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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABRM: anterior bissus retraktor izom

ANS: 8-anilinonaftalén-1-szulfonat

CaM: kalmodulin

cc: a-helikalis coiled-coil szerkezet

CSAH: egyszalu, nagy toltéssiiriiségli a-hélix (charged single a-helix)
DYNLL: LC8 dinein kénnyti lanc, DLC (dynein light chain)
DSC: differencialis pasztazo kalorimetria

ELC: esszencialis konnyii lanc (light chain)

EM: elektronmikroszkdpia

ESR: elektron spin rezonancia

GTD: globularis farok doménje (tail domain)
HMM: nehéz meromiozin (heavy meromyosin)
HSQC: heteronuklearis egyszeres-kvantum koherencia (2-dimenziés NMR spektrum)
IAA: jédacetamid

ITC: izotermalis titracios kalorimetria

kDa: kilodalton

LC: kdnnyti lanc (light chain)

LMM: kénnyii meromiozin (light meromyosin)
MD: motor (katalitikus) domén

MHC: miozin nehéz lanc (heavy chain)

MYO5: miozin-V génje

MY O6: miozin-VI génje

NMR: nukleédris magmagneses rezonancia

pr-S2: proximalis S2 (az S2 N-terminalis régioja)
RD: regulacios (konnyti lanc-ko6t6) domén

RLC: regulacios konnyt lanc (light chain)

S1: szubfragmentum-1

S2: szubfragmentum-2

SW1: miozin S1 kapcsol6-1 (switch-1)

SW2: miozin S1 kapcsol6-2 (switch-2)

TEMPO: 2,2,6,6-tetramethylpiperidinooxyl




A mozgatok és a mozgok némelyike mdrmost jarulékosan mozgat és
mozog, masok pedig 6nmagukndl fogva. Jarulékosan jelesiil egyrészt azok,
amelyek pusztan csak ott vannak a mozgatokban illetve a mozgokban, ...
onmagukndl fogva pedig egyfelol azok, amelyek nem pusztan csak ott
vannak a mozgatoban illetve a mozgoban, masfelél azok, amelyeknek nem
valamely részlete mozgat vagy mozog.”

Ap1oTotéAnc: TA PUOIKE (ford. Bognar Lasz16)

Il. BEVEZETES ES KOSZONETNYILVANITAS

Az Arisztotelész altal emlitett ,,0onmaguknal fogva mozgd ¢€és mozgatd” objektumok
nyilvanval6 képviseldi az €é161ények. De mi az €16 rendszerekben az elsé mozgatdé? A mikroszkdpba
pillanto tuddosok vették észre a XVII. szazadban, hogy az ,,onmaguknal fogva” mozgo alkotoelemek
a sejteken beliil is megtalalhatok. A XIX. szdzad kdzepére valt vilagossa, elsésorban Helmholtz
munkéssdga nyoman, hogy az éllatokat mozgaté izom tulajdonképpen izotermadlis gép, amely a
kémiai energiat mechanikai munkava tudja alakitani. Kiihne 1864-ben mar nevet is adott az
izomkivonat f6 fehérjekomponensének, a miozinnak [3] (bar 6 valdjaban aktomiozin komplexet
izolalt), de hogy az ,,0nmagukndl fogva” mozgésra fehérjemolekuldk képesek, 6k az ATP
iizemanyaggal miikodé molekuldris motorok, arra csak Szent-Gyorgy Albert és munkatarsai
szolgaltattak bizonyitékot Szegeden, 1942-ben [4]. Szent-Gyorgy Albert budapesti intézetében
dolgozott Bir6 Endre, aki az ELTE-n a Biokémiai Tanszéket megalapitotta 1968-ban, ahol jomagam
az 1980-as évek elején elkezdtem palyafutdsomat didkként, majd kezdd kutatoként. Izom
biokémikusként indultam, de a motorfehérjék sejten beliil betoltdtt szerepe mara mintegy
paradigmava valt — ezek a molekuldris motorok biztositjak a belsd rendet a sejten beliili kaotikus
kémiai vildgban —, ezért ma mar ,,mesterségem cimere” a motorfehérjék, a sok képviselébdl allo
miozin fehérjecsalad vizsgalata. A Biokémiai Tanszéken sikeriilt a téma jogfolytonossagat
biztositani, s csak remélhetem, hogy eddigi munkdmmal taldn sikeriilt, ha kicsiny mértékben is,
valamit hozzatennem az evollcid e csodas termékeinek jobb megértéséhez.

A MTA doktori cim elnyerése céljabol irt disszerticiomban az Egyesiilt Allamokban toltott
posztdoktori évek utdni munkéssagomat foglalom O0ssze. Az amerikai tanulméanyuttr6l hazatérve, —
ahol abban a szerencsében lehetett részem, hogy Szent-Gyorgyi Andras professzor csoportjaban
dolgozhattam, akit mentoromként tisztelek — 6nalld kutatocsoportot alakithattam ki, az akkor mar
Graf Laszlo vezette ELTE Biokémiai Tanszéken. Attdl kezdve elsdsorban didkokkal dolgoztam
egylitt, akik nélkiil az itt bemutatott disszertacio nem sziilethetett volna meg. Ugyanez igaz a sok
magyar ¢€s kiilfoldi egylittmikodo partneremre is.

Koszonetemet fejezem ki volt és jelenlegi didkjaimnak, Malndsi Csizmadia Andrasnak,
Kovacs Mihalynak, Farkas Laszlonak, Nagy Attilanak, Blazsek Antalnak, To6th Juditnak, Gyimesi
Miténak, Hodi Zsuzsanak, Siiveges Danielnek, Kovacs Erikdnak, Radnai Laszlonak, Rapali
Péternek, Hobor Fruzsinanak, Molnar Tamasnak, Kiss Bencének. Kiemelem Malnasi Csizmadia
Andras és Kovacs Mihdly tehetségét, akik ma mar nemzetkdzileg is magasan jegyzett kutatok,
onallo kutatocsoportokat vezetnek az ELTE Biokémiai Tanszéken. Sokat koszonhetek posztdoktor
munkatiarsaimnak, Ethan Shimonynak és Németh Attildnak. Sokat tanultam és sok segitséget




kaptam szenior kollegaimtodl, els6 tanaromtol Balint Miklostol, Hegyi Gyorgytdl, Szilagyi Lasz1otol
— koszonet érte. Koszondm Graf Laszlonak, hogy tolerans fonokként lehetoveé tette szamomra, hogy
onalld csoportot alakithassak ki a Biokémiai Tanszéken. Az évek soran sok kivalo, onzetlen és
segitOkész egyiittmiikodd partnerrel dolgozhattam egyiitt. Halasan koOszondm a segitséget
legelsdsorban a ,,aktomiozinologia” két nagy oregjének, a mar emlitett Szent-Gyorgyi Andrasnak és
els6 amerikai fénokdmnek, Gergely Janosnak. Rajtuk kiviil a kiilfoldi egyiittmiikodd partnereknek,
Clive Bagshawnak, Jerry Brownnak, Carolyn Cohennek, Michel Espinoza-Fonsecanak, Kazuhiro
Kohamanak, Kazuo Oiwanak, Jim Sellersnek, Peter Vibertnek, Akira Yamadanak, valamint a
magyaroknak, Belagyi Jozsefnek, Bodor Andrednak, Debreceni Juditnak, Géspari Zoltannak,
Harmat Veronikanak, Hajdd Istvannak, Hetényi Csabanak, Jancso Agnesnek, Kardos Jozsefnek,
Perczel Andrasnak, Tompa Péternek, Tolgyesi Ferencnek és Zavodszky Péternek.

Végiil kiilonleges koszonet a hosszu tiirelemért a csaladdomnak, sziileimnek, feleségemnek,
harom gyermekemnek.

A dolgozat cimében az allosztéria emlitése a motorfehérjék mikodésének egyik
leglényegesebb vondsat emeli ki, nevezetesen a molekulan beliili informacidaramlas, a funkcionalis
helyek k6zotti kommunikacio molekularis mechanizmusat jelzi. Az allosztéria a motorfunkciod sine
qua non-ja. Az elmult évtizedben az allosztéria jelentése kiszélesedett, jelentdsége ndvekedett a
fehérjemiikodés megértése terén — nem csak a ,,mas helyre” kotddo ligandum(ok) kivaltotta diszkrét
konformécio valtozas lehet a kommunikécio alapja, hanem a szerkezeti dinamika megvaltozasa is
[5]. A disszertaciomban Gsszefoglalt szerkezet-funkcié vizsgalatok tobbsége a miozin allosztérikus
miikodésének egyes aspektusait taglalja. A miozin szupercsaladba tartozé fehérjék molekularis

anatomiaja’ a kovetkezéképpen néz ki: az egy vagy kettd ,,fejet”2

a ,,nyak” kapcsolja a valtozatos
modulokat tartalmazé ,farok” régidhoz. A harom funkciondlis régi6é allosztérikus modon
kommunikal egymadéssal. Az eredményeket bemutatd elsd fejezetben molekuldris bioldgiai
vizsgalatokrol szamolok be, azutan végighaladok a miozinon a ,,f6tdl a saurokig”,3 s Osszefoglalom a
f6 szerkezeti egységekkel kapcsolatos szerkezet-funkcidé vizsgalataink eredményeit (1. abra).
Korabban az izom kontrakcié motorjaval, a konvencionalis miozinnal (miozin-I1) foglalkoztunk, ma
mar nem-konvenciondlis, nevezetesen a V-0s és VI-os osztalyba tartoz6 miozinok is a vizsgalataink
targyat képezik. Az utobbiak kapcsan kutatdsaim a motorfehérjéktél a fehérjetudomény mas
izgalmas teriiletei felé kanyarodtak: jellemeztiink egy multifunkcionalis eukaridta csomodponti
fehérjét, valamint leirtunk egy 10j fehérjeszerkezeti motivumot is. Ezeket az eredményeket is

iIsmertetem a disszertacioban.

A disszertacié szerkezetét ugy allitottam Ossze, hogy a Kisérleti megkozelités rovid, csak
utalok az igen sokféle alkalmazott moddszerre (s az részletekre kivancsi olvasot kérem, hogy
tanulmanyozza a fiiggelékben kozolt eredeti kozleményeket). Az Irodalmi hattér fejezetben
tomoren mutatom be a ,,miozinologia” legfébb ismérveit. A Tudomanyos kérdések felvetés utan
az Eredmények és megvitatasuk alfejezetekben kétféle mélységben mutatom be azokat az
eredményeket, amelyeket a Szent-Gyorgyi laboratoriumban végzett posztdoktori munkam utan, mar

Y A miozin szerkezeti leirdsdra, a ,, molekuldris anatomia” kifejezést, még a térszerkezet ismerete elétt, Balint Mikls és
munkatarsai vezették be.

2 A miozin ,,fej " kifejezést nem egyértelmiien haszndlja az irodalom. Eredetileg az SI proteolitikus fragmentumot
tekintettek fejnek, amely valojaban a motor doménbdl és a ,,nyak 'régiot képvisel6 reguldcios doménbdl all, azaz
anatomiailag helyteleniil a miozinndl a ,,nyak” a ,,fej” része. Ennek ellenére én ezt a nevezéktant kévetem.

® Pdpai Pariz Ferencet kifejezésével élve (Pax Corporis, Kolosvar, 1695)




onall6 munkacsoportommal értiink el. Nagyobb hangsulyt helyezek és valamivel részletesebben
targyalom a szerkezeti biologiai munkainkat (6t kiemelt publikacio: [6-10])%), de csak tézis
jelleglien a tobbi kutatasi eredményt. Néhany olyan eredményt is bevettem a disszertacioba,
amelyek kiilonb6zo okokbol ezidaig nem keriiltek teljes értékii publikalasra, de fontosnak vélek a
munkassagom egészét tekintve. Az eredményeket bemutato alfejezeteknél labjegyzetben jelzem a
sajat hozzajarulasomat a kollaboracioban késziilt munkakhoz?. Elszdr a targyalt téma megértése
szempontjabol fontos elézményeket foglalom Ossze (hattér), majd az eredmények kovetkeznek.
Az alfejezet egy részét koda® zéarja, amely egy 0Osszegzl, lezar6 megvitatds a szakirodalom
tiikrében, a ma még hidnyz6 vagy nem egyértelmi ismeretek felvillantasaval.

lll. KISERLETI MEGKOZELITES*

»Kedvenc” fehérjéim titkainak megértéséhez a biokémia, biofizika, molekularis biologia,
szerkezeti bioldgia, bioinformatika ¢és sejtbiolégia modszertani arzenaljat egyiittesen kellett
alkalmazni. Biokémikusként a ’90-es években megtanultam, és aktivan hasznalni kezdtem a
géntechnoldgia teljes tarhazat, a génkonyvtar készitéstdl €s molekularis klonozastol kezdve a
fehérje taltermeld rendszerekig. A klasszikus biokémiai moddszereken (pl. fehérje tisztitasi
modszerek, kromatografids és elektroforézis technikdk, limitalt proteolizis, oldallancok kémiai
modositasa és keresztkotd reagensek hasznalata, stb.) kiviil szamos biofizikai (pl. fluoreszcencia,
cirkularis dikroizmus, infravoros, elektronspin rezonancia spektroszkopia, differencialis pasztazo
kalorimetria) és in silico bioinformatikai modszert (pl. szekvencia analizisek ¢és joslasok,
molekularis dinamikai szimulaciok és dokkolasok) alkalmaztunk. A steady-state és modern
gyorskinetikai (enzim-szubsztrat és fehérje-fehérje, fehérje-ligandum kotés) vizsgalatokhoz
kromogén és fluorogén szenzorokat hasznaltunk. Egyiittmiikodés keretében alkalmunk nyilt in vitro
motilitasi kisérletek elvégzésére is. Végiil a szerkezeti biologia ultima ratio-ja: a nagyfelbontasu
szerkezetek meghatarozasara rontgen krisztallografiat és NMR spektroszkopiat alkalmaztuk. Az in
vitro szerkezeti vizsgalatok mellett eljott az id6, hogy a fehérjék miikodését in vivo rendszerekben is
vizsgéljuk. Ezen a téren is megtettilk elsé 1épéseinket (pl. konfokalis mikroszkopia segitségével
kolokalizé4cids vizsgalatok).

A molekuldris és szerkezeti bioldgidban altalanos redukcionista megkdzelitést hasznaltuk, a
kisérletek j6 részéhez modszertani okokbodl nem is hasznalhatd teljes miozin helyett valamelyik jol
definidlt szerkezeti/funkcionalis doménnel/modullal végeztiik a kisérleteket, amelyeket egy-egy
kivételtdl eltekintve rekombinans fehérjeként valamilyen fehérje taltermeltetd rendszerben
allitottunk eld.

L A félkivér kiemelés a sajat publikiciékra vonatkoznak

2 A Carolyn Cohen csoportjaval kézésen publikalt munkdk egy részében sajit megitélésem szerint megosztott ,, senior
co-author” szerepem volt, de ennek feltiintetésének késébbi fontossdagdara a megirds idején még nem gondoltam.

® Zenerajongé amerikai egyiittmiikodd partnereim, Szent-Gyérgyi Andrds és Carolyn Cohen javaslatdra tobb kozos
publikacionk diszkusszio fejezetét ,, kédaval” zartuk. Ezt a kifejezést vettem dat a disSzertdcioban is.

* Az alkalmazott médszereket, amennyiben ez a megértéshez fontos, az Eredmények alfejezeteiben felsorolom, a
részletek az eredeti kozleményekben olvashatok.




IV. IRODALMI HATTER

Az elsO fejezetben bemutatom az eukaridta proteom egyik legvaltozatosabb fehérje
csaladjat, a miozin szupercsaladot. A masodik fejezetben részletesebben jellemzem a miozinok {6
szerkezeti elemeit a ,,f6t6l a sarokig”, valamint felvazolom a miozin motor mikddését a ma
altalanosan elfogadott ,kilendiilé erékar” modell alapjan. Végiil a miozinok szabalyozasi elveit és
mechanizmusait ismertetem.

IV.1. A miozin szupercsalad

A miozinok ubiquiter eukaridta fehérjék® [11-13]. Az izomszdvetbdl ismert konvencionalis
miozin, a molekularis motorok ,doyen”-je, csak egyik képviseldje egy kiterjedt fehérje
szupercsaladnak. A jelenleg hozzaférhetd legteljesebb leltar (326 fajbol 2300 szekvencia) 35 miozin
csaladot tartalmaz.

S1 (fej) B farok/rid R
MD —> ) fej-rud csuklo g < farok >
RD (nyak)%.. e ..."l
4L> ™ S2-LMM csuklé “’{ T cTD-~7
< HMM > < LMM >

1. dbra. A konvencionadlis (b) és a nem-konvenciondlis miozin-V (j) f6 szerkezeti elemei és fragmentumai
MD: motor domén, RD: reguldacios domén, S1: szubfragmentum-1, S2: szubfragmentum-2,
HMM: nehéz meromiozin, LMM: kénnyii meromiozin, GTD: globularis farok domén

A konvencionalis miozin heterohexamer fehérje (1. dbra). Két azonos Un. nehéz lancbodl
(MHC) és két par un. konnyl lancbol épiil fel. Az N-terminalis feji régio az ATP- és aktin-koto
motor doménb8l?> (MD) és a mechanikai erékarként miikodsé, de a motor szabalyozasaban is
szerepet jatszo nyaki régiobol, a regulécios doménbdl® (RD) all. A kalmodulin szupercsaladba
tartozé konnyii lancok a nyaki régié két IQ motivuméhoz* kétddnek. A regulacids (RLC) és
esszencialis konnyl lanc (ELC) a szabalyozas mellett az er6kar szerkezetét stabilizaljak. Az LC-k
jellegzetessége, hogy a CaM négy EF-kéz motivuma helyett maximum egy funkcionalis Me?*-
kotohelyiik van. A C-terminalis rad”® régio ,,szuperhelikalis” (coiled-coil) szerkezetii, amely a két
miozin nehéz lanc (MHC) dimerizéaciojaért €s a filamentumképzésért felelds. Limitalt proteolizissel
és/vagy rekombinans DNS technolégiaval az in vitro szerkezet-funkcio vizsgalatokhoz kivaldan
felhasznalhato funkcionalis fragmentumokat lehet eléallitani.® Ezek a motor funkcidval rendelkezé

YEddigi ismereteink szerint csak a térzsfejlédés aljan elhelyezkedd harom fajbdl hidnyoznak: eQysejtii vorésmoszatbol
(Cyanidioschyzon merolae), valamint két parazita protozodbdl (Giardia intestinalis és Trichomonas vaginalis).

2 Alternativ elnevezése: katalitikus domén.

® Alternativ elnevezése: kénnyii lanc-koté domén. Szigoriian véve a reguldciés domén helytelen elnevezés, mivel a
domeén fogalom csak egy polipeptidlancon beliil értelmezhetd, az RD pedig az MHC nyaki régiojabol és a két konnyui
lancbol allo komplex. Ennek ellenére az irodalom hasznalja és a disszertacioban én is ezt az elnevezést hasznalom.

* Apo-CaM-kGt6 motivum, amely nevét a konszenzus szekvencia (IQxxxRGxxxR) elsé két aminosavardl kapta.

crer

elnevezést. A nem-konvencionalis miozinokndl viszont a ,,farok” kifejezést fogom hasznalni.
® Spektroszképiai (kinetikai) mérésekhez a HMM és az S1 alkalmasabbak a teljes miozinndl, mivel fiziolgids
ionerdsség mellett is szolubilisek.




nehéz meromiozin (HMM) és szubfragmentum-1 (S1), valamint a filamentumokat (illetve
parakristalyokat) képz6 miozin rad és konnyli meromiozin (LMM). A rad N-terminalis harmada a
szubfragmentum-2 (S2) (2. abra).

RD
(PDB: 2BLO)

S1 (MD+RD:
\ (PDB:20VK)

Proximalis S2
(PDB:1NKN)

2. abra. A konvenciondlis miozin HMM in silico modellje.
A harom bekarikazott molekularészlet térszerkezetének leirasa a disszertdcio részet képezi

A nem-konvencionalis miozinok altalanos felépitése is hasonlo (1. és 3. abra). A miozin
szupercsaladba sorolés a konzervativ MD szekvencidkon alapszik. A nyaki régi6 1-6 IQ motivumot
tartalmaz, amelyekhez altalaban kalmodulin (CaM) konnyli ldncok kotédnek. Az IQ motivum
jellegzetessége, hogy a CaM apo-formaban kotddik hozzajuk [14] . A farok ,,szuperdomén” a
kiilonb6z6 miozin osztdlyokban sokféle szerkezeti/funkcionalis egységbdl allhat, tipikus modularis
felépitésii. A kétfeji miozinok mindig tartalmaznak coiled-coil modult. Az egyéb
modulok/domének fehérje-fehérje illetve fehérje-membran kolcsonhatassal ruhdzzak fel az adott
miozint (SH3, PH, GAP, FERM, cink-ujj stb.). Az intracellularis transzportban részvevd
miozinoknal a farok doménekhez kotédnek a szallitand6 kargok'.

A szupercsaladon beliil a konvenciondlis miozin a miozin-II (mio2) jeldlést kapta.2
Természetesen err6l a miozinrdl rendelkeziink a legtdbb informacidval, ez a miozin motorok
archetipusa. A miozin ortologok €s paraldgok evolucios vizsgalata alapjan viszont gy tlinik, hogy
az ,,6smiozin” az I-es osztalyba tartozhatott. Ezt kdvethette a mio5 és a novény-specifikus mioll
megjelenése. A mio2 az allatokon kiviil az 6sszes gombaban és az Amoebozoa toérzsben fordul eld.
A mio6 az allatoknal jelent meg. Gerincesekben 14 miozin osztalyt irtak le, mig sajat genomunk 13
miozin osztalyban kb. 40 MHC gént tartalmaz. A human ,,miozom” osszetétele: 15 mio2, 8 miol, 2
mio3, 3 mio5, 1 mio6, 2 mio7, 2 mio9, 1 miol0, 2 miol5, 1 miol6, 2 miol8, 1 miol9 és 1 mio35
paralog. Osszehasonlitasképpen, a C. elegans genom 7 osztilyban 17 MHC, a Drosophila genom
pedig 8 osztalyban 13 MHC gént tartalmaz [15, 16].

A konvencionalis miozint (miozin-1I1) leginkabb az izomkontrakcié motorjaként ismerjiik.
De az izomszoveteken kiviil megtalalhatd szinte az Osszes allati sejttipusban (ezek a ,,nem-izom”
mio2 paralogok). Kiilonb6z0 mio2 paralogok mikodtetik a vaz-, sziv és simaizmokat.

L A transzport motorhoz tranzinesen kétédd molekula, vezikula vagy organellum dltaldnos elnevezése

2 Amiozin-1I elnevezés a , kétfejliségre” utal. A mdsodiknak leirt miozin egyfejii, ezért a miozin-I nevet kapta, mig a
tovabbi miozin osztalyokat felfedezésiik sorrendjében nevezték el. Hasznalatban van egy ujabb, arab szamokat hasznalo
nevezéktan is (pl. a miozin-V helyett miozin-5). A disszerticiomban a miozinok révid neveként a kétféle nevezéktant
vegyitem (azaz a miozin-II réviditése mio2).
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Gerincesekben legalabb 15 mio2 ortolog fordul eld. Ezeket egy kiterjedt MHC géncsalad kodolja (9
vazizom, 2 szivizom, 1 simaizom és 3 nem-izom MHC), de a diverzitast a simaizom és nem-izom
MHC géneknél alternativ splicing is noveli. A nem-izom izoformak szerepet jatszanak az allati
sejtosztodas citokinézisében, sejtmigracioban, sejtadhéziokban, a sejtpolaritds kialakitasdban, a
sejtalak dinamikus valtozasaiban, a citoszkeleton atrendez6désekben, membranstruktirak
(membréan receptorok, lipid tutajok) mozgatasaban, az idegsejtekben a neuritok kindvésében. A
nem-izom izoformak tipikusan hossza ideji sejtbeli erékifejtésre és erdtartasra specializalodtak. A
mio2 legjellemzébb szerkezeti tulajdonsaga, hogy a hossza coiled-coil szerkezeti rad régiod
segitségével filamentumokat képez [17]. A mio2 ,csoportos” motor, azaz csak egy
szupramolekularis komplexben, a miozin filamentumban képes erdkifejtésre. A miozin
filamentumképzésért felelos, néhany kDa hossziisagu szekvenciat korabbi kutatasaim soran a rud C-
terminalis régidjaban azonositottuk [18]. Az irodalomban ma erre a motivumra az ACD (assembly
competent domain) elnevezést hasznaljak [19].

A B
Dictyostelium MYO1 (MyoB) G &
- - @
Gerinces MYOla e Miozin-I
[ b
Gerinces MHC l l Miozin-II
= L
®
:Drosophila ninaC Miozin-IlI
N+ R,
l Miozin-V
"Gerinces MYO5a
M e chLccc Soeees
ones*®
-Gerinces MYO6 l Miozin-VI
I o ° or :
Gennces MYO7a H4 FERM SH3 MyTH4 FERM MIOZIn_V”
e B ] N~esess .. "-._3328
Gerinces MYO9b sitbetians Miozin-IX
E ][] il Rocode
Gerlnces MYOlO PH domainsMyTH4 FERM .~ MIOZIn-X
T [T e —
Gerinces MYO15a e & Miozin-XV
ISR N m i} i «'® @

(-
100 amino acid4 = 1 IQ motif

3. dbra. A miozin nehéz lanc szupercsaldd néhdny tagja
A) A miozin nehéz lanc modularis felépitése (kék: MD, fekete: az RD 1Q motivumai, zold: coiled-
coil, tovabbi szinek: egyéb farok modulok, piros nyilak: sajat vizsgadlataink targya.
B) A miozin osztalyok sematikus szerkezete (Krendel és Moosaker nyomdn [1])

Az Gsszes miozin-1 motorfehérje egyfejii miozin. Ezen kiviil k6z0s szerkezeti elemiik a
membrank6td bazikus ,,farok homoldgia domén”. Egy hosszabb és egy révidebb farokkal bird
alcsaladra oszthatok. Szereplik van az aktin citoszkeleton szervezésében, a sejtmotilitdsban, a
vezikularis transzportban, az exo- ¢és endocitézisban, a hallas- és egyensulyérzékelés
adaptaciojaban, a Drosophild-ban a bal-jobb aszimmetria 1étrejottében. A  hamsejtek
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kefeszegélyében el6forduld miola az aktin kotegeket rogziti a sejtmembranhoz. Egyik paralogjuk a
sejtmagban a transzkripcié szabalyozasaban jatszhat szerepet [20]. A miozin-lll érdekessége, hogy
tartalmaz egy N-terminalis kindz modult is. Egyfejii motorfehérje, amely elsésorban a fotoreceptor
sejtekben expresszalodik, ahol szallitod és szabalyozo szerepet tolthet be [21].

A miozin-V a ,hattyanyakt” miozin, amelyet a mikrofilmanctumok mentén mozgatd
intracellularis transzport motorok koziil a legjobban ismeriink. Az allatokban és gombakban
altalanos elterjedésii. A gerincesekben harom paralogja ismert, mig a farok régiot érint6 alternativ
splicing tovabbi szovetspecifikus izoformadkat eredményez. A gerinces mio5 processziv
motorfehérje, azaz az ATP-az ciklusok sordn nem disszocidl az aktin filamentumro6l, hanem
,lépdel” rajta [22]. Szerkezetét tekintve legfébb jellegzetessége a hosszu nyak, amely hat IQ
motivumot tartalmaz és foként CaM alegységek kotédnek hozzajuk. A szegmentalt coiled-coil
szerkezetli farok régi6 egy globularis farok doménben (GTD) végzddik, amely a kargd-kotésért
amely megegyezik a dinein motorfehérje egyik konnyii lanc alegységével (DYNLL vagy LCS8).
Szerepiikre elészor a vilagos szOrszint okozd, nagyon sokat tanulmanyozott egér gén, a dilute
klénozésa vildgitott r4 — a mio5a a melanocitdkban a melanoszomak széllitasaban vesz részt. Letalis
valtozata idegrendszeri problémakat okoz. A mio5a human ortolégja a ritka, 1-es tipusti Griscelli-
szindroma okozoja [23]. A mioSa részt vesz a sejtek membranforgalmaban, szinaptikus €s mas
vezikulumok, mRNS-ek szallitasban. A mio5b paralog elsdsorban receptorok (transzferrin,
acetilkolin, glutamat) intracellularis szallitasaban jatszik szerepet [24]. A mio5 kozeli rokonai a
novényekre jellemz6 miozin-XI. Koziilik keriil ki a ma ismert leggyorsabb miozin motorfehérje: a
Chara corallina mioll in vitro motilitasi sebessége meghaladja a 100 um/sec-ot [25].

A miozin-VI az egyetlen olyan ismert miozin motor, amely az aktin filamentumok negativ
vége felé mozog. In vitro motilitasi vizsgalatokban processziv motorfehérjének bizonyult, ami
alapjan intracellularis szallito motornak tekintik, amely a sejtperiféria fel6l centralis irdnyba szallit
kiilonboz6 kargokat a kortikalis aktin halozat mentén [26]. Elképzelhet6, hogy szerkezeti szerepe is
lehet a citoszkeleton és a hozza kapcsolodd membranstruktarak, fehérjekomplexek szervezésében
[27]. Szamos kolcsonhatd partnerét, potencialis kargojat leirtak. Szerepet tulajdonitanak neki a
vezikuldris membranforgalomban, endocitdzisban, a sejtmigracidoban, a mitdzisban, a Golgi-
komplex morfologiai szervezésében, a Drosophila embriogenezisében. Mutacioi emberben és
egérben (Snell’s waltzer fenotipus) hallaskarosodashoz vezetnek [26]. Tobb izoformaja ismert,
amelyek alternativ splicing-gal jonnek létre és szovetspecifikusan expresszalodnak. Szerkezeti-
funkcionalis érdekessége, hogy a ,,nyaka” csak egy 1Q motivumot tartalmaz, mégis ~36 nm-t ,,1ép”.
Ez a tulajdonsag az egyszeri ,.kilendiilé erékar” modell alapjan (ld. késébb) nem magyarazhato.
Tovabbi furcsasag, hogy a farok régioban josolt coiled-coil szekvencia alapjan dimer miozinnak
gondoltak, viszont a szovetekbdl izolalt mio6 stabil monomert képez (és in vitro motilitasi tesztben
nem-processziv) [28].

A miozin-VII mutacioi felelések (néhany mas génnel egyiitt) a leggyakoribb orokletes
stiketséget-vaksagot okozo betegségért, az 1-es tipustt Usher-szindromaért (illetve az egér shaker-1
fenotipusért). A fiil szdrsejtekben a sztereociliumok integritdsdban és az érzékeld funkcioban is
szerepet jatszik, mig altalanosabb funkcidja a sejtadhézidban lehet [1]. A miozin-X a filopodiumok
vesz részt. A mio7 és miol0 esetében még kérdéses, hogy monomer, dimer vagy mindkét forméaban
miitkodnek-e a sejtben. A miol5 valésziniileg monomer, mivel nem tartalmaz coiled-coil domént.
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[1]. A miozin-IX kiilonlegessége, hogy bar egyfejii miozinnak tekintik, a miikodése processziv.
Azonkiviil elképzelhetd, bar egyértelmiien nem bizonyitott, hogy szabdlyozott moédon az aktin
filamentum mindkét vége felé tud haladni. A farok régié egy Rho-GAP domént tartalmaz. Szerepe
lehet a citoszkeleton atrendez6désével jard folyamatokban illetve ezek szabalyozasaban [1].

IV.2. A miozin, az allosztérikus motorfehérje szerkezete és miikodése

Mint azt a bevezetdben mar emlitettem, a miozin kontraktilis fehérje tulajdonsagat az
izombol izolalt aktomiozin Un. szuperprecipitacid jelenségén keresztiil Szent-Gyorgyi Albert
ismerte fel. Kisérleteik bizonyitottak, hogy a miozin és az aktin kodlcsonhatasa és az ATP-bdl
szarmazd energia sziikséges és elégséges feltétele az izomkontrakcionak [4]. A motor protein
elnevezést az erdgeneralasra képes ATP-az enzimekre csak 1989-t61 hasznaljuk [30], amikorra
teljessé valt a klasszikus, azaz a citoszkeletalis filamentumok mentén mozg6 ¢és mozgatd fehérjék
triumviratusa. Ma mar a motorfehérjék széles tarhazat ismerjiik, a citoszkeletalis motorokon tul a
polimeraz és helikdz motorokon keresztiil a kromoszoma és viruscsomagolé motorokig [31],
amelyek az energaz enzimek [32] kémiai energiat mechanikai munkava atalakité csoportjat
alkotjak.

A citoszkeletalis motorfehérjék tipikus allosztérikus fehérjék. Az aktin filamentumok
mentén mozgo illetve mozgatd miozin ATP-4z allosztérikus aktivatora az aktin. A mikrotubulusok
mentén halado kinezin és a dinein allosztérikus aktivatora a tubulin. A polimer ,,sinhez” kotodés
nélkiil a motor enzim aktiv helyérdl az ATP hidrolizis termékei, a foszfat és az ADP csak nagyon
lassan tdvoznak, ezt a folyamatot gyorsitjak fel ,,tdvhatassal” az allosztérikus effektorok. Mivel a
miozin és az aktin kozds evolucios térdl fakad a G-fehérjékkel, az ott hasznalatos kifejezéssel az
aktin illetve a tubulin a miozin illetve az aktin nukleotid-kicserélodési faktora (GEF). A miozin
ATP-az kinetikai sémajat Lymn és Taylor 1971-ben irtak le [33], akik felismerték, hogy a nukleotid
¢és az aktin kotddése a miozin motorhoz kodlesondsen befolyasoljak egymast. A kotdhelyek kozotti
kommunikécié6 molekularis mechanizmusdnak magyarazatdhoz meg kellett ismerniink a miozin
atomi felbontasu szerkezetét, amelyet legeldszor Rayment és munkatarsai kozoltek 1993-ban egy
csirke vazizombol szarmazo mio2 szubfragmentum-1 (S1; izolalt miozin fej) kristalyositasa alapjan.
A szerkezet a miozin erdkar leirdsahoz ¢€s a kilendiilé er6kar modell megsziiletéséhez vezetett. Az
allosztérikus mikodés egyik fontos elemére, a nukleotid- és az aktin-kotohely kolcsonds
kommunikacidjara is kovetkeztetni lehetett a szerkezetbdl [34]. Az id6kozben megsziiletett tobb
tucat szerkezeti modell, tobbek kozott a sajat munkdink is (Id. 2. abra és VI.2.3., 3.4, 4.2)), a
kemomechanikai energiaatalakulds szerkezeti alapjairdl tovabb finomitottak az ismereteinket, bar
nyitott kérdések igy is maradtak még [35].

IV.2.1. A miozin fej térszerkezete

A mio2 molekularis anat(')mia’ljélt2 a szerkezet megismerés elétt Balint Miklos és munkatarsai
limitalt proteolizis €s hagyomanyos fehérjekémiai modszerek segitségével tartak fel [18, 36]. Az S1
harom fragmentumat (25, 50 és 20 kDa) a hasitds utan is Osszetartjak masodlagos kotderdk, csak a
koztik 1évo, az nukleotid- és az aktin kotOhelynél lokalizalhato felszini hurok régid (hurok-1,

! A dineint 1965-ben [24] a kinezint 1985-ben [25] irtdk le.
2 Balint Miklés és mtsi dltal haszndlt kifejezés.
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hurok-2) hasad el. A proteolitikus fragmentumok nem valédi domének, mint azt a térszerkezeti
vizsgalatok feltartdk, hanem csak az MD szubdoménjei (25 kDa, 50 kDa ¢és 20 kDa), mivel az MD
szerkezeti magjat alkoté hétlanci vegyes P-lemezhez mind a harom fragmentum lancrészlete
hozzajarul. Ugyanilyen B-lemez alkotja a kinezinek és a G-fehérjék szerkezeti magjat is, ami
bizonyitja az evoltcios rokonsagukat [2]. A B-lemez az 6sszekotd elemekkel, hurkokkal egylitt nem
csak egyszerli szerkezeti mag, hanem a mechanokémiai torténés ,lelke” is lehet, s ujabban
transzduktor-elemnek (transducer) nevezik [37] (1d. kés6bb és VI1.2.3.).

A mio2 fej aszimmetrikus szerkezetii (4 x 6,5 x 16,5 nm; 4. dbra). A globularis MD négy
szubdoménre oszthatd: N-termindlis (N), fels6-50 kDa (U50), als6-50 kDa (L50) és konverter (C).
Erdekesség, hogy a mio2 MHC N-terminalis régiojat egy SH3-domén alko‘cja1 (szerepét nem igazan
ismerjiik). Az elongalt C-terminalis nyak régioban (RD) a nehéz lanc két IQ motivuma egyszala o.-

hélix, amelyet az ELC és RLC stabilizal. A proteolitikusan szenzitiv, erdsen flexibilis hurok-1 és

B aktin-arok C

~

merevitd

L50

P-hurok

nukleotid-
zseb

mio2.Mg**-ATP mio2.Mg”*-ADP.P;

4. dbra. A mio2 fej szubdomének és a kapcsolo régiok
(4) Kagylo miozin S1 pre-munkaiitem allapot (PDB:1qvi). IQ1: ELC kétéhely, 102: RLC kétohely. Az ELC és RLC
nem latszik. (B és C) Dictyostelium MD poszt-rigor és pre-munkaiitem dllapot. N: N-terminalis (25 kDa), U50:
fels6-50 kDa, L50: also-50 kDa, C: konverter szubdomének

hurok-2 a térszerkezeti modellekb6l hianyzik. A nukleotid-kotézseb és az aktin-kotéhely alatti mély
arok az MD két oldalan helyezkedi el, az utdbbi alja kozel van a nukleotid-zseb aljahoz. Az aktin
kotésében a hurok-1 région kiviil az L50 szubdomén ¢és aktin-arok melletti tobb felszini hurok is
részt vesz (az egyik mutacioi, tobb mas szivizom miozin mutdcioval egylitt 6roklédd hipertrofias
kardiomiopatiat okoznak) [38]. A szubdoméneket er6sen konzervativ szekvenciaji, de tobbségében
flexibilis kotdelemek kapcsoljak egymashoz: kapcsolo-1 (switch-1), kapcsolo-2 (switch-2), P-hurok,
relé-hélix és -hurok, SH-hélix és a merevitd (strut). A P-hurok az N-szubdomén része, a nukleotid-
foszfatjat koti (ez a kozos elem a P-hurok ATP-az szupercsaladban). A kapcsolo-1 és -2 a
nukleotid-zseb két oldalat alkotjak (a kapcsolo-1 az U50, a kapcsold-2 az L50 szubdomén része). A
relé az L50-t kapcsolja a konverterhez. A konverter elnevezés arra utal, hogy ez a szubdomén

L A kis SH3-domént a nagy N-szubdomén részének tekintik, holott a fej az SH3 doménbdl és a négy szubdoménbdl dll.
14




konvertalja” a hozza kotott erdkarral egyiitt az ATP kotés kivaltotta kismértékii
konformdciovaltozast (~0,5 nm) a mio2 munkaiitemet jellemz6 ~10 nm-es ,,1épéssé” (5. dbra). A
konverter doménben talalhato SH-hélix" a relével egyiitt vesz részt az er6kar felhiizasaban [39]. Az
erokar alapja az SH-hélixben talalhatdo konzervativ glicineknél taldlhatd. A merevitd egy kevésbé
flexibilis elem, amely az aktin arok kozepén kapcsolja Ossze az US50 és L50 szubdomént.
Megemlitendé még egy fontos szerkezeti elem, az MD és az RD hataranal a hajlékony (pliant)
régio, amely a motor terhelés alatti mitkdése soran rugd-elemként mitkédhet [40].

Az RD térszerkezetét csak a Ca2+-regulélt féstiskagyldo mio2-bdl ismerjiik nagy felbontasban
[41]. A két LC koriloleli a két IQ motivumot, amelyek koziill a masodik csak egy ,,fél-1Q”, a
kotohely C-terminalis fele (az MHC Trp-gazdag ,.kamp6” (hook) régioja) az RLC N-doménjét a
Ca**-CaM-ra jellemzé modon koti. Ennek részben az az oka, hogy az RLC egyetlen funkcionalis
EF-kéz motivuma egy stabilizalo Mg®*-ot két. Az ELC egyetlen funkcionalis EF-kéz motivuma
eltér a kanonikus Me2+-k6t6helyekt6l, s csak az RLC-vel kolcsonhatasban képes Ca®*-kotésre [41,
42] (1d. részletesebben VI1.3.3. és VI1.3.4.). Az IQ motivum és a CaM komplex kristalyszerkezetét
egy miol és egy mio5 izoformabol ismerjiik. A HMM térszerkezetét nagy felbontasban még nem
sikeriilt meghatarozni, s korabban a fej-rad csuklo régiorol is csak egy in silico modell késziilt [43].

IV.2.2. Az erégeneralas ,,kilendiil6 erokar” modellje

A miozin motor mitkddésének megértéséhez az enzimatikus ciklus 1épéseit és szerkezeti
allapotok Osszefiiggését kell megérteni. Az Lymn-Taylor kinetikai [33] és a Huxley-féle kilendiil6-
kereszthid mechanikai modell egyesitése alapjan a miozint, bar nyilvanvald egyszerisitéssel,
,négylitemt” motornak tekinthetjiik [44] (5. és 6. abra). A miozin fejek ATP jelenlétében az aktin

ki k; ks
AM + ATP—=—— AMATP —— AMADPPI = AM+ ADP + Pi
4.
| k, 1.1 ky, 3 1 ke Lka
k4 ks ke
M + ATP —=— M.ATP —— M.ADP.Pi — M+ ADP + Pi
2.

5. abra. Az aktomiozin ATP-dz enzimatikus ciklus egyszeriisitett sémdja
A fiziologias fluxus a hattérrel kiemelt utvonalon halad. A szamok a motor ,,négy
titemére” utalnak. Az apo-aktomiozin (rigor komplex) nem-fiziologids dllapot.

filamentumrol levalnak® (detachment) (1. iitem). Az ATP-kétés és -hidrolizis hatasara a miozin fej
,felhtuzott” allapotba keriil (recovery vagy repriming stroke; 2. iitem), és igy kotédik vissza a
vékony filamentumhoz (3. litem). Az erdkifejté 1épés, a munkatitem (power stroke; 4. {item) soran
az aktinhoz kotott miozin fej a felhuzott allapotbodl a lecsapott konformacioba tér vissza, ezzel
elhtizva a vékony filamentumot a vastag filamentumhoz képest. Ez a 1épés a hidrolizis-termékek
felszabadulasahoz kapcsolt, amelyek koziil el6szor a foszfat-ion majd az ADP tavozik.

L Az elnevezés a miozin fej legreaktivabb tiol-oldallancdra utal, amely kémiai médositisa gatolja az ATP-dz aktivitdst
2 A aktomiozin disszocidciora az irodalom a ,,levalds” kifejezést haszndlja
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A szerkezeti modellek alapjan nyilvanvalova valt, hogy a felhuzott allapotban a miozin
konformaciovaltozas. Innen ered a ,.kilendiilé erékar” (swinging lever arm) elnevezés. A modell
feltételezi, hogy a miozinok filamentumba rogzitettsége miatt a molekulan beliil elasztikus
elemeknek kell kozvetiteni az erékar mozgasakor fellép6 erOhatasokat [45]. A miozin fejben a
kiilonbozoé allapotok kozotti atmeneteket ugy képzelhetjilk el, hogy a tobbé-kevésbé merev
szubdomének egymashoz képest elmozdulnak a mechanikai csukloként, csapagyként muikodo
kapcsolo elemek segitségével. A négyiitemii motornak megfelelé f6 szerkezeti / funkcionalis
allapotokat legegyszeriibben a kapcsolo-1 és -2, az aktin-arok és a konverter-er6kar helyzetének
leirasaval jellemezhetjiik (6A. abra) [35, 46-48].

Az aktinhoz erdsen kotott aktomiozin szerkezetekrdl (apo-M és M.ADP) kri-elektron-
mikroszkopos képrekonstrukcid alapjan késziilt modelleket ismeriink (6B. abra). Az aktin kotés

A
- B
3. »
kapcs-1:0 ; kapcs-1:c ADP.P '
kapcs-2:c pE- kapcs-2:c

s

erdkar: fel
a.-arok: c

erdkar: fel
L L | a.-drok:o
unkaiitem 2.

4. \m
+ATP 3
ADP/apo
kapcs-1:0 1. kapcs-1: ¢ .

kapcs-2:0 . kapcs-2: 0
erdkar: le erokar: le
a.-arok: ¢ a.-drok: 0

6. dabra. A , négyiitemii” mechanikai ciklus (4). A miozin erékar a munkaiitem kezdetén és végeén (B)
A kapcsolo-1 és -2, valamint az aktin-drok az egyes dllapotokban ,, nyitott” (0) vagy ,,zart” (C)

e

hatasara az aktin filamnetum a piros nyil iranydaban elmozdul.
Az aktomiozin modellek kristdlyszerkezeti és krio-EM felvételek alapjan késziiltek [2].

legalabb két 1épésben torténik. A gyengébb kotés elsdsorban elektrosztatikus jellegii, a hurok-1 vesz
elsdsorban részt benne, utdna jon létre az erds sztereospecifkus, inkdbb hidrofob jellegii kotés. Az
aktomiozin modellben az aktin-arok zart. A nukleotid-zsebhez k6t6dé ligandum és az aktin-arok
kolesonds egymasra hatasa ezt feltételezi, hogy ha az aktin-arok zart, akkor a nukleotid zseb nyitott
legyen, mig gyengén-kotott allapotokban forditott a helyzet. A gyenge aktin-kotott allapotokrol (Kg
> 10 uM; M.ATP ¢és M.ADP.Pj) az S1 (vagy az MD) kristalyszerkezeti modelljei tudositanak. A
poszt-rigor allapot az ATP kotés és disszociacio (,,1. titem”) utani konformaciohoz allhat kozel, mig
a pre-munkaiitem (,,2. {item” utdn) az atmeneti allapot kozeli szerkezet lehet (eldallithato pl.
ADP.V; komplex jelenlétében). Csak a kagyldo miozin S1-nél sikeriilt egy harmadik, az un. belsdleg
szétkapcsolt allapot szerkezetét meghatarozni [49, 50], amire az SH-hélix tranziens megolvadasa
jellemzé (amit biokémiai adatok mas mio2 ortolégoknal is alatdmasztanak). Ennek a szerkezetnek a
helye a kontrakcios ciklusban még bizonytalan (Id. VI.2.3.). A poszt-rigorbdl a pre-munkaiitem
torténd atmenet sordn az ATP kotés hatasara a kapcsolo-2 az Un. nyitottbol (open) az Un. zart
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(closed) allapotba keriil*. Ezt az elmozdulast a relé-hélix és a relé-hurok kozvetiti a konverter
szubdoménhez ¢és a hozza szorosan kapcsolt erékarhoz, amely ily modon a felhtizott allapotba
keriil®>. Az er6kar felhuzasdhoz a relé-hélix elmozdulasan kiviil a merev SH-hélix dugattyu-szerli
mozgasa is hozzajarul [39, 51]. Az aktin-arok az el6z6 két allapotban nyitott. Zart aktin-arkot
ezidaig csak a processziv mio5 és mio6 fej konstrukciok apo-formaban torténd kristalyositasaval
sikeriilt megfigyelni [52-54]. Ebben az un. rigor-szeri allapotban az aktin-arok zart, a kapcsolo-1 és
kapcsold-2 pedig nyitott allapotban van. A munkaiitem szerkezeti hatterérdl a tobbi szerkezet
ismeretében vonhatunk le kovetkeztetéseket. Nem tudjuk pontosan, hogy az aktinhoz torténd erds
kotddés milyen allosztérikus Utvonalon vezet az erdkar lecsapasahoz. Mindenesetre valosziniibb,
hogy a foszfat felszabaduldst megeldzi az erdgeneralds, azaz a munkaiitem az erds aktin-kotott
allapot kialakulasaval veszi kezdetét, majd ennek hatasara a kapcsolo-1 kinyilik [55]. Masrészt ugy
tlinik, hogy az aktin kolcsonhatd felszin és a nukleotid-zseb kozti allosztérikus kommunikacio

crer

[37] (Id. VI1.2.3.).

IV.2.3. Miozin motorfunkcidk: csoportos, processziv, erdtarto és reverz motor

Ebben a fejezetben a miozin motor domén szerkezete, az ATP-4az kinetikai mechanizmusa €s
a valtozatos motorfunkciok kozotti viszonyt vazolom fel. A kilendiild erdkar modell valosziniileg a
miozin szupercsalad minden képvisel6jére igaz (bar az eléfordulhat, hogy egyes miozinok nem
miikodnek motorfehérjeként). A miozinok funkcionalis sokfélesége (gyors vagy lassi motilités,
csoportos vagy egyedi milkodés) ezek szerint elsdsorban nem az alapvet6 szerkezeti
kiilonbségekbdl, hanem az ATP-dz kinetika részleteinek eltérésébdl, az egyes kinetika 1€épések
kiilonb6z6 sebességi allandoibol kovetkezik [56].

Van arra is példa, hogy az MD-n beliili szerkezeti kiilonbség okoz 1ényegi kiilonbséget a
motor miitkodésében. A mio6 esetében az aktinon torténd haladési irany megfordulasaért (reverz
motor) egy extra szerkezeti eleme felelés [57, 58]. A konverter domént az erbkar felé
meghosszabbitd un. inszert-2 és a hozza kotddé kalmodulin az erdkar irdnyat a felhtuzott allapotban
megforditja a tobbi miozinhoz képest. A miozin erdkar hossza az egy ATP hidrolizise hatisara
bekovetkezd ,,1épéshosszt” hatdrozza meg. A mio2 két IQ motivumot tartalmazo (két LC-t koto)
erfkarja ~10 nm-es 1épést tesz lehetéveé, mig a ,hattyanyaku”, hat IQ motivum hossziisagii mio5
erbkar az aktin filamentumon egyenes vonalban Iépkedhet, 1évén a G-aktin hélix
menetmagassaganak megfeleld, ~36 nm-es 1épésekre képes. Az er6kar hossz megvaltoztatasaval a
kilendiild er6kar modell érvényességére lehetett bizonyitékot szolgaltatni [59].

A mio2 ,csoportos” (ensemble) motor, miikodésének eléfeltétele, hogy filamentumba
rendezddjon, mig a nem-konvencionalis miozinok egy része maganyos motorként miikodik. Az
utdbbi funkcid eléfeltétele az enzimatikus processzivitas, ami igen hasznos tulajdonsag példaul az
intracellularis transzportot végzé motoroknal. A processzivitashoz két fej sziikséges,® amit a farok
régi6 dimerizacidja biztosit, valamint kinetikai feltétel, hogy az ATP-az ciklus magas terhelési
aranyu (duty ratio) legyen. Az utobbi érték azt fejezi ki, hogy steady-state miikddés soran a

Y Ez az dtmenet az ATP hidrolizis eléfeltétele, a kapcsold-2 kozel keriil az ATP yfoszfathoz és a direkt hidrolizist végzé
viz molekula is aktivalodik a nukleofil tamadashoz.

2Fza 2. titem, a ,,recovery stroke”.

® Kivétel lehet a miozinok kézétt pl. a mio9 (Id. IV.1) illetve a kinezinek kozott is vannak egyfejii processziv motorok
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ciklusid6 hany széazalékat toltik a fejek erdsen kotve az aktinhoz. Magas terhelési aranyt a kinetikai
biztositani. Az alacsony terhelési ardny a csoportos motorokra jellemzd6. Ebben az esetben a
mechanikai ciklus sebesség meghataroz6 1épése a P; disszocidcio. A magas terhelési ardny esetén
viszont a sebesség meghatarozd 1épés az ADP disszociacido lesz. A processzivitds tovabbi
elofeltétel, hogy a két fej koordinaltan, allosztérikus médon miikodjon. Ezt a képességet a két fej
terhelés-fliggd aktin kotddés-lekapcsolodas cikluson keresztiil valosithatja meg. A processziv motor
»lépegetése” a mechanikai 1épések terhelésfiiggd kinetika finomhangolasaval, az un. kézrdl-kézre
(hand-over-hand) mechanizmussal megy végbe [60].

Erdekes modon a csoportos mio2 motorok kozétt is van magas terhelési arannyal miikodé.
Kovacs Mihdly és mtsi @ nem-izom mio2A és mio2B izoformak O&sszehasonlitasa kapcsan azt az
eredményt kaptdk, hogy az utdbbi terhelési aranya magas (50%), motilitdsa pedig lassu. Ez a
sajatsag azt sugallja, hogy az mio2B els6sorban hosszl tava erbtartasra specializalodott [61-63]. A
kinetikai paraméterek fesziilés érzékelése fontos fiziologiai jelentéséggel biro tulajdonsag lehet tobb
mas miozin csaladnal is (miol, mio5, mio6) [56, 64]. A terhelés-fiiggd enzimatikus ciklus rendkiviil
energiahatékony motormiikddést tesz lehet6vé. A simaizom tonusos kontrakcidja (latch) is
valdszintileg a fenti mechanizmussal valosul meg, ahol a simaizom és nem-izom mio2 izoformak a
milkodés soran egyiittmiikodhetnek [61, 65]. Elképzelheté az is, hogy egyes miozinok nem is
végeznek mozgatast, csak erdtartd funkcidval rendelkeznek. Fizioldgias szempontbol kiilonleges
mio2 funkci6 a kagyld zardizmokra jellemz6é ,catch” kontrakcio, ahol gyakorlatilag
energiafelhasznalas (azaz ATP hidrolizis) nélkiil torténik erdkifejtés [66] (1d. V1.1.2.)

IV.3. A miozinok szabalyozasa

A miozin szupercsalad tagjai kozott vannak Gn. nem-regulalt motorfehérjék is, amelyek
izolalt formaban konstitutiv médon aktivak. Ide tartozik az Gsszes gerinces vazizom és szivizom
mio2 izoforma. Természetesen in Vvivo a ,,nem-regulalt” miozinok is szabalyozas alatt allnak, de
kozvetett modon, az aktin filamentumhoz kot6dd szabalyozo fehérjék (a troponin-tropomiozin €s a
kalponin-kaldezmon rendszer) révén [67]. Az intrinszik modon regulalt miozinok extra
tulajdonsaga, hogy van egy ,,kikapcsolt” allapotuk is, amikor az ATP-az aktivitasuk és a motilitasuk
gatolt. Ide tartozik a gerinces simaizombol és az dsszes nem-izomsejtbdl szarmazo mio2, valamint
valosziniileg az Gsszes nem-konvencionalis miozin is [68]." A szabalyozasért minden mio2-nél
elsddlegesen az RD felelés. Az RD-n keresztiil kétféle modon térténhet a motor aktivitas ,.ki-be”
kapcsolédsa: a regulacidos konnyll lanc (RLC) reverzibilis foszforilaciojan, vagy az esszencialis
konnyii lanc (ELC) illetve nem-Konvencionalis miozinoknal a kalmodulin (CaM) alegységek
kozvetlen Ca?* kotésén keresztiil.

A foszforilacion keresztiil torténd szabalyozasra példa a gerinces simaizom €s nem-izom
mio2 [69]. Az RLC Ser19 foszforilaciojat és defoszforilaciojat elsédlegesen egy dedikalt miozin
koénnyti lanc-kinaz (MLCK) és -foszfataz (MLCP) végzi. Erdekes modon az aktin-filamentum
fliggd szabalyozas alatt 4116 gerinces vazizom mio2 RLC-t is foszforilalja egy MLCK izoforma, de

! Fontos kiemelni, hogy a szabdlyozdsnak van egy elsédleges szintje, ami az ATP-dz aktivitds ,, ki-be” kapcsoldsadt
jelenti. Ezen feliil minden miozin motor aktivitdsat, a fiziologidas szerepnek megfeleléen kisebb-nagyobb szamui tovabbi
allosztérikus vagy reverzibilis kovalens mechanizmusok szabalyozhatjak, amelyeket moduldacios szintnek tekintiink. A
mio2 csaladban egyértelmii a két szint kiilonvalasztasa, a tébbi miozin reguldciojat ilyen mélységig még nem ismerjiik.
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ez csak moduldlo, az izomkontrakcidot potencidlo szereppel bir, az ATP-az aktivités
bekapcsolasahoz nem sziikséges [70]. Az el6z6 két mio2 csalad valtozatos bioldgiai szerepe alapjan
nem meglepd, hogy egy sor protein-kindz szignalizacidos Utvonal effektor 1épése az RLC
foszforilacioja [69]. Ezekre a szabalyozo mechanizmusokra és a kiilonb6z6 utvonalak crosstalk-jara
nem térek ki. Fiziologias korilmények kozott természetesen az RLC foszforilacio (és
defoszforilacio) is Ca®*-szabalyozas alatt all. Elég csak az MLCK CaM alegységére utalnom. Az
irodalmi osszefoglalasban csak a miozin kozvetlen szabalyozasanak a szerkezeti-funkcionalis
hatterét érintem. A miozinok szabalyozasdnak tovabbi lehetosége lehet a nehéz lanc farok vég
foszforilacidja, ami gatolja vagy elésegiti a nem-izom mio2 ,,minifilamanetumok™ kialakulasat [71].
Erdemes megjegyezni, hogy a reverzibilis kovalens foszforilacios szabalyozas a lassiibb mitkodési
miozinokra jellemzd, mig a direkt vagy a troponinon keresztiili Ca**-szabalyozas gyorsabb vélaszt
valt ki.

A Ca2+-regulélt miozinoknak harom tipusa ismert.
A konvencionalis miozinok koziil a kagylo izom miozint a
Ca?* a kalmodulin-szerli ELC-hez kétédve aktivalja [72,
73], mig a Physarum nyalkagomba miozint, ugyancsak az
ELC-hez kotédve gatolja [74] (Id. VI.3.) Erdekes modon
sok gerinctelen mio2 kettds szabalyozas alatt all, az RLC

foszforilacidja és az aktin-filamentumhoz k&tétt troponin-
komplex is szabalyozza az aktivitasukat [75, 76]. A nem-
konvencionalis miozinok tobbségénél a CaM alegységek
Ca?*-kotése aktivalo és gatld hatést is kifejthet a motor
miikodésére, de a Ca®* pontos szabalyozd szerepe még
nincs feltarva.

- A Ca*-kotésen és a foszforilacion alapul6
7. dbra. A mio2 , kikapcsolt” szerkezete szabalyozasra egyarant jellemzd, hogy csak ,kétfejii”

Relaxalt tarantula izom relaxdlt vastag ~ miozin fragmentummal figyelheté meg, az S1 ATP-az
filamentum krio-EM képrekonstrukcio. Zold:

egy mio2 molekula (b), és az aszimmetrikus ) ) -
visszahajlé fejek vaizlatos rajza (j) nukleotid-hely és a  regulacids-hely allosztérikus

viszonyban van, a gatolt allapot csak nukleotid jelenlétében

aktivitdsa nem regulalt. Tovabbi kozds vonds, hogy a

jon létre. A mio2 kikapcsolt allapotara jellemzd az EM képrekonstrukcids vizsgalatok alapjan
felismert szerkezeti tulajdonsdg, hogy a fejek aszimmetrikusan kapcsolédnak egymashoz (a
,blokkolt” fej aktin-kotd régioja a ,,szabad” fej konverter szubdoménhez), s visszahajlanak az S2
coiled-coil doménhez, s ezaltal nem képesek a motorfunkciora (7. abra) [77-80]. Az elsé leirt ilyen
,,0ff” szerkezet az un. 10S monomer volt, amelyben egy disztalis LMM régi6 is kapcsolodik a
fejekhez [81]. A 10S szerkezet a nem-izom mio2 inaktiv ,,tarol6” formaja lehet. Az izom mio2
kikapcsolt allapota a szabalyos helikalis aszimmetrikus miozin fej elrendezést mutatd relaxalt
vastag filamentumokon (pl. tarantula izom defoszforilalt allapotban [80]) figyelheté meg. Az
aszimmetrikus kikapcsolt allapot nem-konvencionalis miozinoknal (mio5, mio6, mioll) Ggy is
kialakulhat, hogy a GTD kotddik a fejekhez, a kargd kotdédése pedig allosztérikusan bekapcsolja a
motort [24, 82]. Az egyeldre nem vilagos, hogy pontosan melyik kinetikai allapotban “’fagynak be”
az aszimmetrikus fejek, mindenesetre a ciklus leall, a motor gatlas ald keriil (1d. még VI.2.3.,
V1.3.4).
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V. TUDOMANYOS KERDESEK

A bevezetében mar emlitettem, hogy a tudomanyos érdeklédésem homlokterében a miozin
motorfehérjék szerkezet-funkcio6 vizsgalata allt. A miozinok 6sszes f0 szerkezeti elemével végeztem
kutatdsokat. A miozinok funkcionalis elemei, a nukleotid- és aktin- kotéhely, a mechanikai
erokar, a konnyu lancok regulacios helyei, a fej-farok csuklo régio és a nem-konvencionalis
miozinoknal pl. a kargo-koté domének allosztérikus médon kommunikalnak egymassal. A
fenti allosztérikus mechanizmusok feltarasa lehet a kulcs a miozin motorok miikodésének
megértéséhez. Kutatisaim fé6 vonulata a konvencionalis miozinok Ca®* szabalyozasanak és a
coiled-coil szerkezeti elemek szerepének megismerésére iranyult.

Az utobbi években a miozin szupercsalad tobb mas tagjat is elkezdtem tanulméanyozni. Ezek a
munkak, ahogy ez sokszor megesik az alapkutatassal foglalkozokkal, az eredeti kérdésfelvetésekhez
képest 1), a motorfehérjéken talmutatd, altalanosabb kutatési teriiletekre is elvezettek. A konkrét
tudomanyos problémakat, amelyekre a disszertacioban 0Osszefoglalt kutatdsaim soran vélaszt
kivantam kapni, az aldbbiakban foglalom Gssze:

V.1. A miozin regulicio szerkezeti alapjainak tanulmanyozasa

> A Ca2+-szabé1yozés modelljeként hasznalt fésiiskagyld harantcsikolt izom miozin és a simaizom
tipust zardéizom miozin eltérd biokémiai tulajdonsagainak molekularis hatterét kivantuk feltarni.
Arra is kivancsiak voltunk, hogy a gerinctelen puhatestli izmokban a miozin izoforma diverzitas
milyen médon valosul meg (VI1.1.1.).

» Célunk volt, hogy molekularis biologiai vizsgalatokkal hozzajarulunk a kagylé zardéizom miozin
kiilonleges mitkodési mechanizmusanak (catch kontrakcio) felderitéséhez. Azonositani akartunk
egy zardizom specifikus fehérjét, amelynek részleges aminosav szekvenciaja az MHC-vel
mutatott egyezést. (VI1.1.2.).

> A mio2 Ca?* szabalyozassal kapcsolatban a rekombinans RD-ben a Ca**-kétésre bekovetkezd
szerkezetvaltozasokat, valamint az RD és MD kozotti kommunikaciot spektroszkopiai
modszerekkel terveztiik vizsgalni. A fej-farok csukld és a coiled-coil régio regulacios szerepére
kiilonb6zé rekombinans fragmentumok dimerizaciojabol illetve stabilitasvizsgalatabol
igyekeztiink kovetkeztetéseket levonni (V1.3.1.,V1.3.2.).

> A kagyl6 és a Physarum mio2 ca?t regulacio Osszehasonlitdsa kapcsan azt a kérdést tettiik fel,
hogy milyen molekuléris hattere lehet az azonos jel altal kivaltott ellentétes szabalyozasnak?
Célunk volt a Physarum MHC kloénozasa, majd rekombinans RD eldallitasa és
szerkezetvizsgalata volt apo- és Ca?*-telitett formaban (V1.3.4.,V1.3.5.).

> A Ca’*-kotésen és az RLC foszforilacion keresztiil megvaldsuld mio2 szabalyozas tobb kozos
vonast mutat, ami alapjan felvet6dott, hogy a regulacié molekularis mechanizmusa is k6zds
lehet. Ezt a kérdést kivantuk vizsgalni a kétféle szabalyozast mutaté miozinokbol (puhatestii
izombol illetve gerinces simaizombdl) 1étrehozott hibrid és kiméra nehéz meromiozin (HMM)
fragmentumokkal (V1.3.3.).

» A coiled-coil régi6 atomi felbontasti szerkezetének feltarasa régi adossaga volt a
»,miozinologianak”. Célunk volt, hogy egy funkcionalis szempontbdél fontos coiled-coil
fragmentum kristalyositdsaval probalkozzunk. A Ca®* regulacioban betoltdtt esszencialis
szerepe miatt a fejhez legkozelebbi régiora (proximalis S2) esett a valasztdsunk
(V1.3.4.V1.3.5)).
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>

A reguldlt és a nem-reguldlt miozin proximalis S2 szekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan
felvet6dott, hogy a ,.kikapcsolt” allapot kialakulasanak el6feltétele lehet a proximalis coiled-coil
szerkezet instabilitasa. Az elképzelést rekombinans S2 konstrukciok héstabilitasanak in vitro
vizsgalataval és molekularis dinamikai szimulaciokkal teszteltiik (V1.4.3.).

V.2. A miozin motorfunkcié molekularis alapjainak vizsgalata

>

Az MD két szubdoménjének kolcsonhatd felszinén (az erdkar tovénél), a fejen beliili
allosztérikus kommunikaciés utvonal mentén helyezkedik el egy Lys és Arg aminosav par.
Kozottiik taszitdo kolcsonhatas jon 1étre az Gn. poszt-rigor allapotban, amely a munkaiitemet
megel6z6 (pre-powerstroke) allapotban megsziinik. Rekombinans Dictyostelium miozin MD
hely-specifikus mutansok segitségével vizsgaltuk, hogy a fenti kdlcsonhatas megvaltoztatasa
hogyan befolyasolja az ATP-az aktivitas egyes kinetikai Iépéseit (V1.2.1.,V1.2.2.).

A miozin ,,négyiitemii” motorként mitkddik. Tobb allapot térszerkezetét kordbban csak a kagylo
miozin S1 esetében sikeriilt meghatdrozni, nevezetesen az aktinhoz nem kapcsolodé fejek
»felhuzott” allapotat reprezentdld pre-munkaiitem (miozin.ADP.Pi) szerkezetet, valamint a
ciklus végét reprezental6, az aktinrol levalt poszt-rigor szerkezetet. Nem allt rendelkezésiinkre a
fejek aktin-kotott két allapotardl (a munkaiitem kezdetét és a végét reprezentald konformaciok)
kristalyszerkezeti modell. Felvetettiik, hogy a rigor-szerti allapot esetleg eldallithatd kiilonbozo
puhatestli izmokbol szarmazé miozin S1 fragmentumok nukleotid-mentes allapotban torténd
kristalyositasaval (V1.2.3.).

V.3. Vizsgalatok a miozin-V és miozin-VI motorfehérjékkel

>

A processzivitas a ,,maganyos” motorfehérjékre jellemzd, mint amilyen a gerinces mio5 (a mio2
ezzel ellentétben ,,csoportos” motor, in Vvivo csak filamentumban muikodik). Egyitittmiikodés
keretében lehetdségiink nyilt ra, hogy egy gerinctelen mio5 (Drosophila) kinetikai vizsgalataval
kideritsiik, vajon a processzivitas altalanos stratégia-e ebben az intracellularis szallitast végzo
miozin osztalyban (V1.5.1.).

A gerinces mio5 csalad egyik izoformajanak alegysége az LC8 konnyii lanc (DYNLL), amely
megegyezik a dinein motorfehérje egyik konnyll lancaval. Kordbban kimutattdk, hogy a
hogy a DYNLL a mio5 Gn. kargo-adapter alegysége lehet. Célunk volt a DYNLL kotohely
lokalizacioja és a kotddés kivaltotta szerkezeti valtozdsok vizsgalata, ami alapjan a farok
konnyt lanc funkciojara nézve vonhatunk le kovetkeztetéseket (V1.5.2.).

A mio6 motorral korabban minden in vitro vizsgalatot Leu-cipzarral stabilizalt dimer
konstrukciokkal végezték. A farok kétségkiviil tartalmaz egy coiled-coil szerkezetiinek josolt
régiot, de a szekvencia nagy toltéssiirlisége alapjan ez a predikcid megkérddjelezhetd. Mivel
ezidaig nem vizsgaltdk, hogy a farok domén ténylegesen képes-e o-helikalis dimereket
kialakitani, elsédleges célunk ennek eldontése volt (V1.6.1.).

V.4. A miozin motorokon tulmutaté kérdések

>

A DYNLL-r6l kideriilt, hogy a dinein és miozin-V motorfehérjén kiviil tobb tucat mas
fehérjéhez is kotddik. Felmertilt a kérdés, hogy mi lehet a kozds ezekben a komplexekben. A
miozin-V-DYNLL komplex vizsgalata alapjan kapott eredményeket felhasznalva, a valaszt
bioinformatikai elemzéstdl vartuk (V1.5.3.).
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» A miozin-VI coiled-coil szerkezetiinek josolt régidjardl kideritettiik, hogy maganyos a-hélix
szerkezetli. Megfogalmaztuk a kérdést, hogy az egyszalu, nagy toltésstirtiségli a-hélix (CSAH)
milyen gyakorisaggal fordul eld a fehérjék vilagaban. A valaszadashoz két, lehetdleg
alapelveiben is kiilonb6z6 joslo program kidolgozasat terveztiik. Vizsgélni akartuk a CSAH

peptidek stabilitasat és flexibilitasat, valamint kivancsiak voltunk, hogy milyen szerepet
tolthetnek be a fehérjékben (V1.6.2.).

VI. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

VI.1. Molekularis biologiai vizsgalatok

A szerkezet-funkcidé vizsgalatokat csak olyan fehérjékkel lehet végezni, amelyeknek
legalabb az elsddleges szerkezetét ismerjilk. Munkassagom kezdeti szakaszaban ezért tobb miozin
¢s a miozin mukodésével kapcsolatos fehérje szekvenciajat kellett meghataroznunk, molekularis
klonozas segitségével. A *90-es évek elején egy MHC méretii polipeptidlanc (kozel 2000 aminosav)
klénozasa és szekvenalasa még komoly molekularis bioldgiai teljesitmény volt. Az I. tablazat
Osszefoglalja az e téren elért eredményeinket.

L. tablazat
Név kion faj Genbank DNS UniProt  Fehérje
koéd hossz kod hossz
mio2 MHC, harantcsikolt teljes cDNS  Argopecten irradians ~ X55714 6751 P24733 1938
izom
mio2 MHC, zar6izom teljes cDNS  A. irradians u09782 6595 Q17042 1951
mio2 MHC gén teljes gén  A. irradians AF183909 12077 Q9NJ23 1938
(harantcsikolt, zaro-, kétféle QI9NJ22 1951
szivizom izoforma + cathcin) QI9NJ21 1965
Q9INJ20 1975
9NJ19 995
minititin (twitchin) rész cDNS  A. irradians - 2000 - 368
mio2 ELC! teljes cDNS  A. irradians M17201 531 P07291 156
mio2 MHC, harantcsikolt teljes cDNS  Placopecten U59295 5853 Q26080 1950
izom magellanicus
mio2 MHC, zar6izom teljes cDNS  P. magellanicus U59294 5826 Q26079 1941
mio2 MHC, anterior bissus rész cDNS  Mytilus AJ249991 5545  Q9U0S7 1705
retraktor izom (ABRM) galloprovincialis
mio2 MHC, 1ab retraktor izom  részcDNS M. galloprovincialis ~ AJ249992 5463 Q9U0S6 1708
catchin (myorod) teljes cDNS M. galloprovincialis ~ AJ249993 3530 Q9UO0S5 985
mio2 MHC, ABRM Mytilus edulis U40036 1023 25458 202
tropomiozin teljes cDNS M. edulis U40035 1208 Q25457 1-284
mio2 MHC, plazmédium teljes cDNS  Physarum AF335500 6484 9BJD3 2148
(myoP1) polycephalum
mio2 RLC teljes cDNS  P. polycephalum ABQ076705 589 8WSQ4 157
mio2 MHC plazmédium rész cDNS  P. polycephalum - 2277 - 759
(myoP2, minor izoforma)
mio7 rész cDNS  P. polycephalum - 144 - 48
mioll rész cDNS  P. polycephalum - 201 - 67
miolC rész cDNS  P. polycephalum - 156 - 52
miolB rész cDNS  P. polycephalum - 153 - 51

! Az A. irradians miozin ELC cDNS-ét ijrakiénoztuk, s részben szekvendltuk a génjét is. Az adabdzisban 16vé szekvencia
hibait kijavitottuk.
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VI.1.1. A puhatestii miozin nehéz lanc gének szerkezete.
Hattér

Az irodalmi bevezetOben mar emlitettem, hogy a puhatestiiek modell értékti élélények a
miozin Ca?*-szabalyozds tanulmanyozasaban. A Pectinidae csaladba tartozo atlanti sekélyvizi
fésiiskagylo (Argopecten irradians) harantcsikolt adduktor izombdl (8. dbra) szarmazd miozin LC-
ket Szent-Gyorgyi Andras csoportjaban masok [83], mig az MHC-t én klonoztam [84, 85]. Az izom

miozin diverzitds molekularis alapjainak feltarasa, valamint az eltérd aktivitasa (gyors illetve lassu
kontrakcids  sebesség)  harantcsikolt  és

simaizom tipust adduktor izmokbdl szarmazo
mio2-k Osszehasonlitasa céljabol az Orias
atlanti féstiskagylo (Placopecten magellanicus)
MHC cDNS-eket is klonoztuk, valamint

8. dbra. EI6 fésiiskagyld (b) és az adduktor izom (j) kozvetleniil vizsgaltuk Az Argopecten MHC

Az adduktor nagy része haranicslkolt izom, mig a fehérebb — gén struktarajat. A két mio2 Osszehasonlitasa
régio a periférian (a jobb oldalon) a simaizom tipusu
zardizom (,, catch muscle”)

biokémiai szempontbdl azért is érdekes és
fontos, mivel csak a zardéizombol szarmazo
izoforma képes a ,legenergiatakarékosabb” miikddésre, a specialis szabalyozas alatt allo catch
kontrakciora. Egy zaroizom specifikus fehérjét, az MHC gén alternativ transzkripcids egységérol
atir6do ,,fejnélkiili” miozint, a catchint is klonozassal fedeztiik fel (VI.1.2.)

Az izom miozinok diverzitisa alapvetden kétféle modon valdsul meg. A gerincesekben tobb
mint egy tucatnyi MHC génrdl szdvetspecifikusan irddnak at a vaz-, sziv-, és simaizom miozin
izoformak.’ A simaizom mio2 és a simaizmokban is kifejez6d6 két nem-izom mio2 génrdl
alternativ splicing-gal tovabbi izoformak keletkeznek [86]. A gerinctelenek koziil a C. elegans-ban
a négy izomspecifikus MHC gént irtak le [87]. Viszont a Drosophila genomban a sokféle
harantcsikolt izomban kizardlag egy izom-tipust MHC génrdl alternativ splicing-gal legalabb
tizenot izoforma expresszalodik [88].

Eredmények [89, 90]

Kimutattuk, hogy az izom miozin izoformak diverzitaisa a puhatestiiekben (az
izeltlibtiakhoz hasonloan, s ellentétben a gerincesekkel) alternativ splicing-gal valosul meg
(9A és 11A abra). Az izom miozinokat kodold egyetlen, 30 exonbol® allo6 MHC 6t specifikus
alternativ exon irodik at kolcsondsen kizarodo alapon a harantcsikolt adduktor izomban, illetve az
Osszes simaizom tipust izomban (tobbek kozott a kagylohéjak Osszetartasaért felelds zardizomban
is). A szivizomban (ami szintén simaizom tipusu) megjelenik egy minor izoforma is, ahol
kiilonboz6 a rad nem-helikalis farokvég. Az MD-ben taldlhatdo harom alternativ exon kodolta
szekvencia koziil az ATP-kotohelynél elhelyezkedd flexibilis felszini hurok-1 (exon-3) lehet felelds
a kétféle izom miozin eltérd ATP-az aktivitasaért. A gyorsabb harantcsikolt izom miozinnak
nagyobb a ks értéke, az aktin Ky-ben nincs kiilonbség a két izoforma kozott. A Placopecten
nagyobb ATP-az aktivitasaért is az eltéré hurok-1 lehet felelés. Az S2-LMM csuklonal talalhato

' Ugyanez nagyrészt igaz az LC géncsaladra is, amellyel a dolgozatban nem foglalkozom.
2 A kisérletek tervezése, kivitelezése, értékelése, és cikkirds a [83] publikacioban sajdt teljesitmény, a [84]-es
publikacioban a kisérletek tervezéséhez és a cikkirashoz jarultam hozza.

% Az A. irradians MHC gén teljes szekvendldsa utdn az exonok szdma az eredeti publikaciéban kézolt 27 helyett 30-ra
valtozott (Id. Genbank: AF183909)
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alternativ szekvencidnak jelentdsége lehet az izom specifikus vastag filamentumok kialakitasaban,
de az ATP-az kinetikat nem befolyasoljak. A C-terminalis nem-helikalis farokvégnek, amely
hosszabb a zardizomban, szerepe lehet a catch kontrakcié szabalyozasaban (I1d. VI.1.2.) A kagylo
MHC szekvencia kozelebbi rokonsagot mutat a regulalt mio2 szekvenciakkal (pl. gerinces
simaizom), mint a nem-regulaltakkal (pl. gerinces vazizom). A konzervalt aminosavaknak
(amelyeket ,,regulaci6é szenzitiv’-nek neveztiink el) szerepe lehet a csak a regulaciora jellemzd
allosztérikus utvonalak kialakitasaban.

A
MHC gén
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ATG
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9. dbra. Az fésiiskagylo MHC gén (A), valamint az MHC és catchin mRNS szerkezete (B)
A szdvetspecifikus alternativ exonokat szinkdd jelzi. A catchin prométer a 18-as intronban talalhato.

Koda

Kagylokban, a rovarokhoz hasonléan az izom miozin diverzitds egyetlen MHC génrdl
alternativ splicing-gal valosul meg. Tobb ilyen allattorzset nem ismeriink. Mig azonban a
Drosophila 6sszes izom miozin harantcsikolt izomban miikodik, a féstiskagylokban azt talaltuk,
hogy az alternativ MHC géntermékek anatdémiailag jelentdsen kiillonboz6 izmokban (harantcsikolt
¢s simaizom) fejezOdnek ki. Megjegyzendd, hogy ez a tény inkabb arra nézve bizonyiték, hogy a
gerinctelen simaizom és harantcsikolt izom molekularis szempontbol kozelebbi rokonok, mint a
gerinces szovetparjaik. A Szent-Gyorgyi csoport késébb egy kalmar (Loligo pealei) MHC-t is
klonozott, amiben a fent ismertetett alternativ exonokat azonositottak [91], azaz a miozin MHC gén
alternativ splicing a puhatesti torzsre altalanosan jellemz6. A kalmar ventralis szifon retraktor

izombol izolalt miozin S1 fragmentumnak® a késSbbiekben fontos szerkezeti biologiai szerep jutott
(Id. V1.2.3.).

' Amelynek biokémiai jellemzésében én is résztvettem.
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Az alternativ exonok szerepére kiméra, a kiilonboz6 izoformakbdl szarmazd exonokat
kombinal6 rekombinans miozin doménekkel izgalmas szerkezet-funkcido kérdéseket lehetne
feszegetni, miként az a Drosophila izom MHC alternativ exonjainak szerepe kapcsan mar meg is
tortént [92]. Ezeket a kisérleteket azonban egyelére nem tudjuk elvégezni, mivel rekombinans
kagyld6 miozin S1 (vagy HMM) fragmentumokat ¢évtizednyi probalkozassal sem sikeriilt
eléallitanunk.’  Limitalt proteolizissel eléallitott harantcsikolt izom és zaréizom miozin Sl
gyorskinetikai és motilitas vizsgalatok viszont azt mutattdk, hogy a kétféle miozin motor
sebességében tapasztalt kiilonbséget az akto-S1 ADP-affinitds és ADP disszocidcios sebességi
allando kiilonbozdsége okozza, amit az alternativ exon-3 kodolta hurok-1 szekvencia hataroz meg
[93].

VI.1.2. A puhatestii izom MHC gén alternativ terméke, a catchin fehérje
Hattér

A kagyl6 zardizom kiilonos miikodése (catch kontrakcio) szaz éves rejtély [94]. Hogyan
képes ez az izom gyakorlatilag energia befektetés nélkiil akar napokig er6t Kifejteni? A catch
kontrakciorol tudjuk, hogy a kikapcsoldsat a szerotonin valtja ki cAMP-fliggd protein-kinaz
foszforilacioval, amelynek célfehérjéje az MHC mellett egy gerinctelen ,,minititin”, a twitchin. A
normalis kontrakciot a Ca®* koncentracio emelkedése valtja ki, amely a catch allapotba akkor kertil,

amikor a kalcineurin defoszforilacioja a twitchint. Az ATP-az ciklus ilyenkor gyakorlatilag leall, de
a fesziilés fennmarad akar napokig is. A jelenség molekularis hatterét nem igazan ismerjiik [66].

Az eldz6 alfejezetben bemutattam, hogy a simaizom tipusu
zardizomban kifejez6d6 mio2 az egyetlen izom MHC génrdl alternativ
splicing-gal jon létre, s a Ca®* szabalyozasa megegyezik a harantcsikolt
izombol szarmazd izoforméval. A zardéizom vizsgalatokhoz altalanosan
hasznalt eheté fekete-kagylo (Mytilus edulis és M. galloprovincialis)
anterior bissus retraktor izombdl (ABRM, 10. 4bra) korabban Cohen ¢és
1 0:&:&'\:2’&“5 mtsi szekvenaltak két miozin peptidet, amely csak ebben a zardizomban

foszforilalodott, mas izmokban viszont nem [95]. Az egyik foszforilalt Ser-

t az MHC nem-helikalis farokvégben azonositottuk, bar a kérdéses szekvencia a zardizom és a
harantcsikolt izom izoformaban is megtalalhato volt [85, 89]. Késobb feketekagylo ABRM vastag
filamentumokban egy ~120 kDa méretii polipeptidet izolaltak, amely a fésiiskagylo MHC-val
mutatott részleges szekvencia hasonlosagot [96]. Akira Yamadaval (Kobe, Japan) fogtunk Gssze,
hogy a foszforilalodé zardizom-specifikus fehérjét molekularis biologiai eszkozokkel azonositsuk
¢és biokémiailag jellemezziik.

Eredmények [97]

Kideritettiik, hogy a kagylé zaroizmokra specifikus ~120 kDa-os fehérje, a catchin
(myorod) az izom MHC gén alternativ terméke, amely cDNS-ének 5’-vége a rud régiot kodolo
18-as és 19-e exon kozotti intronban taldlhatd (9B dbra). Az Ujonnan leirt fehérje azért kapta a
cathcin elnevezését, mert specifikus a catch izmokra, és azt feltételeztiik, hogy az energiatakarékos
zardizom kontrakci6 molekuldris mechanizmusaban dontd szerepet jatszhat. A catchin nagy

! Miként mas, ezzel prébalkozé csoportoknak sem, lasd pl.[87].
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mennyiségben (~1:1 MHC:catchin molarany) expresszalodik az Osszes vizsgalt catch tipusa
puhatestii izomban (Mytilus, Argopecten, Pecten, Patinopecten, Crassostrea). A 120-150 aminosav
hosszu unikélis N-terminalis régiét az MHC-val megegyezd ~800 aminosav kdveti. Az N-terminalis
domén sok Pro, Ser, Thr aminosavat tartalmaz, valosziniileg szerkezet nélkiili (11. dbra). Az N-
doménben ¢és a C-termindlis nem-helikalis (szerkezet nélkiili) farokvégben azonositottuk a
zarizombol korabban izolalt két, endogén protein-kinaz altal foszforilalodo peptidet [95]. A catchin
a vastag filamentum komponense, rud-alaku coiled-coil dimert képez. Szerepet jatszhat a catch
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11. dbra. Mio2 és a catchin vizlatos szerkezete (b) A catchin N-domén (1-150) rendeztlen szerkezeti (j)
IUPRed predikcio. x-tengely: aminosav pozicio, y-tengely: rendezetlenség mértéke

kontrakcioban és/vagy a specialis szerkezetli zardizom vastag filamentumok kialakulasaban.
Erdekesség még, hogy a catchin egy internalis Met tripletrdl egy 67 aminosavval rovidebb
izoformaként is atirodik. Végezetiil a nem-catch-tipust 1ab retraktor izombol egy masodik MHC
gén cDNS-¢t is azonositottunk, amely csak 78%-ban azonos az ABRM MHC-vel.

Koda

A catchinnel kapcsolatos funkcionalis feltételezéslink nem igazolddott, mivel kideriilt, hogy
a catch kontrakcidhoz, legalabbis in vitro rendszerben a miozinon kiviil egyediil a twitchin
(minititin) jelenléte sziikséges, és ennek a fehérjének a foszforilacidja szabalyozza a folyamatot
[98]. Ennek ellenére, mivel abundans fehérjérél van, a fiziologias szerepét tovabbra is fontosnak
tartjuk, mivel a catch molekularis mechanizmusanak a megértése koriil tovabbra is szamos kérdéjel
van [66, 99]. Elképzelhetd, hogy a catchin N-domén panyvazo szerepet tolt be a vastag és vékony
filamentum kozott a catch kontrakcid soran (hasonld panyvazo szerepe lehet az N-terminalis
extenzidval bird gerinces vazizom ELC izoformanak a két filamentum ko6zott). A catchin egyediili
rokona a Drosophila miozin rad fehérje (myorod), amely szintén az egyediili izom-specifikus MHC
gén alternativ terméke (de a catchintdl eltéréen a teljes rad domént tartalmazza) €s egyes rovarizom
miofibrillumok szervez6désében jatszhat szerepet [100].

Talan érdemes megjegyeznem, hogy egyiittmiikodésben Peter Vibert-tel (Brandeis Univ.,
USA) eldszor mi jellemeztiink és részben klonoztuk az eredetileg C. elegans-ban leirt twitchint
féstiskagylo izmokbol. Megallapitottuk, hogy ~750 kDa-os, 250 nm x 3 nm méret(i flexibilis rad-
alakti molekula, sok fibronektin-III és Ig-C2 modulbdl és egy kindz doménbdl &ll, a vastag
filamentumban lokalizalhato (~1:20 miozin mdélarany), ko-filamentumot képez a mio2-vel, valamint
a harantcsikolt adduktor és a zardéizomban is megtalalhato [101]. A Mytilus minititin/twitchin teljes
klonozasat és a catch kontrakciot szabalyozd foszforilalt Ser azonositasat néhany éve masok
végezték el [102].
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V1.1.3. A Physarum polycephalum nyalkagomba miozin nehéz lanc ¢cDNS klénozasa
Hattér

A Ca2+-regulécic') szempontjabol kiilonos viselkedést mutatd plazmodialis nyalkagomba, a
Physarum polycephalum (12. abra) mio2,
mivel a konvenciondlis miozinok kozott
egyediilallo médon a Ca** gatolja az
aktivitasat (ld. VI.3.3.). Szent-Gyorgyi

Andras kozvetitésével Kazuhiro
Kohamaval kezdtik vizsgalni a fenti

szabalyozas szerkezeti hatterét. Az RLC-t

12. abra. Physarum nydlkagomba plazmédium. korabban a japan csoport [103], az ELC-t
A ,,véndkban zajlo gyors citoplazma dramlasért a mio2 felelds  y5765sen. az MHC cDNS-t pedig mi
klonoztuk.
Eredmények [104]*

A Physarum plazmo6diumbol szarmazo cDNS-rél, a konzervativ P-hurok és a kapcsolo-1
szekvenciakra tervezett degeneralt oligonukleotidokat hasznalva hat miozin paralégot (mio2, miol,
mio7 és mioll osztalybol) részlegesen, majd a két mio2 paralogbol a minor izoformanak a feji
ban megegyezik. A minor formarél elképzelhetd, hogy azonos a f6 améboid mio2-vel [105]. A
mio2A izoforma legkdzelebbi rokona (46% azonossag, 68% hasonlosag) a Dictyostelium
discoideum sejtes nyalkagombabol szarmazé mio2 szekvencia. Ez a tény tovabbi bizonyitékot
szolgaltat a Mycetozoa torzs illetve a plazmodialis (Myxogastria) és sejtes nyalkagombak
(Dictyostelia) korabban kérdéses monofiletikus voltara [106]. Egyébként a Cavalier-Smith-féle
legkorszertibb filogenetikai rendszerben [107] az Amoebozoa regnum, ahova a nyalkagomba torzs is
tartozik, az allatok és gombak szétvalasa el6tt agazott el a monokont él6lényeken beliil, s ily moédon
tavoli rokonsagban van a z61ld novényekkel.

A Physarum MHC 2148 aminosav hosszisagu, a mio2 csaladra jellemz0 Osszes elsédleges
szerkezeti motivum megtalalhaté benne. Az MD-n beliil, sszevetve a Dictyostelium szekvenciaval
(13. abra) feltiind, hogy két, az aktin-kotésben résztvevd felszini hurok is joval hosszabb a
Physarum MHC-ben, amelynek funkcionalis kdvetkezményei lehetnek.

Koda

A Physarum HMM-et sikeriilt bakulovirus rendszerben expresszalni, s gyorskinetikai
jellemzését mar elkezdtiik [108]. Remélhetdleg az utobbi alapjan tobbet megtudhatunk a
plazmoédium gyors (1,3 mm/sec) citoplazma aramlasért felelés mio2 enzimatikus miikodésérdl, s
Osszevethetjiilk a novényi sejt citoplazma éaramlasaért felelés mioll miikodésével (amely a
leggyorsabb motilitdsi motor, a maga 100 um/sec sebességével).

' A mio2A szekvenciat elhelyeztiik a GenBank adatbdzisban, az MHC diverzitdssal kapcsolatos eredményeket még nem
publikaltuk (Nagy A., Kovacs M., Kohama, K., Nyitray, L.)
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13. dabra. A Physarum és a Dictyostelium mio2A MD szekvencia.

A fontosabb szerkezeti elemeket névvel jeloltem, a nyitott nyilak a szerkezeti
magot dabrazolo f-lemez lancait jelzik. A csillagok aoznos aminosavakat, a

pontok konzervativ aminosavcserét jeleznek
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V1.2. Miozin-II motor domén (MD): szerkezet-funkcio és szerkezeti biologiai
vizsgalatok
Hattér

A miozin ATP-az kinetikai 1épései és a motor domén mar megismert szerkezeti allapotai
kozotti megfeleltetésen keresztiil remélhetjiik, hogy kozelebb keriiliink a motorfehérje allosztérikus
mukodésének a megértéséhez. ,,Lépésrol 1épésre — egy molekularis motor mitkodésének kinetikai
talaldan Osszefoglalta [109]. Az alabb ismertetett két munkanak kettds el6zménye volt. Egyrészt
beallitottuk a laboratériumunkban a ,,miozinologidban” legegyszeriibben hasznalhaté miozin
expresszios rendszert, a Dictyostelium nyalkagomba sejttenyészetet, amely az MD mutansok
homolog expresszidjara kivaloan alkalmas [110]. Masrészt felhasznaltuk azt a szerkezet-funkcio és
kinetikai vizsgalatokra kivaloan alkalmas mutans MD konstrukciot, amely csak egyetlen,
konformacios szenzorként hasznalhaté Trp-t tartalmaz (Trp501+). Ez a Trp az MD relé-hurok
ATP hidrolizist megel6z6, az erdkar ,,felhuzasaért” felelds nagy konformacids atmenetet kivalto
kapcsolo-2 nyitott-zart konformacios izomerizaciojara. A Trp501+ mutans segitségével Bagshaw és
Malnasi-Csizmadia korabban elegans kisérletekben pontositottak a miozin ATP-az kinetikai
sémajat [111, 112]. A fentiekbol kiindulva lehetéség nyilt egy, a miozin kutatas hdskorabol mar
ismert ATP-az szenzor Ujszerii felhasznalasra, illetve ijabb szenzorok tervezésére, amelyekkel a
konforméciovaltozasok kinetik4jan keresztiil a fehérjemolekulan beliili kdlcsonhatdsok dinamikus
mivoltukban vizsgalhatok.

V1.2.1. A Dictyostelium miozin Lys84 érzékeny konformaciés szenzor
Hattér

Egy ,klasszikus” szenzor a miozin kiilondsen reaktiv Lys oldallanca, amelyet a *60-as
években tanulmanyoztak el6szor, tobbek kozott az ELTE Biokémiai Tanszéken [113]. A Lys84' az
N-szubdoménben, az MD ¢és az RD interakcios felszinén (15. abra), a funkcionalis helyek
kommunikacids utvonala mentén fekszik (reaktivitasa nukleotid és aktin jelenlétében is csokken,

mintegy ,.érzi” a funkcionalis helyek allapotat [114]). Ezzel a lizinnel és a kémiai kornyezetével
foglalkoztunk, hely-specifikus mutagenezis segitségével, ami az elsé ilyen jellegli vizsgalat volt.

Eredmények [115]

A korabbi, a reaktiv lizinnel kapcsolatos kisérletek zomét vazizom mio2-vel végezték,
amelyet heterolog expresszids rendszerben (a kagyld izom mio2-hdz hasonléan) gyakorlatilag nem
lehet eldallitani. A Dictyostelium MD-ben a Lys84-et Met-re ill. Glu-ra, mig a reaktiv Lys-hez
térben kozeli Arg704-et szintén Glu-ra cseréltiik. A Lys oldallancot trinitrofenilalassal jeldltiik, a
reakciot spektrofotometriaval kovettiik. Az eredmények egyrészt egyértelmiien bizonyitjak, hogy az
MD 56 Lys oldallanca koziil egyediil a Lys84-nek nagy a reaktivitdsa trinitrofenilalassal szemben,
masrészt kiemelik az Arg704 és a Lys84 kozott fennallo taszitd kolcsonhatds fontos, bar nem

! Dictyostelium mio2-vel végztett kisérletek leirdsindl ennek az MHC-nak a szekvencia szamozdsdt (UniProt: PO8799)
hasznalom, mig a kagylo mio2 munkdknal az A. irradians hardantesikolt izom MHC izoforma szamozasat (P24733).
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kizarolagos szerepét a Lys84 kiilonleges reaktivitasaban. Az Arg704 kozeli pozitiv toltése
csokkentheti a Lys g-amino-csoport pK-jat. Tovabb fokozhatja a reaktivitist a koézeli Tyr705
proton-akceptor szerepe. A taszitd interakcid6 az MD-ben az N-szubdomén és a konverter
szubdomének kolcsonhatd felszinén jon létre akkor, amikor a kapcsold-2 hurok régio nyitott
allapotban van. A nyitott-zart konformécids valtozas a taszito ionpart eltavolitja egymastol, ezaltal a
Lys reaktivitisa is csokken. Osszefoglalva megallapithatjuk, a Lys84 reaktivitisa és annak
nukleotid-fiiggése az 6sszes konvencionalis miozinra egyarant jellemzd, és az ATP-az ciklus soran
bekovetkezé dinamikus valtozasokat szenzorként tiikrozi. Bar a Dictyostelium mio2 Lys84
reaktivabb a nyll vézizom reaktiv Lys-nél, de sajnos ez igaz a lassu reaktivitdsu tobbi Lys
oldallancra is, kovetkezésképpen a kiilonb6z6 nukleotid analogok hatasat az erdkar és a nukleotid
hely allosztérikus viszonyara a Lys reaktivitasan keresztiil nem tudtuk vizsgalni (a nukleotidok a
Lys84 reakcidsebességét ~60%-kal csokkentik, igy azonban a lasst reakciohattér zavaro lesz). Az
allosztérikus Utvonal tanulmanyozéasara a relé-hurok Trp501 fluoreszcencidjat lehetett kihasznalni,
amelynek segitségével a Lys84-Arg704 taszitdo kolcsonhatas szerepét tudtuk feltarni (1d. kovetkezo
alfejezet).

V1.2.2. A miozin ATP-az aktivitas finomhangolasa a Lys84 és Arg704 kolcsonhatas
valtoztatasaval

Hattér

A négylitemi miozin miikodés masodik 1épése az ATP-kotés kivaltotta, a hidrolizist
megel6z6 erékar felhuzas (recovery stroke), amelyet a kapcsolo-2 nyitott—zart konformacios
atmenete indit el [35]. Az el6z6 alfejezetben bemutatott, az erékar tovében elhelyezkedd, két
bazikus aminosav kolcsonhatasa jelentsen valtozik az erdkar felhuzasa eldtt és utan (14. abra).
Bagshaw és mtsi korabbi, a Trp501 fluoreszcenciajat mint szenzort felhasznalo Kinetikai vizsgalatai

alapjan vilagosan kideriilt, hogy az erdkar felhuzas egy reverzibilis (AG =~ 0 kJ/mol) és gyors
(~1000 s™) izomerizacids 1épés az azt kovetd hidrolizishez képest [116]". Ebbél kovetkezik az a

14. dabra. A konformdcios szenzor taszito ionpdr Lys84 és Arg704) a motor doménben.
(A) Dictvostelium MD poszt-ricor dllapotban (PDB: 1fmw) és (B) pre-munkaiitem dllapotban (1vom)

YEbbGI a ténybdl kovetkezik, hogy ATP-analégok jelenlétében (ADP.Be.F) mindkét f5 szerkezeti dllapotot kirstdlyositani
lehetett, mig a felhizott erékaru szerkezetet csak a hidrolizis dtmeneti allapot analogok (ADP.V7) jelenlétében
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hipotézis, hogy az erdkar felhiizds egyensulydnak a megvaltoztatisaval az ATP-az eftektiv
sebessége ¢s a termék felszabadulds sebessége is befolydsolhatd, azaz a motor funkcid mintegy
finomhangolhatd. Ezt a hipotézist teszteltik az el6z6 alfejezetben bemutatott, Dictyostelium
expresszios rendszerben eldallitott hely-specifikus mutansok kinetikai analizisével.

Eredmények [117]*

Az eredményeink igazoltak, hogy a Lys84-Arg704 taszito ionpar részt vehet a miozin ATP-
az ,finomhangoldsaban”. Megallapitottuk, hogy a kolcsonhatds vonzova tételével aranyosan
(Lys84Met, Lys84Glu) nétt a nyitott allapot részaranya a hidrolizis stady-state szakaszaban.
Gyorskinetikai eredményeink azt mutattak, hogy a hidrolizis 1épés sebessége csokken, ha a
megel6z6 konformacios egyensuly (a kapcsold2- nyitott-zart izomerizacioja) a vonzo kélcsonhatas

K8aM

R704E
M ATP — M*ATP ~ ~— M*ADP.Pi
K84-R704 K84 - - R704

15. abra. Az ATP hidrolizis kinetikai séma és ”finomhangoldsa”.
M’ kapcsolo-2 nyitott, erékar zart; M*: kapcsolo-2 zart, erdkar felhizott

kovetkeztében balra tolddik, mert csokken a hidrolizisre kész molekuldk szdma (15. abra). A
steady-state kinetika szerint a nyitott konformaci6 favorizalasaval n6é az ATP-az ciklus sebessége,
mert a sebességmeghatarozo 1épés (a P; felszabadulas) a nyitott szerkezethez kotott. Az altalunk
bevitt mutaciokhoz hasonld aminosav cserék az evolucio soran is lejatszodtak a motor domén e
régidjaban. A mio6 osztalyban példaul semleges-semleges (Ser-Met), mio5-ben semleges-pozitiv
toltésti (Ile-Arg), mig a miol és miolO osztalyokban sohid-képz6 (Asp/Glu-Arg) aminosav par
talalhatdo a fentiekkel homolog pozicidkban. A konvenciondlis miozinokban Iétrejové Lys84-
Arg704 kolcsonhatasnak més izoformdk esetében is szerepe lehet az enzimatikus sajatsagok

meghatarozasaban, igy az a miozin motorok funkcionalis diverzitasahoz jarulhat hozza.

V1.2.3. A konvencionalis miozin fej ,,rigor-szeri” allapotanak térszerkezete
Hattér

Az irodalmi bevezetOben bemutattam a miozin milkddés kilendiild erdkar modelljét, ami
legegyszeriibben ,,négyiitemi” motorként irja le a mechanokémiai ciklust. Roviden leirtam az
ezidaig krisztallografiailag jellemzett két szerkezeti allapotot, amelyek (kisérleti hozzaférhetdségiik
miatt értelemszeriien) a szabad miozin fej altal végzett iitem (er6kar felhuzas, ,,recovery stroke’)
két végpontjat, az aktinrdl levalt (poszt-rigor) és az aktinhoz visszakotni kész atmeneti allapot (pre-

crer

nukleotid-hely allapotatol és a kristalyositasi koriilményektol fiiggéen mas-mas allapotba ,,fagyhat

1 I . cr o7 ro ’ ’ r o ’ . ;o ’ ’
A kisérleti koncepcio kidolgozasaban, az eredmények értelmezésében és a cikkirasban vettem részt (a munka Kovacs
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be” a fej szerkezete (pl. bizonyos nukleotid-analégok jelenlétében mindkét emlitett allapot
kristalyosodott). Lehetséges-e, hogy atomi felbontasu szerkezetekhez jussunk az aktin-kotott miozin
fej konformacigjarol? A kozelmultban sikeriilt rekombinans mio5 fej konstrukcidk szerkezetét az
un. rigor-szeri allapotban meghatarozni, nukleotid és természetesen aktin hianyaban [37, 52]. A
latszolagos paradoxont az a tény magyarazza, hogy a mio5 processziv motor 1évén magas terhelési
aranyu, amit részben gy ér el, hogy ,rigor-szeri” allapotban van a ciklus nagy részében, az
aktinrol levalt allapotban is [56]. Kés6ébb a mio6 nukleotid-mentes szerkezetében is a rigor-szerii
allapotot sikertilt vizualizalni [53]

A puhatestli izom miozinok, mint az értekezésbdl eddig is Kkitlinhetett, meglepden
,sokoldalu” kisérleti objektumok. Azon tul, hogy a mio2 Ca** szabalyozasanak molekularis hatterét
lehet rajtuk tanulmanyozni, az izolalt fejeket viszonylag konnyen lehetett kristalyositani, s mar az
Argopecten S1 szerkezetét eddig is harom allapotban vizualizalta Carolyn Cohen munkacsoportja
(a harmadik allapotr6l késébb). A fenti szerencsés ténybdl kiindulva probalkoztunk tovabbi
puhatestii izom mio2 S1 fragmentumok kristalyositasaval, sikerrel.

Eredmények [10]*

Meghatdroztuk a mio2 fejek (S1) ,rigor-szeri” allapotanak
térszerkezetét, amely eziddig ,hidnyz6 lancszem” volt a
kemomechanikai energiaatalakitds molekularis mechanizmusanak
megértéséhez (16. abra). A rigor-szerli szerkezetet egyarant sikeriilt
megkapnunk a gyors kontrakciora képes harantcsikolt izom mio2 S1-et
(Placopecten magellanicus adduktor izom és Loligo pealei tolcsér
retraktor izom) és a catch kontrakciora képes, eltéré kinetikai
paraméterekkel rendelkez6 Placopecten zardizom Sl1-et kristalyositva
(17. abra).

Capturing the Rigor-Like
State of Muscle Myosin

A nukleotid hianyaban (és természetesen aktin nélkiil)
16. dbra. Eszak-amerikai kristalyositott fragmentumok szerkezetében az erds aktin kotott (rigor)
kalmdr és a ,rigor-szerii”  4llanotra jellemzé szerkezeti tulajdonsagok a nukleotid kotéhelynél

mio2 S1 szerkezet a . . .
Structure cimlapjn talalhatd kapcsolo-1 hurok nyitott, és az Un. aktin-arok teljesen zart
allapota. A kapcsolo-1 elmozdult a P-hurokhoz képest, kozelebb keriil a
kapcsolo-2-hoz, s ezéltal az egész felsé 50 kDa szubdomén mint rigid elem elmozdul az éramutatd

jérasaval ellentétesen, aminek a kovetkezménye lesz az aktin-drok zart pozicidja (Osszevetve a

poszt-rigor szerkezettel, 17. abra). Feltételezziik, hogy a munkaiitem beindulasahoz sziikséges, az

akitn-kotodés indukalta allosztérikus szerkezeti atmenetet visszafelé is a fels6 50 kDa szubdomén
kozvetiti. Tovabbi igen fontos tulajdonsaga a poszt-rigor allapotnak, hogy a transzduktor B-lemez
teljesen megcsavarodott és a relé-hélix egyenes (magyardzat 1d. késdbb). Az aktin-arok
zarddasaban, elsGsorban az aktin affinitast meghatarozo, a hurok-2-h6z kozelebbi részen a merevitd

elem felso és also 50 kDa szubdoménnel kialakitott kolcsonhatasainak lehet kitiintetett szerepe (17.

abra balra fenn). Az aktin-arok zart allapotat az apo-allapotban oldat Kkinetikai vizsgalatokkal is

megerésitettiik. Az aktinhoz kotédés sebességi allandojanak (amelyet az aktinra kapcsolt pirén-jel
fluoreszencidja altal lehet kovetni gyorskinetikai modszerekkel) hdmérséklet fiiggése mérsékelt,
ami azt mutatja, hogy az aktin-kotés kozel diffuzid-kontrollalt folyamat, s nem tobb 1épésben

L A kisérleti munka kivitelezésében nem volt jelentds szerepem (kordbban kinetikai elékisérleteket végeztem az itt
hasznalt miozinokkal), de az eredmények interpretaldasaban és a cikkirasban igen.
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(eloszor arok zarddas, azutan kotés) megy végbe, mint pl. a gerinces vazizom mio2-k esetében. A
puhatestii S1-ekre szamolt aktivacios entalpia (18-5 kJ/mol) alig nagyobb, mint a mio5-nél mért
érték (15 kJ/mol), s de joval kisebb a nytl vazizom S1-nél (68 kJ/mol).

Uncoupled

17. abra. Mio2 fej rigor-szerii (barna) és poszt-rigor (zold) dallapot dsszehasonlitdsa.

A térszerkezet konturja latszik, a dobozok a jellemzo szerkezeti valtozasokat emelik ki. Zold: rigor-szeri
szerkezet; barna: poszt-rigor. Balra fenn: a tamaszto elem és egyéb interakcio a zdrt aktin-aroknal a felsé és
alsé 50 kDa szubdomének kozott. Jobbra fenn: a kapcsolé-1 elmozduldsa és a transzduktor elem két dllapota
(zdld csavart, barna félig kiegyenesedett). Balra lenn: az erékar négy lehetséges pozicioja és azok stabilizalo

koélcsénhatasai az N-szubdoménhez. F: az erékar aldtamaszto pozicidja az SH-hélixnél

A miozin motor energiaatalakitasa szempontjabol kézponti elem a transzduktor [37], amely
a mi szerkezeteinkben is, a mio5-h6z hasonléan teljesen jobbmenetesen csavarodott. Ezzel
ellentétben a poszt-rigor szerkezetekben a B-lemez részben, a pre-munkaiitem allapotban viszont
egészen kiegyenesedik. A transzduktor konformacidvaltozasat eldsegitheti a nukleotid-kdtohelynél
talalhato flexibilis hurok-1 két oldalat alkotd a-hélix (HG és HF) elcstiszasa a rigor-szeri és poszt-
rigor szerkezeteket Osszevetve (17. ébra jobbra fenn). A transzduktor szerepe kapcsan fontos
kiemelni, hogy a csavarodott szerkezet az alapallapot [118] (ellentétben a Geeves és Holmes
Osszefoglalojaban leirtakkal [35]), mig a kiegyenesedett a magasabb energidji allapot, ami
legalabbis részben raktarozhatja az ATP kotésébdl szarmazo, a motor ,,felhtizott” allapotat biztosito
extra energiat.

Erdekes 6sszehasonlitani az erdkar/konverter poziciéit a kiilonbozé allapotokban és az N-
szubdoménnel csak most leirt kdlcsonhatasokat (17. abra balra lenn). A mar korabban emlitett, csak
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a kagylo S1 szerkezetbdl ismert negyedik szerkezeti allapotban (,,bels6leg szétkapcsolt allapot”
[50]), amelyre a SH-hélix biokémiailag alaposan koriilirt ,,felolvadasa” jellemzé [119], az erbkar az
SH3 doménhez kapcsolodik (ennek az éallapotnak a jelentéségét 1d. koda). A fenti, a mio2 gyenge-
aktin allapotaira jellemzd stabilizalo kolcsonhatasok a mio5 fej egyetlen allapotaban sem
figyelhetok meg, ami hozzajarulhat a mio2 alacsony terhelési arannyal miikodo kinetikai
mikodésének szerkezeti alapjahoz. Ezek szerint az er6kar a miozin 1épéshossz megszabasan tal a
kinetikai finomhangoléasban is szerepet tud jatszani.

Koda

Az uj szerkezetek ravilagitottak a miozin fejen beliili allosztérikus kommunikacié tobb
fontos elemére illetve utvonalara, tobbek kozott a kapcsolo-1 (switch-1) és az aktin-arok
viszonyanak tobb részletére, de informacidt szolgaltattak a motor kristilyszerkezetileg még
ismereten allapotara is, amikor a fej er6sen kotédik az aktinhoz és a nukleotid kotéhelyen ADP-t
tartalmaz (poszt-munkaiitem). A rendelkezésiinkre allo szerkezeti és kinetikai adatok birtokaban
pontosabb képet alkothatunk az aktin- és nukleotid-kot6hely reciprok allosztérikus miikodésében és
ezaltal a kemomechanikai energiatranszdukcioban kulcsszerepet betolto Gn. transzduktor szerkezeti
elem miikodésérdl is (20 és 21. abra).

C-term

hurok-1

erOkar

20. dabra. Loligo S1 rigor-
szerii szerkezet.

Zdart aktin-drok, nyitott A P-hurok ¢ kapcsolo-1 e kapcsolo-2 * SH-helix
kapcsolo-1. Csavarodott
transzduktor elem. A hurok-1 21. abra. Mio2 MD vazlatos (torzitott) szerkezete
{flexibilis, nem latszik Pre-munkaiitem allapot. Az dsszes szubdomént és Osszekoto elemet
(PDB: 1qvi) Seltiintettem. A hétlancu kozponti f-lanc a transzduktor elem.

Fontos az a megfigyelésiink, hogy az erékar/konverter modul pozicidja kissé megvaltozik €s
kolcsonhatasai lazulnak az N-szubdoménhez, ami mintegy eldkésziti az erékar kilendiiléssel jard
mechanikai litemet. A munkaiitem valos kezdetének inkabb a rigor-szerti allapotot kellene tekinteni,
s ezt figyelembe véve molekuladinamikai szamitasokat végezni a jovében. Az er6kar/konverter és
az N-szubdomén kozti kolcsonhatasok (amelyek a processziv mioS-ben hidnyoznak) felvetik, hogy
miként az aktin- és a nukleotid-hely kozott, az er6kar/konverter régié és a nukleotid/aktin-hely
kozott 1s kétiranyu lehet az allosztérikus kommunikacid, nevezetesen az el6z6 interakciok is aktivan
kivalthatjak az erdés nukleotid-kotd, gyenge aktin-kotd mio2 allapotot, ami alacsony terhelési aranyt
motort eredményez.

A motormiikdés energetikai leirdsa szempontjabol fontos lehet az, a szerkezetekkel
alatamasztott elképzelésiink, miszerint az ATP kotésébdl és hidrolizisébdl szarmazo szabadentalpia
a kiegyenesedd core B-lemez (a transzduktor elem) és a relé-hélix megtorésében, mint molekularis
mechanikai fesziilésben tarolédik. A munkailitem soran részben az erds aktin-kotés energiaja
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forditodik munkara [120], de hozzajarulhat ehhez a feszitett transzduktor (kiegyenesitett B-lemez)
relaxacioja is (példaul azzal, hogy a kapcsold-1 és -2 kdzti kapcsolatot meglazitja, ami eléfeltétel a
nyitott konformécioba vald visszajutdsukhoz). A munkaiitem és a foszfat felszabadulas viszonyara,
illetve az utdbbi €s az aktin-kotohely allosztérikus Gtvonalardl egyeldre nincs pontos elképzelés.

A transzduktor szerepének a tisztazasa termodinamikai értelmet adhat a belsoleg
szétkapcsolt intermedier allapotnak is. Ezek szerint a transzduktor fokozatosan fesziil meg a rigor-
szeri — poszt-rigor — belsdleg szétkapcsolt — pre-munkaiitem allapotok sorrendjében. A
legmagasabb energiaszintet éppen az ATP hidrolizis el6tt éri el a rendszer, s elképzelhetd, hogy a
poszt-rigor €s pre-munkaiitem allapotok kozotti atmenet aktivacids energia gatjat a belsdleg
szétkapcsolt intermedier, mint egy ,,kuplung” lecs6kkenti, azaltal, hogy a motor mechanikai elemei
kozotti kapcsolatot idélegesen megsziinteti (Id. SH-hélix megolvadas; az SH-hélix a relé-hélix
tamasztoeleme a kapcso6lo-2 €s az erdkar kozti allosztérikus kommunikaciés utvonal mentén). Ez a
,»segitség” kellhet ahhoz, hogy az erékart felhuzo 1épés termodinamikailag reverzibilis legyen [116,
121]. A , kuplungozassal” a maradék molekularis fesziilés a transzduktor elembe épiilhet be (s nem
a relé-hélix megtorésébe, amely csak az SH-hélix visszamerevedése utan, a pre-munkaiitem
allapotban jelenik meg). A ,,kuplung allapot”, mint f6 allosztérikus utvonal egyértelmii bizonyitasa
tovabbi kisérleteket igényel a jovoben. Fontos megjegyeznem, hogy a mi munkdnkkal
parhuzamosan, az ismert mio5 térszerkezetekbdl kiindulva Karplus és mtsi normal mod analizissel
a mi leirdsunkat részben kiegészitd, bar a részletekben kiilonbségeket is mutatd allosztérikus
kommunikaciés tutvonalakat javasoltak [46]. Az & elemzésiikben az ATP-kotés kivaltotta
rigor—poszt-rigor atmenet iniciald 1épése a kapcsolo-1 és a P-hurok kozti kolesonhatas, ami a rigid
fels6 50K szubdoménen keresztiil nyitja az aktin-arkot.

Ezen ponton is hangsulyozni szeretném, hogy a motorfehérjék (de ez a megéllapitas
természetesen altaldnosithatd 1s) milkodésének minél pontosabb leirasat, megértését a
nagyfelbontasti szerkezeteket biztositd krisztallografiai és az egyre kifinomultabb oldat kinetikai
mérések egymashoz illesztését6l, kolcsonds értelmezésétél varhatjuk. Ezt, a szerkezeti illetve
kinetikai modszerek természetébdl adodo statikus-dinamikai kettosséget a szerkezeti dinamikai, a
fehérjén beliili mechanikai valtozasok leirasa ,,békéltetheti 6ssze”, amely elvezethet benniinket az
allosztéria mechanizmusdnak mélyebb megértéséhez is. Ezen az Uton legtdobbet a modern
molekuléris dinamikai és mechanikai szimulaciés mddszerek alkalmazéasatol varhatjuk, sét ilyen
jellegli publikaciokat mar olvashatunk is [39, 46, 51, 122].

V1.3. Miozin-II regulacios domén: szerkezet-funkcio és szerkezeti biologiai vizsgalatok

Kutatisaim soran elsésorban a Ca’*-aktivalas és gatlas szerkezeti alapjait vizsgaltam, de a
kétféle szabalyozé mechanizmus, a Ca**-kétésen ill. a foszforilacion-alapuld szabalyozés
Osszehasonlitasa kapcsan is kaptunk 0j eredményeket. ca?t szabalyozas alatt 4ll6 konvencionalis
miozinok koziil a féstiskagyld (Argopecten irradians) izom mio2-t a Ca?*-kétés aktivalja, mig a
plazmodialis nyalkagomba (Physarum polycephalum) mio2-t a Ca**-kétés gatolja. Ebben a
fejezetben a fenti allosztérikus mechanizmus molekularis hatterének feltarasa terén elért
eredményeinket mutatom be.
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V1.3.1. A kagylé mio2 RD dinamikaja. Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok
Hattér

A Szent-Gyorgyi csoportban toltott posztdoktori éveim sordn elészor a miozinbdl limitalt
proteolizissel eldallitott RD jellemzésében vettem részt. Kimutattuk, hogy a szabalyozasért felelds
Ca®" az ELC-hez kotédik [42]. A Ca?*-kotdhely pontos helyét végiil az RD kristalyszerkezetének a
felderitése fedte fel. A kotdhely az ELC elsé EF-kéz motivuma, amelyet nem lehetett az aminosav
szekvencia alapjan megjosolni, mivel a kanonikus hélix-hurok-hélix 12 aminosav hosszusagl hurok
része itt csak 9 aminosavbdl all. Tovabbi érdekessége a Ca2+-k6t6helynek, hogy a ,klasszikus”
kalmodulin doménekkel ellentétben Ca®*-kotott forméban is ,,zart” konformacioban van — amit a
nem-kanonikus EF-kéz szekvencia magyarazhat [50, 72, 123]. A térszerkezet alapjan a Ca?*
szabalyozasra felallitott modellben az RD allosztérikus molekularis kapcsoloként miikodik:
bekapcsolt allapotban rigid szerkezetli, mig az apo-formdban a mobilitdsa tranziens moddon
megndvekszik, ami lehetové teszi, hogy két fej kolcsOnhatasba Iépjen egymadssal (és az S2
doménnel) és ezéltal az ATP-4z aktivitds illetve a motorfunkcié gatlas ald keriiljon. Ez a
mechanizmus tehat kommunikaciot tételez fel a nukleotid helyek és az RD, valamint a két fej kozott
is. Az utobbit kisérleti adatok is alatamasztjak (a Ca?*-kotés csak nukleotidok jelenlétében és a
kétfejiit HMM-ben kooperativ [124]). A regulaciéo molekularis hatterének feltarasat a fluoreszcencia
spektroszkopiai vizsgalatokkal kezdtiik el.

Eredmények [125]

RD-t, valamint az S2-vel meghosszabbitott dimer RD-ket (Id. még VI.4.1.) a nehéz lanc
fragmentum E. coli rendszerben torténd expresszidja és denaturald koriilmények kozott torténd
1zolalasa utdn, az izombdl izolalt vagy rekombinans LC-kel torténd rekonstitacioval allitottuk eld. A

kisérletekhez szenzorként Trp
A B fluoreszcenciat illetve az RLC Cys-
100 1 = 5T sen oldallancaira bevitt extrinszik spin-

* p
$ 80 - L PP probat  (1d. kovetkezd  alfejezet)
g g 50 518- hasznaltunk. A rekombindns miozin
= § ; g pRD konstrukciok a nativ miozinnal (és a
o S 40 - 61 EL_EEQ"-'EW proteolizissel  eldallitott ~ RD-vel)
£ 5 i: = aun® osszemérhetd affinitassal és
S specifitassal kotottek Ca’*-ot (22
0 '9 B 9 87 65 4 él?ra}). Megjeg}fzendé, hogy,a Ca*'-
pCa pCa kotés, a dimer RD-nél sem

. kooperativ, igazolvdn, hogy a

22. dbra. Rekombindns RD-k (A) és Trp21Thr RD Ca**-titrdlisa (B)
Trp fluoreszcencia intenzitds (ext..295 nm, em.:340 nm). . s
monomer RD (o) és dimer RD-k (mA) beliili kommunikiciohoz az MD

jelenléte sziikséges feltétel.

regulaciohoz sziikséges molekulan

Az intrinszik fluoreszcencia spektroszkopiai €s anizotropia vizsgalatok azt mutattak, hogy a
Ca’*-mentes RD-ben a Trp oldallancok kevésbé hidrofob és mobilisabb kérnyezetben vannak (az
apo-RD anizotropiaja 0,148 + 0,002, a Ca*-RD-¢ 0,161 + 0,001). Az RD &t Trp-ja koziil
elsésorban az ELC Trp21 (17. 4abra) felelds a Ca®*-indukalta jelvaltozasért, mint azt a Trp21 Thr-ra
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cserélésévelt igazoltuk. A mutdns RD Ca*'-titralasa azt is megmutatta, hogy a HC un. kampd6
régiodjaban (az RLC N-terminalis domén kotOhelyénél) talalhatdé Trp kluszter (Trp818, 824, 826,
827) is, ha kisebb mértékben is, de érzékeli a Ca**-kétShely allapotat (22. 4bra). Az apo-llapot
nagyobb belsé mobilitasa tehat az RD nagy részére kiterjedhet. Egy nem-kovalens extrinszik
fluoreszcens probaval, az ANS-sel végzett kisérletek (amely a fej-rad csuklo Pro834-Ala840

crer

regulacidhoz kothetd szerkezeti valtozasokban (1d. V1.4.).

VI.3.2. A kagylé mio2 RD dinamikajat valtoztatja meg: ESR spektroszkopiai vizsgalatok
Hattér

Az ESR spektroszkopiat régota hasznaljak a miozin
dinamika vizsgalatara. Tobbek kozott a kagylé mio2 RLC-re
helyezett spin-probaval is bizonyitottak, hogy az izomkontrakcio
soran a miozin nyaki régidban torténik rotacio (ld. kilendiild
erkar) [126]. Az emlitett csoport a Ca®" hatdsat akkor még nem
vizsgalta, bar korabban torténtek erre is, de sikertelen kisérletek

[127]. Rekombinins RLC-t mi hasznaltunk el8szér a Ca?*-
regulacié tanulmanyozasara.

Eredmények [128]

A regulacid6 molekularis hatterének feltarasat ER
spektroszkopiai vizsgalatokkal folytattuk, Belagyi Jozseffel
(Pécsi tudoményegyetem) egyiittmiikodésben. Spektroszkdpiai
probaként maleimid-TEMPO spin-probat épitettink be a
féstiskagylo RLC Metl116Cys vagy Ala42Cys mutansba® (23.

23. dabra. Trp-ok és Cys mutdns
poziciék a kagylé RD szerkezetben ~ abra) Chantler és Szent-Gyorgyi modszerét kovetve [127]. A

spin-jelolt RLC-ket rekonstiticioval juttattuk RD-be, vagy a teljes
miozinban kicseréltiik a vad-tipusit RLC-vel. A spin-jelélt RD Ca®*-kotése és a spin-jellt miozin
ATP-4z Ca?* érzékenysége a nem-jeldlt fehérjék 80-95%-a volt, azaz a jelolés gyakorlatilag nem
valtoztatta meg a miozin szerkezetét. A konvencionalis ESR spektrumokat ESP 300E (Bruker)
spektrométerrel vettiik fel, 0-30°C-on, fiziol6gias pufferben.

A szabad RLC spinjel rotaciés mozgasa igen gyors (t < 1 nsec), viszont a miozinhoz
kotédés jelentds immobilizalodast okoz (t = 0,1 us), amely erdsebb a Cys116 esetében (24. abra),
ezért a tovabbi kisérleteket ezzel a jelolt RLC-vel végeztiik. Az izolalt RD-ben a jelolt RLC spin
mobilitasa kevésbé csokkent a szabad RLC-hez képest. Mivel a miozinbol limitalt proteolizissel
eléallitott S1-en is jelentdsen mobilitas ndvekedést tapasztaltunk, kijelenthetjiik, hogy az MD ¢és a
rad domén egyiittesen sziikségesek az RD rigiditdsdhoz. Masrészt a fenti tény azt is eldrevetiti,
hogyha a miozin kiilonb6zd regulacios allapotaiban mobilitds valtozast tapasztalunk, abbdl az
allosztérikus kommunikacié megnyilvanulasara kovetkeztethetiink. A spin-jelolt RD-t 50% glicerin

' Ca**-ot nem kété ELC-kben a Trp-vel homolég poziciéban dltaldban Thr van.

crer

nem publikaltuk oket .
® A vad-tipusii kagylé miozin RLC-ben nincs Cys
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jelenlétében , lelassitottuk”, igy a Ca®*-kotés mobilitas csdkkentd hatdsa mar jelentkezett a
spektrumban. A spektrumokban minden esetben egy immobilisabb és egy mobilisabb komponenst

JMW

EGTA-ATP-state

RLC(Cys 42) Mf] A -

V V Bl ﬁﬁwml‘whw“l’w‘l
Ca-ATP-state w
Kiilonbség
spektrum H
24. dbra. Szabad és miozinhoz kotott RLC 25. dbra. 116C-RLC-miozin EPR spektruma ATP
EPR spektruma. Jjelenlétében.
A Cysl116-spin spektruma két Ca?**-kétés hatdsdra az immobilizdlt frakcié ardnya
komponensbdl all (1 és I,). 24"y, csatolasi novekszik (pontozott vonal) és immobilizaltabb lesz
allandé (folyamatos vonal)

lehet megfigyelni (I; és 1), amelyek aranyanak valtozasa, valamint az un. csatolasi allando (2A’ )
véltozasa diagnosztikus értékli a molekula belsd dinamikdjanak a kovetése szempontjabol. A
,kétallapoti” spektrumot korabban spin-jelolt simaizom RLC ESR vizsgalataval is megfigyelték
[129]. 116C-RLC-miozin ESR-spektrumaban az immobilizaltabb frakcié aranya novekszik, de a
csatolasi allandd valtozatlan, azaz ez a frakcid immoblilizaltabb nem lesz. Viszont ATP-
jelenlétében az utdbbi is valtozik, jelezvén, hogy az RD belsé mobilitdsanak megvaltozasan
keresztiill kommunikal a két funkcionalis hely (25. abra). Nukleotid-analogok esetében is
érzékelhet6 az MD és RD kommunikacidja, de az ADP csak jelentéktelen hatissal van a
spektrumra. Az MD reaktiv SH1-csoportjanak kovalens modositasa jodacetamiddal (a fejen belili
allosztérikus utvonal mentén elhelyezkedd SH-hélix jelentdségére kordbban felhivtam a figyelmet)
gyakorlatilag szétkapcsolja a rendszert. A miozin ATP-4z Ca?*-szenzitivitasa megszlnik, bar a
Ca2+-k6t6hely intakt marad (l1. tdblazat).

I1. tablazat ESR vizsgalataink bizonyitjak, hogy az RD és a MD aktiv hely
Miozin oA, I1,/1, kommunikal egyméssa12,+ s minden bizonnyal az RD belsé
(116C-RLC) |(mT) dinamikdja valtozik Ca® hianyaban, ami el6feltétele az ,, off”
Ca2+ 6.743|1.639| konformécid kialakulasdnak. Az RD tranziensen megndvekedett
EGTA 6.741J2.591| mobilitasa lehetdvé teszi, hogy a két MD ,,megtalalja” egymast és
ATP+Ca?* 6.554]1.492| az S2 régiot, amely régiok kolcsonhatasa a gatolt szerkezethez
ATP+ EGTA 16.7392.437] vezet. Eredményink bizonyitjak azt is, hogy az allosztérikus
IAATATP+Ca246.723 - kapcsolat kétiranyti az RD és MD kozott, és felhivjak a figyelmet
IAA+ATP+ 6.713 - . g . , ., . wo g s ;s

oTA a szerkezeti dinamika valtozasanak jelentdségére az allosztérikus

regulacié molekularis hatterében.
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Koda

A mi kisérleteinkkel egy idoben spin-jelolt kagyl6 RLC-vel Thomas és mtsi vizsgaltak a
kagylé6 RD mikroszekundumos rotacios dinamikajat szaturaciés-transzfer ESR-rel, s bizonyitékot
talaltak a nyak dinamikai valtozasara a relaxalt és kontrahal6 kagyl6 izomrostokban.

Mivel gyarapodott a tudasunk a Ca®* regulacié mechanizmusanak megértése terén az utobbi
évtizedben? Tortént eldrelépés kinetikai és szerkezeti téren is. Nyitrai Miklds és M. Geeves a
szabalyozas kinetikai részleteit tartak fel elegans kisérletsorozatban, gyorskinetikai modszerekkel
[130-132]. Ezek szerint a Ca** és az ADP a miozin allosztérikus effektorai, amelyek az ,,0ff” és
,on” allapot kozti egyensilyt befolyasoljak kooperativ moédon. A Ca®*-kétés a HMM kinetikai
sémajan beliil egyediill az ADP felszabadulas sebességi allandojat ndveli. Kikapcesolt allapotban
(M.ADP.Pj), a kagyloizom HMM nem kot az aktinhoz. Végs6 soron a szabalyozas aktivalo oldalat
a Ca®*-kotés hatasara bekovetkezd allosztérikus nukleotid- és aktin-hely kommunikacié biztositja
(Cca?t jelenlétében az aktin-affinitds és a nukleotid hely ADP-affinitdsa kolcsondsen csokkentik
egymast). A fej-fej-rad kolcsonhatassal jellemezhetd kikapcesolt allapotot pedig (amelyben az ionos
kolcsonhatasok jelentésége bizonyitott), legalabbis részben mas allosztérikus utvonalak, elsGsorban
az RD dinamikdjanak megvaltozdsa eredményezi. Ebben az dallapotban az MD kapcsolo-1,
amelynek pozicidja az erOkar helyzetét allitja be (nyitott <> zart, 1d. VI.2.), valosziniileg a zart
allapotban marad, ami gatolja az er6kar lecsapasat. Szerkezeti téren 01j eredmény az aszimmetrikus
,,0ff” allapot krio-EM jellemzése, amelyrél mar az irodalmi bevezetében is emlitést tettem, s amely
szerkezet altalanosan jellemzi a regulalt mio2 motorokat [78] (1d. még V1.4.)

VI1.3.3. A Ca* kotésen és a foszforilacién alapulé szabalyozas sszehasonlitisa
Hatter

Mai ismereteink alapjan elképzelhetd, hogy a két, kémiailag jelentdsen eltérd szignal
(pozitiv vs. negativ ion) ellenére a motor aktivitds kétféle szabalyozdsa hasonlé mechanizmuson
keresztiil valosul meg. Mindkét estben csak a kétfejii miozin fragmentumok szabalyozhatok, azaz az
RD és az S2 domén kdlcsonhatasa elengedhetetlen a regulaciohoz. A kérdés vizsgalatahoz rovarsejt
kultrdban, rekombindns bakulovirusok segitségével Kathy Trybus (Brandeis Univ., USA)
laboratoriumaban expresszaltunk olyan hibrid és kiméra HMM-eket, amelyek MD-ja az RLC

foszforilacigjaval szabalyozott gerinces simaizom mio2-bdl szarmazott, mig az RD illetve csak a
Ca®*-kotd ELC kagyloizom mio2 eredetii volt.

Eredmények [133]*

A konnyl lanc hibrid-kimérak (ahol az RD nehéz lanc és az ELC alegység kagyloizom
mio2-bol, mig az RLC simaizom mio2-bdl szarmazott) kettds regulaciot mutatott: alapallapotban az
ATP-az aktivitasuk és motilitdsuk gatolt, viszont aktivalni lehetett dket mind Ca2+-mal, mind az
RLC-t foszforilalo MLCK enzimmel (lII. tablazat). A kagylé6 mio2-bdl szarmazé RD-t tartalmazo
kimérak természetesen ,,csak” Ca"-kotés hatdsara mutattak aktivitast. Az eredmények azt sejtetik,
hogy az Osszes regulalt mio2 szabalyozashoz sziikséges molekuldn beliili kommunikécios ttvonal

L Kisérleti eredményeink ebben a publikicioban, mint ,,személyes kizlés” jelentek meg (késébb nem sikeriilt Gndllo
kozleményt irnunk, mivel a kollaboratorban hianyzott ehhez a kell6 akarat).
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az MD ¢és az RD kozott kozos. A RD-n beliil a k6zos elem az lehet, hogy mindkét esetben a belsd
dinamika befolyasolasan keresztiil szabalyozodik a motorfunkciot.

I11. tablazat
konstrukcio in vitro motilitas
(um/sec)

-Pi +Pi
simaizom -Ca 0 1,29+0.28
HC/RLC/ (30)

kagyl6 ELC [ +Ca [0,42 £0.09] 1,34 +0.25

(28) (22)

simaizom MD/| -Ca 0 -
kagylo RD
ELeRLD) [7oR P

*A rekombindans HMM-et rovarsejtekben a harom ldancot tartalmazoé rekombindns virussal torténd egyiittes
fertozés utan anti-FLAG-cimke affinitds oszlopon izolaltuk.. A motilitasi teszthez a motorfehérjét az S2 elleni

monoklonalis antitestekkel immobilizaltuk [134). (Zardjelben a mért mozgé aktin filamentum szama.)

Koda

A Ca* szabalyozas kinetikai hatterét réviden mar taglaltam. A foszforilacion alapuld
szabalyozas kinetikajat is tanulmanyoztak korabban simaizom miozin HMM-mel [135, 136]. Ezeket
a vizsgalatokat kiterjesztettiik a hasonld6 modon szabalyozott nem-izom miozin 11B izoformara, ahol
a regulacio és az aktin-kotés viszonyat vizsgaltuk (ez a munka Jim Sellers-szel egyiittmiikodésben
sziiletett) [137]'. Azt talaltuk, hogy mindkét fej erésen kotédik az aktinhoz nem-foszforilalt és
foszforilalt formaban is (Kq > 10 nM), fliggetleniil att6l, hogy ADP jelen volt-e. Ez az eredmény
ellentétes mind a simaizom, mind a kagyloizom HMM-mel kapott eredményekkel. A simaizomnal a
két idézett vizsgalat koziil az egyikben csak az egyik fej kotddott ADP jelenlétében — ami
kozvetleniil alatamasztana a kikapcsolt allapotra javasolt ,,aszimmetrikusan kapcsolodo fejek”
modellt —, a masikban viszont szimmetrikus aktin kotést talaltak a szerzok. A kagyléizom HMM
kikapcsolt allapotban viszont nem kotddik az aktinhoz, de az aszimmetrikus allapotban van (és csak
az egyik fej kot ADP-t). A nem-izom mio2B-vel kapott eredményeket ugy lehet 6sszebékiteni az
aszimmetrikus kikapcsolt allapot modellel, ha feltételezziik, hogy ez az allapot az ATP-az ciklus
egy, az ADP Aallapotot megel6zé intermedier lépésénél alakul ki (pl. M.ADP.Pi allapotban).
Osszegezve a kétféle regulacioval kapcsolatos jelenlegi ismereteinket, hasonldosigokat és
kiilonbozdéségeket is felfedezhetiink. A mechanisztikus hasonlosag példaul a nukleotid-kotdhely, a
regulaciés domén és a proximalis farok domén molekulan beliili kommunikacidjanak elemiben
nyilvanul meg. Bizonyitottnak tekinthetd, hogy az off-allapot mindkét rendszerben a két fej és a
proximalis S2 aszimmetrikus kapcsolodasaval jar egyiitt [77] (Id. 1V.3 és az el6z6 alfejezet).

A fiziologias kiilonbségek kovetkeztében (pl. a kagyld miozin egy gyors hardntcsikolt
izombol szarmazik, a simaizom lassi izom, amelynek fesziiltség fenntartdsa is feladata) viszont a
két illetve harom vizsgalt rendszer ,,finomhangolasaban”, az aktin-kotéhely és a regulacios elemek
kommunikécidjaban lehetnek kiilonbségek. Ez a kiilonbség tobbek kozott a gyors illetve lassu
motornal az aktin- és ADP-kotés erdsebb és gyengébb termodinamikai (€s allosztérikus)
kapcsoltsagaban nyilvanul(hat) meg. A regulacié részletes mechanizmuséanak feltarasa, legyen szo

' Ehhez a munkdhoz a hozzdjaruldsom nem volt jelentds, ezért nem vettem be a disszertdcio kozleményei kozé.
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barmelyik modozatrol, tovabbi kutatasokért kiallt. A ,,miozinolégusok” nagyon varjak mar a HMM
atomi felbontast szerkezetét, amely azonban egyeldre ellendllt a kristalyositasi kisérleteknek™.

V1.3.4. A Physarum miozin Ca**-kétéhely azonositasa és jellemzése
Hattér

Physarum polycephalum nyalkagomba plazmédiumban megfigyelheté gyors, oszcillatorikus
(2-3 percenként iranyt valtd) citoplazma aramlast aktomiozin kontrakcié hajtja és az intracellularis
Ca®" koncentracio szabalyozza [74, 138]. Kohama és mtsi mutattdk ki, hogy a mio2-t a Ca®" gatolja,
s a Ca’"-kotd alegység az ELC [139]. Felmeriilt a kérdés, hogy a Ca®*-kétShely hol talalhaté az

ELC-ben, s mi lehet a Ca2+-gét1é1s mechanizmusa. El6szor vad-tipusti és mutans ELC-k és RD-k
Ca®*-kotését vizsgalatuk, majd sikeresen kristalyositottuk az RD-t Ca®* jelenlétében (V1.3.4.).

Eredmények [104]

A rekombinans ELC-t és RD-t E. coli expresszios rendszerben allitottuk eld. Az utdbbi
esetben az RD harom lancat ko-expresszaltuk, s a sejtben a komplex 0sszeéllt, nativ formaban
lehetett izolalni. A Physarum ELC szekvencia analizise alapjan az elsé és harmadik EF-kéz
motivumot kanonikus, mig a negyediket Gn. 6si motivumkeént [140] potencialis Ca?*-kotéhelynek
prediktaltuk (IV. tablazat).

IV. tablazat
Physarum ELC

EF-1 (15-26) D K D N D G K V S I E E
EF-2 (41-52) A E L NA K E F DL A T
EF-3 (86-97) D K E G N G T I Q E A E
EF-4 (111-122) S VvV S G D G A I N Y E S
DictyosteliumeLC D K D N D G K V S V E D
EF-1 (16-27)
eml6és CaM D K D G D G T I T T K E
EF-1 (19-30)
A. irradians ELC D FW - DGR DG A V D
EF-1 (20-30)
A.irradians ELC D R E G Q G F I S G A E
EF-3 (95-106)
A.irradiansRLC D V D R D G F V S K E D
EF-1 (29-40)
Physarum RLC D S E R T G F I T K E G
EF-1 (29-40)
konszenzus D ¢ 0o- ¢ -0- G * h -0- ¢« = E

X y z -y -X -2

*: 4 hélix-hurok-hélix EF-kéz motivumbdl a Me**-kété hurok szekvencidk. Az utolsé sor a fém-koordindlasban
résztvevo poziciokat jeloli. Sarga hattérrel a funkcionalis helyeket, pirossal az Ala mutdcioval vizsgalt ELC
aminosavakat jeloltem. A kagylo funkciondlis EF-kéz motivuma NEM kanonikus szekvencia

! Tudomdsom szerint eddig a legbiztat6bb kristdlyositdsi kisérleteket Caroly Cohen laboratériumdban, részben veliink
egyiittmiikodve, Loligo HMM-mel torténtek
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Korabban a kagyld6 ELC-ben a harmadik EF-kéz motivumot josoltak funkcionalisnak, de
mutagenezis vizsgalatok bizonyitottak, hogy nem ott van az RD Ca®*-kitShelye [141]. Ugyanez
tortént a Physarum mio2 Ca’*-kotéhely vizsgalatanal is, nevezetesen a harmadik és negyedik EF-
kéz kritikus fém-koordinal6 helyeinek Ala mutacidja nem okozott valtozast a az ELC és az RD Ca**
kotésében. Az elsd EF-kéz —z Glu-Ala csere sem tette tonkre a Ca®* kotést (amellyel elséként
probalkoztunk), amit végiil csak a tablazatban jelzett harmas mutacioval sikeriilt elérniink. Ez a tény
mar arra utalt, hogy a Physarum ELC Ca2+-k6t6helye valoszinlileg nem kanonikus szerkezetli a
Ca®*-kotott formaban. Erdekes modon a Dictyostelium ELC-ben is talaltunk egy funkcionalis
helyet az els6 EF-kéz motivumban, ennél a miozinnal azonban az ATP-az aktivitdst nem
befolyasolja a Ca®-kotés. A Physarum miozin és az rekombinans RD kett6 illetve egy Ca*"-ot kot
(a miozin Ca®*-kotésének 2 mM Mg®" jelenlétében egyensulyi dializissel mért Kg-je 4,4 pM). A
kotdhely csak részlegesen specifikus Ca*-ra, fizioldgias kériilmények kozott Mg -ot is kothet (ami
azonban nem befolydsolja az ATP-4z aktivitést), ezért tranziens kinetikai modszerekkel vizsgaltuk a
kétféle kétértékli kation kicserélddési sebességét (26. abra). Az RD Ca?* disszociacio sebességi
allanddja megegyezik a Ca**-CaM esetében mért kop-nal [142] és ~10-szer lassabb a kagylé RD
mint a citoplazma aramlas). A Mg2+ Kot €rtéke joval gyorsabb, mint pl. a csak szerkezeti szerepet
betdlts Mg?* disszociacié a kagyldo RLC-r8l. Az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vontuk le,
hogy a Ca?* a regulacidhoz szilikséges iddskalan kotddni tud, s a miozin gatlasan keresztiil ledllitja a
plazmoédium citoplazma aramlasat (amely gatlas a masodperces idéskalan mozog [138]).

—-—| Ca*dissz. ELC | ko=671,15"
------------ Ca? dissz. RD | ko= 2,035
----[ Mg* dissz. ELC | ky= 18,08 ™
——| Mg* dissz. RD | kos=1,08s"

Relativ fluoreszcencia

0.01 01 1 10
1d6 (logsec)

26. dbra. Kétértékii kationok disszocidcioja ELC-rél és RD-rol
,,Stopped-flow” tranziensekhez exponencialis fiiggvény illesztve. Szignal: |AEDANS-
Jjelolt ELC, Quin-2 (RD Ca**-dissz.), Calcium Green 5N (RD Mg?")

V1.3.5. A Physarum miozin RD térszerkezete
Hattér

A Physarum RD kristalyszerkezeti modell elkésziilte eldtt egyediill a kagylo RD
nagyfelbontasti szerkezete (2,0 A, PDB: 1WDC) volt ismert [41]. Ezenkiviil két mio5 IQ-CaM
(illetve CaM-szerti LC) komplex szerkezetét hataroztdk meg, az utdbbiakat azonban csak apo-
formaban [143, 144]. A kagylé RD szerkezet kiilonlegessége, hogy az ELC N-doménben nem
tortént meg a CaM szupercsaladra altalanosan, bar nem kizarolagosan jellemz6 Gn. zart — nyitott

konformacids atmenet a Ca®*-kotés hatésara [140]. Ennek az okat Houdusse és Cohen abban lattak,
hogy a kagyldo ELC els6 EF-kéz motivuma nem-kanonikus szekvenciaju (a Ca®*-k6té hurok nem
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12, csak 11 aminosavbol hossza, 1d. III. tablazat), s ezaltal a Ca**-koordinacié is egyedi. A
Physarum ELC mutagenezis vizsgalata elGrevetitette, hogy ebben az RD-ben is zart konformacioju
lehet az ELC Ca’*-kotott N-doménje. Az RD kristalyositasat és a rontgendiffrakcios munkat az

ELTE-MTA krisztallografiai csoportjaval egyiittmiitkodve végeztiik.

Eredmények [7]

A Physarum miozin ELC Ca*-kétésének nem-kanonikus viselkedésére szerkezeti
magyarazatot a Ca* -telitett RD térszerkezeti modellje adott, amelyet 1,8 A-6s felbontasban sikeriilt
meghataroznunk (PDB kéd: 2BLO). Ez a mdasodik, de a legjobb felbontdsu szerkezet barmely
miozin teljes nyaki régiojar6l. A Physarum RD els6 pillantasra nagy hasonldésagot mutat a kagylo
RD szerkezettel (27. abra). Az LC-k antiparallel moédon o6lelik koril az a-helikalis HC

Physarum RD

27. dbra. A Physarum és kagylo mio2 RD térszerkezetének dsszehasonlitisa
HC: sziirke, ELC: piros, RLC: cian. PDB: Iwdc (kagylo) és Inkn (Physarum)

fragmentumot. Az RLC N-terminalis doménje a fej-rad csuklonal, a HC fragmentum C-terminalis

crer

crer

CaM komplexekhez). Az ELC N-terminalis domén, a kagyl6 RD-hez hasonloan zart allapotban
van, annak ellenére, hogy az els6 EF-kéz motivum a CaM szupercsaladra jellemzd kanonikus
szekvenciaju (28. abra és IV. tablazat).

A szerkezetbdl kitlinik, hogy az ELC N-doménjében azért nem tortént meg a zart—nyitott
konformécios atmenet, mivel a Ca?*-koté EF-kéz hurokrészének 12. aminosava, egy Glu (amely a
kanonikus Ca?* két6helyeknél két oxigén ligandummal vesz részt az ion koordinacios kétésében)
térben tal messze van a kotdtt Ca®*-t6l (29. abra). A Ca®* csak a hurok elsd felével alakit ki kotést,
oktaéderes geometridaval (az altaldnosabb hetes pentagonalis bipiramis koordinacidéval szemben). A
,kiesett” Glu szerepét egy vizmolekula veszi at. Ez a kevésbé rogzitett viz, az oktaéderes ligandum
térrel egyiitt megmagyarazhatja a kotéhely kevésbé specifikus voltat (VI.3.2.). A zart szerkezet
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stabilizalasat egyrészt az ELC-nek az RLC-vel és a nehéz lanccal kialakitott kolcsonhatasai
jarulhatnak hozza, masrészt az a tény, hogy az ELC N-terminalis doménje a kanonikus CaM
doméntdl eltéréen csak egy funkcionalis EF-kéz motivumot tartalmaz. Szintén hozzajarulhat a zart
szerkezethez, hogy hianyoznak a Physarum ELC N-doménbdl a nyitott konformaciot stabilizald
Met aminosavak [145]. Ugy gondoljuk, hogy ez a szerkezet a domén zart — nyitott
izomerizacidjanak mintegy az atmeneti allapotaban ,,fagyott be”. A kovetkeztetéslinket alatamasztja

—
-
Glu26

Ca**-CaM apo-CaM \ Aspl$

nyitott zart = 1
Lys21 Y. hsp”

Physarum

§ mutant CaM
scallop
Aspl5

29. dbra. A Physarum mio2 RD Ca* -kotéhelye
(bal) Az ELC elsé EF-kéz motivuma, kiemelve a Ca®*-
’ koordindcioban résztvevd oldallancokat; (jobb) A
Physarum RD ésszehasonlitisa egy mutans CaM és a

kagylé RD Ca**-kistShelyével
kagylo ELC Physarum ELC

zart zart

28. dbra. EF-kéz motivumok nyitott és zdrt
szerkezete

egy mostanaban meghatarozott CaM mutans térszerkezete (PDB: 1Y6W), ahol a zart allapotot egy
diszulfid-hid stabilizlja és ahol a Ca?* a mi szerkezetiinkkel megegyez6 modon kotédik az N-
terminalis doménhez [146] (29. abra).

Az Physarum RD  szerkezet tovabbi
érdekessége, hogy az RLC N-terminalis domén nem
kot keétértekli  kationt, ennek ellenére nyitott
konforméacioban van. Ennek az az oka, hogy a nehéz
lanc triptofan-gazdag kampd régidja (egyébként az
amfipatikus CaM célszekvencidkhoz hasonloan)
stabilizalja a nyitott domén szerkezetet. A nehéz lanc
fragmentumok az ismert szerkezetekbdl egymadsra
illesztve azt latjuk (30. abra), hogy az a-hélix egyrészt
a két IQ motivum kozott, masrészt a kampd régioban
hajlékony. Ebbdl kovetkezden a kiilonb6zé mio2
motorokban a fej és a rud orienticidja egymashoz
képest jelentdsen eltérhet, aminek funkcionalis
kovetkezményei is lehetnek.

30. d@bra. Az RD nehéz lancok osszehasonlitisa. Megprobaltuk az apo-RD  szerkezetét 1is
Physarum: lila,kagylo: magenta, csirke: cian — meghatarozni, de a kristilyok EDTA-val torténd
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kezelése tonkretette azokat, illetve Ca®* hidnyaban nem kaptunk jol diffraktalo kristalyokat. Ennek
egyik oka lehet, hogy az RD belsé mobilitisa nagyobb az apo formaban. Ezt a lehetdséget
hidrogén-deutérium kicserélédési €s molekularis dinamikai szimuléacios kisérletekkel vizsgaltuk.
Mind az in vitro, mind az in silico modszer azt mutatta, hogy a globalis flexibilitas megnovekszik a
Ca®*-mentes RD-ben. A dinamikai szimulacio alapjan azt is feltételezhetjiik, hogy az apo-
komplexben a két RLC kapcsolata meglazul (csokken a kdlesonhatasban 1€vo felszini hurkok kozti
H-hidak szama), ami az egész miozin esetén hozzdjarulhat a domének kozotti szegmentalis
flexibilitas novekedéséhez, ami részben ,,szétkapcsolhatja” az MD ¢és az RD kommunikacidjat, s az
aktivitas gatlasahoz vezet.

Osszefoglalva, eredményeinkbdl az kdvetkezik, hogy (1) ha a egy mio2 kénnyt lanc Ca*"-ot
illetve nem-konszenzus szekvencia a kagylo ELC-ben) és a kotés kivaltotta konformaciovaltozas
funkcionalis kovetkezményétdl (aktivalas vagy gatlas), a kotShelyet tartalmazd domén zart
konformécioban marad; (2) a ,.,klasszikus” zart-nyitott konformacios atmenet nélkiil is képes a Ca*-
kotés szabalyozd szerepet betdlteni. A Physarum RD szerkezet alapjan levont legfontosabb
kovetkeztetésiink tehat, hogy miozinokban talalhaté kanonikus EF-kéz motivumhoz a Ca?* nem-
kanonikus modon is tud kétédni [140, 147]. Miozinhoz kotott Ca®*-CaM szerkezetet egyeldre még
nem ismeriink. Lehet, hogy ebben az esetben is a Ca’* kotés hatasara zart konformacioban marad a
CaM domén. Elképzelhet6 az is, hogy a Ca’®*-kotés hatasara bekdvetkezd izomerizacié miatt a CaM
disszocial a miozin nyak régiobol, mint azt példaul a mio5 esetében meg is figyelték [148].
Alternativ lehet0ség, hogy csak a CaM egyik doménje valik le az MHC-r6l, s ez a domén esetleg
kapcsolodni tud egy masik 1Q motivumhoz [144].

Koda

Mit tudtunk meg az eddigi kutatdsok alapjan a kétféle konvencionalis miozin Ca*-
szabalyazasarol ? A Physarum miozin Ca?*-gatlasanak molekularis hatterét igy magyarazzuk, hogy
az ELC Ca**-kotésének hatasara az RD flexibilitasa csokken, aminek kovetkeztében a motor domén
¢és az RD kapcsolata 1s ,,fesziiltté” valik, €s ezaltal csokken a motorfehérje aktivitasa. A kagylo izom
miozinban Ca®*-kétés hatasara pontosan az ellenkezd véltozas torténik: az RD merevebbé valasa az
off szerkezetet stabilizald kolcsonhatasok megsziinéséhez és a motor aktivalasahoz vezet.
Bizonyitottuk, hogy mindkét esetben az RD szerkezeti dinamikdjanak megvaltozasa lehet az
allosztérikus szabalyozads egyik, ha nem a legfontosabb kulcsmozzanata. Mig a kagylé miozin
motorfunkcigjat és ezéltal az izomkontrakciot az ELC Ca®*-kétése molekularis kapcsoloként
szabalyozhatja, addig a Physarum mio2 ELC Ca®*-kétése inkabb csak modulald szerepet tolt be a
motor szabalyozasaban (hiszen az ATP-az aktivitas csak ~60%-kal csokken [74]), de ez az
aktivitascsokkenés a citoplazma dramlés oszcillacigjat szabalyozni tudja.

A Physarum mio2 Ca®* regulécié mechanizmuséanak tovabbi részletei szerkezeti és kinetikai
vizsgalatok tarhatjadk fel. A Ca?*-aktivalt kagyld mio2-nél mar taglaltam az aszimmetrikusan
immobilizalt fejek szerepét [149], s hivatkozom az nukleotid- és Ca?*-kétShely kooperativ
miitkodésén alapuld kinetikai modellben feltart mechanizmusra [131]. Hasonld kinetikai
vizsgalatokat terveziink az altalunk sikeresen eldallitott rekombinans Physarum HMM
fragmentummal [108].
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V1.4. Miozin-11 coiled-coil domén: szerkezet-funkcio és szerkezeti biologiai vizsgalatok

A coiled-coil a fehérjék vilaganak leggyakoribb dimerizacios motivuma (de 1éteznek harom,
négy, sot otlanca szuperhélixek is). A kétfejii mio2-t is a hossza rad régié coiled-coil szerkezete
tartja Ossze, amely szerkezeti elem biztositja a nem-processziv mio2 motor filamentumma
szervez6dését, kozvetiti a fejekben az er6generalas soran fellépd fesziilést, és részt kell, hogy
vegyen a miozinok utobbi idében felismert mechanikai szabalyozasaban. Végiil a disszertacioban
kozolt eredmények szempontjabol legfontosabb szerepe, hogy esszencialis a mio2 szabalyozasaban.
Az alabbi fejezetben a fej-rud csuklorégid (a proximalis S2) coiled-coil szerkezetével és a mio2
szabalyozasaban betoltott szerepével foglalkozom.

V1.4.1. A kagylé miozin rad N-terminalis coiled-coil régiéja instabil szerkezetii
Hattér

Az coiled-coil szuperhélix két (vagy tobb) olyan o-hélixek kozott alakul ki, amelyben az
egymast kovetd heptadok elsd és negyedik aminosav oldalldnca hidrofob természetii. A két lancot
az igy létrejové hidrofob felszin, mintegy varrat tartja dssze®, amit aztan az o-hélixek felszinén
elhelyezkedd toltéssel rendelkezé oldallancok kozott 1étrejové sohidak tovabb stabilizalnak [150].
A legszabalyosabb cc szekvencia az elsdsorban DNS-koté fehérjékben el6forduld Leu-cipzar
motivum, mig a hosszu cc szekvencidkra kevésbé jellemzo a szabalyossag. Az utobbi kategoriaba
tartoznak a miozinok is. A miozin S2, LMM ¢és rovidebb fragmentumival konyvtarnyi irodalom
foglakozott, amibdl csak annyit jegyeznék meg, hogy a legtdbbet tanulméanyozott vazizom mio2 S2
régiobdl szarmazo, még stabil proteolitikus fragmentumok mérete sajat vizsgalataink szerint ~20
kDa [151]. A kagyl6 miozin S2 kiilonb6z6 hosszusagu fragmentumait, valamint az RD-nek az el6z6
konstrukciokkal meghosszabbitott valtozatait rekombindns fehérjeként allitottuk el és biokémiai
modszerekkel, CD spektroszkopiaval és elektronmikroszkopidval vizsgaltuk a dimerizacios
képességiliket.

Eredmények [152]

Meglepetésiinkre azt talaltuk, hogy a tobbi konvencionalis miozint6l eltérden, a kagylo S2
domén O6nmagaban alig asszocial (Kgq > 1 mM), viszont ha a fej-rad régié intakt (RD+S2), a cc
dimer kialakul, tehat az RLC stabilizalja a fej-rad csuklo régiot. Igaz, hogy a ~350 aminosav
hossztsaga konstrukcié dimer-monomer egyensulya is (Kq ~10 pM) instabil molekulara utal.
Erdekes modon, bizonyos nehéz lanc hosszusagnal a fiziologias parallel dimerek helyett antiparallel
coiled-coil molekulak alakultak ki. Ezt a jelenséget, hogy ugyanaz a cC szekvencia mindkét
orientacioban stabil dimert képez, eddig csak tropomiozin fragmentumoknal figyelték meg [153]. A
rovidebb kagyld rekombinans S2 cc dimert alkotott, amennyiben mindkét végére diszulfid-hidat
épitettiink (CD spektroszkdpiaval mérve ~100% hélix-tartalmat mértiinkz). Eredményink kisérleti
bizonyitékot szolgaltattak a regulalt kagyldo mio2 fej-rud régid instabil voltara, alatamasztvan azt az
elképelést, hogy a cc szerkezet dinamikus viselkedése funkciondlisan fontos szereppel birhat.

1 A heptad poziciokat kisbetiivel, a-t6l h-ig jeléljiik. Ennek megfeleléen a hidroféb varrat az ,a” és ,,d” pozicié kizétt
jon létre

® Megjegyzendd, hogy nem dimerizdlédé S2 konstrukciok szerkezet nélkiiliek lancok, azaz a dimerizdcié kétallapotii
rendszernek tekintheto, egyszalu a-hélixek nincsenek (de ld. VI1.6.)
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V1.4.2. A legels6 miozin rud fragmentum térszerkezet: egy instabil coiled-coil
Hattér

Bar coiled-coil dimer szerkezetet Francis Crick mar 1952-ban megjosolta [154], az els6
nagyfelbontasu szerkezeti kép csak a mult szdzad kilencvenes éveiben, a GCN4 transzkripcios
faktor Leu-cipzar motivumanak kristalyositasa utan sziiletett meg [155]. A fibrozus a-helikalis cc
fehérjék kristalyositasa sokdig megoldhatatlan feladatnak tiint, hiszen ezek altaldban nem tokéletes
cc-k, azaz rovidebb fragmentumaik nem dimerizdlnak, a hosszabb molekuldk viszont
parakristalyokat képeznek (kordbban mi is vizsgaltuk a véazizom mio2 LMM fragmentumok
parakristalyait [156]). Ezért a miozin rad fragmentumok, illetve a fej/rud régié szerkezetvizsgalata

is sokat késett. A szerkezeti clvek alapjan késziilt ugyan egy ab initio modell a mio2 fej-rad
csuklorol, ez azonban a valos szerkezet stabilitasarol és dinamikajarol keveset arult el [43].
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31. abra. A kristalyositashoz hasznadlt konstrukcio (B), a 32. abra. Az S2 kiméra CD spektruma
pozicidja az,,on” és ,,off” szerkezetii mio2-ben (4,D) és Tipikus reverzibilis a-helikdlis coiled-coil
az eqyik S2 szerkezet (C) (' mdegao/mdegags > 1), piros: hddenaturdcié utin

Eredmények [6, 9]*

Egy egyszerii ,triikkkel” sikeriilt a kagyld (A. irradians) harantcsikolt izom miozin
proximalis farok doménjét (pr-S2) kristalyositasra alkalmas dimer formaban eldallitanunk.
Feltételeztiik, hogy az egyébként instabil pr-S2 szekvencidt dimerizalasra késztethetjiik, ha egy
Leu-cipzarral kiméra fehérjét hozunk létra. A farok domén tradiciondlis hatarat jelentd konzervativ
Pro835 utani 51 aminosav C-terminalis végéhez (7 heptad ismétlodés), egy Gly-Ser linkeren
keresztiil az éleszté6 GCN4-bdl szarmazd Leu-cipzart (4 heptad) fuzionaltunk, gy hogy a heptad
regiszter megmaradjon (31. abra). A kimére S2 CD spektruma reverzibilis coiled-coil szerkezetet
mutat (32. abra)

Az igy kialakitott kiméra E. coli expresszids rendszerben konnyiiszerrel eléallithatd volt,
szobahdmérsékleten stabil dimert alkot (CD spektroszkopiaval kovetett hddenaturacio alapjan: Ty, =
51,3°C, Id. 39. 4bra), és szerencsénkre rontgendiffrakcidos vizsgalatokra alkalmas kristdlyokat
képzett. A szerkezeti munkat Carolyn Cohen csoportjaval egyiittmikodve (Brandeis Univ., USA)
végeztiik. Két kiilonbozd homérsékleten, harom kristalyformédban 6sszesen 6t S2 dimer szerkezetét

1 I . cr o1 ’ roo. . s ’ ’ . ;o ’
A kisérleti koncepcio kidolgozasa, a fehérje munka teljesen, a szerkezetek kiertékelése és a cikkiras részben a
csoportunk hozzdjaruldsa.
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hataroztuk meg (33. abra), ami tény mar 6nmagaban igazolja, hogy a fej-rad csuklo régioban a cc
szerkezet flexibilis.

A proximalis S2 kristalyositasaval, paradox mddon, egy instabil cC szerkezetet sikeriilt
vizualizalnunk. A szerkezetek szamos olyan tulajdonsdgot mutatnak, ami a flexibilitas illetve
instabilitas fizikai alapjat képezi. Az N-terminalis 14 aminosava rendezetlen szerkezetii. A Leu-
cipzartél az N-terminalis iranyaban fokozatosan valik instabilld a cc, amit tobbek-kozott a
szuperhélix atméréjének novekedése (9-10 A-rél 11 A-re) és szamos ,core”, azaz az
intermolekularis hidrofob varratot alkotd6 a és d poziciokban 1évé oldallanc elégtelen
,csomagolodasabol” adodik (34. abra). Feltiind, hogy a meghatarozott szerkezetben nincs egyetlen

866-871 873-878 880-885
I —

34. abra. Rosszul eltemetett apolaris S2 ,,core”
aminosavak a lanckozti séhidak hianya miatt.
Egy-egy heptad abrazolva. Oldoszer hozzaferesi teriilet a
harom S2 heptad ,,core” poziciokban 22-27 /fz, a Leu-
cipzar ,,g-e "sohid mellett13-18 A?

33. dbra. Proximalis S2 szerkezetek egymasra illesztve
PDB: Inkn, 3bat, 3bas. Néhany ,,a” és ,,d” pozicioban lévd,
aszimmetrikus vagy rosszul ,,csomagolodo” aminosav par
kiemelve; a hélix vastagsdga a krisztallogrdfiai B-faktorral
novekszik

lancok kozotti s6-hid sem (elsésorban a g-e’ ionparoknak van fontos cc stabilizdld szerepiik),
aminek kovetkeztében tobb apolaros ,,core” oldallanc is kitetté valik a vizes fazis felé. Kimondottan
instabilizal6 szerepe van az a pozicioban elhelyezkedd két Lys oldallancnak és a kanonikus coiled-
amelyek rdadasul aszimmetrikusan helyezkednek el dimer két lanca kozott. Szamos oldallanc
kiilonb6zd konformaciot vesz fel a két szerkezetben, s nem alakitja ki a kanonikus ,,biitykok-a-
lyukakban” (knobs-in-the-holes) illeszkedést a két lanc kozott. Lys 867-es pozicional az S2
dimerekben a cc hajlasa kiilonbozik. Ezen régié funkcionalis jelentdségére utal, hogy a B-szivizom
MHC-ban egy pontmutacié ordkletes hipertrofias kardiomiopatiahoz vezet.

A 16 °C-on kristalyositott S2 fragmentum N-terminalis 14 aminosava rendezetlen szerkezetii
volt, ellenben a 4°C-on kapott kristalyformakbol késziilt modellekben az dsszesen hat lanc koziil
kettoben a teljes proximalis S2 szerkezet, beleértve a fej-rad csuklot (Pro835- Leu837) lathatova
valt (x. abra). Az utobbi nem-helikalis (nyujtott coil) szerkezetli s elfelé néz a cc tengelytol. A
korabban meghatarozott kagylo mio2 RD (és S1) valamint az altalunk meghatarozott Physarum
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mio2 RD [7] szerkezetekben ez a régio, annak ellenére, hogy egy hélix-t6r6 Pro-t tartalmaz,
majdnem szabalyos a-helikalis szerkezetli volt, koszonhetden egy érdekes, az RLC Leul7 hidrofob
knobs-in-the-holes stabilizalo kolcsonhatasnak (azaz egy

Heavy Chain tipikus cc lanc Osszetartd motivumnak) (x. abra).
Helix Kovetkezetéslink, hogy valoszinlileg a fej-nyak csukld az
835

,on” allapotban folyamatos o-hélix, viszont a Ca®*-mentes
»off’__allapotban az RLC elmozdulasa kovetkeztében
destabilizaloédik, s a proximalis S2 minimalisan néhany

L.837 ) . .
aminosava is random coil szerkezeti lesz, ami
clengedhetetlen feltétele az aszimmetrikus fej-fej-farok
RLC HelixhA gatolt konformacio kialakulasahoz. Masik

kovetkeztetésiink, hogy a tényleges fej-farok hatar NEM az
eddig valoszintisitett konzervativ prolin, hanem val6jaban a
35. dbra. Az RLC stabilizdlja a fej-riid Leu836 ¢és Leu837 kozotti peptidkotésnél van (mio2

csukloé (Pro835-1Leu837) a-helikdlis szekvenciak Osszehasonlitdsa is azt mutatja, hogy a Pro835-
szerkezetét

Physarum RD (PDF: 2b10) Leu837 tripeptid invaridns, mig az utdna kovetkezd

aminosavak konzervaltsdga joval kisebb. Az alacsony
hémérsékleten kristalyositott S2 N-terminalis cc szerkezete kimondottan instabil — a cc atmérdje 12
A-re ndvekedett, szintén nagyobb lett a lokalis szuperhélix menetmagassdg —, mindez tovibb
val6szin(isiti, hogy egy dinamikus, a miikodés soran coiled-coil«» random coil atmenetre képes
szerkezetet vizualizaltunk.

A Nature-ben kozolt legelsé miozin cc szerkezeti munkank [9] utan kozoltek egy szivizom
mio2 S2 fragmentum (126 aminosav) kristalyszerkezeti modellt [157]. Ez a fragmentum
Oonmagaban is stabil dimert képez, s a CC is stabilabb térszerkezetii, mint a kagylé pr-S2 (36. abra).

C2-B chain P21_C chain
Proline L.837

Prolines

36.dbra. A kagylo és szivizom proximdlis S2 szerkezet dsszehasonlitisa az
N-terminalis régioban.
A két teljesen legstabilabb kagylo S2 lanc (PDB: 3bas, 3bat) és a szivizom
S2 szerkezet két lanca (PDB: 2fxo), egy sohid kiemelve

Itt is talalhatok nem-kanonikus ,,a” és ,,d” pozicioban 1évé aminosavak, amelyek aszimmetrikusan
helyezkednek el, s a két lanc egymashoz képest kissé eltolt helyzetét (stagger) okozzak az N-
terminalis kozelében. A szerzOk szerint ez az eltolds lehet a szerkezeti oka a mio2 két fejének
alapvetd (tehat a bekapcsolt allapotban is fennalld) aszimmetridjat. Ezt az allitast cafolja, hogy a
sokkalta aszimmetrikusabb ,,0ff” allapotot felvenni képes kagyldo mio2 egyetlen S2 modelljében sem
latunk jelentds axialis eltolodast a két lanc kozott. A kristalyositott szivizom S2 fragmentum
hosszabb volta viszont lehetévé tette, hogy lathatova valt annak a negativ toltési ,,gylirtinek”
(Glu894-Asp906) a szerkezete, amely a regulalt mio2 kikapcsolt szerkezetekben ionosan
kapcsolddhat a blokkolt fejhez.
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Koda

A Leu-cipzar otletem alapjan a Carolyn Cohen csoportja, masokkal egyiittmiikodve a
tropomiozin atomi felbontast szerkezetvizsgalata terén is attdrést hajtott végre [20, 158, 159]*. Az
altalunk meghatarozott miozin rad fragmentum szerkezettel egy funkcionéalisan minden bizonnyal
instabil fehérje szuperhélixet sikeriilt vizualizalnunk. Ez a tulajdonsag a miozin szupercsalddon
beliili nagyfoku funkciondlis valtozatossag egyik szerkezeti megnyilvanulasa lehet. A dinamikus
proximalis S2 szerkezet egyrészt a fej és a rud kozotti allosztérikus kommunikacié egyik szerkezeti
alapjat biztositja — a Ca®* disszociacio az ELC-b8l a miozin nyaktol ,lefelé¢ és folfelé” is
érzékelhetd dinamikus szerkezeti valtozast indukalhat (lasd még [104]), ami a fej-rad csuklonal
1év6 a-hélix és coiled-coil lokalis ,,letekeredését” okozhatja, ami lehetévé teszi az aszimmetrikus
fej-fej és fej-rad kolcsonhatasokat, azaz a kikapcsolt szerkezet kialakulasat okozza, persze csak ha
nukleotid-hely is kommunikal az RD-vel (Id. még [128]). Masrészrél viszont ennek az instabil
szerkezetnek elég stabilnak kell lennie, hogy biztositsa a motorfunkcid soran az optimalis eréatvitelt
[160], illetve az er6generalashoz sziikséges elasztikussagot [161]. Erre a kett6s szerepre a természet
elegans és optimalis megoldasa ezek szerint a ,,csokkentett stabilitast” coiled-coil.

V1.4.3. A mio2 motorok szabalyozasa és a proximalis S2 stabilitasa
Hatter

Mar tobbszor emlitettem, hogy a regulalt miozinok szabalyozhatésdgahoz elofeltétel a fej-
rad csuklo intakt volta (,,kétfejliség”), s a proximalis S2 minimum hossza [162]. A regulalt mio2-k
kikapcsolt allapotdban az aszimmetrikus fej-fej kapcsolodéas valdszinilileg csak a proximalis cc
részleges letekeredésével johet 1étre [79, 163] (37. abra). Bar ezen a téren az irodalmi adatok
egyébként ellentmondasosak, nem minden eredmény tdmasztja ald az 4bran bemutatott modellt
[164]. De vajon a mio2 S2 szekvenciak illetve szerkezetek Osszehasonlitasa alapjan meg tudjuk-e
kiilonboztetni a regulalt- és nem-regulat miozinokat? Mds szdval a szabalyozas szerkezeti alapjdhoz

hozzajarul-e a proximalis S2 dinamikai ,.finomhangoldsa”? Erre a kérdésre kiilonb6z6 mio2
proximalis S2 fragmentumok szekvencia analizise és stabilitasvizsgalata adta meg a pozitiv valaszt.

37. abra. Simaizom HMM ,,off” szerkezet.
Krio-EM képrekonstrukcio (PDB:1i84). Piros kor:
letekeredett S2, zold: Pro835

1 A tropomiozin kristdlyositis gyorsabban haladt, a szerkezetek el6bb elkésziiltek.
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Eredmények

Rekombinédns regulalt (kagyldo és simaizom mio2) €s nem-reguldlt (emlds vazizom ¢€s
szivizom mio2) miozin proximalis S2 fragmentumok (51 aminosav hosszisag + Leu-cipzar minden
esetben) szekvenciait illesztve kitlinik, hogy a regulalt mio2 esetében joval tébb ,,a” és ,,d”
pozicioban talalunk nem-kanonikus (poldros) aminosavat, illetve feltind a sohidak hidnya (38.

abra).

kagyld vaz PLLSTARQEEEMKEQKLOMDKMKEDLAKTERIKKELEEQNVTLLEQKNDLF
sima PLLQVTRQEEEMQAKDEELQRTKERQQOKAEAELKELEQKHTQLCEERKNLLQ
sziv (rat) PLLKSAETEKEMANMKEEFGRVKDALEKSEARRKELEEKMVSLLQEKNDLQ
sziv (hum) PLLKSAEREKEMASMKEEFTRLKEALEKSEARRKELEEKMVSLLQEKNDLQ
gerinces vaz PLLKSAETEKEMANMKEDFEKAKEDLAKSEAKRKELEEKMVALMQEKNDLQ
regiszter defgabcdefgabcdefgabcdefgabecdefgabecdefgabecdefgabede

38. abra. Proximalis S2 szekvenciak illesztése.
Piros: ,,a” és ,,d” pozicioban nem-kanonikus aminosav; kék: lanckozotti sohidak; félkovér fekete: a
tényleges fej-rud hatar

Ebbdl a ténybdl mar valoszinisitettiik, amit a CD spektroszkopias és kalorimetrids vizsgalatok
megerdsitettek, nevezetesen, hogy a kozvetleniil szabalyozott miozinokndl az aszimmetrikus
,»visszahajlott fejii” kikapcsolt allapot eldfeltétele az alacsonyabb hdstabilitasu, flexibilis(ebb)
proximalis cc szerkezet (39. abra).
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39. abra. Regulalt és nem-regulalt mio2 proximdlis S2 fragmentumok hostabilitis mérése
CD spektroszkopidaval (b) és DSC madszerrel (j).
A 222 nm-n mért ellipticitas valtozasat kovettiik. Ty, olvadasi hémérséklet (50% cc dimer,
50% random monomer, kétallapotu modellel szamolva)

A Leu-cipzar nélkiili szivizom mio2 pr-S2, ellentétben a kagyld és simaizom hasonld
fragmentumokkal, dimert képez. A simaizom pr-S2 relative nagyobb stabilitasat a kagylo pr-S2-hoz
képest (Tm= 62°C vs. 51°C) magyarazhatja az a tény, hogy a fej-riid csuklotol két heptad egységre
az el6bbiben talalhato egy-egy g-e’ és d-e’ sohid. Ugyanakkor a nem-regulalt mio2 szekvencidkban
mar az elsd heptadban is vannak lancko6zotti ionparok. A simaizom S2 sohid stabilizald hatésat

"o

hely-specifikus mutacids kisérleteink is megerésitették. A simaizom S2 nagyobb stabilitasat
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molekuléris dinamikai szimulacidkkal is megerdsitettiik (40. ébra)l. Mi lehet a kagylo pr-S2

Molecular dynamic simulations
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40. abra. Proximalis S2 molekularis dinamikai szimuldcio.
s¢S2s: kagylo pr-S2, SmS2s: simaizom pr-S2

kiilondsen instabil szerkezetének a fiziologids oka? Talan az a tény, hogy ez az él6lény joval
alacsonyabb hémérsékleten él [165], mint az emldsok belsé hémérséklete. Alternativ magyarazat
lehet, hogy a Ca®*-kotésen és a foszforilacion alapul6 szabalyozés, bar azonos részben azonos
mechanizmuson keresztiil valositjdk meg a kikapcsolt szerkezetet (1d. VI.3.3.), de a fej-rud
csukloval torténd allosztérikus szabdlyozas kiilonb6z6 dinamikai tulajdonsagu cc szerkezetet kivan.

Koda

Egyeldre nem véglegesen eldontott kérdés, hogy a fej-rud csuklonak szerkezet nélkiilinek
kell-e lennie az aktiv allapotban [166], avagy az RD a-hélix folyamatosan megy at a coiled-coil o-
hélixbe. Eredményeink alapjan a proximalis S2 dinamikus hélix<>coil atmenetre képes flexibilis a-
hélix, azaz mindkét elképzelés elemeit magiba foglalja. Ugy gondoljuk, hogy a csukld régiora
jellemzd ,,finomhangolhat6” dinamikaju coiled-coil a legalkalmasabb szerkezeti elem arra, hogy a
kiilonboz6 funkcionalis allapotokban és funkcionalis igényli miozinokban a nagyfoku flexibilitas és
a motorfunkciohoz megkivant hajlékonysagi merevség illetve rugalmassdg egyarant
megvalosulhasson.

VL.5. Vizsgalatok az intracellularis szallitomotor mio5-tel és a DYNLL konnyii lanccal

Az V-6s osztalyba tartoz6 miozin a legtobbet vizsgalt, aktin filamentumok mentén mozgatd
processziv transzport motor. A farok régio szegmental coiled-coil szerkezetli és a kargd-kotésben
szerepet jatsz0 GTD-ben végzddik. A harom gerinces paralog koziil a mioSa az egyetlen miozin,
amely egy farok konnyii lancot is tartalmaz (DYNLL). A DYNLL kotohelye és szerepét eddig nem
volt ismert, ezért kezdtiink a vizsgilatdba. A gerinctelenekben a mio5 motorokat sejtbiologiai
szempontbol sokat tanulmanyoztdk, de az nem volt vilagos, hogy vajon az emlds mio5Sa motor
processzivitasa kiterjeszthet6-e pl. a Drosophila mio5 ortologra?

! Hetényi Cs. eddig nem kizolt eredménye (kagylo Inkn szerkezet alapjin késziilt simaizom S2 energiaminimalizdlt
modell, GROMACS programcsomag, explicit viz, GROMOS erdtér)
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V1.5.1. A Drosophila mio5 nem processziv motorfehérje
Hattér

A mio5 az aktin filamentumon kézrél-kézre (hand-over-hand) mechanizmussal,
processziven halad 36 nm-es Iépésekben az aktin filamentum mentén. A processzivitads a két fej
fesziilés-érzékeny allosztérikus egyiittmiikodését kivanja meg (az aktin-k6téhely és a nukleotid-hely
itt a két fej kozott is kommunikal, amit kinetikai ,kapuzas”-nak neveznek) [60]. A fenti
kovetkeztetéseket gerinces mio5 fragmentumokkal végzett kisérletekbél sziirték le. Eleszté mio5
paralogokkal végzett indirekt vizsgalatok ugyan utaltak arra, hogy ezek alacsony terhelési arannyal
dolgoznak [167], de eddig a mio5 motorok processzivitas altalanos tulajdonsagnak tiint. Drosophila
mio5 fragmentumok steady-state és tranziens kinetikai analizist6l reméltiik azt, hogy az Osszes
mioS enzimatikus tulajdonsagaira altalanosithatdé kovetkeztetéseket tudunk levonni. ,,Egyfeji” (S1)

és ,kétfeji” (HMM) fragmentumait bakulovirus rendszerben expresszaltuk (konnyli lancként
Drosophila CaM-t és egy citoplazmatikus mio2 konnyl lancot koexpresszaltunk a nehéz lanccal

egyiitt).
Eredmények [168]*

Kisérleteink alapjan arra a kissé meglepd eredményre jutottunk, hogy a Drosophila mio5 a
gerinces mio5 paralogoktol és ortologoktol eltéréen nem processziv, azaz csak a mio2-hoz
hasonloan, ,,csoportosan” képes motorként mitkkddni. Ennek az az oka, hogy a mechanokémiai
ciklus nagyobb részét a miozin fej az aktinrdl levalt allapotban t6lti (a ,,duty cycle” ~0,1, mig a
processzivitashoz sziikséges érték min. 0,5). A meghatdrozott kinetikai séma (amely alapvonésaiban
nem kiilonbozik a konvencionalis ill. a gerinces miozin V kinetikdjatol, 1d. 5. abra) két elemét
érdemes kiemelni, amelyek kozosnek tlinnek az Osszes transzport motor esetén: az erds aktin
affinitas, valamint a gyenge termodinamikai kapcsolat az aktin- és ADP-kotés kozott. A Drosophila

Vimax (S-l) kM.ADP dissz. (S-l) ] terhelési ardany
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41. abra. Drosophila és gerinces (csirke) mio5 kinetikai paraméterek dsszehasonlitisa a
processzivitds szempontjdabol.
Z6ld: Drosophila mio5; sdrga: csirke mio5; a nyil arra utal, hogy a valés érték ~150 s™*; a
vizszintes vonal a terhelési aranyndl a processzivitasi kiiszobot jelzi.

mio5-nél mért ADP disszociacio sebességi allando (aktin hianyaban) a leggyorsabb (~40 s'l) az
eddig jellemzett miozinok kozott. Az erds aktin-kotott allapotbdl torténd kilépés (ADP disszocidcid)
is gyors (~150 s™). A kinetikai analizist 5sszefoglalva ki lehet jelenteni, hogy az ATP-az ciklust

! Ez a munka egyiittmiikidés eredménye, Téth Judit doktoranduszom Jim Sellers laboratériuméban (NIH) végezte a
kisérleteket. Szerepem az eredmények értelmezésére és részben a cikkirasra szoritkozott.

53




(steady-state-ben) a gyenge-aktin  kotott  allapotok  (M.ATP, M.ADP.Pj) dominaljak,
kovetkezésképpen a terhelési ardany alacsony lesz, a motor nem-processziv (41. abra).
Osszehasonlitottunk két Drosophila mio5 alternativ splicing izoformat, amelyek csak az aktin-
kotéhelynél elhelyezkedd hurok-2 régid hosszédban (és nettd toltésében) kiilonboznek.
Eredményeink megerdsitik a mas miozinoknal (pl. gerinces simaizom mio2) vizsgalt hasonlo
izoformék kozotti kiillonbséget, nevezetesen kiilonbség az aktin-affinitdsban (aminek a
kovetkezménye végsd soron valamivel nagyobb motilitasi sebesség lesz), de csak kis kiilonbségek
az ATP-az kinetikai paraméterciben. In vitro motilitasi kisérletben csak nagy felszini strlisség
esetén volt képes a mio5 HMM mozgatni aktin filamentumokat (0,4 — 0,6 um/s) , ami alatamasztja
a ,,csoportos” motor kdvetkeztetést. A motor szabalyozéasa szempontjabol megjegyzendo, hogy Ca*
jelenlétében nem volt mérheté motilitas, a ,hattyanyakhoz” kotott CaM alegységek részleges
transzportra? Még nem publikalt kisérleteink (live cell imaging) azt mutattak, hogy transzfektalt
sejtekben képes vezikuldkat szallitani ez a motorfehérje is. Osszehasonlitva a gerinces és a
Drosophila mio5 kinetikajat, levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy ezek a miozinok az evoltcidsan
konzervativ transzport motor funkciot legalabb kétféle molekuldris mechanizmussal (processziv ill.
nem-processziv) is meg tudjak oldani.

Koda

Elsének bizonyitottuk kinetikai és motilitdsi vizsgalatokkal, hogy mio5 osztalyban a
processzivitas nem altaldnos tulajdonsag, s miozinok funkcidira és a miikodési mechanizmusokra
oly jellemezd variabilitas itt is tetten érhetd. Ebbdl a szempontbol azéta kideriilt, hogy a gerinces
mio5c paralog sem processziv motor [169]. Az éleszté mio5 egyik formaja (myo2) nem processziv
(egyedi molekularis tesztben gyengén processziv). Mig a masik izoforma (myo4) egyrészt
»egyfejli” monomer, s mint ilyen nem processziv, viszont kisebb csoportban mar processzivitast
mutatott [170]. Az egyik Dictyostelium mio5 paralog (MyoJ) processzivitasat a Mg?* koncentracié
szabalyozza [171]. A processzivitas szerkezeti hatterében egyrészt szerepet tulajdonitottak az aktin-
motorfunkcié tonkretétele nélkiil, a gerinces mio5a processzivitasa megsziint [173]. A miozinok,
koztlik a mio5 csalad processzivitasanak vizsgalata tovabbi érdekességeket rejthet még.

V1.5.2. A mioS farok konnyii lanc (DYNLL) kotéhelyének azonositasa
Hattér

A dinein konnyi lancot (DYN LLY), egy 10 kDa-os, igen konzervativ (barmely két ortolog
kozott >90% a hasonldsag) eukariota fehérjét, nevének megfeleléen a dinein motorfehérje
alegységeként irtak le [174]. Késobb kideriilt, hogy a harom emlds paraldog koziil a mioSa
motorfehérjének is alegysége a DYNLL és a farok régiohoz kotédik [175]. A mio5 farok régio
szegmentalis coiled-coil doméncket tartalmaz, s a kargd-kot6 GTD-ben végzodik [176]. Egy
korabbi 6sszefoglalo munka azt sejtette, hogy a DYNLL a GTD-hez kotddik, s kargé adapter

szerepet tolthet be [177]. Az utobbi feltételezés azon a tényen alapult, hogy szamos esetben
kolokalizaciot figyeltek meg a motorfehérje, valamelyik DYNLL izoforma és egy harmadik, a

! Eredeti nevén DLC vagy LCS8. A harom dinein kénnyii lanc osztaly egyértelmii elnevezése érdekében kapott iij nevet.
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feltételezett kargo fehérje kozott [178]. Késébb deriilt fény ra, hogy a mioSa farok alegysége a két
gerinces paraldg koziil a DYNLL2-es izoforma [179]. Erdekes modon gy tiinik, hogy in vivo a
DYNLL1 ¢és DYNLL2, nagyfoktl hasonlosaguk ellenére (6 aminosav csere a 89 aminosavbol allo
lancban), preferaltan a dinein illetve a mio5 motorfehérjékhez kotédik [180]. Fontos kiemelni, hogy
a DYNLL-t egyrészt szamos mas fehérje kotOpartnereként is azonositottak (pl. neuronalis NO-
szintaz enzim [181]), masrészt a DYNLL jo része a
citoplazmaban szabad formaban van jelen [182] (ld. a
kovetkez6 alfejezet). A  homodimer DYNLL
térszerkezetét ismerjiik apo- ¢és egy-két partner
kotépeptiddel alkotott komplex formaban is [180, 183,
184]. Az unikalis DYNLL-fold (amely a TcTex dinein
konnyli lancokra is jellemzd) kettd oOt-lanch [3-
lemezbdl és két-két a-hélixbdl all. A P-lemezekbdl
egy-egy lanc a masik alegységbdl szarmazik, s ez a
kettés B-lemez alkotja a dimer kdlcsonhato felszinét.
A B-lemezek szélén két arok alakul ki, ez a ligandum-
koté régio, amihez a partner peptidek antiparallel

42. abra. A DYNLLI1 és nNOS kotopeptid
szerkezete.
PDB: Icmi, sarga: nNOS kitdpeptid lancként kotédnek (42. abra).

A mioba nehéz lanc génjérél alternativ
splicing-gal hat, részben szovetspecifikus izoforma irodik at. A melanocita-specifikus forma farok
segitségével, a Rab27a fehérjén keresztiil koti a legjobban ismert karg6t, a melanoszomakat [24]. A
masik két farok alternativ exon (B és D) szerepérdl eddig keveset tudtunk. A kargd kotésében, a
melanocita-specifikus forma esetében is, a globularis farokdoménnek (GTD) meghatarozo szerepe
van. Az egyik élesztdé mio5 GTD kristalyszerkezetét nem rég sikeriilt meghatarozni [185]. A
kargok, kargo adapterek listdja és a kargokotés mechanizmusa(i)rol szerzett ismereteink még eléggé
hianyosak [24].

A DYNLL kotohelyét akartuk azonositani, s a kotés molekuldris hatasat feltarni.
Rekombindns humén mioSa fragmentumokat és a DYNLL2 izoformat expresszaltuk, majd a
komplex kialakuldsat és a DYNLL hatasat a mio5 farok régiora ,,pull-down” modszerrel,
gélfiltracioval, nativ elektroforézissel, limitalt proteolizissel, spektroszkopiai és in silico
modszerekkel, valamint transzfekcios kisérletekkel tanulmanyoztuk.
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43. abra. A DYNLL kétohely azonositisa a mio5a farok doménen beliil.
Human agy-specifikus mio5a izoforma szamozds (Uniprot: (Q9Y411-2). DLC-kétés mérése ,, GST
pull-down” médszerrel és/vagy gélsziiréssel. A farok régio szerkezetét PairCoil és IUPred
programokkal josoltuk; fekete: coiled-coil, vilagos sziirke: rendezetlen régio
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Eredmények

A DYNLL kotéhelyét a farok région beliil a medialis és disztalis coiled-coil domén kozott,
egy szerkezet nélkiili doménben lokalizaltuk (Pro1282-Thr1293) (43. abra). Megallapitottuk, hogy a
kotohely kialakitasaban egy 3 aminosavat kodolo alternativ exon (exon-B: Aspl284-Lys1286)
esszencialis szerepet tolt be, ugyanis az eltavolitasa a kotést megsziinteti. Ez utobbi eredményt ko-
transzfektalt emlds sejtekkel is igazoltuk (44. abra). A DYNLL kotés sztochiometriajat és erdsségét
tobbek kozott ITC modszerrel hataroztuk meg (Kg = 4,7 nM, 2:2 sztochiometria; 45. abra).

-exon B

DLC2

myoVa

MERGE

44, abra Mio5a farok és DYNLI ko-transzfekcio.
NE-4C sejtvonal, GFP-DLC és DsRed-mio5a.

+exon B

1 T

1 Ke=4,7+0,6nM
1 sztdchimetria: 2:2
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45. dbra. Mio5a DYNLL kétésének
jellemezése ITC modszerrel

A DYNLL dimer kotése a dimer mioSa farok fragmentumhoz (MV2) nem mutatott kooperativitast.
CD-spektroszkodpiai és limitalt proteolizis vizsgalatok alapjan a DYNLL kotés jelentdsen hozzajarul
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46. abra. Mio5a farok fragmentumok CD-

spektrumdanak hostabilitisa.

A molaris ellipticitas hoprofilja 222 nm-en mérve.
Piros nyilak: a DYNLL hatasdara megnovekedett
coiled-coil stabilitds. A DYNLL olvaddspontja ~75°C

a mioSa farok stabilitdsdhoz. A CD spektrumok
analizise  alapjan  valamennyire = ndvekszik
kotorégio o-hélix tartalma, viszont jelentOsen
novekszik a hatarol6 cc domének hostabilitdsa
(~7°C-kal; 46. 4bra). Ezek szerint a DYNLL
kotodése elosegiti a két nehéz lanc dimerizaciojat
(azaz a coiled-coil kialakulasat). A DYNLL koto
domén masik alternativ exonjanak (exon D) nincs
szerepe a DYNLL kotésben. NMR vizsgalatokkal
¢s molekularis dokkolassal (47. és 48. &bra)
kimutattuk, hogy a miozin farok DYNLL-k&t6
doménjébdl egy kb. 8 aminosavbol 4all6 szakasz
kot a DYNLL dimer kotéarkaba, ugyanoda, ahova
az eddig ismert partnerei kapcsolodnak. A
kotépeptid szerkezete valdszintileg kiilonbozik az
eddig ismert DYNLL-peptid komplexektdl. A

peptidgerinc ugyan nyujtott, de csak az N-termindlis régioban (az exon-B kodolta tripeptid)
szabalyos B-lanc szerkezetli. Az Asp-Asp-Lys oldallancok specifikus H-hid €s ionos kotéseket
alakitanak ki a DYNLL ligandum-koté arok szélével (49. abra)
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47. abra. A DYNLL és a mio5a kotopeptid (Ile1280-
11e1294) HSQC spektruma.
N™-jelolt DLC-t titraltunk jeléletlen peptiddel.
Néhany spektralis eltolodas kiemelve (a szabad és
komplexben levé Gly63 spektralis eltolodas alapjan

Asp1284
gAY Asp1285

»

Lys1\288

Eredményink alapjan nem bizonyithato,
sOt kevéssé valoszinli, hogy a mioSa DYNLL
alegysége kargd adapter szerepet tolt be, mivel
szimmetrikusan kot az MHC két lanca a DYNLL
két kotoarkaba (a szallitandd fehérje kotése
elképzelhetd volna pl. a két kotdhely kozotti
negativ kooperativitassal, de ilyen jelenséget nem
figyeltink meg). Két partnerfehérje egyideji
jelenléte kompetitiv kotddést eredményez. Mi
akkor a DYNLL szerepe a miozin miikodésében?
Egy biztos, a DYNLL
megvaltoztatja a mioSa farok régid szerkezetét,

allosztérikus modon

stabilizdlja a kotOhely mindkét oldalan taldlhato

cc szegmenseket, ,molekularis ragasztoként”

elosegiti a két MHC dimerizacidojat. Ezzel 1j
karg6-kotd platformot (kotéhelyet) alakithat ki, de
allosztérikusan szabdlyozhatja a motor aktivitasat
is (Id. alabb).

48. dabra. A miozin Va peptid (piros) -DYNLL dokkolt komplexe.
Kék: a kotésben résztvevé aminosavak; sarga: kémiai eltolodas NMR vizsgalatok alapjan, zéld:
kotdfelszin mindket modszerrel azonositva. Az exon B kodolta harom amionosav kiemelve. Jobbra a
szerkezet 90°-kal elforgatva

49. abra. Az exon-B tripeptid és a DYNLL kézotti kélcsonhatdsok.
Piros lanc, fekete jelolés: DYNLL, sarga lanc, magenta jeldlés: mioVa
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Koda

A mi vizsgalatainkkal parhuzamosan egy masik csoport azonos eredményeket ért el a
DYNLL-kotohely azonositasa és a kotés kivaltotta hatast tekintve [186]. A DYNLL kotédés
hasonld szerepe jatszik a dinein nehéz lancnal is, azaz dimer stabilizalo szerepe van [187]. A
Drosophila bicoid mRNS szallitasban szerepet jatszo Swallow fehérje coiled-coil dimerizaciojat is
elosegiti a DYNLL kotédése [188]. Bizonyiték egyelére arra nézve nincs, hogy a mio5a farokhoz
ko6t6d6 DYNLL szerepet jatszik a neuronalis mioSa izomotor mitkodésében és szabalyozasaban. A
regulacid legvaldsziniibb mechanizmusa, hogy a mio5 ,kikapcsolt” allapota a GTD ¢és a fejek
kolcsonhatasa révén, allosztérikus modon jon 1étre [189] (50. abra). Mivel a GTD visszahajlasaval a
DYNLL-t koto farokdomén is a fejek (vagy a nyak) kozelébe keriilhet, s ezaltal a DYNLL jelenléte
¢s/vagy a stabilabb hatarold cc domének befolyasolhatjdk a GTD-fej kapcsolodast és a motor
miitkodését. A motor bekapcsolasa a GTD kargokdtésén keresztiil valosulhat meg, amennyiben a
kargo és a fej vetélkednek a GTD kotésben [78, 82, 189]. Amennyiben a feltételezésiink igaz, s a
DYNLL jelenlétében stabilizalodott medidlis és disztdlis cc domén interakcids-platformként is
szolgélhat, az ide kot6dd kargd fehérje is aktivalhatja a transzport motort. Ebbdl a szempontbol
érdemes megjegyezni, hogy a Rabl0 adapter G-protein az exon-D kodolta régiohoz kotve
szabalyozhatja a mio5a és mioSb motort [190]. Az itt emlitett allosztérikus szabalyozas, azaz a
GTD ,tavhatasa” a MD miukodésére, ugy tiinik, hogy széleskortien elterjedt mechanizmus lehet a
motoroknal, mivel igy szabalyozodhat a mio6 [191] és a kinzin-1 motor is [192]. Végiil azt is
érdemes kiemelni, hogy intrinszik szerkezet nélkiili domének is jelentOs szerepet jatszhatnak az
motor-kargd kapcsolat kialakitasaban — a melanofilin mio5a-hoz kotédé motivuma is szerkezet
nélkiili régioban lokalizalhat6 [193].
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50. abra. A mio5 motor aktiv és inaktiv szerkezete
(Taylor, COCB 2007); CBD = GTD; c: EM képrekonstrukcio

V1.5.3. A LC8 konnyii lanc (DYNLL) egy eukariota csoméponti fehérje (,,hub protein”)
Hattér

Az LC8 konnyl lancrdl kideriilt, hogy a két motorfehérjén kiviil tobb tucat (>60) fehérjéhez
kotédik®. Néhany részletesebben jellemzett példa: neuronalis NO-szintaz enzim®, Bim és Bmf ,,BH-

! Tobbségiiket nagy dteresztéképességii modszerrel, pl. élesztd két-hibrid médszer fedezték fel.
2 A DLC-14l fiiggetleniil fedezték fel és neveztél el PIN-nek (,, protein inhibitor of nNOS”).
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3-only” proapoptozis fehérjék, GKAP és gefirin posztszinaptikus denzitas fehérjék, IkBa (NFkB
inhibitor), p53 binding protein 1, p21-aktivalt kinaz-1, Swallow és Egalitarian Drosphila fehérjék,
transzkripcios faktorok, mint a TRPS1, NRF-1, 6sztrogén receptor-a, szamos virus burokfehérje (P
protein, p54), a nukledris transzport komplex protein Nup159. Ezek koziil, mint mar emlitettem,
tobb fehérjét egylitt lokalizaltak vagy a dinein vagy a mio5 motorral, innen eredt a kargod adapter
hipotézis (amely az el6zd alfejezetben bemutatott kisérletek alapjan kevéssé valdszinti). Az
bizonyos, hogy a motoroktdl fiiggetlen szerepe is van a DYNLL fehérjéknek. Ezt bizonyitja az a
tény is, hogy a dinein és mio5 motorral nem rendelkez6 ndvényekben is jelen vannak DYNLL
ortologok [194]. Mi lehet a k6zos tulajdonsag a sokféle funkciot betdltdé DYNLL kotépartnerben?
A valaszt a DYNLL-hez k6todo fehérjék szekvencia-analizisétdl vartuk.

Halozatelméleti szempontbol az interaktom (a fehérje-fehérje interakcios halozatok) skala-
fiiggetlen, nagy konnektivitasu, robusztus rendszerek. Az ilyen rendszerekben a sok partnerhez
kapcsolodo fehérjéket csomoponti (,hub’) protein elnevezéssel illetik, s kiemelt szerepet
tulajdonitanak nekik [195, 196]. A nagyszamu interakcios partner alapjan a DYNLL-t csomoponti
fehérjének tekinthetjiik.

Eredmények [197, 198]*

A DYNLL-mio5a komplex vizsgalatokbol Kiindulva a DYNLL kolcsonhatd partnereit
egyrészt rendezetlenséget joslo, masrészt cc Szerkezet joslo programokkal analizaltuk. Els6
Iépésben irodalmi adatokra alapozott DYNLL kotOpartnereket gyljtottik Ossze (62), ehhez
kapcsoltuk hozza az interaktom adatbazisokban fellelt tovabbi potencialis partnereket (~200). Az
elobbi kategoridba a kotddés tényét tobb fiiggetlen modszerrel bizonyitott partnerfehérjék kertiltek,
ezeket egészitettik ki a masodik csoport azon fehérjéivel, amelyekben az elsé kategériara
osszedllitott konszenzus szekvencianak (Id. aldbb) megfelelé kotémotivumot josoltunk. Igy
Osszesen 85 szekvencia keriilt az adatbazisunka. A rendezetlenség predikciot két modszerrel is
megvizsgaltuk (IUPred és PONDR VSL2). Mindkét modszerrel azt kaptuk, hogy a DYNLL-koto
régid a vizsgalt partnerek tobbségében rendezetlen régioban taldlhatd. A predikciés modszerek
viszont olykor nem mutatjak ki a tényleges rendezetlen fehérjéket, szakaszokat, jollehet, bizonyos
esetekben ez mar bizonyitott (példaul ERa). Sajat kisérleti eredményeink igazoljak a fenti joslatot a
mio5-6n kiviil a Bmf, nNOS és PAK1 esetében is. Elmondhato tehat, hogy a kotépartnerek vagy
rendezetlen fehérjék, vagy a DYNLL-kot6 régiojuk rendezetlen doménbe, esetleg rendezett domén

crer

eredményeket az V. tdblazat foglalja 6ssze (az 51. abran néhany fehérjét grafikusan abrazoltunk).

Megvizsgaltuk a rendezetlenség mellett a kdtOpartnerek coiled coil-képz6 tulajdonsagat is
(V. tablazat). Az Gsszes, 85 vizsgalt szekvencia kozel felében, 38 szekvenciaban josoltunk a COILS
program segitségével cc régidkat (6sszesen 92-t). A prediktalt cc régiok a szekvencidk kozel felében
200, mig majdnem 80%-aban 300 aminosav-pozicidonal nem tavolabb helyezkednek el a
kotorégiotol. Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt fehérjék atlagos hossza kb. 1000 aminosav volt.
A kotorégiok lokalis szerkezetét PHD és GOR masodlagos szerkezet predikcids programokkal
vizsgaltuk. Arra voltunk kivancsiak, hogy a rendezetlen szakaszokban, amelyek a kotorégiok tagabb
kornyezetét jellemzik (rendezetlen fehérje, vagy rendezetlen domén) vajon a DYNLL-t kozvetleniil
koté kb. 10 aminosav hosszisagii motivum lokalisan mutat-e hajlanddsagot valamilyen masodlagos

' Készonom Tompa Péter szakmai tamogatdsdt. Az analizisek egy részét Szenes Aron doktorandusz végezte. A teljes
publikacio megiras alatt all.
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szerkezeti tipus kialakitasara. Az eddig vizsgalt molekularis felismer6é elemekhez (MoRFs, [199])

képest joval nagyobb aranyban josoltunk rendezetlen illetve B-struktaraju szakaszokat (52. abra).

V. Tablazat*

Uniprot

ID

014490

043521
075363

088485

P03372

P12759

P15198
P29476
P40688
P92030
Q03555
Q109L4
Q12888
Q13153
Q16656
Q3zB98
Q61751
Q81X03
Q8IV61
Q8TD19
Q96LC9Y
Q9ULV3

Q9Y4I1

043313

DYNLL partner

GKAP (DAP1a)
Dlgapl

BimL (BimEL)
AIBC1 (BCAS1)

DIC (DYNI1)
(mouse)

ERa (ESR1)

RSP3

P protein (rabiesv.)
nNOS

Swallow (Dros.)
Egalitarian
Gephyrin

Gag (sirevirus)
p53BP1

PAK1

NRF-1

PMES-2 (BCAS1)
Kid-1

KIBRA

RasGRP3

Nek9

Bmf

Clz1

miozin Va

ASCIZ?

L% DYNLL kétépeptid ID régioban, **: kisérletesen igazolt ID; ***: kisérletesen igazolt ID, sajit eredmény; cc:

hossz

977

198
584

628

595

516

297
1429
548
993
768
2112
1972
545
503
555
572
1113
690
979
184
898

1855

823

kétéhely

653-657
672-683

47-60
565-584

151-185

1-180
30-35
61-68

116-121
139-153
227-244
284-297
947-60
205-213
467-477
1153-57
200 - 240
1-10
615-634
92-103
279-285
610-20
940-953
63-78
344-350
1282-1294
410-416
669-675
737-743
762-768

prediktdlt coiled-coil régiok szama; cc*: kisérletesen igazolt cc

2 Altalunk azonositott, még nem publikdlt 1ij kétépartner (kollabordcié I.. Rodriguez-Crespo-val, Madrid, Spain)

rendezetlen régio

IUPred VSL2

502-779 243-787

1-82
1-584

1-147
1-584

1-206 1-222

1-145 1-147
130-196
109-305
296-548

126-197
105-355
283-297
780-993
192-354
457-585
1-1484
107-282
1-111
18-555

187-345

1-1478
1-267
1-72
1-555

592-690
925-979

545-690
735-979
1-132

92-536 1-786

1279-1287 901-1335

731-760

megj.

*%*

**

**

**

*k%x
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2*

2*

6*
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51. dbra. Néhany DYNLL kétopartner szekvencia analizise.
Rendezetlenség (VSL2 és IUPred) és coiled-coil (COIL) predikcio

Osszességében elmondhat6, hogy a DYNLL k&té motivumok a kétés helyén hajlamosak [B-
szerkezetet kialakitani, a kotdmotivum egy B-MoRF. Ez a megéllapitas egybecseng az eddig
vizsgalt DYNLL-ko6tOpeptid szerkezetekkel, amelyek mindegyike B-lanc szerkezetet mutatott, az
egy mioS kotdpeptid kivételével (Id. VI.5.2.). Az altalunk Osszegytijtott kotdpeptid szekvenciak
logd abrazolasa (53. 4bra) egyrészt azt mutatja, hogy a DYNLL ligandum kd&tohelye eléggé
promiszkuus természetii, masrészt magyarazatot adhat a mio5 szerkezet nem-kanonikus voltara is (a

kozel invarians Gln helyett Met).

52. abra. A DYNLL koto linedris
motivumok prediktalt
mdsodlagos szerkezete
kék: a-hélix, zold: p-lanc, sarga:
coil és turn

bits

3|

53. abra. DYNLL kotomotivumok logo-dbrazolasa.
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Koda

A tobbségében esszencialis funkcidju csomoéponti fehérjéket alapvetéen két csoportra
osztjak: ,,date hub” és ,,party hub”. Az elébbieknek inkabb proteom szervezd szerepe van, biologiai
modulokat kapcsol 6ssze (idOben és térben szeparaltan), mig az utdbbi kategoriaba tartozéd fehérjék
egy-egy modulon beliil téltenek be organizald szerepet (szimultan kétédve a partnerekhez) [196]. A
DYNLL mindkét csoportba beleillik. A heterogén funkcidkat betoltd kapcsolatrendszeriik alapjan,
ha igaz lenne a motor kargo adapter funkciojuk, akkor inkabb a date hub, mig a fehérje komplex
organizalo (és feltehetden szimultan k6t6d6) tulajdonsaguk alapjan inkabb party hub kategériaba
tartozhatnak. A DYNLL esszencialis voltat korabban Drosophila-ban bizonyitottak [200], mig
sajat, eddig nem kozolt eredményink ugyanezt igazoljak C. elegans-ban'. A Dlc-1 gént RNS-
interferenciaval csendesitve embrionalis letalitast, illetve a tulélé egyedekben pleiotrop fenotipust
tapasztaltunk.

Osszefoglalva a DYNLL szerepérdl eddig kialakult képet, azt mondhatjuk, hogy egy olyan
ubiquiter eukariota hub protein, amely a partnereiben chaperon-szerii hatassal (,,molekularis
ragasztoként”) kotddve dimerizaciot és/vagy fehérjekomplexek kialakuldsat segiti eld és/vagy
szabalyozza a kolcsonhat6 partnert. A DYNLL koétémotivum szinte kizardlag intrinszik szerkezet
nélkiili fehérjékhez (IDP) illetve rendezetlen fehérjerégiokban lokalizalhatd, valamint szamos
esetben a komplex kialakulasa a kotépartnerekben allosztérikus méodon (,,tavhatassal”) dimerizaciot
okozo coiled-coil domének stabilizalasahoz vezet. Ugyanerre a konklzidra jutott (mar a mi
elézetes munkank publikalasa utan) egy amerikai kutato is [201]. A kot6partner(ek) illetve a hub
protein rendezetlenség egyértelmien kedvezd tulajdonsag a fehérje interakcids halozatok,
szabalyozasi halozatok, protein gépezetek kialakulasa és hatékonysaga szempontjabol [195, 202,
203]. A szerkezet nélkiili csomoponti fehérjék gyakoribbak, de van tobb példa a forditott esetre is
(pl. CaM, 14-3-3 proteinek). Az utdbbi csaladhoz csatlakoznak mostantol a DYNLL fehérjék is.
Végezetiil megjegyzem, hogy tobb szerzd felvetett a DYNLL esetleges terdpias célfehérjeként
torténd felhasznalasat jovobeni gyodgyszerfejlesztések terén, mivel példaul tobb raktipusnal is
emelkedett DYNLL szintet tapasztaltak [204].

A DYNLL fehérjékkel kapcsolatos kisérleteinket tovabb  folytattuk/folytatjuk.
Osszehasonlitottuk részletesen a DYNLLI és -2 ligandum kotését, jellemeztiik a dimer partnerek
kétésének aviditasat (a monomer partnerhez képest egy dimer ~10%-10° kisebb makroszkopikus Kg-
vel kotddik), leirtunk egy, a dimer — monomer egyensuly megvaltoztatdsan alapuld foszforilacios
szabaly0zd mechanizmust (t6liink fiiggetleniil masok is hasonlé eredményt publikaltak: [205]),
valamint tovabbi, elsdsorban NMR dinamikai vizsgalatokat folytattunk a mio5 szerkezetnélkiili
doménnel és a DYNLL komplexszel. Ezeket az eredményeket konferencidkon mar bemutattuk
[206, 207], s a kozeljovében fogjuk publikalni. A DYNLL kotémotivum természetét, optimalis
voltat in vitro evolucios modszerrel (fag-bemutatas) is elkezdtiik tanulméanyozni®.

' Vellai Tibort (ELTE, Genetikai Tanszék) csoportjdval egyiittmiikodésben
2 Egyiittmiikodés Pal Gaborral (ELTE, BiokémiaiTanszék)
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VI.6. Vizsgalatok miozin-VI-tal: a maganyos toltott a-hélixek felfedezése.
V1.6.1. A mio6 coiled-coil szerkezetiinek josolt farok doménje egyszala a-hélixet alkot
Hatter

Az irodalmi bevezetében mar emlitettem, hogy a ,.hatrameneti” motor mio6-tal korabban
végzett in vitro kisérleteket mesterségesen dimerizalt (pl. mio2 S2-vel) HMM-mel végezték [208],
ami a feltétele a processziv motor funkcidnak, viszont a nativ mio6-ot csak monomer formaban
sikertilt izolalni [28]. A mio6 farok tartalmaz coiled-coil-nak josolt régiot, de eddig nem vizsgaltak,

hogy valdjaban képes-e ez a szekvencia dimert képezni. Az ellentmondas feloldasara rekombinans
mio6 fragmentumokkal szerkezeti vizsgalatokat kezdtiink.

Eredmények [209, 210]

A mio6 MHC farok régié szekvenciaja, barmelyik joslo programot hasznaljuk (COIL,
PairCoil, PCOIL, Marcoil), tgy tinik, hogy a 850-1030 kozti aminosav régioban coiled-coil
szerkezetli (54. é&bra). A farok régidét hdrom szubdoménre osztottuk, mivel a medidlis régio

S1 cc GTD

1.1 4

coiled-coil
valdsziniiség
&

1 251 501 751 1001 1251
Residue number

S

EKERKRREEDEKRRRKEEEERRMKLEMEAKRKQEEEERKKREDDEKR

54. abra. Mio6 MHC szekvencia joslas COIL programmal és a farok medidlis régio (S2) szekvencidja.
cc: coiled-coil-nak prediktilt domén
meglepden magas toltéssiirliséget mutat (86%). Errdl a szekvenciarol nehéz elképzelni, hogy paralel
dimer coiled-coil szerkezetet tud kialakitani.

A kémiai keresztkotés és CD spektroszkopiai eredményeink is azt mutattdk, hogy a mio6
farok régio szubdoménjei sem kiilon-kiilon, sem egyiittesen nem képeznek dimert, kivéve, ha Leu-
cipzarral stabilizaljuk 6ket (kiméraként, hasonloképpen a proximalis S2 konstrukcidinkhoz) (Id. 57.
abra). A cc2-nek elnevezett konstrukcid (Glu916-Arg981) ennek ellenére tipikus o-helikalis CD
spektrumot mutatott. A spektrum hOmérsékletfiiggése nem mutat kooperativitast, ellentétben a
coiled-coil szerkezetek jelentés kooperativitast mutatd letekeredésével (1d. VI.6.2. és 56. abra).
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a mio6 medialis farok régi6 a harmas-négyes ismétlddeseket
mutato ellentétes toltések kozott kialakulo, so-hidakkal stabilizalt egyszali a-hélixet konformaciot
vesz fel fiziologids koriilmények kozott (55. dbra). Az eredményeket molekuldris dinamikai
szimulaciokkal és modellezéssel is megerdsitettiik.
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N-terminus

55. dbra. A cc2 szubdomén in silico modellje (b) és hélix-hdlo
dbrazolisa.
Piros: — toltés, kék: + toltés. A hélix-hdlo folyamatos vonalai potencidlis
sohidakat jelolnek

Koda

A cc predikcidos programok kidolgoz6i kordbban is lejezték, hogy a nagy toltéssiriiségi
szekvenciak (kiilondsen a cc heptadok "a” és ,,d” pozicidiban) altalaban fals pozitiv eredményeket
jeleznek [211], de az irodalomban ennek ellenére sokaig tartotta magat az a hamis kép, hogy a mio6
farok cc dimert alkot. A mi munkank mar folyt, amikor megjelent egy kozlemény a miol0O farok
a-helikalis szerkezetlinek talaltak [212]. Ha nem a farok cc szerkezet, akkor mi dimerizalja a mio6-
ot, ha egyaltalan képes dimert motorként miikodni? A kozelmultban Spudich és mtsi elegans
kisérletekkel mutattak ki, hogy a mio6 a GTD-n keresztiil képez dimert, illetve monomer formaban
a GTD képes a fejekhez kapcsolddni (a mio5-hdz hasonldan) és a motort kikapcesolt allapotba hozni.
Ugyanez a munka a medialis farok szubdoménrél hozzank hasonléan bizonyitotta, hogy stabil
egyszalu a-hélixet alkot [191].

VI.6.2. A maganyos toltott a-hélix (CSAH) egy eddig fel nem ismert fehérje szerkezeti
motivum

Hatter

Korabban 4ltalanosan elterjedt volt az a nézet, miszerint az a-hélix csak a fehérjék
harmadlagos szerkezetének védelmében lehet stabil, hiszen a szerkezet fenntartasat biztosito,
karbonil oxigén, és amid nitrogén kozti hidrogén-hid a kornyezd vizmolekuldk tdmadasanak nem
képes ellenallni. A nyolcvanas években bizonyitottak, hogy egyes szintetikus peptidek képesek
vizes oldatban is stabil egyszalu a-hélix kialakitasara [213, 214]. Ezek a-hélixek jellegzetes
aminosav mintdzatot mutattak, ahol ellentétesen toltott oldallancok helyezkedtek el négy aminosav
tavolsagra, igy az a-hélix menetemelkedése soran egymas f6lé keriilve a koztiik kialakul6 sohidak
stabilizalhattak a szerkezetet. A kilencvenes években egy aktinkotd fehérje, a kaldezmon centralis,
szakaszarol deriilt ki, hogy maganyos o-hélixet képez [215, 216]. Fentebb bemutattam, hogy
ugyanilyen egyszalu nagy toltéssiirliséggel bird o-hélix motivum (CSAH) taldlhatdé a mio6

crer

el6fordulnak-e mas fehérjékben is?

64




Eredmények [217]

Kettd, alapjaiban kiilonb6z0 predikcios programot készitettiink. Az egyik program a
szekvencia mentén Osszegzi a CSAH szerkezetekre jellemz0 stabilizdlo és destabilizald hatdsokat
(az ellentétesen/azonosan toltott aminosavak szamat és egymastol valo tavolsagat, az ionpar
csoportok kooperativ hatasat, a hélix dipolmomentumanak stabilizaldsa okdn a kialakul6d séhidak
relativ orientdciojat, a nem toltott oldallancok szamat és helyét). A masik program a toltott
aminosav mintazatok periodicitdsan alapul. A pozitiv és negativ aminosavak elhelyezkedésébol egy
toltés korrelacios fliggvényt szamol, majd ennek a fiiggvénynek a Fourier transzformaltja arulkodik
arrol, hogy a szekvencidban megtalalhato-e a CSAH motivumokra jellemzd 8 aminosav. A mio6 és
miol0, valamint a kaldezmon mellett tovabbi 140 fehérjében talalt mindkét program CSAH
motivumot. A joslatok kisérletes alatamasztdsara tovabbi két fehérje (Golgi protein GCP60 és
MAP-kinaz M4K4) maganyos a-hélixnek josolt régigjat klonoztuk, expresszaltuk, majd CD
spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltuk a kialakuld masodlagos szerkezetet és annak stabilitasat
(56. abra). Magas a-hélix tartalmat mértiink ezeknél is, amely a hémérséklet novelés hatasara, a cc
szerkezettel ellentétben nem kooperativ médon denaturalédott, de még 80°C-on is ~30% hélix

60000 - 10 N
«— 6@2 o MYOB 1 .y Ty
g 40000 - © o GCP60 Qémovovd
£ & M4K4 ¢ 0l n
‘7'6 g § 0,8 @@E Q vO )
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56. abra. CSAH szekvenciak CD-spektruma (b) és hdstabilitdsa (j).
A 222 nm-en mért molaris ellipticitdas valtozasa a homérséklet fiiggvényében.
Mio6,GCP60, M4K4: monomerek, GCNA4: coiled-coil dimer

1 2 3 4 5 & T 9
- 25kDa
Dimer 18kDa
> 8 R
- -
Monomer

57. abra. CSAH motivumok és egy coiled-coil fragmentum keresztkotése.
keresztkotd: amino specifikus DPM; 1,2: szivizom pr-S2; 4,5 mio6; 6,7:
M4K4; 8,9: GCP60; 0’ és 60’ kersztkotési idé

tartalommal birt. A CSAH motivumok monomer voltat kémiai keresztkotési kisérletek is
megerdsitették (57. abra).

A CSAH motivumot tartalmazo fehérjék kozott a sejt miikddésének szinte minden fontosabb
aspektusa képviselve van, a metabolikus enzimektdl, motorfehérjéken at transzlacids iniciacids
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faktorig (V1. tablazat). A maganyos hélixek meglepGen nagy stabilitasahoz az dinamikus ionparok
klusztereken tal (58. abra) a Lys ¢és Arg oldallancok hidrofob részének vizelvond hatésa is
hozzajarulhat. A 7-10 nm hosszt CSAH motivumok nagy stabilitdsat molekularis dinamikai
szimulaciok is megerdsitik (59. abra).

VI. tablazat*

IAKLLEERKRREKKKKEEEEKKKKEEEEKKKKEEEEKKKKEEEEKKKKEEEEKKKKEEEEKKKQEEEEKKKKEEEEKKKQEEG

iniciacio

Glikolizacio | MNNA4 |-\ o b e ENKKNE DEEKKKNEEE EKKKOEEKNKKNE DE EKKKQE EEEKKKNEEEEKKKOE
Membran
forgalom GCP60 HKIEKEEQEKKRKEEEERRRREEEERERLQKEEEKRRREEEERLRREEEERRRIEEERLRLEQQ
Motorfehétje| MYO6 [KKKQQEEEAERLRRIQEEMEKERKRREEDEKRRRKEEEERRMKLEMEAKRKQEEEERKKREDDEKRIQA
Szienal LEKAKAAKLEQERREAEMRAKREEEERKRQEELRRQQEE I LRRQQEEERKRREEEE LARRKQEEALRRQREQE IALRRQREE
Endl | PERQ2 [FERQOQEEALRRLEERRREEEERRKQEELLRKQEEEAAKWAREEEEAQRRLEENRLRMEEEAARLRHEEEERKRKELEVORQ
transzdukcio K ELM
Citoszkeleton| CALD1 [LEELKKKREERRKVLEEEEQRRKQEEADRKAREEEEKRRLKEE TERRRAEAAEKRQKMPE DGLSEDK
Transzkripcié| NONO [QDLMRRQEELRRMEELHNQEVQKRKQLELRQEEERRRREEEMRRQQEEMMRRQQEGE
Szigndl |/, [QEQQLREQEEYKRQLLARROKR I EQOKEQRRRLEEQORREREARRQQEREQRRREQEEKRRLEEL ERRRKEEEERRRAREEK
transzdukcio RRVEREQEYIRRQLEEEQRHL
SEJUSElt | ACAD |ORLEAERRARLODEERRROOOLEEMRKREAE DRAROEEERRROEEERTKRDAEEKRROEEGYYSRLEAERRROHDEAARRLL
kapcsolat
Nuklearis
transzport GLE1 [RENKRRVEEQRKRKEEEERKRKEAEEKAKREQELLROKKDEEERKRKEAEAKLAQQKQEEERKKIEEQNEKERQLKKEHEA
Transzlacié | |\oo |0\ RRRALAEAQTRDAEEAKRRAE DEVRRRREEEERLAREKEEAARRAAEEAARP PVEAEKTE

* felkover: kisérletesen vizsgalt szekvencidak

E942-R9%46

E950-R953 R964-E968

FhsrFIsry

y Pd
e o

R948-E952-R954-E958

58. dbra. M4K4 CSAH motivum in silico modellje.
Csak a téltott oldallancok latszanak és néhany séhidat és sohid
klusztert jeloltiink

M4K4 GCP60

RMSD (A)

T T T T 1
40 50 60 70 80
Time (ns)

T T T T T T T
30 40 50 60 0 10 20 30
Time (ns)

10 20

59. abra. Két CSAH motivum molekuldaris dinamikai szimuldcidja.
NAMD 2.6 (CHARMM?27 ff; 100 nm, 2 fs lépések, ionerd: 150 mM)
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Kéda

A CSAH altalanos fehérje szerkezeti motivum szerepét toliink fiiggetleniil egy amerikai
adatunk. A miol0 és mio6 esetében bizonyitott, hogy meg tudja hosszabbitani a motor 1épéshosszat
az erOkar meghosszabbitasan keresztiil [191, 212] (60. abra). A kaldezmon és néhany tovabbi
fehérje esetében azt valoszinisithetjiik, hogy a CSAH szegmens két domén kozé ékelédve mintegy
tavtartd szerepet tolt be. A CSAH motivumok in silico €s in vitro vizsgalatat tovabb folytatjuk.
Legtjabb molekularis dinamikai szimulacios kisérleteink meglepé modon az sejtetik, hogy a CSAH
motivum flexibilitasat illetve merevségét az Arg és Lys oldallancok befolyasoljak (méghozza az
nagyobb Lys/Glu vagy Asp arannyal rendelkez6 CSAH motivumok a merevebb szerkezetiiek)
[219]. A maganyos nagy toltésstriiségii a-hélix, a CSAH motivum tehat csatlakozott a kétszala o-
hélix coiled-coil-hoz, s egyiitt alkotjak a fehérjék vilaganak talan két legegyszer(ibb, de valtozatos
szereppel bird szerkezeti elemét.

P
<«

v

60. abra. Mio6 CSAH motivum erdkar meghosszabbito szerepe.
A mio6 motor lépéshossza 36 nm, bar csak 1 1Q-t tartalmaz.
(Spink et al Nat. Struct.Mol.Biol., 2008 nyomdan)
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VIl. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Molekularis bioldgiai vizsgalatok

1. Kimutattuk, hogy az izom miozin izoformak diverzitisa a puhatestiiekben (az
izeltlabuakhoz hasonléan, s ellentétben a gerincesekkel) alternativ splicing-gal valosul
meg. Az izom miozinokat kddold egyetlen, 30 exonbol allo6 MHC négy vagy 6t specifikus
alternativ exon irédik &t kélcsondsen kizar6do alapon a harantcsikolt adduktor izomban, illetve
az Osszes simaizom tipusi izomban (tObbek kozott a kagylohéjak Osszetartasaért felelds
zaroizomban is). Az MD-ben talalhaté harom alternativ exon kodolta szekvencia koziil az ATP-
kotohelynél elhelyezkedd flexibilis felszini hurok felelds elsdsorban a kétféle izom miozin
eltér6 ATP-az aktivitasaért. A coiled-coil radban talalhatdo alternativ flexibilis csuklo
szekvencianak szerepe lehet az izom specifikus vastag filamentumok kialakitdsdban. A C-
terminalis nem-helikalis farok vég hosszabb a zardizomban és szerepe lehet a catch
kontrakcioban.

2. Azonositottunk egy, a kagyloizom MHC génen beliili alternativ transzkripcios egységrol
kifejezodo ,fejnélkiili” miozin fehérjét, a catchint. A kb. 120 kDa méretii catchin nagy
mennyiségben expresszalodik a catch tipust puhatestli izmokban. A 120-150 aminosav hosszi
egyedi N-terminalis domént (amelyet egy MHC intron kodol) az MHC-val megegyezé ~800
aminosav koveti. Az N- és C-terminalis szerkezet nélkiili doménekben azonositottunk egy-egy
endogén protein-kinaz altal foszforilalodo peptidet. A catchin a vastag filamentum komponense,
rad-alaku coiled-coil dimert képez. Szerepet jatszhat a catch kontrakcioban és/vagy a specialis
szerkezetll zardizom vastag filamentumok kialakulasaban.

3. Klonoztuk a Physarum plazmodiumos nyalkagomba gyors citoplazma aramlasaért felelos
miozin-II. MHC génjét. A 6,5 kbp méreti cDNS 2148 aminosavat kodol. Megallapitottuk,
hogy a szekvencia a Dictyostelium sejtes nyalkagomba MHC-val kozeli rokonsagot mutat (46%
azonossag), ami tény aldtdmasztja a Mycetozoa torzs monofiletikus eredetét.

Miozin-II motor domén: szerkezet-funkcio és szerkezeti biologiai vizsgalatok

4. Mutans Dictyostelium MD konstrukciok segitségével bizonyitottuk, hogy a vazizom miozinbol
régdta ismert reaktiv Lys oldallanc érzékeny konformacios szenzorként jelzi az erdkar

crer

nem csak az Arg704-gyel kialakitott kdlcsonhatasbol ered.

5. A Lys84 és Arg704 mutacios vizsgalatai alapjan ramutattunk, hogy az a miozin fejek egy
allosztérikus utvonala mentén elhelyezkedd két oldallanc kélcsonhatasa befolyasolja a
motor erdokarjanak felhuzott (pre-munkaiitem) és lecsapott (poszt-rigor) allapota kozti
egyensulyt, s ezaltal hozzajarul a miozin ATP-az aktivitas finomhangolasahoz. A taszito
kolcsonhatds megvaltoztatasa a kolcsonhatds vonzo jellegének erdsodésével stabilizalja a
lecsapott konformaciot. A konformacios egyensuly ilyen iranyli megvaltoztatdsa a csak
felhuzott allapotban megtorténd ATP-hidrolizis lassulasat, illetve a csak a lecsapott erdkar
allapotban bekdvetkezd foszfat-ion felszabadulas gyorsulasat eredményezi.
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6. Meghataroztuk a miozin-11 fejek (S1) un. rigor-szerii allapotanak térszerkezetét, amely ez

idaig ,hianyzo liancszem” volt a kemomechanikai energiaatalakitis molekularis
mechanizmusanak megértésében. A nukleotid hidnyaban és aktin nélkiil kristalyositott miozin
fejek (amelyeket egy kalmar tolcsér retraktor, valamint féstiskagyld harantcsikolt és zard
adduktor izom miozinokbdl limitalt proteolizissel allitottunk eld) szerkezetében az erds aktin-
kotott (rigor) allapotra jellemzd szerkezeti tulajdonsdgok a nukleotid kotShelynél talalhatd
kapcsolo-1 hurok nyitott (nukleotid-kot6 zsebtél tavoli), és az aktin-arok teljesen zart allapota.
Az utdbbi tulajdonsagot aktin-kotés kinetikai vizsgalatok is megerdsitették. A szerkezetek
ravilagitottak a kapcsold-1 és az aktin-drok allosztérikus viszonyanak tobb részletére. A
rendelkezésiinkre allo szerkezeti €s kinetikai adatok birtokdban pontosabb képet alkothatunk az
aktin- és nukleotid-k6téhely reciprok allosztérikus miikodésében kulcsszerepet betoltd
transzduktor szerkezeti elem mikodésérdl is (az MD szerkezeti magjat alkotd B-lemez az
alapéllapotban megcsavarodott, az erdkar ,energiadis” felhuzott dallapotdban viszont
kiegyenesedik). Ezen kiviil értelmet nyert egy tovabbi szerkezeti/energetikai allapot (a kagyld
szerkezetekb6l korabbrol ismert un. belséleg szétkapcsolt allapot), amely valdszintileg
termodinamikailag kedvezdbbé teszi a poszt-rigorbol a pre-munkaiitembe torténd dtmenetet.

Miozin-II regulacios domén: szerkezet-funkcio és szerkezeti biologiai vizsgalatok.

7.

10.

A Ca’*-aktivalt kagylé rekombinans RD-rél megallapitottuk, hogy apo-formaban nagyobb
a konformaciés flexibilitasa, mint Ca®*-kotott allapotban. Az RD intrinszik fluoreszcencia
intenzitasa és anizotrdpidja is alacsonyabb Ca?* hidnyaban. A valtozasért elsésorban az ELC
Trp21 kornyezetének a megvaltozédsa felelds, de a fej-rad csukld kozelében is ,.érezhetd” a
mobilitas novekedés az apo-komplexben.

Elektron spin rezonancia spektroszkopiai vizsgalatok bizonyitottak, hogy ATP- és Ca”'-
kotéhely kozott allosztérikus kommunikacié zajlik. Az RLC Cys116 oldallancra (Met116Cys
muténs) helyezett spin-proba a Ca’*-kotéhely kornyékének lokélis és az RD  globalis
mobilitasarol is informaciot szolgaltatott. A kisérletek megmutattak, hogy egyrészt nem csak a
Ca2+, de az MD ¢és az S2 is csokkentik az RD bels0 mobilitasat, masrészt az MD csak ATP
jelenlétében kommunikal az RD-vel: Ca®* jelenlétében noveli az RD globalis mobilitasat
(,,bekapcsolt” allapot). Nukleotid hidnyaban (és az ATP-az aktivitdas kémiai modositassal
torténo gatlasaval) az MD és RD kozotti kommunikacié szétkapesolodik.

A Ca’*-gatolt Physarum miozin RD Ca”*-kétéhelyét az esszencialis konnyii lanc (ELC) elsé
,»EF-kéz” motivumaban azonositottuk. Erdekes modon ebben a miozinban, a tobbsejtiekbdl
szdrmaz6 ortologokkal ellentétben, az RLC nem kot Mg®*-ot. Kimutattuk, hogy az ELC Ca?*-
szelektivitasa nem til nagy. Kinetikai vizsgélataink viszont azt mutattak, hogy a Mg2+—>Ca2+
csere elég gyors, ily modon a Ca®* fiziologias koriilmények kozott ki tudja fejteni a gatlo
hatasat.

Meghataroztuk a Physarum miozin RD Kkristalyszerkezetét. A szerkezet érdekessége, hogy
az ELC kanonikus (kalmodulin-szerii) els6 ,,EF-kéz” motivumahoz a Ca®* nem kanonikus

moédon kotédik, azaz nem torténik meg az un. zart—nyitott konformacios atmenet. Ennek
oka, hogy az EF-kéz hurok 12. aminosava (amely bidentat ligandumként koordinalja a Ca**-ot a
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kanonikus szerkezetben), til messze van a koordinaland6 iontol. Az apo- és Ca®*-telitett RD
hidrogén-deutérium kicserélédési sebességének Osszehasonlitasa és molekularis dinamikai
szimulaciok alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a plazmodialis nyalkagomba
jellegzetes oszcillald citoplazma aramléasaért felelés miozin-II Ca2+-gétlésa, a Ca**-aktivalt
kagyloizom rendszerhez hasonldan, az RD belsé mobilitdsanak megvaltozasan keresztiil valosul
meg. A Ca®-kétés kivaltotta allosztérikus valtozas az RD flexibilitisanak csokkentésén
keresztiil tehat a motor aktivalasdhoz (kagyld izom kontrakcid) €s gatlasahoz (nyalkagomba
citoplazma aramlés) is vezethet.

11. A Ca**-kétésen illetve a foszforilacion alapulo szabalyozast konnyi lanc hibrid és kiméra
HMM-ekkel 6sszehasonlitva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mindkét szabalyozas
hasonlo allosztérikus mechanizmuson Kkeresztiil valosul meg. Kagylo LC-ket tartalmazo
simaizom HMM ATP-az aktivitasa Ca**-érzékennyé valt, mig a csak kagylo ELC-t tartalmazd
simaizom HMM hibrid kettds szabalyozas ala keriilt, Ca®*-kotés és foszforilacié is aktivalta.

Miozin-11 coiled-coil: szerkezet-funkcié és szerkezeti biologiai vizsgalatok

12. Azt talaltuk, hogy a kagylé proximalis S2 régio instabil szerkezetii. Rekombinans kagylo
miozin N-terminalis coiled-coil fragmentumok (S2), valamint a regulaciés domént is tartalmazo
konstrukciok (RD+S2) vizsgalata azt mutatta, hogy tobbi konvencionalis miozintdl eltéréen a
kagyl6 fej-rud csuklé régio joval instabilabb szerkezetii.

13. Elsoként sikeriilt atomi felbontasi miozin coiled-coil szerkezetet meghataroznunk. A
kagylo proximalis S2 (amely tartalmazza a fej-farok csuklo régiot) szerkezet szamos olyan
tulajdonsagot mutat, ami megmagyarazza a nagyfoku flexibilitasat (a coiled-coil varrat tobb
ponton rosszul ,,csomagolddik”, a lanc-k6zotti sohidak hidnya miatt tobb hidrofob oldallanc
vizmolekuldkkal keriil kdlcsonhatasba). Az eredendden instabil proximalis S2-t (7 heptad
egység) a C-terminalis végéhez fuzionalt élesztdé GCN4-bdl szarmazo Leu-cipzarral (4 heptad)
sikerlilt stabilizalnunk. Az S2 flexibilis szerkezetét alatdmasztja az a tény is, hogy harom
kristalyformabol 6t szerkezeti modellt tudtunk eléallitani, amelyek egy részében az N-terminalis
10-14 aminosav rendezetlen szerkezetli. Pontositottuk a miozin fej és a rad hatarat jelzd
peptidkotést is (Leu809-Leu810).

14. Megallapitottuk, hogy a kozvetleniil szabalyozott miozinokban (kagylé és gerinces
simaizom) a fej-rud csuklé régional a coiled-coil szerkezet kisebb stabilitasu (flexibilisebb)
mint az indirekt modon szabalyozottakban (gerinces vaz- és szivizom). Az eltérd
stabilitasok szerkezeti okait mutagenezis vizsgalatok részben megmagyarazzak. A nagyfoku
flexibilitas és szerkezeti dinamika el6feltétele lehet a regulalt miozinokra jellemzo
aszimmetrikus ,,0ff” szerkezet kialakulasanak.

Vizsgalatok az intracellularis szallitomotor miozin-V-tel és a DYNLL konnyt lanccal

15. Kimutattuk, hogy a Drosophila miozin-V a gerinces miozin-V motoroktél gyokeresen
eltér6 mechanizmussal miikodik, nevezetesen egy nem-processziv citoplazmatikus
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transzport motor. Rekombinans S1-gyel és HMM-mel végzett steady-state, tranziens kinetikai,
valamint in vitro motilitasi vizsgalatokbol kideriilt, hogy a Drosophila miozin-V a gerinces
ortologoktol eltéréen alacsony terhelési aranyua (duty ratio) motorfehérje (az ATP-az
ciklusidejének nagyobb részét tolti az aktinrdl levalt allapotban), amely in vitro tesztben csak
nagy felszini koncentracié mellett volt képes mozgatni az aktin filamentumokat.

16. Meghataroztuk az emlés miozin-V farok konnyid lanc (DYNLL vagy LCS8) pontos

17.

s rer

koziil a DYNLL?2 izoforma a harom miozin-V paraldg koziil csak a miozin-Va izoformanak egy
~8 aminosavbol allo linedris motivumhoz kot, amely tartalmaz egy minddssze héarom
aminosavat kodolo, foleg ideg- és immunsejtekben expresszalodd exont. Az DYNLL kotodés
hatasara allosztérikus modon a kotShelytdl N- és C-terminalisan elhelyezkedé coiled-coil
domének szerkezete stabilizalodik. NMR spektroszkdpiai vizsgéalatok és molekuléris dokkolas
segitségével szerkezeti modellt készitettlink a DYNLL2-miozin-Va kotopeptid komplexrdl. A
két miozin peptid szimmetrikusan és kooperativitas nélkiil kotddik a homodimer DYNLL-hez a
két alegység kolcsonhatd felszinénél elhelyezkedd két arokba. Ezek alapjan kicsi a
valoésziniisége, hogy a DYNLL az intracelluldris szallito motor karg6-kotd alegysége lenne,
mint az kordbban feltételezték. Ezzel szemben ,,molekuldris ragasztoként” szerepe lehet a
miozin-V farok domének, ily mddon valdszinlileg a kargo-koté domén stabilizalasaban, s
beleszolhat a motorfehérje szabalyozasaba is.

A DYNLL konnyii lancokrél megmutattuk, hogy az egyik legkonzervativabb eukariota
fehérjék, amelyek a proteomban csoméponti (,hub protein”) szerepet toltenek be és
gyakorlatilag csak rendezetlen fehérjékhez illetve fehérjerégiokhoz kotodnek. Jelenleg mar
tobb mint 60 kotOpartneriiket ismerjiik. A linedris motivum (7 aminosav) kotédése a DYNLL-
hez sok esetben a kotOpartnerek dimerizacidjahoz, illetve a dimerizaciot okozo coiled-coil
domének stabilizdlasdhoz vezet. A stabilizalt partner nagyobb fehérjekomplexek szamara
szolgalhat platformként. Mas esetekben a DYNLL-hez kotddés szekvesztralhatja a kdlcsonhato
fehérjét. A DYNLL ,,szerkezet Osszeszereld”, szerkezet stabilizald, valamint szekvesztralo
képességével valtozatos bioldgiai folyamatokban vehet részt, igymint az apoptozis, sejtciklus,
transzkripcié, DNS javitd folyamatok és a neuronalis NO-szintdz enzim szabalyozasa, a
posztszinaptikus denzitds, nukleopérus ¢és RNS szallito komplex kialakitdsa, esetleg
motorfehérjék kargo szallitas.

Vizsgalatok a reverz motor miozin-VI-tal és a maganyos a-hélixek felfedezése

18.

A miozin-VI farok doménen beliil talalhato, korabban coiled-coil szerkezetiinek josolt,
mintegy 60 aminosav hosszusagu, nagy toltésstiriségii régiorol kimutattuk, hogy egyszalu
a-hélix szerkezetii. Cirkularis dikroizmus spektroszkopiai €s kémiai keresztkotés vizsgalatok
azt mutattak, hogy ezek a miozin-VI farok domének nem képesek dimerizalni, ellenben igen
stabil maganyos a-hélixet alkotnak. A szerkezetet az i és i+3, valamint i és i+4 poziciokban
elhelyezkedd nagyszamu (83%) Glu ¢és Lys/Arg oldallinc kozott kialakulo  so6hidak
stabilizalhatjak.
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19. Két, elvi alapon is kiilonb6z6 szerkezetjoslé programot hoztunk létre, amelyek segitségével
megmutattuk, hogy a toltott maganyos a-hélix (CSAH) egy eddig fel nem ismert fehérje
szerkezeti motivum, amely tobb tucat fehérjében, tobbek kozott tobb miozin osztalyban
(mio6, miol0) is megtalalhato. Néhany kivalasztott CSAH domént eléallitottunk rekombinans
fehérjeként, s kisérletesen bizonyitottuk, hogy maganyos a-hélixet alkotnak. Csak a minimum
40 aminosav hosszisagi CSAH motivumokat azonositottuk eddig (maximalis hosszuk 150
aminosav, ~20 nm). Valtozatos szereppel birhatnak: a miozinok esetén meghosszabbitjak a
motor erdkarjat, mashol domének kozotti tobbé-kevésbé merev 0sszekotdé kapocsként
miikddhetnek.

A tézisekben bemutatott eredmények alapkutatdsok, kozvetlen gyakorlati hasznositasuk a
kozeljovoben nem valoszinli. Ez alol kivételt jelenthet a 18. és a 19.-21. pontban Osszefoglalt
kutatdsaink folytatdsa. Egyrészt a DYNLL, tobbek felvetése szerint egyes korképek esetén
gyogyszer célmolekulaként szerepelhet (megjegyzendd, hogy ezzel kapcsolatban in vitro evolucios
eljarassal, kollaboracioban Pal Gaborral, igéretes eredményeink vannak nagy affinitdssal DYNLL
kotdpeptidek eldallitdsa terén), masrészt elképzelhetd a jovoben a maganyos egyszalu peptidek
nanobiotechnologiai felhasznalasa is.
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