 >180 150 >400 630 820
k_s (uM™s™?) 6,9 29 2,3 3,1 5,7
ks (s 2,5 38 9,0 1,2 2.7
Ks (uM) 0,36 17 3,8 1,4 0,47
ks’ (uM™s™) 4,9 64 4,7 3,9 2,7 2,1 21
ADP-kotés ks (s™) 17 16 150 1,6 12 18 3,7
Ks' (uM) 3,5 0,25 32 14 8,4 1,8
KapCsoMs| 9,7 1,9 3,7 6,0 38
hanyados
aktin-aktivacio 6,3 3,9 1,3 15 1,4
ATP- ka+k 3 (s7) 210 90 68 11 160 >80 250
hidrolizis K 0,57 0,54 0,39 >4 2,8 0,3 0,52
ko (s7) 0,025 0,16 0,07 0,05 0,027 0,13 0,38
Foszfat- ki (s 240 1,5 180 61 >40 90 110
felszabadulas Ky (LM) 55 14 70 6,4 >50 130 3,3
aktin-aktivacié 9600 9,4 2600 1200 >1500 690 290
kg (uM™s™?) 28 0,66 2,5 1,9 2,1 25
Ks (M) 0,000039 0,029 0,016 0,035 0,20 0,0003
ke (s™) 0,0011 0,019 0,04 0,042 0,41 0,0076
Aktinkotés K- (uM™s™) 1,2 2,3 1,0 0,26
K10 (LM) 0,044 0,19 0,034 1,3
ko (s7) 0,051 0,43 0,034 0,34
kapfcsoltsagl 15 12 1,0 6,5
hényados

2. tabldzat: Miozin 5, 7 és 10 izoformak kinetikai paraméterei . A bemutatott adatok
mindegyike sajat munkdinkbdl szarmazik (egér miozin 5a: (25), humdn miozin 5c: (20),
Dmb5: (10), Dm7a: (12), Dm7b: (11), szarvasmarha miozin 10: (7), egér miozin 5a Y439A
mutdns: (25)). Az adatokkal kapcsolatos tovdbbi informdcidk az 1. tabldzat sz6vegében
taldlhatok.

6.1.3 Membrdn-asszocidlt motormiikéddés

A filopédiumokban anyagszadllitast végzé miozin 10 az enzimciklus minden dllapotdaban
viszonylag magas aktin-affinitdssal rendelkezik, ami az aktinkétegen vald folyamatos
haladdst segiti.

A miozin 10 tobb szempontbdl is kiilonleges motorenzim (160;161). Egyrészt, farok-
régidjaban a sejtmembran foszfolipidjeihez kot6d6 PH3 domént tartalmaz, és igy membran-
asszocialt fehérjeként mikodik. Masrészt ez a miozin jelentds szerepet jatszik a sejtek
filopddiumainak létrehozasaban és az azokon belili molekula-transzportban (162;163). A
miozin 10 enzimm(ikdodésének és motilitdsanak részletes vizsgalataval (2. tablazat)
kimutattuk, hogy ez a miozin — hagyomdnyos kisérleti koriilmények kozott — mérsékelt
terhelési arannyal milkod6, nem-processziv motor (7). Egy masik csoport késébbi
eredményei magasabb terhelési aranyt jeleztek, am az egyedimolekula-processzivitas abban
a munkaban sem volt kimutathaté (164). Erdekes médon azonban azt talaltuk, hogy a miozin
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10 jelentds aktin-affinitast mutat az an. gyenge aktinkot6 allapotokban is (vo. 6. dbra). A
fentiek alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy a miozin 10 altal képviselt motilitastipus elényos
lehet a filopddiumokban, amelyek egyetlen kozponti aktinkotege a sejtmembrdan
t6szomszédsagdban helyezkedik el: az aktinon torténé tovahaladast elGsegitheti az a
kortilmény, hogy a korlatozott térviszonyok miatt a motornak nincs lehet6sége difflazidval
eltdvozni az aktintdl. Evekkel késSbb jelent meg Ronald Rock kutatécsoportjanak
tanulmanya, amelyben kimutattak, hogy a miozin 10 szelektiv médon csak aktinkétegeken —
nem pedig egyedi aktinszdlakon — képes processziv transzlokaciéra (165).

6.1.4 A miozin 7 mint uj processziv objektum

A miozin 7 izoformadk — processziv mozgdsuk természetes adottsdgai (hosszu futdshossz
és lassu transzlokdcios sebesség) révén — az egyedimolekula-vizsgdlatok szamdra
el6nyds motortipust képviselnek.

A részletesen jellemzett miozin 5 és 6 processziv transzporterek mellett a sejtbioldgiai és
élettani vizsgalatok azt mutattak, hogy a miozin 7 osztaly tagjai is fontos szerepet jatszanak
az intracellularis transzportban valamennyi vizsgdlt szervezetben, az egysejt(i eukariétaktdl a
magasabbrendl dllatokig (166-175). A kiilonb6z6 miozin 7 izoformdk a fagocitdzis, a
sejtadhézid, valamint magasabbrendliekben az érz6funkcidk (latds, hallas) sejtfolyamataiban
fejtik ki aktivitasukat.

A Drosophila melanogaster miozin 7b-n (Dm7b) végzett részletes kinetikai elemzésiink
révén elséként kozoltiink mechanisztikus modellt a miozin 7 mikodésérdl (2. tablazat) (11).
Azt taldltuk, hogy a Dm7b a gerinces miozin 5a-hoz hasonlé enzimatikus sajatsagokat és
magas (80 % feletti) terhelési ardnyt mutat, ami lehet6vé teszi a kétfejl processziv
motormikodést. Hasonld kinetikai mechanizmust deritettlink fel a Dm7a izoforma esetén is,
ahol azt talaltuk, hogy a mechanokémiai ciklus sebesség-meghatdrozdé Iépése az
aktomiozin.ADP komplexnek az  ADP-felszabaduldast = megel6z6, potencialisan
terhelésérzékeny szerkezetvaltozasa (12). Roviddel a Dm7b mechanizmusat feltaré munkank
utan megjelent cikkében egy masik csoport a gerinces miozin 7b-rél is kimutatta, hogy az
magas terhelési arannyal mukaodik (176).

Egyedimolekula-fluoreszcencia vizsgalatokkal is jellemeztiik egy kétfeji miozin Dm7a
motorkonstrukcid processziv mikodését (12). E vizsgalatokbdl kideriilt, hogy a Dm7a — a
miozin 5-h6z hasonld nagy |épéshossza (30 nm), am anndl mintegy 8-szor lassabb mozgasi
sebessége (70 nm/s) miatt — a jelenleg ismert izoformak kozul a legalkalmasabb a processziv
mUkodés videomikroszképos egyedimolekula-biofizikai jellemzésére (27. abra).
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27. dbra: Zéld fluoreszcens fehérjével jelolt kétfejli Dm7a konstrukcié (GFP-Dm7a-HMM)
egyedimolekula-fluoreszcencia videomikroszkdpos lépésnyomai (A-B; lépéshosszak nm-ben
feltiintetve) és lépéshossz-eloszldsa (C-D). Az A és C dbrdk mindkét, mig a B és D dbrdk csak
egyik fejen GFP-jelélt konstrukcidval kapott adatokat mutatjdk. A lépéshosszak
normdleloszlds-illesztései a kettdsen jel6lt molekuldk esetén 33 nm (C dbra), mig az
egyszeresen jel6ltek esetén 60 nm (D dbra) kbzépértéket adtak. (A kettdsen jel6lt
molekuldkban a két jelet nem bontottuk fel; ez esetben a jel minden egyes Iépésre egy
Iépéshossznyit, mig az egy fejen jeldltek esetén kétlépésenként két Iépéshossznyit
mozdult.)

6.1.5 Motor-miikodésmddok elvi lehetdségei és azok kihaszndltsdga

A mechanokémiai paraméterek dltal adott elvi lehetGségeket a miozinmotorok
divergens evolucioja nagy mértékben kihaszndlta a valtozatos mozgdsformadk
kivitelezésére.

A felderitett miozin motorm(ikodések sokféleségének attekintése céljabdl a 28. abran az
el6z6 fejezetekben leirt izoformdkat — és néhdny madsok altal vizsgalt miozint — a sarkalatos
m(ikddési paraméterek szerinti haromdimenzids dbrdzoldsban tilintettem fel. A terhelési
arany els6sorban a motoregységek szupramolekuldris szervez6désével all 6sszhangban: a
nagy egységekben (szalakban, membrankototten) miikodé motorok esetén az alacsony, mig
az egyedi molekulaként m(kodd processziv transzporterek esetén a magas terhelési arany
elényos. Az aktinkotott allapot életideje a létrehozott mozgds sebességének fontos
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meghatarozoja. Az aktin-ADP kapcsoltsag (vagyis az aktin és ADP miozinfejhez torténd
kotésének kolcsonhatasa, 6.1.1 fejezet, 1-2. tdblazat) a kontraktilis (mozgast létrehozd) és
statikus (erdtartd) lGzemmoddok szempontjabdl jelent6s: alacsony kapcsoltsag (azaz az
aktomiozin komplex magas ADP-affinitdsa) az er6sen aktinkotott allapotban torténd
hosszabb id6zést tesz lehet6vé, ami el6nyds a hosszu tavd, alacsony energiaigényd erétartds
szempontjabdl. Nagy egységekben gyors kontrakcidt végzé motorok esetében viszont a
magas aktin-ADP kapcsoltsdgi hanyados el6nyds: ez ugyanis azt jelzi, hogy az aktinkotés
lecsokkenti a miozinfej ADP-affinitasat, amely igy csak rovid id6t tolt az aktinhoz kotve, és
nem akadalyozza a tobbi fej altal hajtott kontrakcidt.

A miozin szupercsaladon bellil a motordomének szekvencia-hasonlésaga — ami alapjan az
egyes osztdlyokat és alosztdlyokat szokas kijelolni — szoros Osszefliggésben all az egyes
izoformdk nyaki és farok- (effektor) doménjeinek 6sszetételével (5. abra) (93,96). Ez azt jelzi,
hogy a domén- és alegység-Osszetétel evollicidosan konzervalt sajatsdg, és a mai dllapot
kiilonb6z6 molekularészek koevolucidjanak eredménye. A 28. abrardl azonban élesen
kitdnik, hogy az egyes miozin osztalyok tagjainak funkcionalis sajatsdgait els6sorban az
sejtbeli és élettani funkciok diktaljak: evolluciésan kozeli rokon (egy osztalyba tartozd)
izoformak miikodési tulajdonsagai igen eltéréek lehetnek, illetve konvergencia figyelhetd
meg egymassal csak tavoli rokonsagot mutaté (kiilonb6z6 osztdlyokba tartozd) formak
esetén. A mechanoenzimatikus sajatsdgok tehat rugalmasan, viszonylag gyorsan
valtozhatnak az evolucié soran: ez a jelenség minden bizonnyal hozzajarul az eukariéta
életformak nagyfoku komplexitdsahoz és alkalmazkodd-képességéhez.

szalakban végzett gyors kontrakcio
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miozin
A . .
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28. dbra: Miozin izoformdk miikédési paraméterek szerinti megoszldsa. a: humdn miozin
1c (177), b: Dictyostelium miozin 1b (178), c: patkdny miozin 1b (179), d: nyul gyors
vdzizom miozin 2 (138), e: Dictyostelium miozin 2 (138), f: csirke simaizom miozin 2 (142),
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g: humadn NM2A (3), h: egér NM2C (8), i: humdn NM2B (1), j: egér miozin 5a (25), k: Dm5
(10), I: sertés miozin 6 (97), m: Dm7a (12), n: Dm7b (11), o: szarvasmarha miozin 10 (7)

6.2 Az erdgeneralas utvonalai a miozinban: altalanos alapelvek és specialis
adaptaciok

A kovetkez6kben ismertetendd munkdkban azt igyekeztiink részleteiben felderiteni, hogy a
6.1 fejezetben bemutatott valtozatos motoraktivitasokat a miozin-molekula milyen
szerkezeti atalakulasai teszik lehet6vé, illetve hogy ezek a szerkezetvaltozdsok hogyan
illeszthet6k atfogd kinetikai-energetikai sémaba. A mechanokémiai ciklus legizgalmasabb,
am legkevésbé felderitett része az er6generaldsi 1épés, amelynek lehetséges uUtvonalait a
6.2.1 fejezetben targyalom. Az er6generalds energetikai megkozelitésében kiemelkedd
jelent6ségl, hogy megismerjik annak kezd6- illetve végdllapotat: ezekrél a 6.2.2 illetve 6.2.3
fejezetekben lesz szd. A rdkovetkez6 hdrom fejezetben leirt munkakban azt vizsgaltuk, hogy
a miozinfej nukleotid-kot6helye és er6karja kozott milyen szerkezeti-kinetikai kapcsoltsag all
fenn, és ennek mi a funkcionalis jelent&sége: az er6karra gyakorolt hatds szabdlyozhatja-e az
aktivhelyen zajlé enzimciklust, illetve az aktivhely befolyasolasa kihat-e az er6karmozgas altal
megvaldsuld mozgatoképességre?

6.2.1 A hatékony erégenerdlds ttvonalai

A rendelkezésre dllo ismeretek szintézise azt sugallja, hogy az aktomiozin dltali
erégenerdldas nem-egyensulyi, parhuzamos reakcioutakat magdba foglalo
mechanizmus révén valdsul meg.

A hatékony er6generaldas érdekében a miozinfej er6kar-lecsapdsanak aktinhoz kotott
allapotban kell megvaldsulnia. Az erégeneralas azonban — latszélag ellentmonddsos mdédon —
az ATPaz ciklus leggyengébb aktin-affinitasi allapotabdl, az M.ADP.P; termékkomplexbdl
indul (4. dbra). Nemrégiben megjelent 6sszefoglalé cikkiinkben (26) Malnasi-Csizmadia
Andrassal azt vizsgaltuk meg, hogy milyen mechanizmusok terelik a mechanokémiai ciklust a
hatékony er6generalas felé a felesleges, , ATP-pocsékold” ciklusok helyett. Masrészrél azt
elemeztik, hogy az er6generalds soran lezajlé harom kulcsesemény — az aktinkotés, az
erékar lecsapasa és a hidrolizis-termékek felszabaduldsa — milyen lehetséges kapcsoltsagi
modokban allhat egymassal, és ezek kodziil melyek valésulnak meg a miozin miikédési ciklusa
soran. Az ismertetett fejtegetések jelentds részben a csoportjaink munkajabdl szarmazé
eredményeken alapulnak.

Aktin tavollétében a miozin enzimciklus sebesség-meghatdrozd lépése a miozinfej
felhizdsat és az ATP-hidrolizist kovet6é erGkar-visszacsapas, amely az M.ADP.P;
termékkomplexben torténik (4. Iépés a 2. dbrdn) (88). E visszacsapas megtorténte — mivel
visszaforditja a felhUzds soran létrejott szerkezetvaltozast, de nem jar erégenerdlassal —
felesleges, energiapocsékolé enzimciklushoz vezet. A hatékony ciklus kulcsjelensége, hogy az
aktinhoz valé kot6dés révén e |épés tobb nagysagrenddel aktivalddik (sebességi allanddja
megnd), ami a ciklust az aktinkotott erGkar-lecsapas — igy a hatékony erégenerdlas — felé
hajtja.

Az erégenerdldas fentebb felsorolt kulcseseményei szamos kiilonb6z6 dtvonalon
hatékonyan megvaldsulhatnak. A kiilonb6z6 Utvonalak azonban eltérd energetikai profilokat
eredményezhetnek, ami nagyban befolydsolhatja a rendszer mechanikai teljesitményét.
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Ezért alapvet6 fontossdggal bir az erdgenerdldas parhuzamos Uutvonalain megvaldsuld
kinetikai fluxusok meghatdrozasa.

A folyamat a miozinfej aktinrdl levalt, felhtzott erékard, alacsony aktin-affinitasua (nyitott
arokkal rendelkezg) dllapotaban kezdédik, és a fej er6sen aktinkotott (zart arkua), lecsapott
erGkard formdjaban végzédik (29. abra). Kiilonb6zd laboratériumokban izomrostokon
végzett vizsgalatok eredményei azt sugalljak, hogy az erGgeneralds (és az erbkarlecsapas)
megelGzi a foszfat felszabaduldsat, igy a 29. abran bemutatott részlépések mind a miozinfej
ADP.P-kotott  termékkomplexében  torténnek (180-183). Masok azonban arra
kovetkeztetnek, hogy a lecsapds a foszfat-felszabadulas utan, ADP-kotott allapotban torténik
(184,;185). A 29. abran bemutatott séma altalanosan alkalmazhaté: a miozinfej nukleotid-
allapotatol fliggetlenil bemutatja azt a hdrom lehetséges Utvonalat, amelyeken hatékony
(aktinkotott) erGkarlecsapds torténhet. A tébbi Utvonal mechanikailag haszontalan ciklushoz
vezet. A bemutatott eseményeket a nukleotid-kicserél6dés folyamata koveti, amely a
kovetkez6 ATP-molekula erGs kotésébdl kifolydlag gyakorlatilag irreverzibilisnek tekinthetd,
és a rendszert a kovetkez6 mechanokémiai ciklus felé tereli.
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LECSAPAS

/
| P 4
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29. dbra: Az erégenerdlds parhuzamos utvonalai. Az ATP-hidrolizist kévetéen a miozinfej
alacsony aktin-affinitdsu (nyitott drku), felhuzott erékaru dllapotba keriil (bal alsé sarok). A
hatékony erégenerdldshoz vezeté hdrom lehetséges ttvonalat narancs, piros és kék
nyilakkal abrdzoltuk. A narancs ttvonalon az drokzdroddst az aktinkétés és a rakovetkezd
erékarlecsapds kéveti. A mdsik két utvonal az aktinkétéssel indul. A piros uton az
drokzdrodds megel6zi az erékarlecsapdst. A kék uton a lecsapds akkor térténik, amikor az
drok még nyitva van, és a folyamatot az drokzdrddds zdrja. A kisérletes adatok alapjdn a
narancsszinii utvonal csekély fluxust hordoz, mig a piros és kék utak egyardnt jelentds
fluxusaranyt képviselhetnek. Az ATP-pocsékolo ciklushoz vezetd, aktinrdl levalt dllapotban
bekévetkezd erékarlecsapds lezajldsat (sziirke nyil) kinetikai gat akaddlyozza.

A hdarom hatékony utvonal kozos jellemzbje, hogy az aktinkotésnek az erékarlecsapds
el6tt kell megtorténnie (29. dbra). Az elsé utvonal (narancsszinnel jeldlve a 29. abran) a
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keril, amely az aktin kotése utdn megvaldsithatja az er6karlecsapdst. Ezen Utvonal fluxusa
azonban alacsony, mivel a miozin termékkomplexében az drokzarddas kedvezétlen (186).

A fennmaradd két hatékony utvonal (pirossal és kékkel jelolve a 29. abran) az
aktinkotéssel indul, amely igy egy gyengén kotott, felhdzott erékard komplexet eredményez.
Ebbdl az allapotbdl kiindulva az aktomiozin kdlcsénhatds er6sodése és az er6karlecsapas két
kilonboz6 sorrendben torténhet. A piros Uton a nyitott és zart arku (gyengén és er6sen
aktinkotott) allapotok kozotti gyors egyensulyt az erGkarlecsapas koveti. A lecsapds azonban
— amint a kék nyilak mutatjdk — gyengén aktinkotott allapotban is megtorténhet, amit az
aktomiozin kdlcsonhatds rakovetkez6 er6sddése stabilizalhat, ha az drokzarédas gyorsabban
torténik, minta az aktinrél valé levalas (187). A rendelkezésre all6 kinetikai és
termodinamikai adatok alapjan a piros és kék utak egyarant jelent6s fluxust hordozhatnak
(88;183). A hatékony erdgeneralds tehat tébb parhuzamos utvonalon valésulhat meg. A
bemutatott modell fontos sajatsaga, hogy — mivel szdmos részlépés sebességi allanddja
hasonld — az er6generalds koztidllapotai sohasem érik el a belsé egyensulyt.

A gyenge és erds aktinkot6 allapotok kozotti egyensuly allanddjat mechanikailag
terheletlen kisérleti kortilmények kozott hataroztak meg. A jové kihivasai kozé tartozik e
paraméter terhelésfliggésének meghatdrozasa. A 6.2.2 fejezetben ismertetendé
eredményeink azt mutattdk, hogy a magas aktin-affinitasq, felhlzott erékaru allapot (amely
a 29. 4bran a narancs és voros nyilak sszefutasandl lathatd) a blebbistatin nevl miozin-
inhibitor segitségével stabilizdlhaté: a gatlészer igy egy kordbban hozzaférhetetlen
koztidllapot vizsgdlatat teszi lehetévé.

Lattuk, hogy a miozin ATPaz aktin-aktivaciéja a hatékony erégenerdlasi utvonalak magas
fluxusaranyat teszi lehetévé. Fontos megjegyezni, hogy az aktivacié nem szlikséges a
motorm(ikédéshez per se, hanem annak energetikai hatékonysagat befolyasolja. Az aktin-
aktivacié foka altalaban alacsonyabb a gyors kontrakcid helyett els6sorban erétartd szerepet
bet6lt6 miozin izoformdk esetében (vo. 6.1.5 fejezet). Ezekben ez izoformakban az itt leirt
er6generalé mechanizmus mellett az ADP-felszabadulashoz kapcsolt tovabbi er6karlecsapas
nagyban hozzajarul a motorfunkcid terhelésfliggd szabalyozdsdahoz, amirdl részletesen a
6.2.4 fejezetben ismertetett munkainknal lesz szé.

6.2.2 Lencsevégen az erdkarlecsapas kezdddllapota

ADP jelenlétében a blebbistatin a miozinfejet egy eddig hozzdférhetetlen — nagy aktin-
affinitdsu, felhuzott er6karu — kéztidllapotban stabilizdlja, amely az er6generdlds
kiinduldpontjat képviseli.

Az erdgenerdlas vizsgalatat igencsak megneheziti az a kortilmény, hogy a legfontosabb
koztidllapotok (29. dbra) életideje rovid és steady-state részardnya nagyon alacsony. A
blebbistatin nevl miozin 2 inhibitor azonban — alabb ismertetett eredményeink alapjan —
fontos koztidllapotok stabilizalasa révén igen hatékony eszkdznek bizonyult a miozin
mechanizmusanak megértésében.

A blebbistatint (30. dbra) nagy atereszt6képességli inhibitor-keresés soran azonositottak
mint hatékony miozingatldszert (188). A molekula szelektiven és nagy affinitassal gatolja a
miozin 2 izoformak aktivitasat (189). Részletesen jellemeztilk a miozin blebbistatin altali
gatldsanak kinetikai mechanizmusat (6). E munka f6 eredményeként kimutattuk, hogy a
blebbistatin a miozint aktinrdl levalt termékkomplex (M.ADP.P;) stabilizdlasaval gatolja, a
foszfat-felszabadulas lassitasa révén (31-32. dbrak).
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30. dbra: A blebbistatin szerkezete
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31. dbra: A blebbistatin stabilizdlja a M.ADP.P; poszthidrolitikus termékkomplexet. Az dbra
egy quenched-flow kisérlet eredményét mutatja, amelyben az ATP-hidrolizis tranziens
lefutdsat kévettiik 5 uM nyul vazizom miozin S1 és 50 uM radioaktivan jel6lt ATP
Osszekeverését kbvetden, blebbistatin tavollétében (témér jelek) és jelenlétében (50 uM
inhibitor-koncentrdciondl; iires jelek). Az exponencidlis lefutdsu foszfat-burst (kops = 40 s
blebbistatin nélkiil, 20 s blebbistatinnal) utén a reakcid linedris steady-state fézisa
kévetkezett. A burst amplituddja (np/ns;) 0,31-nak adddott az inhibitor tdvollétében, mig a
blebbistatin jelenléte az amplitudot 0,90-ra névelte a bemutatott kisérletben. A burst-
amplitidd névekedése a hidrolizis egyensulyi dllandéjanak (K3 16. dbra) megnévekedését,
vagyis az M.ADP.P; komplex stabilizdldsadt jelzi.
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32. dbra: A blebbistatin hatdsa az aktinkététt dllapotok részardnydra a nyul vdzizom
miozin S1 steady-state miikédése sordn. A és B: Stopped-flow-kisérletekben kapott pirén-
aktin fluoreszcencia- és fényszords-tranziensek, amelyeket 5 uM pirén-aktin és 2 uM S1
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elegyének 20 uM ATP-vel térténé Gsszekeverésekor vettiink fel, az inhibitor tavollétében
(A) és jelenlétében (B; 50 uM blebbistatin-koncentrdciondl). A blebbistatin tdvollétében az
csékkenése jelez; k., = 80 5'1) 10 mdsodperces steady-state periddus kévette. Ezutdn — az
ATP-készlet kimertilése miatt — a jelvdltozdsok megfordultak, ami az aktoS1 komplex
ujraképzddését jelzi. Blebbistatin jelenlétében a gyors disszocidcids fdzis hasonld volt (k,ps =
90s™), de a jelek nem tértek vissza az eredeti dllapotba, ami aktinrdl levdlt S1-dllapot
stabilizaloddsdt jelzi. A C abrdn aktoS1 ultracentrifugdldsos kisérletek eredménye Iathato.
A kévetkezd mintdk feliiluszojanak (S) és csapadékanak (P) SDS-gélelektroforetikus képe
(S1-nehézldanc csik) lathato (blebbistatin tavollétében illetve 50 uM blebbistatin
jelenlétében): M: 20 uM S1; AM: 20 uM S1 és 50 uM aktin; AMT: 20 uM S1, 50 uM aktin és
10 mM ATP. Denzitometrids elemzés alapjdn ATP jelenlétében az S1-molekuldk 10 %-a
tilepedett az F-aktinnal blebbistatin tdvollétében, mig az inhibitor jelenlétében ez az ardny
4%-ra cs6ékkent.

A kapott eredmények azt sugalltdk, hogy a blebbistatin rendkiviil hasznos eszkoz
sejtbiolégiai és élettani vizsgalatok céljara, hiszen az inhibitor adasaval a miozin 2 funkcidja
szelektiven kiGthetd Ugy, hogy a sejtben nem jonnek Iétre nemkivdnatos inaktiv aktomiozin
kolcsonhatasok. Ezt az azéta megjelent nagyszamu publikacid igazolta.

Hetényi Csaba kozrem(kodésével, vak-dokkoldsos elemzéssel meghatdroztuk a
blebbistatin kdtShelyét a miozinon (33. 4bra) (6). Eredményeink azt mutattdk, hogy az
inhibitor a miozinfej aktinkoté arkanak mélyére kot. Ez az eredmény igazoldst nyert egy
kés6bb megjelent kristalyszerkezet révén (190).

ATP-két6
aktinkété . / zseb
hely — . /
blebbistatin : 9

er6tovabbitas —
33. dbra: A blebbistatin k6téhelye a miozinban

A blebbistatin altal ATP hozzaadasa utan stabilizalt miozin koztidllapot — sejtbioldgiai
kisérletekben rendkiviil el6nyds tulajdonsagai ellenére — szerkezetileg nagyban hasonlitott a
mar kordbban ismert, aktinrdl levalt M.ADP.P; allapotra (84,85,190), ezért az er6generalas
szerkezeti mechanizmusanak megértésében nem hordozott jelentGs tobbletinformacidt.
Tovabbi intermedierek azonositdsa céljabdl ezért spektroszkopiai kisérletekben
részletesebben megvizsgaltuk a blebbistatin altal kiilonb6z6 nukleotidok jelenlétében felvett
miozin-konformacidkat. A szerkezetek spektroszképiai és gyorskinetikai jellemzéséhez
egytriptofanos Dictyostelium miozin 2 motordomén konstrukcidkat hasznaltunk, amelyek az
aktinkoté arok, illetve az er6kar mozgasat érzékelték (34a-b dabra) (28;,87;186). Nagy
meglepetésre azt taldltuk, hogy a blebbistatin ADP jelenlétében (az ATP-szennyezés gondos
kikliszobolése mellett) egy aktint er6sen kotd, am felhidzott er6kard intermediert stabilizal. A
miozin.ADP.blebbistatin komplex nagy aktin-affinitasat ultracentrifugdlasos kisérletekkel
(34c abra), az erékar felhuzott allapotat pedig elektronmikroszkdpos felvételekkel (34d abra)
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is igazoltuk. Ez a koztidllapot, jéllehet a miozin mechanizmusaban kiemelked6 fontossagu
(nagy hasonldésagot mutat a 29. dbran a piros és narancs nyilak 6sszefutdsanal talalhaté
allapottal), eddig nem volt hozzaférhet6, mert inhibitor tavollétében igen rovid az életideje.
Adataink tehat arra utaltak, hogy a blebbistatin mar eddig is ismert széleskord sejtbioldgiai
és élettani alkalmazasi lehet6ségei mellett a miozinmechanizmus szerkezeti alapjainak
felderitésében is tovabbi hasznokkal kecsegtet.
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34. dbra: A blebbistatin stabilizdlja az er6generdlo lépés kezddadllapotdt. A-B:
Egytriptofdnos miozin mutdns (W501+, 5 uM) triptofdn fluoreszcencia-emissziés
spektrumai kiilbnb6z6 nukleotidok (100 uM ADP, illetve 1 mM ATP) jelenlétében,
blebbistatin nélkiil (A) illetve a gdtldszer jelenlétében (B; 50 uM blebbistatin). A W501+ az
erékar szenzora: magas fluoreszcencidja blebbistatin és ADP jelenlétében a felhuzott
erékardu dllapotot jelzi. C: A blebbistatin nem vdltoztatja meg a miozin-ADP komplex magas
aktin-affinitdsdat. Az abra az ADP-kététt miozinfejek (2 uM (nagy dbra) illetve 1 uM (kis
dbra) miozin, 100 uM ADP) aktinkététtségi hanyaddnak aktinkoncentrdcio-fiiggését
mutatja (Ky aiein < 1 UM), amelyet ultracentrifugdldst kévetd SDS-PAGE denzitometrids
analizis révén hatdroztunk meg blebbistatin nélkiil (teli négyzetek) illetve a gatloszer
jelenlétében (iires négyzetek; 100 uM blebbistatin). D: Elektronmikroszkdpos felvételek,
amelyek azt igazoltdk, hogy a blebbistatin erékar-felhizdst indukdl az ADP-kétott
miozinfejekben (2 uM nyul vazizom S1, 1 mM ADP, 100 uM blebbistatin).

6.2.3 Az aktinkétéssel jaro energia-valtozdsok és a miozin torzids rugdja

A kiilénb6z6 miozinok aktinkétésének energetikai profiljat az drokzdrodds folyamata
hatdrozza meg.
A motordomén torzios rugdéjaként miik6ddé B-lemez megfesziil az erégenerdlds sordn.

A miozin erégeneraldsanak alapveté mozzanata az aktomiozin kolcsonhatas létrejotte és
megerdsodése. Az erbkifejté lépés sordn létrejové erGs aktinkotés fontos energetikai
hajtéer6t képvisel (191). Az erGsen aktinkotott, nukleotidmentes (rigor) allapot az ergGkifejté
lépés végallapota (4. abra) (43,91). E fontos allapot atomi szerkezetét azonban tobb
évtizednyi eréfeszités ellenére sem sikerilt meghatarozni (43). A kiilonallé fehérjék (miozin
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motordomeén, aktin monomer) kristalyszerkezeteinek a rigorkomplex elektronmikroszkdépos
képeibe torténd dokkoldsa arra deritett fényt, hogy a motordomén — akkor rendelkezésre
allé — aktinmentes szerkezetében (amely gerinces vazizom miozinbdl szarmazott) megfigyelt
aktinkotd aroknak be kell zarddnia az erés aktinkotés létrejottéhez (90;192). Ez a feltételezés
O0sszhangban volt a klasszikus, Geeves, Goody és Gutfreund 4altal javasolt ,3G” kinetikai
modellel, amely szerint az er6s kotés egy masodrendld gyenge aktinkotési lépés utdni
szerkezetvdltozds eredményeképpen jon létre indukalt illeszkedéses mechanizmus révén
(kék nyilakkal jelzett utvonal a 35. dbran) (193,;194).

zart

T

lT Kgyenge l* Kerés

KA, zart

AKTIN
gyenge aktink6té erés aktinkoté

35. dbra: Az aktinkétés és az drokzdrddds szerkezeti és kinetikai utvonalai. Aktin
tavollétében a miozinfej (sziirke) nyitott és zdrt drku szerkezeteket vehet fel, amelyek
egymdsba alakuldsdt a K,s,.: egyensulyi dllandd jellemzi (felsé sor). Azokban a miozin
izoformakban, amelyek aktin tdvollétében a nyitott szerkezetet foglaljak el nagy ardnyban,
az aktinhoz (vildgoskék) valo kétédés a ,3G” indukadlt illeszkedéses utvonalat kéveti (kék
nyilak), amely egy kezdeti gyenge kélcsénhatdsbol (Kgyenge) €s az ezutdn kévetkezd
szerkezet-vdltozdsbol (K ,ar) 6l (193;194). Azok a miozinok, amelyek jelent6s ardnyban
felveszik a zart drku szerkezetet aktin tdvollétében is, az aktinhoz jelentésebb konformdcio-
vdltozds nélkiil kéthetnek (K,.ss).

Késébb kiderilt, hogy a miozin 5a nukleotidmentes allapotban zart arku szerkezetet vesz
fel aktin tavollétében is, amely jelent6sebb mddositds nélkiil dokkolhaté a rigorkomplex
elektronmikroszképos képébe (91;195;196). Carolyn Cohen (Brandeis Egyetem) rontgen-
krisztallografiai munkacsoportjdval egyuttmikodésben kideritettiik, hogy kilonb6z6
puhatestliekbdl (féslikagyld (Placopecten magellanicus), kalmar (Loligo pealei)) szarmazé
izom-miozin 2 izoformdk szintén zart arku szerkezetet vesznek fel aktin és nukleotid
tavollétében (15). Az aktinkotés kinetikai jellemzésével kimutattuk, hogy az arokzarddasi
reakcié aktivacios energiaja Osszefliggésben all a miozin arkdnak aktin tavollétében
tapasztalt nyitott vagy zart allapotaval. Az aktin tavollétében is zart arokkal rendelkezé
miozin izoformak — nukleotidmentes allapotban — tehat kdzvetlenil, szerkezetvaltozas nélkil
is képesek az er6s aktinkotésre (35. dbra).

Fluoreszcencia-spektroszkdpiai, gyorskinetikai és Kardos Jdzsef segitségével végzett
kalorimetrids kisérletsorozatok révén kimutattuk, hogy ez a szerkezeti valtozatossag pontos
korrelaciét mutat az egyes miozinok aktinkétésének energetikajaval: ha az aktinkotési
folyamat arokzarddast indukal, akkor endoterm karakterl; ha az arok eleve zart aktin
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tavollétében, akkor az aktinkotés exoterm (36. dbra) (27). A terileten kordbban uralkodd
nézetekkel ellentétben azt taldltuk, hogy az egyes miozinok aktin tavollétében megfigyelhet6
arokzarodasi képessége nem kozvetlenil az aktinkotés sebességét vagy affinitdsat, inkabb
annak szerkezeti-kinetikai Utvonalat hatdrozza meg (35. abra).
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36. dbra: Kiilénb6z6 miozinok aktinkétésével jaro entalpiavdltozds. Nukleotidmentes
(fekete) dllapotban egyediil a nyul vdzizom miozin 2 aktinkétése endoterm folyamat. Az
aroknyildst indukdlé ADP jelenléte (narancs) valamennyi miozin aktinkétését endoterm
irdnyba tolja el. Az dbran bemutatott oszlopok a fluoreszcencia-spektroszkdpiai,
gyorskinetikai és kalorimetrids kisérletsorozatok eredményeinek dtlagait és standard hibdit
tiikrézik.

Hetényi Csabaval egylttm(ikodésben végzett atomi szintl energetikai szamitdsaink azt
jelezték, hogy az drokzardddssal jaré kedvezétlen entalpia-valtozds a motordomén magjaban
elhelyezkedd hétszalu B-lemez (transducer, 3. dbra) torzids fesziilésébdl szarmazik (27). Ez a
szerkezeti elem jelenlegi nézetek szerint a nukleotid- és aktin-kdtShelyek kozotti
allosztérikus kommunikaciét belsé eréatvivé rugd gyandant szolgdlja (43). A miozinban tehat —
ha az aktinkotés nyitott arku (pl. nukleotidkotott) allapotbdl indul — belsé fesziiltség ébred az
aktinhoz torténd preciz térbeli illeszkedés érdekében. Ez a kdvetkeztetés ellentmond korabbi
spekulaciéknak, amelyek szerint a transducernek a rigor szerkezetben megfigyelhetd torzids
szoge képviseli az ismert szerkezetek kozll a mechanikailag leginkabb relaxalt format.

Ismeretes volt, hogy a miozin aktin- és nukleotid-kdtése kozotti antagonisztikus viszony a
motorm(ikddés egyik kulcspontja. Malndsi-Csizmadia Andrdssal egylttmikddésben ezért
megvizsgaltuk, hogy a zarddas kinetikaja milyen viszonyban all az aktin illetve a nukleotid
kotésével. Az aktinkoté arok két oldaldra ciszteineket Ultettiink be, amelyeket pirénnel
maodositottunk (2). A kapott pirén excimer fluoreszcencia-jelek segitségével mérni tudtuk az
arokzarodas kinetikdjat, illetve kimutattuk azt, hogy kilonb6z6 nukleotidok, amelyek az
aktin-kolcsonhatds erGsségének valtozasait okozzak, ezt a hatast az aktinkot6 arok
szerkezetének valtoztatasan keresztil érik el.

Az aktin-kotést Edward Korn (National Heart, Lung and Blood Institute, USA) csoportjaval
egylttmUkodésben mutagenezissel is vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy olyan természetesen
el6forduld mutacidk, amelyek emberben kiilonb6z6 kardiomiopatiakat okoznak, hatasukat
az aktin-kotés kinetikajanak megvaltoztatasan keresztil fejtik ki (9).
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6.2.4 Terhelésfiiggd nukleotidcsere szabdlyozza a nem-izom miozin 2 lizemmdd-vdltdsdt

A nem-izom miozin 2 motoregységek k6zétti, mechanikai terheléstél fiiggd allosztérikus
koordindcio a rendszer kontraktilis és statikus (erétartd) lizemmddjai kozotti valtdst
tesz lehetévé, amely a sejtmozgdsok preciz szabdlyozdsdra szolgdl.

Az eddig emlitett kisérletek az izolalt motordomén energia-atalakitd6 mikodésének
megértését céloztak. In vivo azonban gyakorlatilag minden miozin tébb motoregységbdl allé
szervezGdésben (kétfejli dimerként, illetve szdlakba vagy egyéb szupramolekuldris
egységekbe kotegelve) fejti ki miikodését (37;48). A mechanikailag és energetikailag
hatékony mikodés megkoveteli a motoregységek (fejek) tevékenységének egymadsra
hatasat. Ennek a — magasabb szervez6dési szinten zajldé — kommunikaciénak a
megvaldsitdsara a motorenzimek az egyes fejekre a nyak ,hldzdsan” keresztlil hatd
mechanikai terhelést haszndlhatjak fel. Ez a kommunikacios forma a klasszikus allosztéria-
fogalom kiterjesztésére ad alapot: az egyes motoregységekre haté ,kiilsé” mechanikai er6 —
a motordomén szerkezetének illetve energiatajképének mddositdsan keresztil — dontéen
befolyasolhatja az enzimciklus kinetikai-energetikai paramétereit.

Az erGtartd szerep alapjan azt feltételeztiik, hogy az NM2 izoformak (lasd 6.1.1 fejezet)
kinetikai sajatsagainak erdsen terhelésfliggének kell lennie. Ezért kidolgoztunk egy olyan
eljarast, amelynek segitségével a nukleotidkotés és az ADP-felszabadulds, az ATPaz ciklus két
kulcslépése mechanikailag terhelt allapotban is vizsgalhatd oldatbeli kérilmények kozott
(37-38. 4brak) (17). Azt talaltuk, hogy — a nukleotid-kotéssel ellentétben — az ADP-
felszabadulds kinetikdja erésen terhelésfiiggé mind NM2A, mind NM2B esetében (rdadasul
NM2B esetében még kifejezettebben, mint NM2A esetén; 3. tablazat). Ez a tulajdonsag
ellenirdnyd (a miozin mozgatasi irdnyaval ellentétes) eré esetén az ATPaz ciklus drasztikus
lelassulasat, illetve a terhelési arany novekedését okozza (17). E szabalyozéfunkcid lehetévé
teszi, hogy elleniranyu terhelés esetén a nem-izom miozinok aktinkotésiik életidejének igen
jelent6s megnovelésével, amely ebben az allapotban — az izom-miozin milliszekundumos
életidejétsl drasztikusan eltérve — akar tobb percet is elérhet, rendkivili energia-
hatékonysaggal (alacsony ATPaz aktivitas mellett) hosszu tavu erdtartasra legyenek képesek.
Ugyanezen jelenség azt is biztositja, hogy ,asszisztdld” (a miozin mozgdsi iranyaval
megegyez8) erbBhatas érzékelésekor az NM2 ciklusa felgyorsuljon és terhelési aranya
csokkenjen; igy elkeriilve azt, hogy e miozin a gyorsabban mozgd motorok (pl. simaizom-
miozin) altal hajtott kontrakciot fékezze. Az altalunk javasolt mechanizmust Ronald Rock
csoportjanak kés6bbi egyedimolekula-erémérései is igazoltak (197).
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37. dbra: NM2 enzimkinetika terhelésfiiggés-mérésének elvi alapja. A: Amikor két
fiiggetlen miozinfej (balra, kék) az aktinszdlon (vildgoskék) egymds mellett elhelyezkedd
kétbhelyekhez két, erékarjaik vége egymdstdl a kétéhelyek dltal meghatdrozott tavolsdgra
helyezkedik el. Mindkét fejével aktinkétott kétfejii (HMM) konstrukcio esetén azonban az
er6karoknak a kézés szdrhoz (kék) kell 6sszetartaniuk, igy az egyes fejek kiilénbézé
torzuldst szenvednek (nyilak). A torzulds okozta kinetikai vdltozdsok kisérletesen mérheték
az alébbi médon (vé. 38. dbra). B: Bal oldalon az aktoHMM.mdADP hdrmas komplex
ldthatd (a fluoreszcens dmADP-t csillagozott D jeléli). A hdatso ( az aktinszdl minusz-vége
felé es6) miozinfejre (malyvaszin) asszisztald (erdkifejtési iranydval megegyezd irdnyu) eré
hat, amely az ADP-felszabadulds gyorsuldsat okozza. Az eliilsé (az aktinszal plusz-vége felé
esl) fejre (z61d) hato ellenerd (amely a fej erékifejtésével ellentétes iranyba hat) viszont
lassitja az ADP-felszabaduldst. Felsé utvonal (,ATP chase” kisérletek, piros nyilak): az
aktoHMM.dmADP komplex feleslegben alkalmazott ATP-vel térténd gyors keverése utdn a
hdtso fej a dmADP-t ATP-re (T) cseréli, a terhelés dltal gyorsitott k, ADP-disszocidcids
sebességi dllandonak megfeleléen. E fej ATP-kétése az aktinrdl térténd gyors levdldssal jdr,
aminek eredményeképpen az eliilsé fejrél az mdADP terheletlen dllapotban (kék fejek) fog
disszocialni, k, sebességi dllanddval. Alsé sor (,ADP chase”, fekete nyilak): jeléletlen ADP-
felesleggel toérténd gyors keverés utdn az elsé nukleotidcsere a hdtso fejen fog megtérténni
(k.). AdmADP ADP-re (D) cserél6dése azonban nem okozza a fej aktinrdl térténd
dllanddval fog megtérténni. C—H: Negativan festett elektronmikroszkdpos felvételek. C—E:
NM2A-HMM aktinon: rigor (nukleotidmentes) dllapotban (C), 100 uM ADP-ben (D),
valamint 123 HMM-molekula dtlaga ADP-ben (E). F—H: NM2B-HMM aktinon: rigor
dllapotban (F), 100 uM ADP-ben (G), és 89 HMM-molekula dtlaga ADP-ben (H). A nyilak
egyedi, mindkét fejjel aktinkétott HMM-molekuldkra mutatnak.
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flow-tranziensei. A bemutatott tranzienseket HMM.dmADP vagy aktoHMM.dmADP
komplexek nagy feleslegben alkalmazott jeléletlen ,,chaser” ATP-vel vagy ADP-vel térténd
gyors keverésekor vettiik fel (keverés el6tti koncentrdcidk: 0,4 uM miozinfej, 10 uM
dmADP, 0 vagy 2 uM aktin, és 2 mM ATP vagy ADP). A gérbéket a jobb lathatdsdg
érdekében az y-skdala mentén elcsusztattuk. A: Aktinmentes NM2A-HMM esetén az ATP
illetve ADP chase tranziensek ks értékei hasonldak voltak (terheletlen dllapot mindkét
esetben): 3.3 s illetve 4.1s™. B: Hasonldképpen az aktinmentes NM2B-HMM esetén ks =
0,27 s illetve 0,33 s értékeket kaptunk a bemutatott kisérletben. C: AktoNM2A-HMM
esetén az ATP chase tranziens 2,9 st kops-t eredményezett (mivel k, és k, kézel estek
egymdshoz, igy nem vdltak szét), mig az ADP chase tranziens kétfdzisd volt 11 s (k,) és
0,86 s (k_) sebességi Gllanddkkal. D: AktoNM2B-HMM esetén az ATP chase tranziens kp,
értéke 0,22 s -nak adédott (k., ko), mig az ADP chase tranziens kétfézisu volt 0,59 s™ (k,) és
0,021 s (k_) sebességi dllandokkal a bemutatott kisérletekben (3. tabldzat).

ADP-disszociacio

lzoforma Konstrukcio Kon, atp (uM"ls'l) Kon, aop (uM'ls'l) o (s'l) k. (5.1) & (s'l)
kétfejid (HMM) 0,23 3,4 2,9 11 0,59
NMZA egyfejli (S1) 0,21 2,7 2,7
NM2B ketfeju.(”HMM) 0,25 3,1 0,27 1,1 0,023
egyfejli (S1) 0,40 2,4 0,38

3. tabldzat: A nukleotidkétés és az ADP-disszocidcio sebességi dllanddi. A feltiintetett
értékek fluoreszcens nukleotidok illetve pirén-aktin felhaszndldsdval kapott eredmények
dtlagai. Az dllandok elnevezésének magyardzatdt a 37. dbra szévege tartalmazza.
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A bemutatott eredmények egy olyan — a filamentdlis miozinok korében addig
elképzelhetetlennek” tartott — mechanizmusra engedtek kovetkeztetni, amelyben
mechanikai terhelés hatasara a kétfejii NM2-mokeluldk kettGsen aktinkotott allapota is
jelentds aranyban jarulhat hozza a tehertartashoz a m(ikédési ciklus soran (39. dbra). Ez a
kontraktilis és tehertarto ciklusok kdzotti izemmadvaltas modelljéhez vezetett (17).
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39. dbra: Az NM2 kontraktilis és tehertarto ciklusai. A bal oldali dbrarészen a jobb oldaldn
régzitett aktinfilamentum alacsony terhelés mellett mikédik egyiitt az NM2-vel. A foszfat
(P) és ADP (D) felszabaduldsa az eré’sen aktinkététt NMZ fejrél a miozinfarok aktin mentén

aktinhoz (sdrga: egy fejjel kotott dllapotok, fehér: aktinrdl levdlt dllapot; T = ATP). Elleneré
hatdsdra (amit a miozinfarok végére rajzolt nyil jelez) az aktinkététt fej szerkezete torzul,
ami az ADP-felszabadulds lelassuldsdt és a mindkét fejjel aktinkététt (kék) ADP-ADP
dllapot kialakuldsat eredményezi (sziirke hattér), amelyet az elektronmikroszkopos
képeken ATP tdvollétében is megfigyeltiink (37e és 37h dbrdk). Az NM2-molekula eliilsé és
hdtso fejei ezutdn ugy folytathatjak a mikédési ciklust, hogy kézben a molekula — az
ellenerd tovabbi fenndlldsa esetén — folyamatosan aktinkététt dllapotban marad. Az eliilsé
fej az ADP-t rendkiviil lassan engedi el, ezért az eliils6fej-ciklusok ritkabban térténnek meg
(vékony nyil), mint a hdtsofej-ciklusok (vastag nyil). A 37. abrdn bemutatott, a hdtso fej
ADP-felszabaduldsdra irdnyuld gyorsité hatds a kiilsé terhelés hatdsdra itt megfordul. Az
eliilsGfej- és hdtsofej-ciklusokat dsszek6td kék nyil azt jelzi, hogy a két ciklus a levalt fej
elmozduldsa révén egymdsba alakulhat. A miikédés sordn az NM2 molekula processziv
el6re- vagy hdtralépése is megtérténhet.

Az ADP-felszabadulds terhelésfliggé mivolta arra is utalt, hogy az ADP-kotott és ADP-
mentes formak kozott er6kar-mozgasnak kell torténnie. Ezt a feltételezést aldtdmasztotta
egy masik munka, amelyben Hiroyuki Iwamotéval (JASRI, Japan) egylittmikodésben kisszog
rontgenszords-mérésekkel megallapitottuk, hogy az NM2 izoformak minden eddig vizsgalt
miozinnal nagyobb, koézel 5 nanométeres er6kar-kilengést mutatnak az ADP-
felszabaduldshoz kapcsoltan (40. dbra) (16). Ez az érték kinetikai-energetikai adataink alapjan
végzett szamitasainkkal is 6sszhangban allt (17).
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40. dbra: Aktinkétott miozin 2 fejek kissz6gii réntgenszdrdssal és a fehérjéek
kristdlyszerkezeteinek dokkoldsdval megdllapitott szerkezete nukleotidmentes (apo) és
ADP-kététt dllapotban. A vdzizom miozin 2-vel (fent) ellentétben az NM2 (lent) jelentds (5
nm-es) erékar-elmozduldst mutatott ADP-kétés hatdsdra.

6.2.5 Nukleotidcsere szabdlyozza a miozin 5a haladdsi sebességét

A miozin 5a processziv haladdsdnak sebességét az ADP-felszabadulds kinetikdja
hatdrozza meg.

A nukleotid-kétéhely tervezett modositasdval — az enzimatikus sajatsdgok
befolydsoldsa révén — a motor sebessége és futdshossza hangolhato.

A kétfejli egyedi molekulaként, alternalé (hand-over-hand) mechanizmussal 1épeget6 miozin
és kinezin izoformak processziv haladasanak feltétele, hogy barmely id6pillanatban legalabb
az egyik fej kotédjon a sinhez. Ehhez az enzimciklusok 6sszehangolt, eltolt fazisu miikodése
sziikséges. A steady-state m(ikddés soran a miozin 5a egyedi fejei a ciklusidé kb. 70 %-at
toltik aktinkotott allapotban. A fejek kozti koordinacid hidnyaban egy dimer molekula igy
atlagosan kb. 10 Iépési ciklust végezhetne a sinrél valé levalast megel6z6en. Egyedimolekula-
motilitas kisérletek alapjan tudjuk viszont, hogy a miozin 5a processzivitdsa ennél jelent&sen
magasabb: atlagosan 60 |épés elvégzésére is képes (154), ami lehet6vé teszi a szdllitmany
(endoplazmatikus retikulum, melanoszémak, szinaptikus vezikulumok) kb. 2 um-nyi
tavolsagba vald juttatasat. Ezt az magyarazza, hogy a két fej kozott fellépd ellentétes irdnyu
(mozgas irdnyaval ellentétes er6 hatdsa), mig a kdvetd fej levaldsanak gyorsitasat (mozgdssal
egyirdnyu erd hatasa) eredményezi (198-200). Ujabb kisérletek tantusdga szerint a miozin 5a
mechanikai koordinacidja a processziv haladds energetikai hatékonysagat is noveli a
,felesleges”, transzlokacidhoz nem vezet6 ATPaz ciklusok elkeriilésének elGsegitésével (94).
A kozelmultban végzett kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az ADP-felszabadulas hangolasa az
élettani funkcid betoltését segité adaptacidos mechanizmusként miikédik a miozinok
evolucidja soran (25). Miozin 5a esetén a szallitmany célhelyre juttatdsa mellett a haladas
sebességének optimalizadldasa is fontos lehet egyes folyamatok sordn, példaul a
fotoreceptorokban és a bels6fil szérsejtjeiben miikod6, gyors ingeriletvezetést biztosito
szinapszisok esetében (201). Kimutattuk, hogy a nukleotid-kdt6zsebben taldlhaté switch 2
hurok (amely a G-fehérjék, kinezinek és miozinok konzervalt szerkezeti eleme; 41a abra)
(55,56) az NTP-hidrolizis katalizise mellett — kiterjedt kommunikaciés kapcsolatai révén —
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biztositja az NTP hidrolizisébdl szarmazo szabadenergia produktiv felhasznalasat. A switch 2
szekvencidja a miozin szupercsalddon beliil egyetlen pozicidban mutat valtozékonysagot
(amely egér miozin 5a esetén a 439. pozicié; 41a abra). E pozicidban a miozin 5 osztaly tagjai
tirozint tartalmaznak, mig ugyanitt szamos mas miozinosztalyban kisebb oldallancu
aminosavak taldlhaték (37). Vad tipusu és pontmutans miozin 5a konstrukciok kinetikai és
egyedimolekula-motilitas vizsgalata alapjan megadllapitottuk, hogy a switch 2 miozin 5-re
jellemzé véltozata teszi lehet6vé a szallitéfehérje gyors processziv miikodését (25). A Mg**-
fligg6 ADP-felszabadulas kinetikdja a konstrukciékban pontos korrelaciét mutatott az aktinon
torténd transzlokacido sebességével: ezdltal demonstraltuk, hogy a nukleotidcsere kémiai
folyamata kozvetlenil meghatdrozza a motor mechanikai teljesitményét (41b-e abrak; 2.
tablazat). Az eredmények azt is jelzik, hogy a switch 2 génsebészeti mddositasa mesterséges
motorok sebességének hangolasara is felhasznalhatd, a processzivitdas képességének
érintetlendil hagyasa mellett.

A DXPG G-fehérjék (Transzlacios faktorok)
DTAG G-fehérjék (Ras, Rho, Rab)
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41. dbra: A switch 2 hurok szerkezete meghatdrozza az ADP-felszabadulds kinetikdjat és a
miozin 5a processziv haladdsi sebességét. A: A switch 2 aminosav-szekvencidja és
konzervdlt kommunikdcids utvonalai kiilénb6z6 NTPdzokban. B: Vad tipusu és switch 2
pontmutdns miozin 5a konstrukciok (X pozicio: egér miozin 5a-ban 439) ADP-felszabaduldsi
tranziensei stopped-flow gyorskinetikai mérésben. Az dbra eqy ADP-felszabadulds dltal
limitdlt pirén-aktin ATP chase kisérlet eredményét mutatja, amelyet 0,2 uM pirén-aktoS1
és 100 uM ADP elegyének 100 uM ATP-vel térténd gyors keverésével kaptunk (ks értékek:
205" (vad tipus); 3,4 s (Y439A); 3,3 s (Y439S); 1,9 s (Y439E)). C: A konstrukcidk steady-
state ATPdz aktivitdsdnak aktinkoncentrdcio-fliiggése (Vo értékek: 11 st (vad tipus); 1,4 s
1(Y439A); 1,5 s (Y439S); 1,0 s (Y439E)). D: Kétfejii vad tipusu (fekete) illetve Y439A
mutdns (piros) miozin 5a konstrukciok aktinon vald haladdsdnak sebessége TIRF
egyedimolekula-motilitds mérésben (sebesség-kézépértékek: 440 illetve 98 nm/s). A B-D

58



A4

Motorenzimek mikédésének sokfélgfgge Q) 1 (YITA doktori értekezés Kovdcs Mihaly

dbrakon bemutatott eredmények alapjan az Y439A switch-2 mutdcidé az ADP-felszabadulds
(nukleotidcsere) kinetikai valtozdsdn keresztiil az ATPdz aktivitds és a mozgdsi sebesség
ardnyos lassuldsat okozta. E: Kétfejii miozin 5a konstrukciok processziv futdshossz-
eloszldsa TIRF kisérletben (dtlagos futdshosszak: 1300 nm (vad tipus; fekete) illetve 1000
nm (Y439A; piros)). Az eredmények megmutattdk, hogy az Y439A mutdns haladdsi
sebességének lassuldsa ellenére a processzivitds és az energetikai hatékonysdg vdltozatlan
maradt, e sajatsdgok tehdt egymadstdl fliggetleniil szabdlyozhatok.

A fenti eredményekbdl kitlinik, hogy az ADP-felszabadulds lelassitdsa a motor
transzlokacios sebességét — nem magat a processzivitast — valtoztatja meg. Egy masik,
Howard D. White (Eastern Virginia Medical School, USA) csoportjaval egylttm(ikodésben
végzett munkaban — amelyben a miozin 5a aktivhelyében lévé switch 1 hurokba vittliink be
pontmutaciot (S217A) —, az ATP-hidrolizis és foszfat-felszabadulds folyamatait sikertlt
szelektiven lelassitanunk (21). Ez a valtozas — mivel a gyenge aktink6té allapotok életidejét
noveli — latvanyosan (25 %-ra) csokkentette a motor terhelési ardnyat, és ennek megfelelGen
mintegy 10-szeresen lecsokkentette a miozin 5a atlagos futdshosszat, mig a futasi sebesség
valtozatlan maradt.

6.2.6 Az er6karmozgds visszahatdsa az aktivhelyen zajlé katalizisre

Az ATP-hidrolizist megel6z6 erb6karfelhuzads katalitikusan aktiv konformdcioba hozza a
miozint.

A felhiuzadst el6segit6 szubdomén-kélcsénhatds megvdltoztatdsa allosztérikusan kihat a
molekula tdvolabbi pontjdn zajlé ATP-hidrolizis folyamatdara.

Az el6z6 munkak eredményei alapjan feltételezhetd, hogy ha az er6kar mozgasat szelektiven
befolyasoljuk (pl. iranyitott pontmutdcidk révén), akkor annak vissza kell hatnia az ATP-
hidrolizis folyamatara. Ezzel 6sszefliggésben megvizsgaltuk, hogy az erékar konformacios
egyensulya hogyan befolydsolhaté a miozin szubdoménjei koézo6tti kolcsénhatasi felszin
valtoztatdsaval, illetve ezen egyensuly megvaltoztatasa milyen hatassal van az ATP-hidrolizis,
valamint a foszfat-felszabadulas sebességére. A miozin 2 erékarjanak kiinduldpontjanal l1évé
taszité jellegli szubdomén-kdlcsdnhatds (42. dbra) pontmutacio-indukalt valtoztatasai révén
azt taladltuk, hogy az er6karfelhizas egyensulyi allanddjanak megvaltozasa — a |épések
kapcsoltsaga folytan — befolydsolja az ATP-hidrolizis kinetikdjat, igy kimutattuk, hogy a
vizsgalt kdlcsonhatasnak fontos szerepe van az enzimaktivitas finomhangoldsaban (43. abra)
(18).

A fenti kolcsonhatasban résztvevd egyik aminosav (nyul vazizom és Dictyostelium miozin
2-ben Lys84) szelektiven és enzimdllapottdl figgben jeldlhetd, igy az er6kar-mozgas fontos
konformacids szenzora (202). Egy masik munkdban egyértelmlien azonositottuk, hogy
valdban ez az aminosav jel6l6dik a kovalens modositas soran (4).
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42. dbra: A miozin 2 er6karjanak kiinduldpontjdndl taldlhaté szubdomén-kélcsénhatds. A
és B: A 84. (N-termindlis szubdomén) és 704. (konverter szubdomén) aminosav-poziciék
elhelyezkedése a Dictyostelium miozin 2 motordomén lecsapott (A) és felhuzott (B) erékaru
szerkezeteiben (PDB kédok: 1FMW és 1VOM). C—E: A 84-704 kélcsénhatds a vad tipusu (C)
illetve a K84M (D) és R704E (E) mutdns konstrukciok energia-minimalizdlt szerkezeteiben.
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43. abra: Az ATP-hidrolizis megfigyelt sebességi dllandai (k) triptofdn-fluoreszcencia
stopped-flow-kisérletekben 2 uM Dictyostelium miozin 2 motordomén és a feltiintetett
ATP-koncentrdciok ésszekeverésekor vad tipusu (négyzetek), K84M (kérok) és R704E
(hdromszbgek) konstrukciok esetén. A hidrolizis maximadlis sebességi dllanddja a hdrom
konstrukcic esetén (a felsorolds sorrendjében) 32, 17 illetve 12 s'-nak adddott. Az
eredmények azt jelzik, hogy a lecsapott (nem-katalitikus) konformdciébdl a felhuzott
(katalitikus) konformdcioba térténd dtmenetet a vad tipusu enzimben a K84-R704 taszito
kélcsénhatds segiti. A mutdnsokban a kélcsé6nhatds megvdltoztatdsdval a lecsapott
dllapotot stabilizaltuk, ami a kapcsolt ATP-hidrolizislépés lassuldsat okozta.
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6.3 Az NTPaz miikodés specializacidja az informacié-anyagcsere enzimeiben

A miozin motorokon végzett kisérletek mellett részletesen megvizsgaltuk azt is, hogy az NTP-
hidrolizis folyamata hogyan zajlik a nukleinsav-anyagcsere kiilonb6z6 enzimeiben.
Egylttm(kodb&ként részt vettem a Vértessy Beata csoportja altal behatdan vizsgalt dUTPaz
enzim katalitikus mechanizmusanak felderitésében, valamint csoportom ujabb kutatasi
iranyaként meghatdroztuk a RecQ-csalddba tartozé6 human Bloom-szindroma (BLM) DNS-
helikdz mechanokémiai m(ikodésmaddjat. Ezen enzimek vizsgalatdban hatékonyan
alkalmaztuk a miozin-kutatdsban elsajatitott elméleti és technikai ismereteket.

DNS-helikdzokkal kapcsolatos munkdnk arra a kézponti hipotézisre épiil, amely szerint a
helikdzok altal katalizalt transzlokaciés és DNS-szdlelvalasztasi ciklusnak — a miozin
motorokhoz hasonlé mddon — alapvet6 eleme a nukleotid- és sin-kotShelyek kozotti
intramolekularis kommunikacié, amely a sin-affinitdsnak a nukleotid-allapottoél fliggé
modulacidja révén vezet a DNS-szalak mentén torténd tovahaladdshoz és a két szal
elvalasztdsdhoz. Céljaink kozott szerepel, hogy felderitsik a molekularis események
halézatat, amely a BLM-helikdznak a DNS-hibajavitasban betoltott aktivitasait (8. dbra)
eredményezi.

6.3.1 Energiatermelés helyett specificitds: a dUTPdz katalitikus miikédése

A dUTPdz enzim — a motorokkal ellentétben — nem az energetikailag hatékony
mdkédeésre, hanem a szubsztrdt szelektiv lebontdsdra szakosodott.
Katalitikus mechanizmusdban ezért fontos tényezd a termékgdtlds kikiiszébolése.

A dUTP4z alapvetd fontossagu a nukleotid-anyagcserében és a sejthalal szabalyozdsaban,
hiszen ez az a kulcsenzim, amely a dUTP hidrolizise révén a sejtbeli dTTP és dUTP szintek
kozotti ardny beallitasaval képes gatolni az uracil DNS-be éplilését és az ebbdl kovetkez6 un.
timinhidnyos sejthaldlt (203). Az enzim mlkodésmaddjanak érdekessége, hogy — a miozinnal
ellentétben, amelynek a hidrolizisb6l szarmazé szabadenergia hatékony felhaszndalasahoz
aktin tavollétében lassan kell m(kodnie (6.2.1 fejezet) —, a dUTP4z esetében — ahol a
szubsztrat gyors ,eltlintetése” és a lehetd leggyengébb termékgatlds a célravezeté — a
termék-felszabadulds igen gyorsan torténik, és a hidrolizis a sebesség-meghatdrozé lépés
(19).

6.3.2 Altaldnosan haszndlhaté médszer a nukleinsav-motorok miikédésének vizsgdlatdra

Kidolgoztunk egy dltaldnosan haszndlhaté analitikai mdodszert, amelynek segitségével —
a rendelkezésre dllo technikai eszkézok felhaszndldsdaval — a nukleinsav-ké6té
motorenzimek legfontosabb miikédési jellemzdi egyetlen kisérletsorozatban

meghatdrozhatok.

Az enzimkinetikai dallanddk, a processzivitds és a mechanokémiai csatolds (lasd aldbb)
meghatdrozasa kulcsfontossagl a motor NTPaz enzimek mind alapkutatdsi, mind
technoldgia-fejlesztési célu vizsgalataban. Derényi Imre segitségével ezért kidolgoztuk egy
altalanosan alkalmazhatd analitikai eljarast, amellyel a nukleinsavak mentén mozgd
motorenzimek (transzlokazok, helikazok, polimerazok stb.) mechanizmusanak valamennyi
kulcsparamétere meghatarozhaté egyetlen, csekély munkaigényd kisérletsorozatban (22).

A nukleinsav-motorok legfontosabb ,makroszkopikus” (steady-state) paraméterei kozé
tartozik a transzlokacios sebesség (kians, amelyet leggyakrabban az egy idGegység alatt a
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nukleinsav-sinen megtett nukleotid-egységek (nt) szama alapjan definidlnak), a
mechanokémiai kapcsoltsagi allandd (C, az egy enzim altal egy hosszegység (nt) megtétele
alatt hidrolizalt NTP-molekuldk szama) és a processzivitas, azaz a motor képessége szamos
mechanokémiai ciklusbdél allé ,futds” elvégzésére a sinrél torténd disszocidcio el6tt.
Kvantitativ. médon a processzivitds (P) az éppen kovetkezd transzlokaciés ciklus
megtételének valdszinlségeként értelmezhet6 (az ehelyett esetleg bekovetkezd, sinrdl
torténd disszociacio valdszinlisége igy értelemszerlien 1-P) (4. tablazat).

Kapcsolat mas

Paraméter Mértékegység Megnevezés A
L nt Sinhossz (nt = nukleotidegység)
nt Koét6hely mérete

Mechanokémiai csatolasi allandd

c nt? ([hidrolizalt NTP]/ [enzim]/megtett C = ko/Kirans = €/M
nt)
Lépéshossz (megtett nt/[hidrolizalt B

. nt NTP]/[enzim]) s=1/c
Steady-state NTP-hidrolizis _ _

9 sebességi allandd a transzlokacié Ko = Ckirans = Clketkq)
k, s 6 (k+ky = a kinetikai ciklus
K 1Al 4oi 41l i
([hidrolizalt NTP]/[enzim]/s) i sstessegl dllandile)
. Makroszkopikus transzlokacios
Kirans nt's ! sebesség 4 Ktrans = ka/c = m(ketkq)

Csatoldsi sztochiometria

c - ([hidrolizalt NTP]/ [enzim]/kinetikai ¢ = mky/Kerans = CM
ciklus)

———T.
s o Kinetikai |épéshossz i =ik Tl G/C

(megtett nt/kinetikai ciklus)
Kinetikai processzivitas (a

P - kovetkezd kinetikai ciklus P = ki/(ke+kg)

megtételének valdszinlisége)

Makroszkopikus processzivitas,

amelybdl kiszamithatok a

kovetkezé paraméterek:

— Egy processziv futas sordn B = cP
hidrolizalt NTP-molekuldk szdama e 1+ eP—-P
(végtelen sinen) = Prae/ (1-Pracr) 1 p

— Egy processziv futds soran S =m
megtett nukleotid-egységek Cl=E . 1-P
szama (végtelen sinen) =
Pracr/ (1=Prmacr)/C

Pmacr

macr

4. tabldzat: Az analizis sordn haszndlt paraméterek

A fenti makroszkopikus paraméterek soklépéses enzimmechanizmusok
eredményeképpen jonnek létre, amelyek részletes vizsgalatanak mikéntjére a 6.1 és 6.2,
illetve 6.3.3 fejezetek szamos példat szolgdltatnak. Az itt bemutatott altalanos mddszer a
kdnnyen hozzaférhets, homogén hosszusagu nukleinsav-sinek (pl. oligonukleotidok) és NTP-
hidrolizis-szenzorok felhaszndlasan alapul — nevezetesen azon, hogy kisérletes modszerekkel
viszonylag kis munkaigénnyel megmérhet6 az egy motor altal egy adott hosszusagu sinen
egy processziv |épéssorozat (futds, single-round translocation, 44a abra) soran atlagosan
hidrolizalt NTP-molekuldk szama. Az ilyen kisérletek leginkdbb gyorskeveréses (stopped-flow
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vagy quenched-flow) muszerek segitségével végezhetGk, amelyek egyik mintatartdjaban a
motorenzim és a sin elegye, mig a masikban telitési koncentraciéju NTP valamint
,fehérjecsapda” talalhatd: utdbbi a processziv futas utan a sinrél disszocialé motort kvazi-
irreverzibilis médon megkotve megakadalyozza Ujabb processziv futds elindulasat. (A DNS-
koté motorok leggyakrabban alkalmazott csapddi a negativan toltott poliszacharidok kozil
kertilnek ki (pl. heparin).) A hidrolizis-termékek megjelenésének idébeli lefutdsa fluoreszcens
foszfatszenzor (MDCC-PBP) vagy radioaktivan jeldlt (pl. y->°P-) NTP segitségével kdvethets. A
kapott id6lefutasokban az NTP-hidrolizis kezdeti gyors fazisat — amely a egyszeri futdsbol
szarmazik — lassabb NTP-hidrolizis kdveti, amely a csapda altal megkotott enzimmolekulak
alacsony hidrolitikus aktivitasabol szarmazik (44b abra). A transzlokaciés NTP-hidrolizis-
amplitudé a két fazishoz illesztett egyenesek metszéspontjanak y-vetiileteként hatdrozhato
meg.
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44. dbra: NTP-hidrolizis egyszeri futds sordn. A: Motorenzim (E) futdsdnak kinetikai
modellje, amely — telitési NTP-koncentrdcio mellett — k, sebességi dllanddval tesz
elérelépéseket, és ky sebességi dllanddval disszocidl a sinrél. Az E-vel jel6lt dllapotok i
szamu transzlokdcios Iépés megtétele utdn dlinak elé, mig az E; dllapot az enzim
csapdakétott (trapped) dllapotadt jelzi a sinrél tértént disszocidcio utdn. A bemutatott
modellben — az egyszeriiség kedvéért — az E; komplex nem rendelkezik hidrolitikus
aktivitdssal. B: Az A dbrén bemutatott modell alapjén szimuldlt NTP-hidrolizis id6gérbék (k,
=10 5'1, ky;=05 5'1, b = 10 nt; vé. 4. tabldzat) sinvégrél indulé enzimmechanizmus esetén
(sinhosszak nt egységekben feltiintetve).

Az NTP-hidrolizis-amplitudd sinhossz-fliggésének elméleti kezelését a publikdcidban (22)
részletesen levezettik; jelen dolgozatban — a lényeg kiemelése érdekében — csak a kisérleti
adatok illesztéséhez legjobban hasznalhatd kulcsegyenleteket mutatom be. A levezetésben
figyelembe vettik egy adott, P processzivitasu enzim altal végrehajtott lépések varhatéd
szamat végtelen illetve véges (N lépésnyi, illetve L nukleotid-egységnyi) sinhossz esetén, a b
kot6hely-méretet, valamint — random indulasi pozicié esetén — a startpozicidk eloszlasat (4.
tablazat). Figyelembe vettiik azt is, hogy egy un. ,kinetikai ciklus” (amely a ciklikusan
ismétl6dd sebesség-meghatarozd lépések kozotti eseménysorként definialhatd) alatt nem
feltétleniil csak egyetlen NTP-molekula hidrolizise torténik: egy kinetikai ciklus sordn ¢ szamu
NTP-molekula hidrolizise révén (csatoldsi sztochiometria) az enzim m nukleotid-egységet
(kinetikai |épéshossz) haladhat (4. tablazat). E paraméterek elnevezése megegyezett a
Fischer és Lohman altal kordbban kozolt, a miénknél Iényegesen komplikaltabb matematikai
modellt alkalmazd analizisben hasznaltakkal (204).

Ha P 1-hez kozeli érték( (P > 0.9, ami fennall minden, a gyakorlatban relevéns esetre),
akkor Fischer és Lohman sok-paraméteres egyenletei nem haszndlhaték hatékonyan a
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kisérleti adatok elemzésére, mert a ¢ és m értékeket — azok igen jelent8s korrelacidja miatt —
nem lehet flggetlenll meghatdrozni. Megmutattuk, hogy a hidrolizis-amplitidd sinhossz-
fluggését leginkabb a C = ¢/m ardny hatdrozza meg, amelyet mechanokémiai csatolasi
allandéként vezettiink be (C igy az egy nt-egység megtétele alatt atlagosan hidrolizalt NTP-
molekuldk szama) (4. tablazat). Gyakorlati okokbdl a kdvetkez6kben bedllitottuk a ¢ = 1 (és
igy m = 1/C) értéket. E vélasztast az is indokolta, hogy az enzimek tobbsége egy NTP-
molekula hidroliziséhez kapcsoltan tesz egy mechanikai lépést. Ekkor az NTP-hidrolizis-
amplitudé (A) sinhossz- (L) fliggésére a kovetkez6 egyenleteket kapjuk:

A (1) = 2 (1= L)

macr

sinvégrdl induld futds esetén (1. egyenlet), illetve

1 1 — pCl-n

A L — macr 1_ macr
o (L) =15 C(L-b)+1 1-P

macr

macr

random poziciébdl induld futds esetén (2. egyenlet). Mindkét tipusu futds el6fordul a
bioldgiai motorok vildagaban, ezért mindkét egyenlet gyakorlati jelent6séggel bir.

Fontos megjegyezni, hogy a fenti egyenletekben szerepld, gyakorlati jelent6ségl Puacr
paraméter (amelyet makroszkopikus processzivitasként vezettiink be) értéke ¢ # 1 esetén
eltér a ,valédi” (kinetikai) processzivitas (P) értékétél; a két paraméter kozotti 6sszefliggést a
4. tdblazatban adtam meg.

A fenti két egyenlet hatékonyan alkalmazhaté az NTP-hidrolizis-amplitudd kisérletesen
meghatdarozott hosszfliggésének nemlineadris illesztésére (45. dbra), amelyet alkalmaztunk is
a BLM-helikaz esetében (6.3.3 fejezet).
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45. dbra: Az NTP-hidrolizis-amplitudé (mol NTP/mol enzim) sinhossz-fiiggése a sinvégrél
(A) illetve random poziciébdl (B) induld futds esetén. A bemutatott gérbéket az 1. és 2.
egyenletek alapjdn szimuldltuk (b = 10 nt, C= 1 nt™ (kék gérbék) vagy 2 nt™* (piros gorbék);
P.qcr Ertékek feltiintetve). A paraméter-korreldcio rendkiviil alacsony fokdt jelzi, hogy a
gorbék x-tengelymetszete b értékét, kezdeti meredeksége C (A dbra) illetve C/2 (B dbra)
értékét, mig a végtelen sinhosszra extrapoldlt maximdlis amplitidd a P ac/(1-Pmacr)
hdnyadost jol Iathatéan eredményezi (v6. 4. tabldzat). Az 1. és 2. egyenletek L > b
értékekre értelmezhetdk.
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Az amplitido-elemzésen tulmenben a transzlokacids NTP-hidrolizisfazis kezdeti
meredekségébdl (44b dbra) meghatdrozhatd a transzlokacid sordn zajlé steady-state NTP-
hidrolizis sebességi allanddja (k,, 4. tdblazat) illetve a makroszkopikus transzlokdcids
sebesség (kirans = ka/C) is, amely allanddk rendszerint nem fliggenek a sin hosszatol.

A fenti egyenletek alkalmazhatdsagat szimulalt NTP-hidrolizis-lefutasok részletes
analizisével validaltuk, illetve meghatdroztuk kiterjesztett formaikat is, amelyek akkor is
alkalmazhatdk, ha az enzim a sinvég elérésekor felesleges NTPaz-ciklusokat végez a sinrdl
torténd disszociaciot megel&z6en (22).

A fentieken kivil a gyakorlatban fontos figyelembe venni az alkalmazott fehérjecsapdanak
az enzim processzivitdsdra gyakorolt nemkivdnatos hatdsat is. Az idealis csapda — a
nukleinsav-sinnel ellentétben — nem (vagy igen gyengén) aktivalja az enzim NTPaz
aktivitasat, valamint nem befolyasolja a k; és kq m(ikodési allanddkat. Mig az el6bbi feltétel
altalaban teljesul, a legtobb csapda — k; és/vagy kg megvaltoztatasa révén — befolydsolja az
enzimek processzivitasat. Ahhoz, hogy kiszamithaté legyen az enzim valédi, csapdahatastol
mentes processzivitasa, a kovetkez6 egyenletet vezettiik be (3. egyenlet):

P(T]) =7

rﬁ’_‘
_1\_&

;c\w >:

amelyben Py illetve Pr a csapdamentes illetve végtelen csapda-koncentraciéra extrapolalt
processzivitds, [T] a csapda (trap) koncentrdcidja, és Ky a csapda-enzim kolcsOnhatds
latszélagos disszociacios allanddja ([T]-vel azonos egységben kifejezve; Ky = Kqy(kio/keT),
amelyben Ky a csapda-enzim kolcsonhatas disszociacios allanddja, ko illetve kit pedig a
transzlokacids sebességi dllandd csapdamentes illetve csapdakotott allapotban). P értékének
kiilonb6z6 csapda-koncentracidk jelenlétében torténé meghatarozasa igy lehet6vé teszi a
csapdahatds-mentes valédi processzivitas (Py) meghatdrozasat. A 3. egyenlet a kinetikai (P)
és makroszkopikus (Pmacr) processzivitas-értékekre egyarant alkalmazhaté. Ezt az egyenletet
is felhasznaltuk a BLM-helikaznak a kévetkezd fejezetben leirt részletes vizsgalataban.

6.3.3 A BLM-helikaz mint transzlokdcios motor miikodése

Az egyszalu DNS mentén ,,araszolé6” mozgdst végzé BLM-helikdz mechanokémiai
mlikédése a miozinokhoz hasonldéan a nukleotid- és sinaffinitdsok kapcsoltsagdra épiil,
a kapcsoltsdg és a sin-aktivdcio mdédja azonban a miozinokétdl eltérd.

Az 5.3-5.8 fejezetekben leirt moddszertannak a DNS-fehérje kolcsonhatdsokra tortént
kiszélesitésével meghataroztuk a BLM-helikdz 4dltaldnosan alkalmazott monomer
fragmentumanak (katalitikus helikdz-modul) részletes kinetikai mechanizmusat DNS
tavollétében és egyszall DNS jelenlétében, valamint meghatdroztuk az egyszali DNS mentén
torténd transzlokacié mechanokémiai mechanizmusat (46. abra) (24). A transzlokacids
mechanizmus meghatarozasa — a rekombindcidé soran jatszott in vivo szerepe mellett — azért
alapvet6 fontossagu, mert ez ad kiindulépontot a ra épulé bonyolultabb mechanokémiai
aktivitasok (szalszétvalasztds, szalvandorlds, D-hurok- illetve nukleoprotein-szétbontas)
megkozelitéséhez (vo. 4.9 - 4.10 fejezet). A mechanizmus f6 sajatsdgait az alabbiakban
ismertetem.
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bemutatott séma a transzlokdcio legfontosabb paramétereit mutatja be. 1. sor: A BLM (a
helikdzmodul hdrom doménjét gémbok formdjaban dbrdzoltuk) az L nukleotidegység
hosszusdgu egyszalu DNS-hez random helyen két, és b nukleotidegység hosszusdgu
kétbhelyet foglal el. 2. sor: DNS-kététt dllapotban egy ATP-hidrolizisciklus (amely Kiqns
steady-state sebességi dllandoval zajlik) a BLM s nukleotid-egységnyi (lépéshossz), az 5’-
vég felé térténd elérehaladdsaval jar. A vég elérése el6tt a BLM dltal végrehajtando
transzlokdcios ciklusok vdrhaté szdma (a random indulds miatt) (L-b)/2s. 3. sor: Az
egyszalu DNS 5’-végéhez kotétt BLM , felesleges” (transzlokdciot nem eredményezé) ATPdz
ciklusokat végezhet, k.,q sebességi dllanddval. Az ATPGz miikédés sordn az enzim a DNS-
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szalrdl illetve annak 5-végérdl kg in: illetve Ko ong Sebességi dllanddkkal disszocidl. B: Az
egyszalu DNS-kétott BLM (D.B) ATPaz ciklusanak mechanizmusa (amely ki,q,s steady-state
sebességi dllandot eredményez). Az ATP-kétést (k,) az ATP-hidrolizis (k,) és a foszfdt-
felszabadulds (k) kéveti. A BLM ,,zért” (BS) és ,nyitott” (B°) ADP-kététt dllapotai kézétti
szerkezeti atalakulds (k,) megel6zi az ADP-felszabaduldst (ks). Az 5. tabldzat tartalmazza a
vizsgdlataink sordn meghatdrozott legfontosabb kinetikai paramétereket.

A BLM ATP-kotése (1. Iépés a 46b abran) gyors, reverzibilis, a DNS altal nem befolydsolt
folyamat. DNS-kotott BLM-ban az ATP-hidrolizis (2. |épés) és a foszfat-felszabadulas (3.
|épés) gyorsan és kvazi-irreverzibilis médon torténik: e folyamatok megel6zik a sebesség-
meghatarozo lépést, amelyet két kiilonb6z6 ADP-kotott enzimallapot kdzotti atalakulasként
azonositottunk (4. 1épés; 5. tablazat). Ez utébbi Iépést a DNS mintegy 20-szorosan aktivalja.

Paraméter Mérési jel vagy szamitas modja Erték
ki (uM s mdATP 6,9
k(s mdATP 120
ky(s™) MDCC-PBP >100
o ks (s™) MDCC-PBP >100
ATP-hidrolizisciklus ke (5.1) mdADP 5,3
ka(sh) mdADP 2
ks (s mdADP 190
ks(uM™s™) mdADP 10
Kirans (Steady-state ATP-hidrolizis sebességi NADH-kapcsolt, MDCC-PBP,
allandé a transzlokacio soran, s'l) modellezés 30

keng (Steady-state ATP-hidrolizis sebességi

; : Sy 1 NADH-kapcsolt, modellezés 5,6
allando az 5’-végen, s ™)
A i4¢i6 a DNS-rél
Koff, int (dlsszoaa’cpla D IS rqla triptofsn &1
transzlokdacid soran, s )

T lokacid 7
ranszlokacio NADH-kapcsolt, triptofan,

1.7 5 o , . 2 -1
egyszali DNS-en Kot ena (disszocidcid az 5'-végrél, s~) e o i 2.7
Pmacr (Mmakroszkopikus processzivitas) modellezés 0,98
i i fluoreszcens oligonukleotid, mdADP,
b (kotéhely mérete, nt) NADH-kapcsolt, MDCC-PBP 14
s (transzlokacid Iépéshossza, nt) MDCC-PBP 1,1
C (hidrolizalt ATP/megtett nt) MDCC-PBP 0,87

5. tabldzat: A BLM-helikdz mechanokémiai ciklusdnak kinetikai paraméterei. A megadott
értékek kiilbnb6z4 fiiggetlen kisérletek eredményeinek dtlagai. Az eredmények standard
hibdjat (amely jellemzéen a 10-30 % tartomdnyba esett) a publikdcié (24) tartalmazza.

A fent bemutatott ATPaz ciklust a BLM az egyszali DNS mentén torténd transzlokacidra
hasznositja. Kimutattuk, hogy az enzim helypreferencia nélkiil, random helyen kot az
egyszali DNS-hez. A kot6hely mérete (b) mintegy 14 nt (4-5. tablazat). Egy ATP-hidrolizis
ciklus soran (amely kyans = 30 st steady-state sebességi allanddval zajlik), a BLM 1 nt
tavolsagnyit halad a DNS-en (s) (47. abra, 5. tablazat). Az 5’-vég elérésekor (ahol az ATPaz
ciklus keng = 5,6 s™*-ra lassul), a BLM viszonylag gyorsan disszocidl a DNS-r6l (Koff, end = 2,7 sh,
igy nem végez jelent6s szamu felesleges ciklust (48. abra, 5. tablazat). A transzlokacio soran a
BLM DNS-rél torténd disszociacidja viszonylag lassu (Koff, int < 1 st s, tablazat). Ez az érték
Osszhangban all a 47c abrdn bemutatott kisérletekben meghatarozott mérsékelt
processzivtassal (Pmacr = 0,98; az egy futds soran megtett nt-hossz varhaté értéke 50).
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47. abra: Egyszeri futds (single-round translocation) stopped-flow-kisérletek. A: Az ATP-
hidrolizis révén keletkez foszfat megjelenésének tranziens lefutdsa 0,1 uM BLM és 2,5 uM
oligo-dT elegyének 500 uM ATP és 1 mg/ml heparin elegyével térténd gyors keverésekor,
MDCC-PBP (2 uM) fluoreszcencia kévetésével (v6. 44b dbra). A gérbék exponencidlis burst
és két kvazi-linedris fazisbdl dlltak. Az els6 ATPdz ciklusban felszabadult foszfdtot jelzé
burst-fazis a beillesztett abrdn alkalmazott nagyitdsban figyelheté meg. (A burst a f6dbra
gorbéin is hasonléan jelen volt.) Az elsé linedris fazis a transzlokdcids futds sordn végzett
ATP-hidrolizisbél, mig a mdsodik, kisebb meredekséglii linedris fazis a heparin-kététt BLM
alacsony ATPdz aktivitdsdbdl szarmazott. Az oligo-dT hosszak (a f6abrdn lentrél felfelé) 15,
18, 23, 36, 45 és 54 nt voltak. A beillesztett abra a dT,, jelenlétében kapott tranzienst
mutatja. Az MDCC-PBP fluoreszcencia-intenzitdsbdl kalibrdcids gérbék segitségével
szamitottuk ki az ATP-hidrolizisbél keletkezett foszfdt mennyiségét. B: A transzlokdcios
hidrolizis-amplitudd (mol P/mol BLM) oligo-dT-hosszfiiggése. Az adatokhoz tértént
illesztés (2. egyenlet) heparin-koncentrdciotdl fiiggetleniil 0,87 ATP/nt csatoldsi dllandét
(C) eredményezett. A kétéhely méretéiil a bemutatott kisérletben b = 12 nt adédott. C: A
BLM-transzlokdcio meghatdrozott processzivitdsainak heparin-koncentraciofiiggése. A
nulla heparin-koncentrdciora extrapoldlt processzivitds-érték 0,98-nak adodott (3.
egyenlet, 5. tabldzat).
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48. dbra: Steady-state paraméterek egyszalu DNS-hosszfiiggése. A: Félmaximdlis ATPdz-
aktivdlashoz sziikséges relativ DNS-koncentrdcio (K*) kiilénb6z6 oligo-dT hosszakndl. A K*
(= [k6tShelyek a DNS-en]/[BLM]) értékeket b = 14 és [BLM] = 35 nM felhaszndldsdval
szamitottuk. A beillesztett dbra a félmaximdlis aktivaldshoz sziikséges tényleges DNS-
koncentrdciékat mutatja. B: A maximdlis DNS-aktivalt ATPdz aktivitds (k..:) oligo-dT-
hosszfiiggése ([ATP] = 1 mM). A miikédési paraméterek meghatdrozdsdhoz az aldbbi
egyenletet dolgoztuk ki (24), amelyet a folytonos vonallal jelzett illesztéshez is haszndltunk
(4. egyenlet):

-1

L-b 1 ke 1
. + .
2S /"/run\‘ kuﬂ end kcml
kc‘ul = : =
L B b kuml
s ENG
2s  k

off .end

Az alkalmazott modellben (46a dbra) a BLM DNS-aktivdlt steady-state ATPdz aktivitdsat
(keat) kétféle, kiilonbozd dtviteli szamu ATP-hidrolizisciklus hatdrozza meg. Az egyszalu
DNS-hez vald kétédést kévetden a BLM dltal végzett transzlokdcids ciklusok varhatd szama
(L—b)/2s (46a dbra, 4. tdbldzat). E ciklusokat az enzim ki.,,.s sebességi dllanddval végzi,
amig el nem éri az 5’-véget (46a dbra). A végen az enzim felesleges ATPadz ciklusokat
végezhet (k.,q sebességi dllanddval), vagy disszocidlhat a DNS-végrél (Ko eng Sebességi
dllanddval). A felesleges ciklusok vdrhat6 széma igy Kena/Koff, end l€sz. Telitési DNS-
koncentrdciéndl (> 100K*) az uj DNS-molekuldhoz valo kétédés gyorsan térténik és igy
nem befolydsolja az ATPdz aktivitdst. Nincs jelentds hatdssal a k...-ra a BLM DNS-rél

(b) hosszabb DNS-hosszak esetén igy a netto ciklusids (1/kq:) 1/Kirans-nak és 1/k..q-nek az
egyes ciklusok vdrhato szamadval sulyozott dtlagaként alakul. A miikédési paramétereket
az itt bemutatott egyenlet alkalmazdsaval, illetve a kisérletesen meghatdrozott sebességi
dllanddk felhaszndldsdval végzett globdlis kinetikai szimuldciokkal is meghatdroztuk: a két
modszer Iényegileg egyezd értékeket eredményezett. A bemutatott illesztés (folytonos
vonal) megbizhatdsdgdt a szaggatott vonalak jelélik, amelyeket a legjobb illeszkedéshez
képest kétszer alacsonyabb illetve magasabb kg .nq értékek rogzitésével hoztunk létre.

Mas helikazok (UvrD (205;206) RecG (207) és Isw2 (208)) egyszalu DNS-transzlokacios
mechanizmusahoz képest a BLM egyik egyedi sajatsaga a gyors pre-steady-state
foszfattermelés, ami az ATP-hidrolizis és a foszfat-felszabadulds lépéseinek gyors, nem
sebesség-meghatarozd voltat jelzi (47. dbra). Mdas vizsgdlt helikdzokban ez nem volt
megfigyelhet6, ami azt jelzi, hogy ezekben az enzimekben a sebesség-meghatarozé lépés
megel6zi a foszfat-felszabadulast, vagy maga a foszfat-felszabaduldas a sebesség-
meghatdrozo. A BLM masik fontos miikodési paramétere a mechanokémiai csatolasi allandé:
1 ATP hidrolizise sziikséges 1 nukleotid-egységnyi haladashoz, ami hasonlé a PcrA (206) és
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UvrD (205) helikazoknal megfigyelt értékekhez. RecG esetén ettdl eltér6en 1 ATP hidrolizise
3 nt transzlokaciét eredményezett (207). Szintén fontos sajatsag, hogy a BLM nem végez
felesleges ATPaz ciklusokat az 5’-végen, ami kiilonbozik a PcrA helikdz viselkedésétdl (206).

A BLM-helikaz 3ltalunk azonositott, ADP-kotott allapotban bekovetkezd, sebesség-
meghatarozd szerkezet-vdltozasa az enzim mechanikai lépésének alapjaul szolgdlhat. Ez
alapjan a BLM kiilonbdzhet az YxiN és NS3 RNS-helikazoktol, amelyek esetében a sebesség-
meghatdarozoé foszfat-felszabaduldshoz kapcsolt mechanikai |épést javasoltak (209;210).

A BLM-helikaznak altalunk meghatarozott egyszali DNS-transzlokdacids sebessége hasonlit
ugyanezen konstrukcido masok 4dltal meghatarozott kettGsszald DNS-szalszétvdalasztasi
sebességére (211), ami azt jelzi, hogy az enzim aktiv mechanizmussal mkodik (v6. 4.9
fejezet).

6.3.4 Miozinok és helikdzok energia-dtalakitéo mechanizmusainak ésszehasonlitdsa

Az energia-dtalakitds kinetikai és termodinamikai alapelvei valamennyi ismert bioldgiai
motorban kézések, az elmozduldst létrehozo molekuldris mozgdsok elrendezésében és
kapcsoltsagi médjaban azonban a funkcioknak megfelelé vdltozatossdg tapasztalhato.

A fentiekben bemutatott eredmények Osszegzése alkalmat ad az altalunk vizsgalt két
motorrendszer, a miozinok és a BLM-helikaz mikddési tulajdonsagainak 6sszehasonlitasara.
Miozinok esetében az enzimatikusan aktiv egység (a miozinfej) ATPaz m(ikddése soran
ciklikusan valtakoznak a sinhez (aktinhoz) kotott és levalt allapotok. Kétfejli processziv
miozinok esetében a mozgdas két, enzimatikusan kilénallé miozinfej katalitikus ciklusanak
O0sszehangoldsa révén jon létre. Ezzel ellentétben a helikdzok katalitikus moduljaban az ATP-
szubsztrat két, a sinen (DNS-en) egymashoz képest elmozdulni képes domén kozé kotédik. A
szubdomének araszolé mozgdsa révén a helikdz egyetlen aktivhelyet tartalmazd egysége
mindvégig a sinhez kétve marad a transzlokacid soran.

Az elmozdulas létrehozasa érdekében a miozinok esetében az aktivhelyen tortént kis
szerkezetvaltozdsokat erGkar er@siti fel, mig a helikdzok DNS-en ,,csuszd” mechanizmusa
esetén az erGkarral analdg szerkezeti elem nem talalhato.

A mechanokémiai mlkodés kozos sajatsagai kozé tartozik, hogy egy ATPAz ciklus mindkét
motorrendszer esetében egy mechanikai lépéshez kapcsolt. (Elvben elképzelheté a tobb
enzimciklushoz kapcsolt egyetlen mechanikai |épéssel, illetve az egy enzimciklushoz kapcsolt
tobb mechanikai |épéssel jellemezhetd kapcsoltsag is.) A masik fontos k6z0s sajatsag, hogy a
sin a motor ATP4az aktivitasanak jelent&s aktivalasat okozza.

Az enzimatikus koztidllapotok sinaffinitds-mintazata jelent6sen eltér a miozinok és
helikdzok esetében. Miozinokban az ATP-nek az erds sinkété nukleotidmentes allapothoz
torténd nagy affinitasu kot6dése a sin-affinitas jelentds csokkenését okozza. A BLM-helikaz
esetében az ATP-kotés jéval gyengébb, és nem befolydsolja a motor sin-affinitasat. Miozinok
esetében a hidrolizislépés a sinrdl levalt allapotban gyorsan torténik, mig a BLM-helikaz
esetében e lépés sin-aktivacidja a miikodés kdzponti eleme. K6z0s sajatsag viszont, hogy a
sin-aktivalt termék-felszabaduldsi folyamatokhoz kapcsoltan torténik a transzlokacio
mechanikai lépése.

A fentieket 6sszegezve tehat az mondhatd el, hogy a bioldgiai motorok energia-atalakité
m(ikodésének kinetikai-termodinamikai elvei azonosak, a kapcsoltsagi mechanizmusok és
szerkezeti elvek sokfélesége azonban az adott funkciéhoz térténd rugalmas alkalmazkodast
tukrozi.
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7. Uj tudomanyos eredmények tézises dsszefoglalasa

1. Az aktomiozin sejtmotor szamos Uj motilitas-tipusat fedeztink fel. E mechanizmusok
ravilagitanak arra, hogy a valtozatos id6skdlan és szervez6désben m(ikod6 miozinok
élettani aktivitdsait dontéen az egyes izoformak biokémiai, enzimkinetikai sajatsagai
hatdrozzdk meg. A kinetikai valtozékonysdg — a szerkezeti sajatsagok tobbségével
szemben — nem a torzsfejl6dés szerinti rokonsagot koveti, hanem az élettani szerepekhez
torténd gyors, rugalmas adaptacié eredménye.

2. Megdontottunk, illetve kiszélesitettiink az aktomiozin-m(ikddéssel kapcsolatos szamos
paradigmatikus nézetet. Kimutattuk, hogy a sejtosztédas és -differencidcid motorja, a
nem-izom miozin 2 mikoddése soran magas aktinkotottségi hanyadot (terhelési aranyt)
mutat, ami mindkét ,,fej” altal aktinkotott molekuldk gyakori el6forduldasat eredményezi. E
miozinokban a hidrolizistermék ADP &ltal okozott termékgatlas a kontraktilis és erétartd
Uzemmoddok kozotti valtdst teszi lehetévé, igy a sejt autondm mechanikai
valaszképességének alapjaul szolgal. A felsorolt sajatsagok mindegyike szoges ellentétben
all az izomkutatdsban a filamentalis motorokrél kordbban kialakult altaldnos nézetekkel.

3. A sejtalkotokat szallitd miozin-5a miikodésének megismerésével alakult ki az az
elképzelés, hogy az aktin-alapu citoplazmatikus transzportot egyedi miozinmolekuldk
processziv m(ikodése hajtja. Ezzel ellentétben két masik miozin 5 izoformardl kimutattuk,
hogy azok csak nagyobb molekulacsoportokban — azaz nem egyedi molekulaként —
képesek processziv haladasra. A citoplazmdban zajlé transzport jelent6s része tehat a
szallitott sejtalkotdk (pl. vezikulumok) felszinén jelent6s koncentraciéban jelenlévé
motormolekuldk egylttes miikodésének eredménye.

4. Jelentds lépéseket tettlink az aktomiozin mechanokémiai ciklus legfontosabb, am
legkevésbé hozzaférhet6 és ezért legkevéshé felderitett folyamata, az erégeneralas
megértése felé. Meglepetésre azt talaltuk, hogy a blebbistatin nevl gatlészer — ADP
jelenlétében — a miozinfejet az erdkifejt§ [épés kezdBallapotaban stabilizalja: ez a
felhdzott er6kard és magas aktin-affinitasu szerkezet korabban nem volt stabilan
el6allithato.

5. Az erGkifejtés sordn a miozinfej magjaban elhelyezkedé PB-lemez energiatovabbitd
rugdként viselkedik az er6generdlds soran. Eredményeink — a korabbi elképzelésekkel
ellentétben — arra utaltak, hogy az aktinhoz torténd indukalt illeszkedés a rugd
megfeszilésével jar.

6. Az NTPazok aktivhelyén torténd nukleotidcsere — azaz a hidrolizis-termékek Gj NTP-
szubsztratra valé felvdltasa — a jeldtvivé enzimekben (pl. G-fehérjékben) id6zit6
kapcsoléként miikodik. Megmutattuk, hogy ez a folyamat a filamentalis (nem-izom miozin
2) és egyedimolekula- (miozin 5a) motorenzimekben is id6zit6 szereppel bir: a motor
lépésének kinetikai kapujaként szabdlyozza az aktin mentén torténd el6rehaladas
sebességét. Felderitettliik a nem-izom miozin 2-ben torténé nukleotidcsere mechanikai
terhelés 4&ltali szabalyozdsat. E mechanizmus a klasszikus allosztéria-fogalom
kiszélesitésével értelmezhets, amelyben nem valamely ligandum kotése, hanem a
fehérjemolekulara adott irdanyban kifejtett mechanikai er6hatds befolyasolja az
enzimmkodést hajtd szerkezeti egyensulyokat.

7. Kidolgoztunk egy analitikai eljarast, amelynek segitségével a nukleinsavak mentén haladé
motorfehérjék (transzlokazok, helikdzok, polimerazok) legfontosabb m(ikodési jellemzéi
(egy NTP-hidrolizisciklus alatt megtett nukleinsav-hossz, transzlokacios sebesség, NTPaz
aktivitas, processzivitds) egyetlen tranziens kinetikai kisérletsorozatban meghatarozhatok.
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mechanokémiai mechanizmusat. Kimutattuk, hogy az araszold processziv haladdst végzé
helikdz az er6kar-alapu motilitdst mutaté miozinokétdél tobb Iényegi ponton — az ATP- és
sinkotés kapcsoltsagaban, illetve a sin altali enzimaktivacié mechanizmusaban — eltéré
kinetikai-energetikai  ciklus soran  hasznositia az  ATP-hidrolizisb8l szarmazé
szabadenergiat.

8. Tervek, perspektivak

A dolgozatban ismertetett eredmények természetesen a felfedezések altal kijelolt kutatasi
iranyokban valé tovdbbi haladasra sarkallnak. Az aldbbiakban roéviden ismertetem a
kutatécsoportomban jelenleg zajlé munkak célkitlizéseit és kifutasi lehet&ségeit.

A miozinkutatas egyik “Szent Graljanak” szamitd erégenerdld |épés 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 meghatdrozasaval kivanjuk megtenni. Ezen felll
Kellermayer Miklds csoportjaval egylttmikodésben egyedimolekula-mddszerekkel vizsgaljuk
a helikaznak a m(ikodés szempontjabdl vélhetSleg kozponti jelent6ségli — dm adataink
alapjan az adott DNS-szubsztrat szerkezetétdl dinamikusan fliggé — oligomerizacidjat. A
hibajavito aktivitds megértéséhez részletesen megvizsgaljuk a helikdzok fehérjepartnerekkel
torténd egylittmikodését is.

A 2. fejezetben felvetett legizgalmasabb kérdések kdzé tartozik, hogy a nukleinsavakat
maddositd enzimek enzimoldgiai és biofizikai sajatsagai hogyan befolyasoljak az egyes
szervezetek genetikai alkalmazkoddképességét. A RecQ-helikaz hibajavité mikodésének
vizsgdlatdra E. coliban az irdnyitott evollcié adta lehet6ségeket is fel kivanjuk hasznalni,
illetve tervezzilk e mddszertan kiszélesitését. Az enzim hibajavité mlkodése 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 kivalogatott pontmutansok izoldldsa és enzimoldgiai-biofizikai
jellemzése révén kivanjuk meghatdrozni, hogy a mechanoenzimatikus sajatsdgok — tébbek
kozott a 4.10 fejezetben leirt mikodések altal — hogyan jarulnak hozza a szervezetek
alkalmazkodd-képességhez és evollciés folyamataihoz.

A RecQ-helikdzok kozismert genomépség-fenntarté szerepe mellett Vellai Tiborral
megyvizsgaltuk ezen enzimeknek az eukaridta genomok evolulcidjaban betoltott potencialis Uj
szerepét is. Hipotézisink szerint a meiotikus rekombindcié sordn a RecQ-helikdzok
kulcsszerepet jatszhatnak egy, a delécidok szelektiv kikliszobolését és az Ujonnan megjelend
inszerciok és duplikacidk elterjesztését szolgald genetikai mechanizmusban. E m(ikodést in
vitro és in vivo kisérleti modszerek kombinalt alkalmazasaval tervezziik vizsgdlni.

Tapasztalataim alapjan kialakult személyes alldspontom szerint a motorenzimek vizsgalata
— mivel sokrétld Osszekottetést teremt az élet fizikai-kémiai alapjai illetve az élSlények
valtozatossaga, alkalmazkodd-képessége és evolucidja irdnti érdekl6dések kdzo6tt —a modern
bioldgia legizgalmasabb teriiletei kozé tartozik, amely a kihivast vallalé molekularis bioldgus
szamara élethosszig tartd 6romokkel kecsegtet.
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9. Koszonetnyilvanitas

A bioldgiai motoraktivitdshoz hasonléan az ismertetett munkak is természetesen egy
rendkivil kiterjedt kdlcsonhatds-rendszer mikodésének eredményeképpen jottek [étre.

Feleségemnek, Toth Juditnak szeretnék elGszor koszonetet mondani, aki kozel egy
évtizede egyben legkedvesebb kollégam is, és kulcsszereplGje volt a dolgozatban ismertetett
szamos munkanak.

Szakmai mentoraim szerepét nem lehet tulhangsulyozni. Egyetemi hallgatoként az ELTE-n
Szilagyi Laszlétdl és Nyitray Laszlotol kaptam meg a kezd§ |okéseket a biokémia irdnyaba.
Sokat tanultam Graf Laszl6 és Hegyi Gyorgy professzoroktdl is. Doktorandusz koromban
Malndsi-Csizmadia Andras és Clive Bagshaw jarultak hozzd dontéen latdsmédom
alakuldsdhoz, mig kés6bbi amerikai tartézkoddsom soran James Sellers és Andrew Szent-
Gyorgyi voltak legfontosabb mentoraim.

A bemutatott munkdk nagy része kutatdécsoportom tagjainak, végzett és jelenlegi
hallgatéimnak a munkajabdl és a vellik valé egylttes gondolkodasbodl sziiletett. Koszonet
illeti ezért Gyimesi Maté és Jelinek Baldazs posztdoktorokat; Bibé Andras, Harami Gabor,
Kocsis Zsuzsa, Nagy Nikolett, Sarlés Kata és Takacs Baldzs doktoranduszokat; valamint Gervai
Judit, Molnar Eszter és Sarankd Hajnalka egyetemi hallgatdkat.

Az eredmények létrejottében természetesen kulcsszerepe volt a hazank és a vilag
kilonbo6z6 tajain dolgozd egylttmiikddd partnereknek, illetve a kiterjedt, mégis csaladias
,motoros” kutatdi kozosség folyamatos szellemi hozzajaruldsanak is.

Koszonom alma materem, az ELTE Biokémiai Tanszék valamennyi munkatarsanak
mindenre kiterjeds segitségét és tdmogatasat.

A munkdk anyagi er6forrdsait szamos szervezet — OTKA, Norvég Alap, Magyar
Tudomanyos Akadémia, European Molecular Biology Organisation, Human Frontier Science
Program, Howard Hughes Medical Institute, National Institutes of Health — palyazati
tdmogatasa biztositotta.
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