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1 Bevezetés

A miozinok olyan molekuldris motorok, amik képesek az ATP-ben tarolt kémiai
energiat térszerkezeti atalakuldsokon keresztiil mechanikai munkéva alakitani, és igy az aktin
filamentum mentén eldérehaladé mozgast végezni. Ennek a konverzidonak kulcseleme a miozin
motor doménnek nevezett része, amely rendelkezik egy aktin és egy nukleotid kot régioval,
illetve a térszerkezeti atrendezOdések felerdsitésére szolgald erdkar bazisaval. Az aktinhoz
kotott motor domén megkdti az ATP-t, minek hatasara az aktin disszocial a miozinrél. Az
ATP hidrolizishez kapcsolt konformécids atrendezddés folyaman a motor doménhez
kapcsolodo erdkar felhtizott allapotba keriil. Az aktin visszakotddés hatasara a felhtizassal
ellentétes iranyu atrendezddéssel (power stroke) 0jbol a lecsapott térszerkezeti allapotaba tér
vissza a motor domén, mikozben a hidrolizis termékek felszabaduldsaval parhuzamosan az
aktin egyre szorosabban kot a miozinhoz. Az enzim ciklus soran megfigyelhetd az aktin
illetve a nukleotidok antagonisztikus affinitdsa, ami az aktin és a nukleotid kotd régiok kozotti
Osszetett kommunikécios Gtvonalak meglétérdl arulkodik.

Egészen a kozelmultig csupan olyan kristalyszerkezetek alltak rendelkezésre, amelyek
a motor domén kis aktin affinitast allapotait reprezentaltdk, igy a két régiot 6sszekotd, az
idaig lathatatlan ,kapcsold” egyetlen allapota volt megfigyelhetd. A 2003-as év bd termésii
esztendd volt, mivel két kristalyszerkezet (Reubold és mtsai, 2003, Coureux és mtsai, 2004)
¢és tobb spektroszkopiai megfigyelés (Holmes és mtsai, 2003, Conibear és mtsai, 2003) is
napvilagot latott, melyekben az aktin koto régid €és a nukleotid kotd zseb kozotti kapcesolat uj
mechanizmusat felfedve, megmagyarazhatova valt az aktin és a nukleotid affinitds kozotti
melynek igy mar két konforméacios allapota volt megfigyelhetd. Nukleotid kotott allapotokban
a zart nukleotid kotd zseb kialakitdsaban fontos szerepet jatszva, ugynevezett zart
konforméacids allapotot vesz fel, mig nukleotid nélkiil, nyitott nukleotid kotd zseb, és igy
nyitott switch I konforméacios allapot figyelheté meg (Reubold és mtsai, 2003).

A kristaly szerkezetek altal szolgaltatott predikcid ezek alapjan a kovetkezd
mechanizmust fogalmazza meg: az akto-miozin komplexhez kotédé ATP hatasara a Switch 1
régid nyitottbdl zart konformécios allapotba megy at, minek kovetkeztében az aktin kotd arok
kinyilik és az aktin disszocial. Az ATP hidrolizisét kovetéen az aktin visszakotddik, és az
aktin kotd arok zarddasanak hatdsara, a zart nukleotid kotd zsebet megbontva, a Switch I

régio nyitott térszerkezeti allapotaba kertil.



Mivel a kristaly szerkezetek csak egy statikus képet szolgaltatnak, ezért a kiillonb6z6
allapotok kozotti atalakuldasok mechanizmusa illetve sorrendje csupan feltételezéseken és
kovetkeztetéseken alapulhat. Ennélfogva fontos, hogy az elébbiekben vazolt mechanizmus
oldatban valé vizsgalataval egy dinamikus képet kapjunk, és ilyenforman a szerkezetek
Otvozése a kinetikai adatokkal a folyamat jobb megértését és erdteljesebb modell felallitasat
biztosithatja.

Vizsgélataink objektuma a Dictyostelium discoideum sejtes nyalkagomba miozin II
motor doménje. Olyan egy-triptofanos mutans valtozatait terveztiikk meg, amelyek alkalmasak
a Switch I régid térszerkezeti atalakuldsainak nyomon kovetésére az egyetlen triptofan
oldallanchoz hozzarendelheté fluoreszcencia vizsgalataval. Ennélfogva munkank soran
géntechnoldgiai, fehérjeexpresszios €s preparativ, valamint steady-state és gyorskinetikai
spektroszkopos technikakat alkalmaztunk.

Munkank megkezdésekor a kovetkezo feltevésekre kerestiik a valaszt:

e Valoszintlisithetden az ATP kotésekor lezajlo nyitott-zart konformacios atmenete a

Switch I régidonak milyen allapotokon 4t, hany Iépésben torténik, és hozzarendelhetd-e

.....

e Az aktin és az ATP egymads affinitasat 1000X-en gyengitik a motor doménhez. A
Dictyostelium miozin II esetében az ADP-re ez csak néhanyszorosan igaz (Nyitrai €s
Geeves, 2004). Ha feltételezziik, hogy a Switch I régid térszerkezeti allapota felelds a
motor domén aktin affinitdsanak kialakitasaért (Reubold ¢és mtsai 2003, Holmes ¢s
mtsai, 2003, Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2003, Coureux és mtsai, 2004), akkor
ellentmondasos adatokba iitkozhetlink. A kristaly szerkezetek alapjan csupan két
allapota kiilonithetd el a régionak, és az ATP és ADP kotott allapotban ugyan az
(Gulick és mtsai, 1997). Erdekes kérdés, hogy spektroszkopiai modszerekkel sikeriil-e
a Switch I régi6 tobb allapotanak meglétét lathatova tenni, €s azzal az ellentmondast

feloldani.

Talan nem ideillden most szeretném megjegyezni, hogy a Dictyostelium miozin 11
motor domén hdmérsékletugrasos kisérletei témavezetém, Malnési-Csizmadia Andras
leicesteri mérései, ezért a tobbi kisérlettdl eltéréen azokat az Eredmények megvitatasa c.

fejezetben prezentalom részletes metodikai bemutatasuk nélkiil.
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2 Irodalmi attekintés

2.1 A miozinokrol altalaban

A molekularis motorok az enzimek azon csaladjat alkotjak, amelyek kémiai energiat
alakitanak &t mechanikai munkava. Az izommiikddésen til szdmos alapvetd sejtfolyamat
kulcs-enzimei, ugymint a sejtalak- és helyvaltoztatassal kapcsolatos mozgésjelenségek, a
sejtorganellumok és altalanossdgban a sejten beliili 4atrendez6dések ¢és molekularis
transzportfolyamatok. Népes csaladjukbdl legismertebbek az izmokat is felépitd miozinok,
amelyek az aktin filamentum motorfehérjéi.

Az izomkontrakcié molekuldris mechanizmusanak attoré elméletét Lymn és Taylor
alkottdk meg 1972-ben (abra), mely az addigi megfigyeléseket egy atfogé6 modellben 6tvozte
(1. abra). Az elképzelés szerint a miozin kereszthid része nukleotid tavollétében képes erdsen
megkotni az aktint, megalkotva a ,,rigor akto-miozin komplexet”. Az ATP a kereszthidhoz
kotve a miozin gyors levalasat okozza az aktin filamentrél, majd az ATP hidrolizise
kovetkeztében a kereszthid felhuzott konformécidba keriil. A hidrolizis termékeket kotve a
kereszthid visszakdt az aktinra, majd egy kilendiilé6 mozgast végezve (kilendiil6 kereszthid
modell) eltolja azt a miozin filamentumhoz képest (cstiszé filamentum modell). Az aktin

kotés hatasara a hidrolizis termékek felszabadulnak, és ezzel az er6sen aktin-kotott kiindulasi

rigor allapotba jutunk vissza.

(4) (3)
abra: A Lymn-Taylor  modell. BRASCE M‘A.ip'p‘
Kiindulasi iitem a rigor akto-miozin A F ij —
komplex, amely nukleotid hianyaban a :3 3l S: ;
miozin kereszthid erds aktin-kotott ES / ;:j |
dllapota (1.). A kereszthid ATP kotés :,‘ 4 B 3 |'
kozben levalik az aktinrdl (2.), majd o) / ‘ R /
az ATP hidrolizis hatdsdra az aktinhoz ot / & i
viszonyitott orientdcioja megvaltozik, D A ! | ,_r
vagyis felhiizott dllapotba keriil (3.). A~ ~/\| ] [
kereszthid visszakot az aktinra (4.). Az (5 \ L] L
aktin kotés hatasara a kereszthid egy AERAN
kilendiilo mozgdassal eredeti {3 3 F A
orientdcidjaba tér vissza (kilendiils S "“\ @ Z R
kereszthid modell), és ezzel az aktin O \\ b@é .: e |
filamentumot  eltolija a  miozin _ELZ? [ _ of |
filamentum mentén. Keésobb :’}% f . +ATP ir; |J
azonositottak a kereszthid mozgasaért f,_,il%,' ‘ A Q3 f
felelds erdkart, és igy a mechanizmust J - f‘ N
kilendiil6 emelékar modellre nevezték ) [,
at (kis kep). i ‘ .

—_—
Y
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Késdbb a spektroszkopos technikak fejlodésével azonositottak a kereszthid mozgésaért felelds
részt, és igy az elméletet kilendiild emeldkar modellé modositottak (Rayment és mtsai, 1993).
A Lymn-Taylor modell érvényességét még ma sem vesztette el, habar az ATP-az
ciklusrdl alkotott kép a rengeteg kutatasi eredménynek koszonhetden dsszehasonlithatatlanul
részletgazdagabb. Ennek ellenére az aktin és ATP antagonisztikus kotésének mechanizmusa a

mai napig nem letisztazott teljes valojaban.

2.2.1 A miozin szerkezete

A miozinokrol altalanosan elmondhatd, hogy tobb alegységbdl felépiild fehérjék,
melyek N-terminalisan helyezkedik el a feji régio, vagy mas néven S1 (a miozin proteolitikus
hasitdsaval nyerhetd 1. szubfragmentum), amely tartalmazza a katalitikusan aktiv motor
domént, és ahhoz C-terminalisan kapcsolddo regulacios domént. A motor domén konzervativ
kozponti része egy héttaghi f-lemez szerkezet, amely tagjait 6sszekotd ,,hurkok™ a miozin
szupercsaladon beliil valtozatos felépitést kdlcsondznek az egyes miozin formaknak. A motor
domén aktivitasahoz kothetd az aktin és az ATP ciklikus kotése, és annak konformacios
atrendezddései eredményezik az ATP-ben tarolt kémiai energia atkonvertalasat mechanikai
munkava. A motor doménhez kapcsoldédd a-helikalis ,,nyak™ a regulaciés domén, amely az
erdgeneralas soran az emelOkar funkcidjat latja el, illetve kotési felszint szolgaltat a motor
domén aktivitast szabalyoz6 konnytildncok szdmara. A nyaki régidé C-terminalis folytatasa a
konvencionalis miozinok esetében altalanos az a-helikélis ,,farok” rész, amely a miozin
dimerizacidja soran coiled-coil szerkezetet képezve lehetdvé teszi a miozin filamentum
kialakulasat. Mas, nem konvencionalis miozinok esetében eléfordulhat globularis farok
domén, amely példdul a miozinhoz kapcsolodd ,.molekularis szallitmanyok” kotésére

szolgalhat.

2.2.2 A motor domén szerkezete

A konvenciondlis miozin II S1 6nmagaban is rendelkezik ATP-az aktvitassal és
motilitassal. Mitkddoképes heteroldég expresszidja prokariotdkban a dajkafehérjék hidnya
miatt akadalyozott, erre nyujtott megoldast a Dictyostelium sejtes nydlkagomba expresszios
rendszer (Manstein és mtsai, 1989). A Dictyostelium miozin I S1 ATP-az mechanizmusa

nagy fokt hasonlésagot mutat a miozin II ostily gerincesekben megtalalhatd tagjaihoz
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(Ritchie ¢és mtsai, 1993), igy rekombindns fragmentumai konnyi eldallithatosdga miatt
kedvelt vizsgélati objektumai motor fehérjék kutatasanak. Mésik elényds tulajdonsdga, hogy a
regulacidos doménjétdol megfosztott motor domén is a vad tipushoz hasonld ATP-az
aktivitassal rendelkezik (Kurzawa és mtsai, 1997). A ,,nyaka-vesztett” motor domén sokkal
globularisabb, igy konnyebb kristalyositani (Geeves €¢s Holmes, 1999). Ennek kdszonhetden a
Dictyostelium motor domén fragmentumokbdl egy sor kristalyszerkezet all rendelkezéstinkre.
A motor domén funkciondlisan négy szubdoménre oszthat6 (2. abra). Ezek elnevezései
a motor domén proteolitikus hasitdsanak eredményeként kapott fragmentumok tomegeibdl
szarmaznak (Balint és mtsai, 1975). Ennek megfeleléen megkiilonbdztetiink 25 KDa, felsd €s

also 50kDa, és konverter szubdoméneket.

3. dbra: Dictyostelium miozin motor domén
fragmens ATP-kotott kristalyszerkezete. Négy
funkcionalis szubdoménre oszthato: 25KDa
(sarga), felsé 50KDa (piros), also 50KDa és
konverter (fehér) szubdomén. A felso és also
50KDa szubdomén fogja kozre az aktin koté
arkot, mig az ellentétes oldalon a 25KDa és
felso 50KDa szubdomének kozott a nukleotid
kotd zseb helyezkedik el. A nukleotid-kété
zsebet alkotja a switch I (fekete) és a swicht
11 (kek) elnevezésii ,, hurkok”.

A konverter az eltavolitott erdkar alapjaként szolgél, mig a fels6 és als6 SOKDa szubdomén
fogja kozre az aktin koté arkot. Ezzel ellentétes oldalon a 25KDa ¢s fels6 50KDa
szubdomének kozott a nukleotid kotd zseb helyezkedik el. Nagy leegyszertsitéssel azt lehet
mondani, hogy az ATP-az ciklus folyaman bekovetkezd térszerkezet valtozasok a
szubdomének merev egységekként torténd mozgasai, melyeket a motor domén core részében
elhelyezkedd rovid kapcsok konformacio valtozéasai indukalnak, vagy kozvetitenek egyik
szubdoménrdl a masikra. Ilyen kapcsok a felsd és als6 5S0KDa szubdomént 6sszek6td switch
IT (454-459) a 25 és felsé S0KDa szubdomént sszekotd switch 1 (233-239), a konvertert és
als6 50KDa szubdomént Osszekotd relé, illetve 25KDa és konverter szubdomént 6sszekotod

SH1 hélix.



2.2.3 A Dictyostelium motor domén szerkezetek

A motor domén fragmentumok kristalyszerkezetei az ATP-az ciklus soran kialakuld egyes
konformécids allapotokat reprezentaljak, attol fiiggden, hogy a nukleotid kitd zsebben 1€vo
ATP, ADP, ADP.Pi vagy ezek szintetikus nukleotid anal6gjai melyik 1épés soran ,,fagyasztjak
le” az enzim ciklust. Problémat jelent, hogy a motor domén aktin komplexe ma még nem
kristalyosithato, ezért a ciklus soran aktin-kotott allapotok szerkezetében az aktin hatdsa nem
jelenik meg. A szerkezetek héarom csoportra
oszthatéak. Az elsd, az apo allapoti motor domén,
amely nem tartalmaz nukleotidot a nukleotid-ko6td
zsebben. Ezt a szerkezetet rigor szerli allapotnak is
nevezik, mivel a rigor akto-miozin komplex
szerkezetét imitalja, leszamitva az aktin térszerkezet
modositd hatdsait. Az apo szerkezet teljesen nyitott
nukleotid-ko6td zsebet tartalmaz, vagyis a nukleotid
kotésében résztvevd switch I és switch II hurkok a
nukleotid-kotd zsebtdl eltdvolodva, egymassal sohidat
képezve (R239-E459) figyelhetéek meg. Jelentdsége,
hogy ez az els6é szerkezet, amelyik nyitott switch I
konforméciot mutat (3. abra), és emellett az aktin kto
arok szélessége a nukleotid-kotott allapotokban
megfigyeltnél szélesebb, ami felsé SOKDa szubdomén
rotaciojanak kovetkezménye. Ezzel egy ismeretlen
kommunikéaciés mechanizmust tart fel a nukleotid-
kotd zseb és az aktin-kotd arok kozott (Reubold és

mtsai, 2003).

3. abra: Dictyostelium motor domén switch Ilés switchll
kiilonbozo  konformacios — dallapotai.  Nukleotid-mentes
dllapotban a switch Iés a switch Il is nyitott konformdaciot
vesz fel (felsé kép). ADP és ATP analogok kotésekor a
switch 1 zart, de a switch Il nyitott konformdacioban
talalhato (kozépsd kép). Ezt az dllapotot rigor utani, vagy
ATP kotott allapotnak nevezik. ADP.Pi analogok hatasadra
a switch Il is bezarodik (also kép). Ezt az dllapotot
atmeneti allapotnak nevezik. (Reubold és mtsai, 2003)




crer

az a korabbi megfigyelés is, amely sordn a sohid kialakuldsanak megakadalyozasa tizszeresen
megnovelte az aktin disszocidcio sebességét (Furch és mtsai, 1999). Az apo kristalyszerkezet
mellett elektronmikroszképos technikaval vizualizalt rigor akto-miozin komplex is
alatdmasztja, hogy erds aktin-kotott allapotban a switch 1 régi6 a nukleotid zsebtdl
eltavolodva, nyitott konformacidban és emellett az aktin-koto arok zarva talalhaté (Holmes és

mtsai, 2003) (4. abra).

Open cleft
(weak binding)

Rotation axis 4. abra: Az akto- Sl elektronmikroszkopos felvételének
sematikus dabraja. Gyenge aktin-kotott allapotban az aktin-
kotd arok nmyitva (felsé abra), mig erds aktin-kotott
allapotban zdrva taldlhaté (alsé dabra) (Holmes és mtsai,

2003).

}f \
Myosin upper 50 kDa
domain

Closed cleft
(strong binding)

A kristalyszerkezetek masodik csoportjanak
kozos tulajdonsdga, hogy a switch 1 zart
konformacidoban, mig a switch II a nukletid-ko6td
zsebtdl tavol, nyitott térszerkezeti allapotdban
talalhat6 (3.b abra). Ezekben a szerkezetekben ADP,
AMP.PMP, ATPyS, ATP vagy ADP.BeFy van kotve a
nukleotid zsebben (Gulick és mtsai, 1997, Bauer és
mtsai, 2000, Fisher és mtsai, 1995). A switch I a nyitott allapothoz képest 8A-t mozdul el a
nukleotid iranyaba, ezzel a switch II —vel kapcsolt sohid felszakad, és masodlagos kotéseket
kotéshaldzatat az 5. abra szemlélteti. Az N233 illetve a konzervativ, S237, R238 aminosavak
megléte esszencidlis az ATP-4z ciklus zavartalan miikodéséhez (Shimada és mtsai, 1997). Az
N233 kotést alakit ki a nukleotid a-, B-, y-foszfatjaval és ribozaval, az N235 a B-foszfatjaval.
A S236 koztiterméke a hidrolitikus viz és a y-foszfat kozott lezajlo protontranszfernek, illetve
a tdvozo6 foszfattal tart hidrogén-kotést. A S237 a y-foszfattal és a Mg ionnal alakit ki kotést,
illetve az R238 a mar emlitett sohid kialakitasaban jatszik szerepet (Fisher és mtsai, 1995). Ez

az allapot az ATP-az ciklusban elfoglalt helye szerint rigor utani, vagy aktinrdl levalt
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allapotnak nevezik, és az ATP kotést kovetden alakul ki. Aktin koté arka nyitott

konformécidban helyezkedik el.

P-Loop
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5. abra: A Dictyostelium miozin Il nukleotid-koto zsebének sematikus abraja. Mind a switch I, mind a
switch Il zart konformacioban kialakult hidrogén-hid kotés halozatat szemlélteti az abra (Fisher és

mtsai, 1995).

crc

tartalmaz. Nyitott konformécioban csak egy viz molekuldn keresztiil van kapcsolatban a
switch II D454 a nukleotid y-foszfattal, mas kotés nem alakul ki. Ezzel szemben a switch 11
zarodasakor 4A mozdul a nukleotid felé, és kdzvetlen hidrogén-kotés alakul ki G457 és a y-
foszfat kozott, illetve ismét sohidat képez a E459 a switch 1 A238 aminosavval (Fisher és
mtsai, 1995). Ez a zart konforméacido ADP.Pi szerkezeti analdgjaival kristalyosithaté: ADP.V;,
ADP.AIF,; illetve bizonyos kristalyositasi koriilmények kozott ADP.BeFy kotott allapotban
(Holmes és Geeves, 2000). A switch II zar konformdacio kialakulasa elengedhetetlen a
hidrolizis 1épés kialakuldsahoz (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2000), és ennek zarddasaval
kapcsolt térszerkezeti valtozas, a relé-hélix és a konverter szubdomén kozvetitésével, az
emelOkar felhuzott allapotba keriilése is, ami az erdgeneradlas soran kilendiil6 erdkar
mozgasanak inverze. Ez alapjan ezt a térszerkezeti elrendezddést felhtzott, vagy atmeneti
allapotnak nevezik. A switch II a felsd és als6 S0KDa szubdoméneket 6sszekotd kapocs, igy

zarodasa az aktin-koto arok kis mértéki kinyilasaval is kapcsolt (Reubold és mtsai, 2003).

-10 -



2.3 Kinetikai attekintés

Nem sokkal a Lymn-Taylor modell megalkotasa utan nyul vazizom motor doménjének
intrinzik fluoreszcencia valtozasai alapjan részletes kinetikai modell dolgoztak ki az ATP-az

ciklus miikodésérdl (Bagshaw és Trentham, 1974) (1. séma).

1 2 3

M+ ATP =——= MATP —— M .ATP — M** ADP.Pi

| 4
7 (3] 5
M+ ADP —— MADP _—_ M .ADP + Pi «——— M .ADP.Pi

1. séma: Bagshaw-Trentham kinetikai modell az ATP-az ciklusrol nyul vazizom triptofan
fluoreszcencia valtozdsai alapjan.

Ennek alapjdn a miozin ATP kotése a fluoreszcencia véltozas gyors fazisdhoz kothetd
(M*.ATP) kétlépéses folyamat, ahol a gyors {litk6zési 1épést a szubsztrat altal indukalt,
irreverzibilis térszerkezeti atrendezddés kovet. Ezt koveti a hidrolizis 1€épés, ami tovabbi
fluoreszcencia emelkedéssel jar (M** ATP). A sebesség meghatarozo foszfat felszabadulas
kozben a 2. 1épést kovetd fluoreszcencia intenzitds alakul ki, majd ezt koveti az ADP
felszabadulasa, ami az ATP kotés kétlépéses mechanizmusaval megegyezd, csak ellentétes
iranyultsdgu. A nukleotid kotés a kotd zseb szdjanal talalhatdé W113 és W131 aminosavak
fluoreszcencia valtozasahoz kothetd, mig hidrolizissel jaré masodik fluoreszcencia emelkedés
a relé-hélixben elhelyezkedd, W510 aminosavhoz (Dictyosteliumban W501).

A nukleotid kotés és felszabadulas kétlépéses mechanizmusat azota kiterjesztették
mas miozinokra is. Az ADP felszabadulas fontos szerepet tolt be az ATP-az ciklus
iranyitasdban. Az egyes miozin formakndl az ADP ¢és az aktin kiilonb6zé mértékben
modositjdk egymas affinitasat, viszont altalanosan elmondhat6, hogy amennyire gyengiti az
ADP a motor domén aktin affinitasat, annyira gyengiti az aktin az ADP affinitast. Az ezt
kifejez6 mennyiség a termodinamikai kapcsoltsagi arany: Kap/ Kp= Kpa/Ka, ahol Kp, Kap az
ADP affinitdsa a miozinnak és az akto-miozinnak, Ka Kpa az aktin affinitdsa a miozinnak ¢és
az ADP-miozin komplexnek. Ez az ardny alacsony (1-10) azoknal a miozinokndl, amik egy

masodik, ADP indukalt erdkar kilendiilést is mutatnak (Nyitrai és Geeves, 2004), a tobbinél
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20-200 kozott figyelhetdé meg. Ezzel szemben az ATP okozta aktin affinitds csokkenés
hozzévetdlegesen 1000X. Ennek kdszonhetd, hogy az ATP kotése utan az aktin disszocial a
miozinr6l, majd a hidrolizist kovetéen ADP.Pi allapotban kot vissza. Az ADP.Pi kotott motor
domén szintén alacsony aktin affinitassal rendelkezik (Kgq <<IuM), ezért elészor gyengén
kot az aktin, ami vélhetden a foszfat felszabaduldssal parhuzamosan atalakul erds aktin kotott
allapotta (Conibear és mtsai, 2004). A kezdeti gyenge kolcsonhatas soran az aktinhoz csak az
als6 50KDa szubdomén kdot, majd az aktin kotd arok zarodéasaval, a felsd SOKDa aktin kotése
erdsiti meg a kolcsonhatast (Holmes és mtsai, 2003). A kristalyszerkezetek tantisaga szerint,
ezzel a konformacio valtozéassal kapcsolt a switch I kinyilasa. A switch I ezen térszerkezeti
atalakulasa kinetikailag nem karakterizalt, hiszen a kdzelmultig egyetlen konformacidja volt
ismert. Kozvetett mérések utalnak a switch I funkciojara, melyek sordn a hurokban elhelyezett
mutdciok hatdsat vizsgaltdk az enzim kinetikai paramétereire (Kurzawa és mtsai, 1997,
Shimada és mtsai, 1997).

Az ATP-az ciklus sebesség meghatarozo 1épése a hidrolitikus foszfat felszabadulas,
ami az erégeneralast kozvetleniil megeldz6 1épés (Conibear, 2004). Az aktin kotése a foszfat
felszabadulasi 1épést energetikailag kedvezobbé téve ,,aktivalja” az ATP-az ciklust. Az aktin
kotésekor mind a switch I, mind a switch II zart konformacioban talalhaté, de az a
szerkezetiik, amirdl a foszfat felszabadul nem ismert. Hipotetikusan el0szor a switch I nyilik
ki (Conibear és mtsai, 2004, Reubold és mtsai, 2003), létrehozva a csatornat (back-door, trap-

door), amin keresztiil a foszfat felszabadul.
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3 Célkituzések

1. Késobbi vizsgalatra tervezett, egy-triptofanos motor domén mutansok eldallitasa
Dictyostelium expresszids rendszerben.

2. A switch I régio, valdszintsithetéen ATP kotésekor kialakuld térszerkezet
valtozasanak vizualizalasa, és kinetikai karakterizaldsa. Ennek érdekében a switch I
régioba elhelyezett triptofan szenzorokat alkalmazunk gyorskinetikai vizsgalatokhoz.

3. A switch I régi6 konformécio valtozasa és az aktin disszociacid kozott feltételezett
kapcsolat oldatban val6 igazolasa.

4. A switch I régi6 konformacios kiilonbségeinek felderitése kiilonb6zd nukleotid kotott

allapotokban.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 DNS konstrukciok

Vizsgélati objektumaink a Dictyostelium miozin II motor doménjének két mutans
valtozata, melyek elsd 761 amindsavat kodold szekvenciak pDXA-3H expresszids vektorban
(lasd expresszios rendszer fejezetben) alltak rendelkezésiinkre munkank megkezdésekor. A
vad tipusu motor domén génjétdl abban térnek el, hogy mind a négy eredeti triptofan kodon
(36, 432, 501, 584) helyett fenilalanint kodolo tripletet tartalmaz, igy tovabbi mutagenezissel
egyetlen triptofant tartalmaz6 motor domének eldallitasara alkalmasak (Malnasi-Csizmadia és
mtsai, 2000). Jelen esetben az egyik konstrukcio a 239-es (pDXAW239+), a masik a 242-es
(pDXAW?242+) fenilalanin helyén tartalmaz triptofan kodont.

4.2 Rekombinans DNS technikak

4.2.1 E. coli transzformalas és transzformansok novesztése

A pDXAW239+ és a pDXAW242+ konstrukcidk amplifikdlasanak céljabol DH5a-T1 Z-
kompetens sejtvonalat haszndltunk, amely dimetilszulfoxiddal és polietilénglikollal vald
kezeléssel (Z-competent E. coli transformation buffer set, Zymo research, Cat# T3002)
kompetenssé téve nem igényel hdsokkolast.

- 50ul sejthez 0,2 -0,5pg miniprep DNS hozzaadasa jégen.

- 60 perc inkubaci6 jégen.

- Szélesztés elomelegitett (37°C) LB-agar lemezre (100pg/ml ampicillin).

- Novesztés 37°C-on egy ¢éjszakan keresztiil.

- A lemezrdl 1-1 telep atoltasa Sml folyadékkultiraba (100ug/ml ampicillin tartalmu
LB médium).

- Novesztés 37°C-on razatva (150-200rpm) egy ¢éjszakan keresztiil.
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4.2.2 Plazmid DNS izolalasa

Qiagen QIAprep miniprep kit (Cat# 27104) felhasznaldsaval izolaltuk a transzformalt E.
coli sejtekbdl a pDXAW239+ és a pDXAW242+ DNS konstrukcidokat a hozza tartozd

utmutatd alapjan.

-Sejtek Osszegytijtése centrifugaldssal (1perc, 12000rpm), médium eltavolitasa.

-Sejtek felszuszpendalasa 250ul RN4z tartalma P1 oldatban.

-Sejtek lizalasa 250ul P2 (SDS, magas pH) oldat hozzaadasaval, dvatos keverés utdn 5 perc
inkubacié. Magas pH-n a fehérjék, és a DNS is kicsapddik. Optimalis inkubacids id6 és
gyengéd Osszerazas mellett, a kromoszomalis DNS még nem, de a plazmid DNS felszabadul a
sejtekbdl.

-Nagy ionerejii 350pul N3 oldat hozzaadasaval a kromoszomalis DNS, fehérjék, mas sejt
tormelékek €s az SDS kicsapodasa mellett a plazmid DNS neutralizalodik.

-Csapadék elvalasztasa centrifugéalassal (10perc, 12000rpm).

-Feliiluszo atvitele szilika-gél membran oszlopra, amely az alkalmazott oldat magas ionerején
koti a plazmid DNS-t.

-Oldat eltavolitasa centrifugéalassal (1perc, 12000rpm).

-Oszlop atmosasa 500ul PB oldat hozzaadéasaval, majd centrifugalassal (1perc,

12000rpm), mely az endonukledzok eltavolitasat szolgalja.

- Oszlop atmosasa 750ul PE oldat hozzdadasaval, majd centrifugéalassal (2x1perc, 12000rpm),
sok eltavolitasa végett.

-Izolalt DNS lemoséasa az oszloprél 40-50ul EB oldat (alacsony ionerejii Tris puffer)
hozzaadéasaval, majd 1 perc inkubacidot kovetden centrifugalassal (1perc, 12000rpm).

-Az izolalt DNS ellendrzése agaroz gélelektroforézissel (lasd elektroforetikus technikak).

4.3 Dictyostelium expresszids rendszer

A Dictyostelium discoideum sejtes nyalkagomba expressziés rendszer hatékony és
egyszeri modja mind heterolég, mind sajat, katalitikusan aktiv miozin motor domén
fragmentumok eldéallitasara. El6nye a prokariota rendszerekkel szemben, hogy alkalmas olyan

rekombinans fehérjék expressziojara, amelyek emlds-szerii poszttranszlaciés modositasokat,
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illetve (akarcsak a miozin ,,fej”) a nativ térszerkezet kialakulasdhoz eukariota dajkafehérjéket
igényelnek. A rendszer hatranya, hogy nem alkalmazhat6 széleskoriien rekombinans fehérjék
termelésére, aminek az egyik oka lehet, a gomba sejtekben nagy mennyiségben jelenlévd
lizoszomalis proteazok. A miozin fragmentumok plusz védelmét szolgalja (a protedzgatlokon
tal) a sejtek lizisét kovetd proteolitikus degradacid ellen a posztmortalis rigor aktomiozin

komplex oldhatatlansdga (Manstein és Hunt, 1995a).

4.3.1 pDXA-3H expresszios vektor

A miozin motor domén fragmentumot kddolod gént nagy kdpia szamu extrakromoszomalis
vektor segitségével, a pPDXA-3H expresszios plazmid (Manstein és mtai, 1995b) (6. abra)
modositott valtozataival vissziik be a sejtekbe. A klonozasi 1épések E. coli baktérium
torzsekben végezhetéek el (shuttle vektor), mivel a plazmid tartalmaz a bakteridlis
replikdciohoz sziikséges replikacios origdt (colEl) és a transzformansok szelekcidjahoz

sziikséges ampicillin rezisztencia gént.

6. kep: pDXA-3H expresszios plazmid sematikus
felépitése. colE1= bakterialis replikacios origo,Ap=
ampicillin rezisztencia gén, Ddp2ori= Dictyostelium
replikacios origo, Pactl5= konstitutiv aktin promoter,
Tn5 neo= Tn5 transzpozon neomicin rezisztencia
génje, MCS= multi cloning site.

A plazmid gomba sejtekben funkcionalis részei a Dictyostelium replikacidés origo, a
rekombinans fehérjék expresszidjahoz sziikséges erds, konstitutiv aktin promoter és
termindtor, illetve a kettd kozott elhelyezkedd transzkripcids start kodon, valamint a
transzformans sejtek szelekcidjdhoz sziikséges TnS transzpozon neomicin rezisztencia génje.

A vektor klénozo része (multiple cloning site) olyan felépitésii, hogy a termeltetett fehérje C-
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terminalis részéhez a fehérje tisztitasdhoz hasznalt 8 hisztidinbdl allo affinitdas cimke

kapcsolodik (His-tag).

4.3.2 Sejtkultara fenntartasa

A széleskorlien alkalmazott AX3-ORF+ Dictyostelium discoideum sejtvonalat hasznaltuk
miozin motor domén fragmenseink termelésére. Ez olyan sejtvonal, aminek a genomjaba a
Ddp2 nyitott leolvasasi keret (Ddp2 ORF) tobb kopidban van jelen. Ez eredetileg a vad tipusa
Dictyostelium plazmidokon taldlhatd szekvencia, fehérje terméke pedig a Ddp2 replikécids
origbhoz kotddik, és elengedhetetlen az extrakromoszomalis replikaciohoz (Leiting és mtai,

1990).

- A sejtkultira létrehozasa -80°C-on, 20%-os glicerinben tarolt sporak leoltdsaval 75cm’
feliileti szovettenyészté edényekbe (20ml HL-5 médium (Formedium), 12,4g/l1 glikéz,
100unit/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin antibiotikumok (Sigma)).

-A folyadékkultira novesztése 21°C-on.

-Konfluencia (az edény aljanak teljes bendvése) elérésekor, 3-4 naponta a letapadt sejtek egy

részének atoltasa friss tapoldatba igy, hogy a sejtkoncentracio ne essen 10° sejt/ml ala.

A transzformalt sejtkultira fenntartasa is ezen a médon torténik. A transzformansokat 15mg/1

G418 (geneticin) szintetikus neomicin-analdg alkalmazasaval szelektaltuk.

4.3.3 Dictyostelium sejtek transzformalésa elektroporalassal

A pDXAW239+, illetve a pDXAW242+ konstrukcidkat elektoporalassal (Egelhoff és
mtai, 1991) vittiik be az AX3-ORF+ Dictyostelium sejtekbe.

- A konfluensen bendtt szovettenyésztd lemez aljara letapadt sejtek atoltdsa 100ml HL-5
médiumba (12,4g/l gliikéz, 100unit/ml Penicillin, 0,Img/ml Streptomycin) és razatva
(120rpm) névesztés 21°C-on 4x10%sejt/ml koncentracioig.

(Innentdl minden 1épés 0°C-on €s tovabbra is sterilen végzendd)
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-Sejtek Osszegytijtése centrifugaldssal (1000rpm, Sperc), média ledntése.

-Sejtek mosasa kétszer hideg elektroporald pufferben (17,2g/1 glikéz, 1,37g/1 NaH,POs,
0,44g/1 Na,HPO4x12H,0, pH 6,1) val6 felszuszpendalassal, majd centrifugalassal ( 1000rpm,
Sperc).

-A Csapadék felszuszpendalasa elektroporald pufferben ugy, hogy a sejtkoncentracié 5x10’
sejt/ml legyen.

-0,2 cm szélességli elektroporald kiivettaban 20ul (kb. Sug) nagy tisztasag plazmid DNS
illetve 400ul sejtszuszpenzid dsszekeverése.

- 5-10 perc inkubalas jégen a sejtek lizisét elkeriilendd teljes hiitottség biztositasaért.
-Elektropralas Gene Pulser II, Bio-Rad késziilékkel (beallitasok: 3uF, 0,87kV, 600Q),

2 kistités mintanként (kb.0,5 msec).

- 5-10 perc inkubalas jégen.

-A szovettenyészté edényben 100ul kurald pufferre (100mM CaCl,, 100mM MgCl,) 200ul
elektroporatum cseppentése €s szobahdmérsékleten inkibalasa 15 percig.

-20ml HL-5 médium hozzdadasa (12,4g/l glikéz, 100unit/ml Penicillin, 0,1mg/ml
Streptomycin).

-A sejteket 21°C-on ndvesztjiik.

-12-24 6ra mulva 15mg/l G418 (Gibco-BRL) hozzaadésa.

-Az elektroporalds utan 5-8 nappal a transzformélddott sejtkolonidk a szovettenyésztd edény
aljan szemmel is lathatova valnak. A tapoldat lecserélésekor a nem transzformalddott és elhalt
sejtek a tapoldat ledntésével és az edény aljanak finom mosasaval eltavolithatoak.

- 3-4 napra ra, mikor a sejtek ujbol bendvik az edény aljat, a telepek Osszemosasa, és 1j

edénybe oltéasa.

4.4 Fehérje expresszio

4.4.1 Folyadékkultara felndvesztése

-Konfluencia elérésekor a szdvettenyésztd edény aljardl a sejteket 100ml tapoldatba (HL-5
médium, 12,4¢g/1 gliikk6éz, 100unit/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 15mg/l geneticin egy
250ml Erlenmeyer lombikban) oltottuk at.

-Novesztés 4x10°sejt/ml sejtkoncentracidig 21°C-on, razatva.

-A feln6tt 100ml-es sejtkultura 400ml tapoldatba (11 Erlenmeyer lombikban) oltasa.
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-Novesztés 21°C-on, rdzatva, majd a 400ml sejt szétosztdsa 4x800ml tapoldatba (21
Erlenmeyer lombikokban).

-Novesztés 21°C-on, razatva, 5x10°-10sejt/ml-ig.

4.4.2 Expresszi6 ellendrzése

A konstitutiv aktin promoternek koszonhetéen a pDXAW239+ ¢és a pDXAW242+
plazmidokrél az atirds, és a fehérje termelése folyamatos, igy a sejtek ndvesztésének
barmelyik 1épésekor felndtt kultirdbol néhany ml minta alkalmas az expresszids szint
ellendrzésére. A teljes sejtlizitumot denaturald kozegben Agaroz-Ni*'-NTA  affinités
kromatogafias oszlop toltet alkalmazasaval (lasd fehérje tisztitdsa) tisztitottuk meg

kell6képpen ahhoz, hogy a miozin fragmentumok expresszids szintje megallapithato legyen.

-1ml felnétt sejtkultura centrifugélasa (7perc, 2000rpm)

-A sejtek lizadlasa 1ml Guanidin-hidroklorid oldatban (6M GuHCI, 20mM HEPES, pH7.5)
-Sejttormelék Osszegytijtése centrifugalassal (15perc, 14000rpm).

-Feliiliszohoz 50pl Agardz-Ni*"-NTA (Novagen) hozzaadasa, majd Sperc inkubécié a kotés
kialakulasahoz.

-Az Agar6z-Ni*-NTA His-tag fehérje komplex Osszegylijtése centrifugalassal (1perc,
4000rpm), feliiliszo ledntése.

- Az Agar6z-Ni*'-NTA His-tag fehérje komplex atmoséasa (6M urea, 20mM HEPES, 5mM
metilamin pH7.5), majd centrifugalas (1perc, 4000rpm).

-A His-tag fehérje lemosasa a hordozorél 150ul urea-imidazol oldattal (6M urea, 1M
imidazol, 20mM HEPES pH?7.5), majd centrifugalas (1perc,4000rpm).

-A feliilisz6 megfuttatasa SDS-gélelektroforézissel (elektroforetikus technikak). A mintat

melegen érdemes felvinni a gélre, mert szobahdmérsékleten az SDS néha kicsapodik uredban.

4.5 Fehérje preparalas

-5x10°-107 sejt/ml sejtkoncentracidig novesztett 4x800ml sejtkultura centrifugalasa (7perc,

2700rpm, 4°C), média ledntése.
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-A Csapadék atmosasa hideg PBS pufferben (100mM NaCl, S0mM NaPi, pH 7,0) valo
felszuszpendalassal, majd centrifugalassal( 7perc, 2700rpm).

-Csapadék tomegének meghatarozasa.

-Csapadék felszuszpendalasa, homogenizalasa 4ml/g sejt lizis pufferben (50mM TrisHCI,
pHS, 2mM EDTA, 0,2mM EGTA, 1-3mM DTT, 5mM benzamidin, 2000x proteaz inhibitor
mix (15mg Pepstatin, 2mg Leupeptin, 66mg TPCK, 25mg TLCK, 66mg PMSF feloldva
DMSO-ban (Sigma).

-Sejtek lizise 2ml/g sejt 1V/V% Triton-X100 (Sigma) detergenst tartalmazo Lizis Puffer
hozzédadasal ¢és szonikalassal 10 perc 70% fokozat, folyamatos itizemmod (Sonifier 250,
Branson).

-Ultracentrifugéalas 4°C-on (60perc, 55000 rpm, 55.1Ti Beckman rotor), feliilisz6 ledntése.
-Csapadék mosasa 60-100ml Extrakcidés Pufferben (5S0mM HEPES (név,Sigma), pH7.3,
30mM KAc (kaliumacetat), 10mM MgAc (magnéziumacetat), 3mM B-merkaptoetanol, SmM
benzamidin, 40pug/ml PMSF) val6 felszuszpendalassal, homogenizalassal a Triton, EDTA,
EGTA eltavolitasara, és az ionero beallitasara.

-Ultracentrifugéalas 4°C-on (45perc, 45000 rpm, 55.1Ti Beckman rotor), feliillusz6 ledntése.
-Csapadék felszuszpendalasa, homogenizalasa 1,6ml/g sejt ATP tartalmu Extrakcios
Pufferben (+20mM ATP, 10mM MgCl, pH 7,3). Az ATP hatasara a miozin motor domén
fragmensek disszocidlnak az aktin filamentumokrdl, igy a kovetkezd fugédlds utin a
feliiliszoban lesznek (Manstein és Hunt, 1995a).

-Ultracentrifugaldas 4°C-on (60perc, 55000 rpm, 55.1Ti Beckman rotor), feliiluszo

elvalasztasa.

4.6 Fehérje tisztitasa

A pDXA-3H vekor felépitése olyan, hogy a rekombindns fehérje C termindlisdhoz egy
nyolctagu hisztidin cimke kapcsolodik. Mivel a természetben nem fordul el6 ilyen szekvencia,
a fehérje szelektiven elvalaszthato His-tag affinitds kromatografias eljarassal agar6z-Ni'-
NTA oszlopon (Novagen). Az agardz gyantara kotott NTA komplexbe viszi a Ni*™ iont,
amely a hisztidin e-N-atomjanak nem kot6 elektron parjaval tovabbi komplex kotést hoz 1étre.
A fehérje tisztitasait ATKA FPLC késziilékkel, 4°C-on, 15ml oszloptérfogattal végeztiik. Az

aramlas sebessége 2ml/perc.
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-A Ni*-NTA oszlop mosasa 40ml alacsony sokoncentracioji pufferrel (50mM HEPES,
pH7.3, 30mM Kac, 3mM benzamidin, 3mM B-merkaptoetanol).

-A preparalasbdl szarmazo feliiliszo oszlopra vitele.

eltavolitasara.

-Mosas 40ml magas sokoncentracioju pufferrel (50mM HEPES, pH7.3, 300mM Kac, 3mM

benzamidin, 3mM B-merkaptoetanol), az ionos kotéssel odatapadt fehérjék lemosasara.

s

crer

fehérjék eltavolitasara szolgdl. Ezt a 1épést 3ml/perc dramlasi sebességgel végeztiik. A mosast
addig kell folytatni, amig az oszloprdl lejové fehérje mennyiségének Bredford reagensel
(1csepp, kb. 10ul eluatum 1ml reagensbe) vald folyamatos monitorozasa azt mutatja, hogy
tobb fehérje nem jon le az oszloprol.
-A rekombinans fehérje lemosasa az oszloprol 90% imidazol tartalma puffer (0,5M imidazol,
3mM azid, pH7.3, 3mM benzamidin, 3mM [-merkaptoetanol) és 10V/V% alacsony
-Az imidazol eltavolitdsat a fehérjét tartalmazo oldatabol dializissel végeztik 21 mérési
pufferben (assay puffer: 40mM NaCl, ImM MgCl,, 20mM HEPES, 3mM benzamidin, 3mM
B-merkaptoetanol, pH7.3, high retention dial tube, Sigma).

A rekombinans miozin fragmenseink meglétét, illetve tisztasagat poliakrilamid
gélelektroforézis alkalmazaséaval ellendriztiik (1asd elektroforetikus technikak).

A miozin fragmensek mennyiségét Bredford modszerrel hataroztuk meg ismert

--------

koncentracio6 tartomanyban) egyenes aranyban valtozo abszorbanciat 595nm-en mértiik.

4.7 Elektroforetikus technikak

4.7.1 Agaroz gélelektroforézis

A DNS konstrukciok mindségi ellendrzése agardz gélelektroforézis technikaval tortént.

Futtatas: 100-120V.
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-1%-o0s gél: 1g agardz (Sigma) 100ml TAE pufferben oldva. A gél ontésekor 0,6pg/ml
Etidium-bromid hozzaadasa. (funkcid)

-TAE futtaté puffer: 40mM Trisz-HCI, 0,114% ecetsav, ImM EDTA, pH8.0 desztillalt vizben
oldva.

-6x DNS kezeld: 0,25% bromfenolkék, 715% ficoll, 30% glicerin TE pufferben oldva ( mM
Trisz-HCl, mM EDTA).

- DNS molekulastuly marker: Sigma Wide Range DNA Marker (Cat# D7058)

4.7.2 SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A mintakat SDS kezel6 hozzdadasa utan 5 percig forraltuk felviteliiket megel6zden. A futtatas

paraméterei: 200V, 30mA.

-5% koncentrald gél: 422ul 30% akrilamid (29% akrilamid, 1%pbisz-akrilamid), 312 ul 1M
Trisz-HCI pH6.8, 25ul 10% SDS, 25 ul 10% APS, 10 ul TEMED, 1,75 ml desztillalt viz.

-9% futtato gél: 1,5ml 30% akrilamid (29% akrilamid, 1%bisz-akrilamid), 1,85ml 1M Trisz-
HCI pHS.8, , 50ul 10% SDS, 50 pul 10% APS(), 10 pl TEMED, ml desztillalt viz.
-Tankpuffer: 14,2g/1 glicin, 3g/l Trisz-HCl, 1g/1 SDS desztillalt vizben oldva.

-SDS kezeld: 15,2g/1 Trisz-HCIl, pH6.8, 20% glicerin, 20g/l SDS, 2% B-merkaptoetanol,
10mg/l bromfenolkék desztillalt vizben oldva.

-Molekula suly marker: ?

-Festék: 2,5g/1 Coomassie R250, 50% etanol, 9% ecetsav desztillalt vizben oldva.

-Festéktelenit6 oldat: 50% etanol, 9% ecetsav desztillalt vizben oldva.

4.8 Triptofan fluoreszcencia

A triptofan aminosav gyakran hasznalt fluorofor fehérjék térszerkezet valtozasainak nyomon
kovetésére. Erre alkalmassd teszi azon tulajdonsidga, hogy -elektrosztatikus hatdsokra
(oldoszer, kornyezetében 1évo, toltéssel rendelkez6  aminosavak)  delokalizalt
elektronrendszere torzulasokon esik at, melyek az emitalt fény intenzitasat befolyasoljal. igy a
triptofan kornyezetében torténd polaritds valtozdsok, amit leggyakrabban a fehérje

konformacié valtozasai okoznak, konnyen nyomon kovethetd. Bar gyenge fluorofor, de
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hatérozott elénye, hogy kicsi perturbaciét jelent a fehérje térszerkezetében. Altaldban a
fehérjék kevés triptofant tartalmaznak, igy irdnyitott mutagenezissel konnyen
megszabadulhatunk a nagy fluoreszcens hatteret jelentd passziv fluoroféroktol. 296nm f6l6tt

szelektiven gerjeszthetd mas aromas aminosavaktol.

4.9 Egy triptofanos motor domén steady-state fluoreszcencia mérése

A motor domén mutansokkal végzett Osszes spektroszkopiai kisérletet mérési
pufferben (assay buffer) végeztiik el. Osszetétele: 40mM NaCl, ImM MgCl,, 20mM HEPES,
3mM benzamidin, 3mM [B-merkaptoetanol, pH7.3 desztillalt vizben oldva. A kisérlet
leirasanal tovabbiakban ezt nem tiintetjiik fel kivéve, ha annak Osszetétele eltér az itt
leirtaktol.

A méréseket SPEX320 Fluoromax tipusi spektrofluoriméteren kiviteleztik. A
fényforras xenon lampa, a triptofanokat 296nm-es fénnyel gerjesztettiik 0,5mm atmérdji rést
hasznélva a legnagyobb jelvaltozas érdekében. Ezen a hulldimhosszon (pontosabban < 295nm)
kikeriilhetd a tirozinok gerjesztése sziik rés alkalmazasdval, ami a fluoroforok kioltasat
(photobleaching) is minimalizalja (Wakelin és mtsai, 2002). Ezen bedllitdsi paraméterek
mellett az alkalmazott nukleotidoknak nincsen jelentds optikai hatdsuk (inner filter effect)
(Kovacs €s mtsai, 2002), €s triptofan mentes motor domén alkalmazaséaval bizonyithato, hogy
csak a triptofdn fluoreszcencidjat érzékeljik (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2004). Az

emisszios oldalon a rés szintén 0,5mm-es

4.9.1 Emisszios spektrumok felvétele

A motor domének emisszids spektrumat 300nm-tél 420nm-ig vettiik fel. A fehérje
mintdk koncentracidja 3uM 140ul térfogata mérési pufferben. A szubsztratként alkalmazott

nukleotidokat (ATP, ADP (Roche)) nagy feleslegben (1mM) adtuk a motor doménekhez.
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4.9.2 ATP-az aktivitas mérése

A mérés soran a triptofan fluoreszcencia egyetlen hullamhosszon detektalt (345nm)
intenzitdsat mérjik az id6 fiiggvényében. Az enzimhez (3uM) ismert foloslegben adtuk az
ATP-t (15 uM) par masodpercel a detektdlds elinditdsa utdn. Az enzim aktivitas ezzel a
modszerrel csak akkor mérhetd, ha a reakcié steady-state szakaszaban a legnagyobb
mennyiségben eléforduld koztitermék (intermedier) és a reakcid lecsengésekor jelenlevd
termek elkiilonithetd a detektalt jel alapjan. Ebben az esetben ez azt jelenti, hogy a motor
domén ATP, illetve ADP kotott allapota kozott a triptofan altal emitalt fény intenzitasaban
kiilonbség van.

A masik lehetéség, hogy a fehérje oldaton szordédd gerjeszté fényt detektaljuk
(340nm). A motor doménhez (3uM) kis mennyiségben adunk aktint (0,1uM), és az ismert
foloslegben adott ATP elfogyasakor a kialakuld akto-miozin komplexen szorodd fény
intenzitasa joval nagyobb, mint disszocialt allapotban. Az aktin jelenléte ellenére bazalis

ATP-az aktivitast mériink, mert az aktin nagyon kis mennyiségben van jelen.

4.9.3 Fluoreszcencia hdmérséklet fiiggése

Fluorseszcencia intenzitdst mértiink az 1d6 filiggvényében ugy, hogy koézben a kiivetta
hémérsékletét 6°C-rdl legfeljebb 26°C flitdttiikk. Kozben a oldat hdmérsékletét monitorozva,
diszkrét homérsékletekhez fluoreszcencia intenzitdsokat rendeltiink. Kontrollként 5 uM

NATA fluoreszcencia hdmérséklet fliggését mértik.

4.10 Gyorskinetika - megallitott &ramlas mddszer (stopped-flow technigue)

Gyorskeveréses technikak alkalmazdsadval az enzimreakcid kovetése a szubsztrat
hozzaadasat kovetd egyetlen enzimciklus iddtartoméanyban is elvégezhetd. Ez lehetdvé teszi,
hogy az enzim 4altal katalizalt folyamat soran kialakulé kémiai és konformacios
koztitermékeket elkiilonitsiik, €s igy a teljes reakciot egyszerii sebességi egyenletekkel

leirhato, elemi 1épések sorozatara bontsuk.
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A megallitott aramlésos technikaval a reakcido nyomon kdvetése uigy torténik, hogy a rendszer
egy optikai tulajdonsdganak idébeli valtozasat mérik. A kiinduldsi anyagok nagy sebességii
arama csOvezetéken keresztiil a keverOkamraban egyesiil, majd a megfigyelési cellaba jut, ahol
a reakcid lefolyasa az aramlas megallitdsat kdvetéen monitorozhatd (7. abra). A keverést
kovetden a reakcioelegy kb. 1ms alatt jut el a megfigyelési celldba, ami a rendszer holtidejét
adja. Ebbdl kovetkezik, hogy a signal ettdl az idépillanattél kezdve akér perces id6tartomanyig
kovethetd.

A szamitogép grafikusan megjeleniti a jel valtozasat az id6 fiiggvényében, és a
kisérleti adatokra kozvetleniill a megfeleld fiiggvény illeszthetd. Pszeudoelsérenda
koriilményeket teremtve (a monitorozott reaktanshoz képest a tobbit nagy feleslegben
alkalmazva, azok koncentracioja a reakci6 soran allandonak tekinthetd) az elsérendii integralt
sebességi egyenletbdl szarmaztatott egyszeres-(1), vagy tobblépéses folyamat esetén, dupla-

exponencialis (2) fliggvény illeszthetd:
Y=Ae™+C (1)
Y=Ae M+ Ae™+C % Q)

* k=k; az elsé-, illetve k, a masodik taghan
Ahol ,,A” a véltozas amplituddja, ,,k” a sebességi allanddja, ,,C” pedig a végpont.
A megillitott aramlasos méréseket KinTec SF-2003 Stopped-Flow (KinTek
corporation) késziiléken végeztilk. A fényforras egy 150W-os Hg-Xe lampa (Superguiet),
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amivel Snm-es résen keresztiil 297 nm-en gerjesztettiik mintdinkat. Az emisszios oldalon a
detektalds 2 elektronsokszorozoval, T-geometridju elrendezésben tortént. Ha triptofan
fluoreszcenciat detektaltunk, akkor az emitalt fény utjaba egy UGI11 és egy WG345 cut-off
optikai sziirét helyeztiink az egyik detektaldsi csatornan, mig a masikon egy 340 interferencia
filtert. Ezek fényateresztd spektruma a 8. abran lathat6. Ezzel a detektaldsi eljarassal
specifikusan elkiilonithetd a triptofan fluoreszcencia.

Ha aktin jelenlétében vizsgéaltuk a motor domén miikédését, akkor a fluoreszcencia
mellett a masik detektoron fényszoras valtozasat is nyomon kovettik. A széles rés
alkalmazéasaval a gerjesztdé fény nem teljesen monokromatikus, igy a mintara kisebb
mennyiségben jut 297nm-nél nagyobb hullamhossza direkt fény is. Ez a fehérje oldat
elektronjaival rugalmatlanul {itkozve 90°—os szogben detektalhatd szort fényként az UG11
szlrdt alkalmazva. Ekkor a fluoreszcencidhoz 340 interferenciasziirdt hasznaltuk.

Az ADP motor domén komplex disszociacid sebességét egy fluoreszcens szubsztrat
analoggal, a mant-ATP-vel vizsgaltuk. A mant-ATP az ADP-nél nagyobb affinitassal (10X)
kotédik a miozinhoz, igy utobbit leszoritja arrdl. Mivel a fluoreszcencia valtozassal jar6 mant-
ATP kotés gyorsabb az ADP felszabaduldsnal, ezért a fluoreszcencia valtozas sebességét az
mod, hogy 280nm-es fénnyel a tirozinokat és triptofdnokat gerjesztve, azok energia
transzferrel hozzak gerjesztett allapotba a kotott mant-ATP-t. Ekképpen a nem kotdtt mant-
ATP gerjesztése elkeriilhetd, viszont a miozin egyéb térszerkezet valtozasai is megjelenhetnek
a fluoreszcencia tranzienseiben. A masik moddszer, hogy kozvetlenil a mant-ATP-t
gerjesztjiik. Ilyenkor a nem kotott fluoreszcens szubsztrat nagy hatteret ad, ezért csak limitalt
koncentracioban alkalmazhato. Mind a két esetben a detektalas 450nm-en végezhetd, igy az
emisszids csatornaban 395nm-es long-pass filtert hasznaltuk.

Kisérleteink soran minden esetben a reaktansokat mérési pufferben vettiik fel. Aktin
hidnyaban 3uM motor domén koncentraciot alkalmaztunk, ami a keveredés soran 1,5uM-ra
higult. Ha aktin jelenlétében tortént a mérés, akkor a 1,5uM motor domén és 2uM aktin
koncentracioval (keveredés elotti) dolgoztunk. A mérés leirdsakor a szubsztat koncentraciok
mindig a reaktansok keveredése utani értéket jelentik. Optimalis jelvaltozast ugy kaptunk, ha
a reaktansokbol 80-80ul-t a 20ul megfigyelési cellaba 14ml/s sebességgel 16ttiik be. A
méréseket allandd hdmérsékleten, 20-, 12- illetve 4°C-on végeztiik. Ha a motor domént aktin
nélkil 16ttiik 6ssze valamilyen szubsztrattal, akkor a zaj kiatlagolédasahoz elegendd volt 5-10
ismétlés. Aktin jelenlétében, a szort fény és a fluoreszcens hattér megndvekedése

kovetkeztében 10-20 ismétlés sziikségeltetett. Altaldban logaritmikus beosztasu idéskalan
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vettiik fel az adatpontokat a milliszekundumos események kihangsulyozasanak érdekében. Ha
az adatpontok rogzitése linearis beosztasu iddskalan tortént, akkor azt a mérési eredmények

prezentalasakor feltiintetjiik.

4.11 Adatok kiértékelése

A megallitott aramlasos méréseknél az adatok rogzitése €s kiértékelése a késziilékhez tartozo

KinTecSim programmal, Microcal Origin 5.0 és Microsoft Exel programokkal tortént.
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5 Eredmények

5.1 W239+ és W242+ preparatumok eldallitasa

Vizsgalatainkhoz sziikséges W239+, illetve W242+, egy triptofant tartalmazo
Dictyostelium miozin II motor domén fragmenseinket sikeresen expresszaltuk a 4. fejezetben
leirt modszer alkalmazasadval. A hatékony tisztitdsi eljardsnak koszonhetéen 1 liter

sejtkultarabol 3-4mg nagy tisztasagt motor domén prepardtumokat készitettiink (9. abra).

.

9. dabra: a W239+ (jobb) és a W242+ (bal) motor domént kifejez6 W
Dictyostelium teljes sejtlizatuma, illetve a tisztitds utan nyert motor
domén preparatumok. Sajnos a molekulatomeg marker lemaradt.

+

5.2 Triptofan szenzorok tesztelése

Ahhoz, hogy az ATP-az ciklus soran a motor domén kiilonb6zé kémiai és
konformacids atmenetei érzékelhetdek legyenek, olyan triptofan szenzorokra van sziikség,
amelyek nukleotid szubsztratok hatdsara nagy jelvaltozast mutatnak.

A 239-es ¢és a 242-es triptofan alkalmassagdnak kideritésére steady-state
fluoreszcencia méréseket végeztiink. Emisszids spektrumukat 20°C-on mérési pufferben,

ATP, majd ADP jelenlétében vettiik fel (10. abra).

(a) (b)
—— W239 mérési pufferben —— W242 mérési pufferben
3,04 W239+ATP 4,0+ W242+ATP
[%) — W239+ADP — W242+ADP
8 55l 0 3,59
=2 2 @
8 5
£ 201 (5 307
© E .5
‘1,51 <
5 2 2,04
(rfl 1,04 8
g &”N_, 1,54
o | =
L—f 0,5 S 1,0
LL
0,0+ ; . ; ; ; ; 0,5+ : . : : : ,
300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)

10. abra: (a) W239+ és (b) W242+ motor domén fluoreszcencia emisszios spektruma 20°C-on. Az
egyetlen triptofant tartalmazo motor domeén mutansok (3uM) 296nm-en gerjesztettek mérési pufferben
apo allapotban (nukleotid nélkiil), illetve ADP (ImM) és ATP (ImM) kotott dllapotban.
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A W239+ motor domén 296nm hulldmhosszii gerjeszt6 fény hatdsara 350nm-nél
jelentkezd emisszids maximummal jellegzetes triptofan emisszids spektrumot mutat. Lathato,
hogy ezen a gerjesztési hulldmhosszon triptofdn szenzorunk a tirozinoktdl szelektiven
gerjeszthetd, hiszen utobbiak emisszios maximuma 315nm koril jelenne meg. ATP
hozzaadasara a nukleotid-mentes allapothoz képest jelentds fluoreszcencia intenzitas
csOkkenést (a teljes fluoreszcencia intenzitdshoz viszonyitva 30%) és a maximalis
intenzitashoz tartozé hulldmhossz 9nm kékeltolodast mutat. ADP hatasara szintén jelentOs
csokkenés (20%) és 6nm kékeltolodas figyelheté meg. Nem hidrolizdlo ATP analogokkal
(AMP.PMP, ATPyS) felvett emisszios spektrumok az ATP kotott allapotéval megegyezot
mutattak.

A W242+ emisszios spektruma szintén megfeleltethetd a triptofan fluoreszcens
spektrumdnak. Az emisszi6 maximalis intenzitasdt 338nm korill éri el. Ennél a
hullamhossznal ATP ¢és ADP hatisara a fluoreszcencia intenzitdas ugyanakkora,
hozzéavetdlegesen 20% csdkkenést mutat a teljes fluoreszcencidhoz viszonyitva a maximalis

értékhez tartoz6 hullamhossz jelentdsebb eltolddasa nélkiil.

5.3 Enzim aktivitas ellenorzése

Szintén steady-state fluoreszcencia mérésekkel ellendriztiik, hogy a bevitt mutaciok
milyen mértékben modositjdk a vad tipuséhoz képest a W239+ és a W242+ motor domén
mutansok bazalis, azaz aktin aktivalltsag nélkiili ATP-az aktivitasat. Mivel feltételezésiink
szerint a switch I régiod kiemelkedd fontossagt a nukleotid kotdzseb €s az aktin kot felszin
kozotti kommunikacios utvonalon ¢és igy az ATP-az ciklus és a periodikus aktin kotés
Osszehangoldsaban, ezért fontos, hogy triptofan szenzoraink ne okozzanak jelentds
perturbaciot e régiéo mitkodésében.

A W239+ esetében a bazalis ATP-az aktivitast igy mértiik, hogy a motor domént
(abra) 0Osszekevertiik ismert feleslegben alkalmazott ATP-vel (multiple-turnover), és a
triptofan fluoreszcencidt kovettiik nyomon. Az ATP hozzdadast kdvetden (40s) a bazalis
ATP-4z reakcid steady-state szakasza elkiilonitheté az ADP kotott végallapottol a
fluoreszcencia intenzitds kiilonbségnek koszonhetden, és az igy meghatirozhatd enzim
aktivitas O,l7s"1. A vad tipusu motor domén bazalis ATP-4z aktivitasa O,O7iO,Ols'1, viszont a

triptofan mentes motor domén konstrukcioénak a vad tipus haromszorosa (O,ZIi0,0SS'l), ami a
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konzervativ 501-es triptofan hianyaval hozhat6 0sszefiiggésbe (Malnasi-Csizmadia és mtsai,

2000).

o 3571
o)
N
X.abra: W239+ motor domén (3uM) bazdlis (aktin 2 301
nélkiili) ATP-dz aktivitas vizsgdlata  triptofin ©
fluoreszcencia alapjan, feleslegben alkalmazott ATP § 257
(15uM) hozzaadasaval (40s) .Az ATP elfogyasat a Q
Sfluoreszcencia csokkenés lecsengése jelzi O 201
o
n
1,5 T T T 1
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1dd (s)

Utobbihoz viszonyitva megallapithatd, hogy a 239 triptofan mutacidé nem okoz jelentds
valtozast az enzim bazalis aktivitdsaban.

A W242+ esetében ADP és ADP.Pi kotott allapotban megegyezik a fluoreszcencia
intenzitds, ezért ebben az esetben az akto-miozin komplexen szérodod gerjeszté fényt

detektaljuk. Ezek alapjan a W242+ bazalis ATP-4z aktivitasa 0,2s™.

5.4 Hany allapotot érzékeliink?

A 239-es triptofan 20°C-on folvett fluoreszcencia spektruma alapjan az alkalmazott
nukleotidokkal harom allapot kiilonithetd el. Kérdéses, hogy ezek a steady-state fluoreszcencia
intenzitasok egy-egy domindns allapot meglétébdl adddnak, vagy egyenstlyban 1évé allapotok
keverékének atlag fluoreszcencidjahoz rendelhetdek.

A triptofan altal emittalt fluoreszcens fény intenzitdsa érzékeny a hdomérséklet
valtozasara. A fluoreszcencidnak eme homérsékletfiiggése egy triptofan szarmazékkal, az N-
acetil-L-triptofAnamiddal (NATA) jol jellemezhetd. A 11. dbran lathatd, hogy a homérséklet
novekedésével a NATA fluoreszcencidja ebben a hdmérséklettartomanyban egyenletesen
csokken. Ha a fehérjénk egyetlen triptofanjahoz hozzarendelhetd emisszido hdmérsékletfiiggése
jelentésen eltér ettdl az Osszefiiggéstdl, akkor az a fehérje tobb konformécids allapotanak
jelenlétére utal, melyek megkiilonboztethetéek az emittalt jel alapjan. Ekkor a fluoreszcencia
hémérsékletfiiggése tiikkrozi a konformacioés allapotok egyensulyanak hémérsékletfiiggését is a

fluoreszcencia sajat hdmérsékletfiiggése mellett (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2001).
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Az abran lathatd, hogy az apo allapott W239+ motor domén fluoreszcencia intenzitds
valtozasa kozel parhuzamos a NATA esetében tapasztalt valtozassal, valamint hogy kisebb
deviaciokat leszamitva a fluoreszcencia csokkenése egyenletesen csokken a homérséklet
novekedésével. Természetesen ekkora eltérés az idedlis hdmérsékletfiiggéstdl nem meglepd,
hiszen egy enzim komplex rendszer, és igy a homérséklet valtoztatasaval a fehérje mas
tulajdonsagait is befolyasoljuk. Ebbol levonhat6 olyan kovetkeztetés is, hogy apo allapotban a
239-es triptofan 4altal érzékelt egyetlen dominans allapot 1étezik, mivel a hdomérséklet
valtoztatasaval nem tapasztalunk olyan eltérést, ami kiillonbozé fluoreszcencidju allapotok
kozott fennalld egyensuly eltolasabol fakadna. El6fordulhatna az is, hogy tobb allapot van, és a
kozottiik fennalld egyensulyok latszolag érzéketlenek a hdmérséklet valtoztatasara.

Ha telitési koncentracioban adunk a motor doménhez ATP-t, akkor a fluoreszcencia
intenzitds a mar prezentdlt emisszios spektrumndl is megfigyelt mértékben lecsokken. 10°C
folott a fluoreszcencia valtozasa lassabban csokken, mint az apo allapotban tapasztalt, de az
eltérés nem jelentds. Ha olyan nem hidrolizal6 ATP analdéggal (AMP-PMP) végeztiik el a
mérést, amely ATP allapotba (post-rigor allapot) fagyasztja a motor domént, akkor is az ATP
allapotra jellemzo profilt kaptuk.

Tranziens  kinetikai ~ hOmérsékletugrasos  kisérletek  alatdmasztjdk  eddigi
kovetkeztetéseinket, miszerint mind apo, mind ATP allapotban egyetlen konformacids allapot
kiilonithetd el a 239-es triptofan jel alapjan (Malnasi-Csizmadia, még nem publikalt

eredmény).
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Ha ADP jelenlétében vizsgaltuk a W239+ motor domén fluoreszcencidjanak
hémérsékletfiiggését, akkor az apo és az ATP allapotban megfigyelt linedris Osszefiiggéstol

jelentdsen eltérd valtozas tapasztalhatd (12 .4bra).
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12. dbra: Ha ADP jelenléteben vizsgaltuk a W239+ motor domén fluoreszcencidajanak
homérsékletfiiggesét, akkor az apo és az ATP allapotban megfigyelt “kozel linearis” dsszefiiggéstol
jelentdsen eltérd valtozas tapasztalhato (a). Ez a triptofan kornyezetében tobb konformacios dallapot
meglétére utal. A 239-es triptofan 6°C-on folvett emisszios spektruma (b). Osszehasonlithaté a 11/a.
abraval, ami a 20°C-on elvégzett mérést mutatja. Az eredmény konzisztens a homérsékletfiiggésbol
kapott fluoreszcencia intenzitasokkal.

Ez azt jelenti, hogy két, kiilonbozd fluoreszcenciaji allapot figyelhetd meg steady-state
koriilmények kozott az ADP-miozin komplexben, melyek kozott fenndllo egyensulyt a
hémérséklet valtoztatdsaval eltoltuk. Ahogyan ndvekszik a homérséklet, ugy egyre tobb van
jelen a magasabb fluoreszcenciaval jellemezheté ADP kotott motor doménbdl. Ez szintén
megfigyelhetd a 6°C-on illetve a 20°C-on felvett emisszids spektrum 6sszehasonlitasaval (x.b,
x.a abra).

Megvizsgalva a W242+ motor domén altal emitalt fény homérsékletfiiggését, annak
egyik allapotdban sem tapasztaltunk jelentds eltérést a NATA fluoreszcencia valtozasaval
kimutatott csokkenéshez. Ebbdl az kovetkezik, hogy nagy valdszintiséggel mind apo, mind

nukleotid  kotott  allapotokban  egy-egy
m W242 mérési pufferben

Fluoreszcencia intenzitas

20+ W2424ATP dominans konformacios allapota figyelhetd
| A . , . r
18 "wm, Waaz+ADP meg a 242-es triptofan kdrnyezetének.
|

1,64 e w .,
149 13. abra: Megvizsgdalva a W242+ motor domén
12] 4a altal emitalt fény homérsékletfiiggését, annak egyik

et S . . dllapotaban sem tapasztaltunk jelentos eltéréest a
197 Loa NATA  fluoreszcencia valtozasaval — kimutatott
0,84——— csokkenéshez.

4 6 81'01'21'41'61'82'02'22'4
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5.5 Az ATP kéteés €s az aktin disszocidcid kapcsolatanak vizsgalata

5.5.1 ATP kotés vizsgalata megallitott aramlasos modszerrel aktin tavollétében

Els6 kozelitésben a W239+ motor domén fluoreszcencia valtozasat vizsgaltuk ATP
kotés hatasara aktin tavollétében. Mivel ez a mutans valamivel nagyobb jelvaltozast mutatott
ATP-re, mint a W242+, illetve az utobbitol eltéréen a 239-es triptofan fluoreszcencia
intenzitdsa jelentdsen kiilonbozik ATP és ADP kotott allapotban, ezért vizsgalatainkat
els@sorban erre a fehérjére fokuszaltuk.

A W239+ motor domént kiilonbdz6 koncentracioja ATP-vel (25-1500puM) 16ttiik
Ossze a stopped-flow apparatusban. A fluoreszcencia csokkenés milliszekundumos
id6tartomadnyban lezajlik a reaktdnsok keveredését kovetden. A csokkenés amplitiddja kb.
15-20%, ami kisebb a steady-state fluoreszcencia vizsgalatok soran megéallapitott (14/a. abra)
fluoreszcencia intenzitds kiilonbségnél (30%), mivel jelen vizsgalatnal a reakcio egy része
lezajlik a detektalas megkezdése eldtt a késziilék holtidejében (kb.1,8ms). A gorbékre az
egyszeres exponencialis fiiggvény (Y=Ae™+C) tokéletesen illeszthetd volt. Az ebbél kapott
megfigyelt sebességi allandok (ko) az ATP koncentracid fliggvényében telitési gorbét
mutatnak (x.abra). A méréseket 5°C végeztiik, mivel 20°C, magas ATP koncentracié mellett
a fluoreszcens jel valtozasaval jaré folyamat olyan gyors volt (<800s™), hogy nagy része a

késziilék holtidejében lezajlott.

a, b,
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250" / 14.  abra: W239+ (1L,5uM) 5°C-on folvett
o megallitott aramlasos tranziensei koziil néhany
2007 /// kiilonbozo koncentracioju ATP-vel valo dsszeloveés
e hatasara (a). A 297 nm-en gerjesztett 239-es
o~ 1507 /// triptofan  fluoreszcens jelvaltozasaira egyszeres
Q’g e exponencialis fiiggvény illesztheto, ami megadja a
x° 1007 e reakciok megfigyelt pszeudoelsdrendii sebességi
s0- //}/ dllando'it, (k,"bs)'. Ha’ ez,eket abrazoljuk az ATP
) - k(?'ncerntraczo fliggvényében, akkor egy tell'teiv%
0 . . . . . gorbét kapunk (b). Alacsony ATP koncentracio

0 50 100 150 200 250

mellett a megfigyelt sebességi allando egyenesen

[ATP] (uM) ardnyos az ATP koncentrdciéval (c).

Ezek az eredmények megfeleltethetdek egy olyan kétlépéses szubsztrat kotési kinetikai
modellnek, ahol a gyors egyensulyra vezetd iitkdzési 1épést, a fluoreszcens jel valtozasaval
jar6é, szubsztrat altal indukalt térszerkezeti  atrendez6dés  koveti (2. séma).
A nukleotid kotési folyamatban alacsony ATP koncentracidé mellett a masodrendi iitkozési 1€pés
a sebesség meghatarozo, ¢és ilyen koriilmények kozt (25-250Mm ATP) a megfigyelt sebességi

s

meghatarozza az ATP kotés masodrendii sebességi allandéjat (K k,), aminek értéke 8,7 x10°M™'s™

ky ki,
M+ ATP ‘A-':“_j M-ATP — M*-ATP

4

X séma:A W239+ motor domén ATP kétesének kinetikai abraja, ami a 239-es triptofan fluoreszcens
jel alapjan egy kétlépéses indukalt illeszkedés (iduced fit). A csillag a fluoreszcens jel altal elkiilonitett
konformdacios allapotdt jelzi a motor doménnek.

Magasabb ATP koncentraciénal a masodik, izomerizacids 1épés valik a sebesség
meghatdrozo 1épésé, az dsszefliggés mar nem linedris, kops rtéke telitési gorbét mutat, amire
a kovetkez6 hiperbola illeszthetd:

Kobs=ko[ATP]/(K4q+ [ATP]) + k., Ks=k.1/k;

A maximalis megfigyelt elsdrendii sebességi alland6 k; + k., mivel magas ATP koncentracio

esetén [ATP)/(Kq+ [ATP]) ~1, értéke pedig 450s™.
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A W242+ motor domén ATP kotését is megvizsgaltuk megallitott aramléasos
modszerrel, hogy bizonyossagot kapjunk arrél, nem csak a 239-es triptofan oldallanc lokalis
atrendezO0désbol kovetkezd fluoreszcencia kioltasrél van szo, hanem ez a térszerkezeti
atrendezddés az egész switch I régiora jellemzd. A kapott tranziensekre illeszkedd egyszeres
exponencialis fliggvény, és az ATP koncentracidé novekedésével telitddd megfigyelt sebességi
alland6 alapjan a 242-es triptofan is az ATP kotés eldbbiekben vazolt kétlépéses
mechanizmusat mutatja. A kotés masodrendii megfigyelt sebességi allandéja (K ko) 2x10°M's”

! a térszerkezeti atrendezédés megfigyelt sebességi allandoja (ks + k.,) pedig 400s™ (15. abra).
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4,21 ——— W242 x 75uM ATP 2501 -
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e e

ATP-vel valo ésszelovés hatasara (a). Akarcsak a W239+ eseteben, a jelvaltozasokra egyszeres
exponencialis fiiggvény illeszthetd, és a reakciok megfigyelt pszeudoelsérendii sebességi dallandoi (k)
az ATP koncentracio fiiggvényében telitési gorbét mutatnak (b). Ebbol a kétés masodrendii megfigyelt
sebességi dllanddja (K kz) 2x10°M s a térszerkezeti dtrendezédés megfigyelt sebességi dllandéja (k;
+ k.,) pedig 400s7".

5.5.2 ATP kotés vizsgalata megallitott aramlasos modszerrel aktin jelenlétében

El6sz6r a W239+ motor domén aktin komplexet 16ttiik 6ssze ATP-vel a stopped-flow
késziilékben. Az egyik csatorndn a triptofan fluoreszcenciat detektaltuk, a masikon az akto-
miozin komplexen szor6do gerjesztd fény azon kis hanyadat, ami a 300nm folott atengedd
emisszios filteren atjut. Utobbi a komplex disszociacidjanak monitorozasara alkalmas, ugyanis

meértéke a disszociacioval csokken.
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Osszehasonlitva azonos ATP koncentracié (250uM) mellett az aktin nélkiil (16.4bra) és
aktinnal (x.4bra) kapott eredményeket megallapithatd, hogy a fluoreszcens jel valtozasa kozel
azonos lefutast. Aktin jelenlétében a gorbére illesztett dupla exponencidlis fliggvény, az aktin
hisnyaban is érzékelt valtozas latszdlagos sebességi allandojat 138s'-nak adja. Ez
hozzavetSlegesen fele az aktin nélkiil kapott eredménynek (5°C-on 220 s, 20°C-on 280s™).
Nagy nukleotid koncentracio (2,5mM) mellett a fluoreszcencia valtozas latszolagos sebességi
allandojanak maximalis értéke hozzavetSlegesen 350 s™'. Alacsony ATP koncentracié mellett a
latszolagos sebességi allandokra illesztett egyenes az ATP kotés masodrendii sebességi
allandojat 5x10°M's™'-nak adja, bar a tranziensek rossz jel-zaj ardnya miatt ez csak pontatlanul
meghatarozhato, viszont megfeleltethetd mar publikalt eredményekkel (Kuhlman és Bagshaw,
1997, Kurzawa és mtsai, 1997), (1.tdblazat). Az intenzitds valtozésa a teljes fluoreszcencidhoz
viszonyitva 8%. Ez azt jelenti, hogy a véltozas relativ amplitiddja harmadara csokkent az aktin
hianyaban mért értékhez képest. Ennek oka, hogy a fluoreszcens hattér jelentdsen megnott, mivel
sztohiometrikus mennyiségli aktinban négyszer annyi triptofan van, mint az egy-triptofanos
motor doménben. Triptofan mentes motor domén alkalmazasaval kimutatott, hogy az aktinban
1évd triptofanok fluoreszcencidja nem valtozik miozin kotés hatdsara, viszont az emisszios
csatornakban az aktin miatt megnott szort fény a filterekre jutva, azok fluoreszcencidjat valtja ki,
igy a disszocidcioval egyiitt jaré szort fény intenzitasvaltozas miitermékként jelentkezik a
triptofan fluoreszcencia detektdlasdban (Malnési-Csizmadia, 2004). A triptofan mentes motor
domén esetében ez az intenzitasvaltozas 2% a teljes fluoreszcenciahoz viszonyitva. Ez negyede a
239-es triptofannal érzékelt fluoreszcencia valtozas relativ amplituddjatol, ami megerdsiti, hogy
fazisa tulajdonithat6 a fényszorasbol fakado artefaktnak.

A masik csatornan a szort fényt detektaltuk, aminek intenzitdsa egy nagysagrenddel

nagyobb a fluoreszcens fény intenzitdsanal, ezért utobbinak nincs szdmottevd hatdsa a jel
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valtozasara. 250 uM ATP hatésara a fluoreszcens jel valtozasaval azonos fazisban lezajlo aktin
disszociaci6 latszélagos sebességi allanddja 40s™ a szort fény valtozasa alapjan. Ez az érték
megfeleltethetd a vad tipust motor domén fragmentumnal észlelttel azonos nukleotid
koncentracio mellett (Kurzawa ¢és mtsai, 1997). Sajnos a szort fény intenzitdsdnak
valtozékonysaga és a megnovekedett jel-zaj ardny megnehezitette a méréseket, ezért csak néhany
nukleotid koncentracidé mellett sikeriilt a fényszords pontos, mas eredményekkel

Osszeegyeztethetd kiértékelése.

5.6 Akto-miozin komplex kialakuldsanak vizsgalata megallitott aramlasos

modszerrel

Megvizsgaltuk azt is, hogy a 239-es
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; o ) L 17.  adbra: W239+ motor domén
fényszoras valtozasara egyszeres (0,75uM) és aktin (luM)  interakcidjénak

megallitott aramlasos tranziensei. Mind a 239

exponencialis illeszthet, egyenként 3,4s™ ceat wranztenset.
triptofan  fluoreszcencia valtozasara (fekete),

és 1,657 latszolagos sebességi allandoval. mind az akto-miozin komplex kialakuldsanak
., . , i kovetkeztében létrejovo szort féeny

Az  érzékelt fluoreszcencia valtozas intenzitasvéliozdsra (kék) egyszeres
1,657 latszolagos sebességi allandoval. A

viszonyitva 5%. Ez kozel kétszerese a fluoreszcens valtozas kicsi amplitiiddéjabol arra

lehet kovetkeztetni, hogy az aktinnak nincs
jelentos hatdasa az apo dllapotu motor domén

crer

domén és aktin 6sszelovésekor tapasztalt switch I régiojanak térszerkezetére.

triptofin mentes apo allapoti motor

relativ fluoreszcencia valtozasnak. (3%)

(Malnasi-Csizmadia, 2004).

37



A W242+ motor domén aktin kotését megvizsgalva ugyan azt az eredményt kaptuk,
megerdsitve a W239+ esetében tapasztaltakat (18. abra). Egyszeres exponencialis illesztésével
a fluoreszcencia valtozas latszolagos sebességi 4llanddja 4.8s™', ampliutodja a teljes

fluoreszcencidhoz viszonyitva 3%. A szort

fény valtozasanak latszolagos sebességi 0,610 . . . . 018
allanddja 2 s, bar utdbbi megbecsiilése ﬁ 0.6054 {017
N
eléggé  bizonytalan a  szért  fény é 0,600 {016
valtozékonysaga miatt. Jelen :é 0.595- 70,15(§
c =3
esetben az adatpontok rogzitése az % 0.590- 1014 g
eddigickkel ellentétben linearis idéskalan % 0,585 4 1018
tortént. - 050 | | | | 1012
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1d6 (s)

18. abra: W242+ motor domén (0,75uM) és aktin (luM) interakciojanak megallitott aramldsos
tranziensei. Mind a fluoreszcens jel, mind a fényszords valtozasa megerdsiti a W239+ aktin kotése

soran tapasztaltakat. Jelen esetben az adatpontok rogzitése linearis iddskalan tortént.

5.7 ADP kotés megallitott aramlésos vizsgélata

A W239+ motor domén ADP kotés hatdsdra mutatott steady-state fluoreszcencia
csOkkenésének megallitott aramldsos vizsgalatat kiilonboz6é hémérsékleten végeztik el. A
3uM-os W239+ motor domént kiilonb6z6 koncentracioji (25-1000uM) ADP-vel 16ttiik 6ssze.
A 4°C-on felvett tranziensek egyfazistiak voltak, az egyszeres exponencialis fliggvény jol
illeszkedett. Alacsony ADP koncentracié tartomanyban (12,5-50uM) a megfigyelt sebességi
allandojat 3,4x10°M's'-nek adta. Az ATP koncentracié tovabbi ndvekedésével a megfigyelt
sebességi allanddo maximalis, 1000s-0s értékéhez tart, ami a nukleotid kotést kovetd

térszerkezeti atrendezddés latszolagos sebességi allandoja (19. abra).
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19. abra: A W239 motor domén ADP kotésének megallitott aramlasos tranzienseinek kiértékelése. A
mérést 4°C-on végeztitk. Az egyszeres exponencidlis fiiggvény jol illeszkedett. Alacsony ADP
koncentracio tartomanyban (12,5-50uM) a megfigyelt sebességi allando linearisan valtozott az ADP
koncentraciéjaval, és igy a kotés mdsodrendii sebességi dallanddjat 3,4x10°M's”-nek adta. Az ATP
koncentrdcié tovabbi novekedésével a megfigyelt sebességi dllandé maximdlis, 1000s”-o0s értékéhez
tart, ami a nukleotid kotést koveto térszerkezeti atrendezédés latszolagos sebességi dllandoja

A 12°C-on felvett tranziensek esetében (20/a 4bra) alacsony ADP koncentracid mellett a
fluoreszcencia csokkenés pszeudoelsérendl latszolagos sebességi allandodira illesztett egyenes
meredeksége a kotés masodrendii sebességi allandojat 4x10° M's™'-nak, az y-tengely metszet a
disszociacios sebességi allandét 30s'-nak adja (20/b &bra). Nagy nukleotid koncentracio
mellett a fluoreszcencia csokkenés olyan gyorssa valik (<700s™), hogy nagy része lezajlik a

detektalas megkezdése eldtt a késziilék holtidejében.

—— W239 x mérési puffer
—— W239 x 12,5uM ADP
21 W239 x 25uM ADP

& 50 ——— W239 x 50uM ADP 700
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A 12°C-on felvett tranziensei a W239+ ADP kétesének. Alacsony ADP koncentracio mellett a
fluoreszcencia csékkenés pszeudoelsérendii latszolagos sebességi  dllandoira illesztett egyenes
meredeksége a kotés mdsodrendii sebességi dllandojat 4x10° M's"'-nak, az y-tengely metszet a
disszocidcios sebességi dllandot 30s™-nak adja.
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Ha a fluoreszcencia csokkenés amplitudojat abrazoljuk az ADP koncentracié fiiggvényében,
akkor a kapott telitési gorbére egy hiperbola illeszthet6 (21.abra), aminek fél telitési értéke a
miozin-ADP komplex disszociacids allandojat 7,6uM-nak adja. Mivel K4 = kogr/ kon , €z€rt a
masodrendli asszociacids sebességi allando és a disszocidcios allandd szorzata megadja a
disszociacids sebességi allandot. Utdbbi megegyezik az eldegyensulyt feltételezd kétlépéses
szubsztrat kotési modellben k,-vel, értéke pedig 30s™'. Ezt az értéket kaptuk a latszolagos

sebességi allandok altal meghatarozott y-tengely metszetbdl is.
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0,64 "

1 21. dbra: Ha a 12°C-on W239+ ADP kotés
9 0'4_ | esetében tapasztalt fluoreszcencia csokkenés
2 ““ amplitudojat dbrazoljuk az ADP koncentracio
g %7 fliggvényében egy telitési gorbét kapunk. Az
< % ebbol szamolt disszocidcios allanddja az ADP-

011 | nek 7,6uM.

004 =

-0,1
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Magasabb ADP koncentracié mellett (<75 uM) a gyors fluoreszcencia csokkenést
kovetéen megjelenik egy fluoreszcencia emelkedéssel jar6 masodik fazis is. A valtozas
latszolagos sebességi 4allanddja hozzavetSlegesen 100s™, ami fiiggetlen a nukleotid
koncentréaciojatol. Feltehetd, hogy ez a fluoreszcencia emelkedés az alacsony és a magas
fluoreszcenciaval jellemezheté két ADP kotott allapot kozotti atmenetnek tulajdonithato,
vagyis az ADP-miozin iitkozési komplex kialakulasat kovetd térszerkezeti atalakulas
folyaman el6szor az alacsonyabb fluoreszcenciaval jellemezhetd ADP-kotott allapot alakul ki.
Hoémérsékletugrasos vizsgalatok alatdmasztjak ezt a felvetést (Malnasi-Csizmadia, még nem
publikalt eredmények, lasd eredmények megvitatasa), mivel 12°C-on a két allapot kozotti
atalakulas latszolagos sebességi allandoja ott is 100 s™'-nak adédott.

Az ADP kotés 20°C-on felvett megallitott aramldsos tranziensein a fluoreszcencia
csOkkenéssel jard folyamat mar alacsony ADP koncentracid mellett is olyan gyorsan lefut,
hogy a valtozds amplitidojanak nagy része elveszik a holtidében. Ekképpen a sebességi

allandok pontos meghatarozasa nem lehetséges.
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5.8 Mg elvondsos kisérletek

Az ADP allapotban fOlvett 239-es triptofan emissziés spektrumaban jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk, ha azt Mg jelenlétében és tavollétében vettiik ol (22/a. abra). Mg
elvonas hatdsara a fluoreszcencia intenzitas 40%-t csokkenést, illetve 4nm voros eltolodast
mutat. Megvizsgalva a Mg nélkili ADP 4allapot steady-state fluoreszcencia
hémérsékletfiiggését, megallapithatd, hogy a fluoreszcencia intenzitds homérsékletfiiggése
parhuzamos az apo, illetve az ATP kotott allapotban tapasztalttal, igy feltételezhetd, hogy Mg
hidnyaban egyetlen térszerkezeti allapota van az ADP kotott motor domén 239-es triptofan
kornyezetének (22/b. abra). Ezt az allapotot megprobaltuk megallitott &ramlésos kisérletekkel

is karakterizalni.

—— W239 mérési pufferben = W239+ATP
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22. abra: Az ADP dllapotban folvett 239-es triptofin emisszios spektrumdaban jelentos kiilonbséget
tapasztaltunk, ha azt Mg jelenlétében és tavollétében vettiik fol (a). Mg elvonds hatdasara a
fluoreszcencia intenzitas 40%-t csokkenést, illetve 4nm voros eltolodast mutat. Megvizsgalva a Mg
nelkiili ADP dllapot steady-state fluoreszcencia homérsékletfiiggéset, megallapithato, hogy a
fluoreszcencia intenzitas hémérsékletfiiggése pdarhuzamos az apo, illetve az ATP kétott allapotban
tapasztalttal, igy feltételezheto, hogy Mg hianyaban egyetlen térszerkezeti allapota van az ADP kotott
motor domén 239-es triptofan kérnyezetének (b).

Elészor a W239+ motor domén ADP kotését vizsgaltuk meg Mg tavollétében. 3 uM
W239+-t 16ttiink Gssze kiilonbdzd koncentracioja (2,5-100 uM) ADP-vel. A reaktdnsok
oldataban 5SmM EDTA biztositotta a pufferben 1év0 6sszes Mg megkotését. 100 uM folotti
ADP koncentraci6 mellett a tapasztalt fluoreszcencia csokkenés nagy része a holtidében
elveszett, viszont az alacsonyabb ADP koncentraci6 tartomdnyban rogzitett tranziensekre
tokéletesen illeszkedet az egyszeres exponencialis fliggvény. A megfigyelt sebességi

allandokra illesztett egyenes a kotés masodrendii sebességi allandé értékét 1,2x10’M™'s™'-nak,
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mig az y-tengely metszet az ADP disszociaciés allandojat hozzavetlegesen 70 s'-nak
hatarozza meg. Ha a fluoreszcencia csokkenés amplitadojat abrazoljuk az ADP koncentracid
fliggvényében, akkor a kapott telitési gorbére egy hiperbola illeszthetd (x.4bra), aminek fél
telitési érteke a miozin-ADP komplex Mg tavollétében mért disszociacids allandojat 4uM-nak

adja. Az ADP ebbé] szamolt disszociacios sebességi allandoja 50 s
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23. abra: A W239+ ADP kotésének megallitott
dramlasos tranziensei Mg tavollétében, 20°C-on. Ha a
400 fluoreszcencia csékkenés amplitudojat abrazoljuk az
450 ADP  koncentracio fiiggvényében, akkor a kapott
telitési gorbére egy hiperbola illesztheto(b), aminek fél
300+ telitési értéke a miozin-ADP komplex Mg tdavollétében
250 . meért disszociacios allandojat 4uM-nak adja. Az ADP
ebbdl szamolt disszocidciés sebességi dllanddja 50 s
2007 . A megfigyelt sebességi allandokra illesztett egyenes a
1504 kétés masodrendii sebességi allandé értékét 1,2x10’M
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Azzal, hogy az ADP kotott W239+ motor domén kiilonbdzd fluoreszcenciaj
allapottal rendelkezik Mg jelenében ¢€s tavollétében, egy alkalmas jelet nyertiink a Mg kotés

¢s felszabadulas vizsgalatara is.
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A Mg kotést ugy vizsgaltuk megallitott &ramlasos modszerrel, hogy 1,5mM EDTA-t

tartalmazo, 1,5uM W239+ motor domén és 250uM ADP oldatat 16ttiik 6ssze 10mM Mg és

250uM ADP oldataval. Ilyen koériilmények kozott az Osszes motor domén ADP kotott

allapotban van (K4q=4 pM), illetve a Mg mennyisége bdven elegendd, hogy az dsszes EDTA

telitddjon. A reakciot kdvetve két fazisti tranzienseket kaptunk, ahol az elsd, gyors fazis

fluoreszcencia emelkedés, a lassabb fazis pedig fluoreszcencia csokkenés volt (24/a. abra).
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24.abra: ADP-kotott W239 motor domén meallitott aramldsos tranziensei Mg kotés hatdasara (a). A két
fazis latszolagos sebességi allandoinak homersékletfiiggése (b). A lassabb fluoreszcencia csékkenés
amplitudojanak homeérsékletfiiggése (c). A tranziensek végpontjainak homérsékletfiiggése (d).
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Lathato, hogy a legalacsonyabb fluoreszcenciaju, Mg nélkiili ADP allapotbdl kiindulé reakcid
soran eldszor egy magasabb fluoreszcenciaju allapotba jutunk, majd egy lassabb reakcio
folyaman a ketté kozotti fluoreszcencia intenzitassal jellemezhetd allapot alakul ki. Ez jol
Osszeegyeztethetd a harom ADP ko6tott allapot steady-state fluoreszcencia intenzitasaival (22.
abra). Ezek szerint a Mg kotése egy gyors reakcid folytan a magasabb fluoreszcencidju
MgADP allapot kialakuldsat eredményezi, majd a lassabb reakcid az alacsonyabb
fluoreszcencidgju MgADP kotott allapot kialakuldsa. Ezek szerint ez a masodik fazis
megfeleltethetd az 5.7. fejezetben vazolt, két ADP kotott allapot kozotti egyensulyi
reakcionak. Ezen atalakulds homérsékletugrasos kisérleteibdl megallapitott latszolagos
sebességi allanddja 12°C-on 100s”, ami jelen mérés soran, azonos hémérsékleten felvett
tranziensre illesztett exponencialisbol 20s™'-nak adodott. A kiilonbség magyarazata az lehet,
hogy jelen mérésnél a gyors fluoreszcencia emelkedésbe beleolvad a mésodik reakcio
fluoreszcencia valtozasanak egy része, igy a gyakorlatilag lathatd rész csak az exponencialis
ellaposodd, mésodik fele, ami a latszolagos sebességi allandé alabecsiilését eredményezi.

A fluoreszcens tranzienseket kiilonbozd homérsékleteken rogzitettiik. A két fazis
latszolagos sebességi allanddinak homérsékletfiiggését a 24/b dbra mutatja. Lathato, hogy a
homérséklet novekedésével a gyors fazis sebessége meredeken emelkedik és 20°C-on mar
400s™ értéket ér el, mig a lassabb fazis ezen a hémérsékleten 50s™ latszolagos sebességi
allandoval jellemezhetd. A fluoreszcencia csokkenés amplitiddjat abrazolva a homérséklet
fiiggvényében (24/c éabra) kitlinik, hogy a 23°C-r6l csokkentve a homérsékletet a valtozas
amplitidoja folyamatosan ndvekszik egészen 11°C-ig. Ennek nyilvanvaloé oka, hogy a két
MgADP kotott allapot kozott fennalld egyensuly a hdmérséklet csokkenésével az alacsonyabb
hémérséklettartomanyban a homérséklet csokkenésével a végallapot fluoreszcencidjanak
intenzitasa egyre alacsonyabb (24/d abra). Ezen kiviil az is megfigyelhetd, hogy 11°C alatt a
hémérséklet tovabbi csokkenésével a gyors fazist kovetd fluoreszcencia csokkenés
amplitaddja egyre kisebb. Ezek az adatok legegyszeriibben azzal magyarazhatdak, hogy az
alacsonyabb fluoreszcenciaji MgADP allapot nem csak a magasabb fluoreszcenciaji MgADP
allapoton keresztiil alakulhat ki, hanem a Mg kotésekor kdzvetlentil is. Ennek a reakcidonak a
ezért csak alacsonyabb homérsékleten érzékelhetd, amikor a kompetitiv reakciout sebessége

drasztikusan lecsokken (24/b. abra).
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A Mg felszabadulasat az ADP W239+ komplexrdl ugy vizsgaltuk, hogy Mg tartalmi
1,5uM W239+ motor domén és 250uM ADP oldatot 16ttiink 6ssze 250uM ADP-t tartalmazo
EDTA oldattal. A kapott fluoreszcencia csokkenés két fazisu volt (25. dbra), melyre illesztett
dupla exponencialisbol a latszolagos sebességi allandok 120s™ és 19 s™ 20°C-on mérve. A
reakciot megvizsgaltuk tobb hémérsékleten. A két fazis latszolagos sebességi allanddinak,
illetve amplitddoinak homérsékletfiiggését a 25/b-c.dbra mutatja. A gyors fazis meredeken
csOkkend amplitiddjabol talan arra lehet kovetkeztetni, hogy az a magasabb fluoreszcencidju

MgADP kotott allapot Mg felszabaduldsdhoz kothetd.
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6 Eredmények értelmezése

Egy triptofant tartalmazd motor domén fragmentumaink mikodését karakterizalva,
megallapithatjuk, hogy a Switch I régioba elézetes kutatasokra alapozva (Shimada és mtsai,
1997) bevitt mutaciok nem okoztak jelentds valtozast az ATP-4z ciklus mitkddésében. A
bazélis enzim aktivitds ugyan haromszorosa a vad tipuséhoz viszonyitva, de ez az 501-es
triptofan hidnyéaval hozhat6 0sszefiiggésbe (Malnasi-Csizmadia és mtsai, 2000). Ezen munka
soran megallapitott sebességi ¢és egyensulyi allandokat az 1. tablazat foglalja Gssze,

Osszehasonlitva mas Dicyostelium miozin II konstrukciokkal.

szubsztrat S1dC M761 W239+ W242+ dimenzio
motor domén egyedil
Keat ATP 0,02 0,06 0,17 0,2 st
Kiks ATP 0,17 0,61 0,87* 0,2* uM*s?
Ko+ ATP - - 450* 400* s?t
k.o/K7 ADP 0,24 - 4 - puM st
K.+ksg ADP - - <1000%* - s*t
Ke ADP 11 - 30%* - s?
Kq (KexK;) ADP  4-8 - 7,6%* - UM
motor
domén
aktinnal
K1ko ATP 0,5 0,21 0,5 - puM*st
ko+K .o ATP - - 350 - s?
Koa ATP 150 411 - - st
Kia - 0,16 1,3 1,6 2 st
Ka - 0,11 0,01 - - UM
Ka ADP - - 0,02 UM

1.tablazat: Dictyostelium miozin Il ATP-azkinetikai paraméterei. Az egyensulyi és sebességi allandok
jelolése a Bagshaw ATP-az kinetikai shéma szerint tortént (x.shéma). S1dC = vad tipusu, teljes motor
domén (Kuhlman és Bagshaw,1997), M761 =vad tipusu, 761 aminosavbol allo motor domén
fragmentum (Kurzawa és mtsai, 1997). * = 5°C-on mért eredmény, * * =12°C-on mért eredmény,

Mar régoéta ismert, hogy a miozin ATP kotése kétlépéses folyamat, ahol a masodrendii
itkozési 1épést a fehérje leginkabb irreverzibilis térszerkezeti atrendezddése kovet. Eldszor
vad tipusi nyul véazizom intrinzik fluoreszcencidja alapjan figyelték meg az ATP kotés
indukalt illeszkedését (Bagshaw és mtsai, 1974), majd a kotés eme sémdjat kiterjesztették
tobbek kozott a Dictyostelium miozin Il-re is (Ritchie és mtsai, 1993, Kurzawa és mtsai,

1997). Utobbinal az ATP kotéssel jard irreverzibilis konformacio valtozas a nukleotid kotd

46



zseb szajanal elhelyezet triptofan szenzor alapjan két, egymast kovetd lépésre bonthatd,
egyenként 1800s” (2.a.) és 450s” (2.b.) sebességi allanddval jellemezhetéen (Kovécs és
mtsai, 2002). A kotést kovetd 1épések az ATP-az ciklusban a Switch II nyitott-zart atmenet és
az ehhez kapcsolt hidrolizis 1épés (3). A switch II elébb emlitett konformaci6 valtozasanak
érzékelésére a W501+ egy-triptofanos motor domén alkalmas, és a folyamatot kisérd
fluoreszcencia valtozas 20°C 30s” latszolagos sebességi allandoval telitheté (Mélnasi-

Csizmadia és mtsai, 2000, Kuhlman és mtsai,1998) (3.séma).

1 2 3
M + ATP =—— MATP —— M"ATP —— M**ADPPi

3.séma

Ebbe a modellbe tokéletesen integralhatdo a Switch I régioba elhelyezett 239-es és 242-es
triptofan altal, a motor domén ATP kotésekor megfigyelt kétlépéses indukalt illeszkedés.
Valoészintisithetd, hogy az altalunk érzékelt gyors titkozési 1épést kovetd konformacid valtozas
(4°C-on 400s”, 20°C pedig 800s™ folotti megfigyelt sebességi allandoval jellemezhet)
egyidejlileg zajlik le a nukleotid kotd zseb szdjanal detektalt masodik konformacios
atrendezddéssel  (2.b.).  Szenzoraink  fluoreszcencidjanak  hdmérsékletfliggésébodl
megallapithat6, hogy ATP kotését kovetden egyetlen dominans konformacidja alakul ki a
Switch I régionak, ami azt is jelenti, hogy a kotést kovetd atrendezddés kozel irreverzibilisnek
mondhat6. Fontos megjegyezni, hogy mind a W239+, mind a W242+ esetében az ATP
hatasara kialakul6 fluoreszcens valtozasokra csak egyszeres exponencialis illeszthetd, vagyis
egyetlen folyamathoz kothetéek, ami nem osszeegyeztetheté a 30s” sebességi allandéval
jellemezhetd Switch II nyitott-zart atmenettel. Nem hidrolizdld6 ATP anal6g (AMP-PMP)
kotésekor (nem prezentdlt eredmény) tapasztalt fluoreszcencia csokkenés amplitudoja
megegyezik az ATP kotésekor érzékelttel, ami szintén megerdsiti, hogy szenzoraink nem
érzékenyek a Switch II nyitott-zart atmenetre €s az ahhoz kapcsolt hidrolizis 1épésre. Ezen
eredményekbdl megallapithatd, hogy triptofan szenzorainkkal sikeriilt oldatban is lathatova
tenni a Switch [ régid nyitott-zart térszerkezeti atrendezOdését, amelynek kezdeti
végpontjat pedig az ATP kotott szerkezet (Bauer és mtsai, 2000) jeloli ki.

Régota ismert, hogy az ATP kotése okozza az aktin levaldsat a miozinrol (Lymn és

Taylor, 1970), ezért az el6bbiekben vazolt folyamatot megvizsgéltuk aktin jelenlétében is. Ha
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Osszehasonlitjuk azonos ATP koncentracio mellett az aktinnal és aktin nélkiil kapott
eredményeket, akkor lathatd, hogy az aktin jelentésen (2-3X) lelassitotta a fluoreszcencia
valtozassal jaro térszerkezeti atrendezédést (aktin jelenlétében a 350s™, tavollétében <800s™
latszolagos sebességi allandoval jellemezhetd). Ennek valosziniisithetd oka, hogy a nukleotid
kotését hatraltatja az aktin kotésébol adodo ellenerd, ami az aktin-kotd arkot zarva, a switch [
régiot, és ezzel a nukleotid-kotd zsebet pedig nyitott konformaciods allapotban tartja (Holmes
¢s mtsai, 2003). Ez a jelenség megfigyelhetd az ATP kotd zseb bejaratanal elhelyezett
triptofan szenzorokkal is, melynek konformacids atrendez6dését szintén harmadara lassitotta
a kotott aktin (Conibear és mtsai, 2004).

Egyszerre monitorozva az akto-W239+ komplex ATP kotés térszerkezeti
atrendezddését és az aktin disszocidciot, megfigyelhetd, hogy a két folyamat egy fazisban,
kozel egyidejileg jatszodik le. Az aktin disszocidcid maximalis megfigyelt sebességi
allandoja 150 ! (Kuhlman és Bagshaw, 1997, Kovécs, 2002), ami lassabb, mint az altalunk
érzékelt switch I régio nyitott-zart konformacios atrendezédés. Ez alatamasztja azt a korabbi
megfigyelést, hogy az aktin disszociacid kozvetleniil koveti az ATP indukélt konformécid
valtozast (Conibear ¢és mtsai, 2004).

Kristalyszerkezetek és spektroszkopiai megfigyelések azt mutatjak, hogyha az aktin-
koté arok nyitva van, akkor a switch I zarva, illetve ha az aktin koté arok zarva, akkor a
switch I nyitva van (Reubold és mtsai 2003, Holmes ¢€s mtsai, 2003, Coureux ¢és mtsai, 2004).
kovetkezménye (Conibear ¢s mtsai, 2003). Ezek alapjan a kovetkezd séma vazolhato fol: A
miozin ATP iitkdzési komplex kialakulasat kovetéen az ATP altal indukalt, nagy
szabadenergia valtozassal jard térszerkezeti atrendezddésen keresztiil a switch I régio
nyitottbol zart konformacids allapotaba (amikor kapcsolddik a y-foszfathoz és a Mg-hoz)
keriil, ami a felsé S0KDa szubdomént tdvolabb mozditja az als6 S0KDa szubdoméntdl, és igy
az aktin-koto arok kinyilik, ami az aktin levalasat eredményezi.

Megvizsgaltuk azt is, hogy a 239-es illetve a 242-es triptofan érzékel-e komformacio
valtozést az apo allapoti motor domén és az aktin kapcsoldédasakor. Az aktomiozin komplex
kialakulasat kovetd kicsi fluoreszcencia valtozds arra enged kovetkeztetni, hogy az apo
allapoti motor doménben és a rigor akto-miozin komplexben a Switch I azonos térszerkezetet
vesz fel. Mas szoéval mind a két allapotban a switch 1 régido nyitott konformacios
elrendezddésben taldlhatd, vagy olyan egyenstlyban, ami tdlnyomodrészt nyitott allapotot
tartalmaz. Ezt alatamasztja, hogy Osszehasonlitva az aktin kotés hatasat olyan egy-triptofanos

motor domének relativ fluoreszcencia valtozasaval (Conibear és mtsai, 2004), amelyeknél

48



valdszinisithetéen nincs az aktin kotésének hatdsa a triptofan kornyezetének térszerkezetére,

kozel akkora amplittdo figyelhetd meg, mint a W239+ esetében tapasztalt.
Homérsékletugrasos kisérletek is azt mutatjdk, hogy apo dallapotban egyetlen térszerkezeti
allapota létezik a Switch I régionak (Mélnasi-Czizmadia, még nem publikalt eredmény), ami az
apo kristalyszerkezet alapjan a nyitott.

A nukleotid-mentes és ATP-kotott W239+ motor doménnal ellentétben, ADP-kotott
allapotban a hdomérséklet valtoztatdsaval perturbalhaté egyenstly mutathatd ki a 239-es
triptofan fluoreszcens jel alapjan. Ennek az egyenstlynak a meglétét homérsékletugrasos
kisérletekkel tdmasztottuk ala (Malnasi-Csizmadia, még nem publikalt eredmény). Ebben a
kisérletben a W239+ motor domén két ADP kotott konformacids allapota kozott fennalld
egyensulyt a hoémérséklet eltolasaval perturbaltuk, és az 10j egyensuly kialakuldsaig
bekovetkezd atalakulds a 239-es triptofan fluoreszcencia monitorozasaval volt nyomon

kovetheto (26. abra).

3,4 I A 26. dbra: W239+ motor domén
@ 337 hémérsékletugrdsos tranziensei. Apo
g 3'2'Wm,\W\r‘\w»,«« 5 és AMP-PMP kotott a’llaj?otban
% 3,14 AT egyetlen konformacios dllapot
'S 301 figyelheto meg a  fluorofor
g 20! ——— W239 mérési pufferben kérnyezetében, mivel a homérséklet
§ 28 . wzggiﬁgg g:gro: i;sccr a hirteler,z vdltoztatdisa’ nem
2 ] AP rollz,57-ra eredmenyeze.t’ eltéreést _a
s ° fluoreszcenciaban. ADP kotott
= 2’6WMWWWMMW allapotban a hémérsékletet hirtelen
25 - o T 4°C-o0s emelésével a fluoreszcenciaban
' ' exponencialis valtozas figyelheto meg.
t@s) Ez két konformacios dllapotra, és a
a2 ~ W239+ADP 45°C-r61 8,5°C-ra kozottiik fennallo egyensuly meglétére
’ W239+ADP 8,5°C-r0l 12,5°C-ra utal. A tranziensek végén
&8 220 mﬂegﬁgyelheto" intenzitds. vdltf)z’ds’ a
N " kb.t.vetta ' vzsszahules’enek
% 316-“ ;“ \"u\“wh‘i kovetkezménye. Az y teﬂngely minusz
£ P"!\‘W“,“.\”\ M‘M egyszerese  feleltetheté  meg a
3 ik W\M W“M dolgozatban prezentalt tébbi grafikon y
9 3,121 \\W WWM “ wW‘WWWM I tengelyének. Az x tengely logaritmikus
§ e idéskdla.  (Malndsi-Csizmadia, még
5 3,08 nem publikalt eredmények.)
T
3,04 . : :

Ezek a kisérletek kozvetlen bizonyitékot szolgaltatnak arrol, hogy az ADP kotott W239+

motor doménban két konformdacios allapota 1étezik a switch I régionak. Az 5.7 fejezetben leirt
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kinetikai mérések, és az elobbiekben vazolt hdmérsékletugrasos kisérletek alapjan a 27.abran
vazolt kinetikai séma allithato fel, amelyhez tartozo, 12°C-on mért kinetikai paramétereket 2.

tablazat foglalja Ossze.

Kok, ke
M+A0P — M ADFPF — M™ADF
L L
Kikz 4 puMtst 27. abra: W239+ motor domén ADP kitésének sematikus abrdja,
K., 30 ~ ahol az elso reakcio a nukleotid kétlépéses indukalt illeszkedése,

amit a W239+ triptofan jel alapjan felderitett két ADP dllapot kézott
kialakulo egyensulyi reakcio kévet. A * az alacsonyabb, ** a
Kq 7,6 HM magasabb fluoreszcencidjit ADP dllapot.

ka+k g 100 st

2.tablazat:az 27.abran bemutatott modell 12°C-on mért kinetikai paramétereit dsszefoglalo
tablazat Kk, a kotés masodrendii sebességi allandoja, k., az ADP disszociacios allandoja, k;+k.; a
két ADP kétott allapot kozotti atalakulas latszolagos sebességi dllandoja. 12°C-on ks=k.; mivel K;=1.
K, a disszociacios dllandoja a W239+ ADP-nek.

Az 27. abran az els6 egyensulyra vezetd 1épés az ADP kétlépéses indukalt
illeszkedésének feleltethetd meg (Bagshaw és Trentham, 1974). Az elére mutatd reakcio az
ADP kotés masodrendi sebességi allanddjaval (Bagshaw ATPaz kinetikai séma szerint k ¢/Ky),
a visszafelé mutato6 reakcio pedig az ADP disszociacio sebességi allandojaval (Bagshaw ATP-
4z kinetikai séma szerint ko) jellemezhetd. Osszehasonlitva mas motor domén konstrukciokkal
lathatd, hogy a W239+ motor domén esetében tapasztalt ADP kotés és disszociacid sebessége
nagyobb a vad tipusndl mért értékeknél (Kuhlman és Bagshaw, 1997, 1. tdblazat), viszont az
ADP affinitas (Kq) megegyez6 értéket mutat.

Az ADP kotés soran az alacsonyabb fluoreszcencidji allapot alakul ki elészor, majd
ks+k 3 latszolagos sebességi allandoval jellemezhetd sebességgel a magasabb fluoreszcenciajua
ADP kotott allapot. Homérsékletugrasos kisérletekbdl tudjuk, hogy 12°C-on 1 az egyensulyi
allando (Kj) értéke, mivel erre a hdmérsékletre fiitve figyelhetd meg a legnagyobb
amplitadoju fluoreszcencia valtozas. Ekkor az elére és visszairanyuld reakcid sebessége

megegyezik, vagyis ks=k 5=50s™", mivel 12°C ky+k;=100s".
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Kinetikai adatokbdl nagyon veszélyes a szerkezetre utald kovetkeztetéseket levonni.
Kovetkezésképpen az eltérd 239-es triptofan fluoreszcencia alapjan megkiilonboztetett, két
ADP-kotott switch I konformacids allapot térbeli elhelyezkedésérél sem tudunk biztosat
mondani. Amit tudunk, hogy mind a két allapot fluoreszcencia intenzitasa eltér az ATP-kotott
Elképzelhetd, hogy mind a két ADP allapot kiillonbozik a zart switch I konformaciotol, de az
is meglehet, hogy az egyik ADP-kotott Switch 1 konformacio megegyezik az ATP hataséra is
kialakulo zart switch I térszerkezeti elrendezddéssel, csak az utobbinal jelenlévd y-foszfat a
triptofan fluoreszcencia kioltasaval modositja annak intenzitasat. Ezt a feltevést timasztja ala
az MgADP kotott kristalyszerkezet, ahol a switch I zart konformacioban taldlhato (Gulick és
mtsai, 1997), akarcsak MgATP és MgAMP-PMP kotott allapotban (Bauer és mtsai, 2000,
Fisher és mtsai, 1995). Elképzelhetd, hogy a kristalyositas sordn, a két allapot kozott fennallo
egyensulyt eltolva, a zart térszerkezet a preferalt, de ez nem jelenti azt, hogy oldatban is ez a
dominans allapot (Zeng és mtsai, 2004). Hasonlo jelenség figyelheté meg a Dictyostelium
miozin II switch II térszerkezeténél is ADP.BeFx-kotott allapotban, ahol a kristalyositasi
koriilményeket valtoztatva zart és nyitott allapot is kikristalyosithato (Holmes és Geeves,
2000), osszeegyeztethetden az oldatban megfigyelt konformacidokkal (Malnasi-Csizmadia és
mtsai, 2001).

Az is biztosan elmondhatd, hogy egyik ADP-kotott switch I konformacio sem
feleltethetd meg az apo és rigor allapotban megfigyelt nyitott szerkezetnek, hiszen a switch I
zarddéasa (vagy legaldbb részleges zarddasa), annak a nukleotidhoz kapcsolodd kiterjedt
kotésrendszerén keresztiil (Fisher és mtsai, 1995), elengedhetetlen a nagy affinitassal torténd
nukleotid kotés kialakitdsahoz. Ezt tdmasztjak ald azok a megfigyelések is, miszerint az
N233A, illetve a S237A motor domén mutansok alacsony koncentracié mellett egyaltalan
nem kotik a mant-ADP fluoreszcens ADP analdgot (Shimada és mtsai, 1997), illetve, hogy a
miozin V apo kristalyszerkezetbe a switch I, és igy a nukleotid kot zseb zarddasa nélkiil az
ADP csak kis affinitassal kotddik (Coureux és mtsai, 2004). Kiilonb6zé homérsékleten, az
egyensulyt az egyik és a masik ADP allapot felé eltolva, megvizsgaltuk az ADP kotését, és
nem tapasztaltunk az ADP affinitds szempontjadbdl szamottevd csokkenést.

A képet még az a megfigyelés is kiegésziti, hogy a W242+ motor domén triptofan
kornyezetében csak egyetlen konformacios allapotot sikeriilt kimutatni, mivel ugyan olyan
fluoreszcencia intenzitas-valtozassal reagdl ATP és ADP kotésére, valamint egyik nukleotid-
kotott allapotban sem sikeriilt hdmérséklettel perturbalhatd egyensulyt, és igy tobb allapot

jelenlétét érzékelni.
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Ezek a megfigyelések alapjan az ATP-, illetve az ADP-kotott switch 1 térszerkezeti
elrendezédésének kiilonbségei, természetesen csak kdzvetlen szerkezeti bizonyiték hidnyaban,
né¢hdny aminosavra lesziikithetéek. Elképzeléseim szerint, mind ATP ¢és ADP kotott
allapotokban a switch I N-termindlis feloli szakasza (233-235) hasonlo, vagy teljesen
megegyez0 térszerkezeti elrendezésben, a zart nukleotid-kotd zsebnek megfeleld, zart
konformécids allapotban egzisztdl. Ezen aminosavak koziil kiemelkedd jelentdségii a
konzervativ R233, amelynek kiterjedt kotésrendszere a nukleotid ribdz, a-, B-, y- foszfat
koordinalasaban vesz részt (Fisher és mtsai, 1995, Smith és Rayment, 1996). Ezzel szemben a
switch I C-terminalis feloli szakasza (236-240) lehet az a rész, ami kiillonb6z6 konformaciot
vesz fel ADP-t és ATP-t kotve. A két nukleotid kozotti, jol ismert kiilonbség a y-foszfat
hianyaban és meglétében van, és a switch I ezen szakasza az, amely a y-foszfat megléte esetén
annak elhelyezkedését koordinalja két aminosavon keresztiil, amelyek a konzervativ S236-o0s
¢s S237-es aminosavak (Fisher és mtsai, 1995). A y-foszfaton kiviil ez a két aminosav
kozvetleniil a nukleotid mas részéhez nem ko6tédik, hovatovabb R238-0s, F239-es, G240-es
aminosavak egyaltalan nem kapcsolodnak a nukleotidhoz.

Ezen ismeretek fényében elmondhatd, hogy aktin tavollétében a switch I nem kétallasa
kapcsoloként lizemel, hanem ADP kotésekor csak részlegesen csukodik be, és ez az a
konformacid, amit a 239-es triptofan fluoreszcencia alapjan meg tudunk kiilonbdztetni a
switch I zart konformaciojatél Ezzel megmagyarazhatd, hogy miért okoz csak részleges, és
lassabb aktin disszociaciot az ADP kotése az ATP kotéséhez képest (Kuhlman és Bagshaw,
1998).

Homérsékletugrasos kisérletekkel megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a 239-es
triptofan altal érzékelt, két ADP kotott allapot kozott fennalld egyensulyt az aktin kotése (26.
abra).

26. abra: az ADP kotott W239+ motor domén

akto-W239+ADP homérsékletugrdsos tranziensei aktin jelenében,

3,04+ — \W239+ADP illetve tavollétében. A triptofan fluoreszcencia

& 3,00 valtozasabol lathato, hogy aktin nélkiil a két eltéro
5 2'%_w‘f‘l‘*\“\fw‘m*w'm | Sfluoreszcencidju ADP kotott allapot kozétti egyensuly
£ 29 : vuw\...s»,wW»‘V\L‘Yﬁ‘,wwwA\W et b perturbalhato, mig aktin jelenében a fluoreszcencia
‘s 2,884 jelentds valtozasa nem mutathato ki. Ez arra utal,
g 2,844 hogy az aktin kétott motor doménben ez az egyensuly
9 2801 valamelyik iranyba teljesen el van tolva. . Az y
o 2,76-WWWWWWW tengely minusz egyszerese feleltetheté meg a
E 272 dolgozatban prezentalt t6bbi grafikon y tengelyének.
- 2681 Az x tengely logaritmikus idoskala. (Malnasi-

0,01 01 1 Csizmadia, még nem publikalt eredmények.)

t (S’)
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Azt tapasztaltuk, hogy az ADP kotott W239+ motor domén homérsékletugrasos tranziensei
aktin jelenében nem mutattdk az aktin tavollétében megfigyelt triptofan fluoreszcencia
valtozast. Els6 kozelitésben ez azt jelentheti, hogy az aktin ktése valamelyik iranyba teljesen
eltolja az aktin hianyadban megfigyelt egyensulyt, és igy az akto-miozin-ADP komplexben a
switch I a 239-es triptofan altal érzékelhetoen egyetlen konformaciot vesz fel. Kérdéses, hogy
a végallapot mar a rigor allapotu teljesen nyitott switch I konformacid, vagy az aktin nélkiili
ADP allapotban megfigyelt, részlegesen nyitott. Osszehasonlitva a rigor komplex és az ADP
kotott akto-miozin komplex aktin affinitisat, a szakirodalmi adatok ellentmondasosak. Sajat
mérésiink alapjan a W239+ motor domén fragmentum aktin affinitisa ADP jelenlétében
0,02uM-os (nem prezentalt eredmény). A vad tipusu motor domén fragmentum (M761) rigor
komplexének aktin affinitdsa 0,01 pM-os (Kurzawa és mtsai, 1997), igy az ADP
hozzavetdlegesen felére csokkenti az aktin affinitdst, amely masok 4&ltal is alatdmasztott
(Cremo ¢és Geeves, 1998, Ritchie és mtsai, 1993, Conibear és mtsai, 2003). Ezzel szemben
mas szakirodalmi adatok szerint ez az arany joval nagyobb (Kuhlman és Bagshaw, 1997,
Bobkov és mtsai, 1997, Nyitrai és Geeves, 2004). A termodinamikai kapcsoltsag értelmében
amennyire az ADP gyengiti a miozin aktin affinitdsat, annyira gyengiti az aktin az ADP-¢ét
(Nyitrai és Geeves, 2004). Ezek szerint, ha az aktin csak kétszeresen gyengiti a motor domén
ADP affinitasat, akkor elképzelhetd, hogy az altalunk kimutatott valamelyik ADP-kotott
switch I konformacid 1étezik az ADP-ko6tott akto-miozin komplexben is. Ugyanis 12°C-on
aktin nélkiil a W239+ ADP affinitdsa 7,6uM ¢és tudjuk, hogy ezen a hémérsékleten Ks=1.
Ebbdl 7,6uM=(Kp+Kap)/2, illetve a termodinamikai kapcsoltsagi aranybdl Kap/Kp=2. A két
egyenletet megoldva Kp=5uM és K,p=10uM. Ez azt jelenti, hogyha aktin tavollétében
kiilonb6zé homérsékleten megmérjiik a motor domén ADP affinitasat, és ennek megfeleld
értékeket kapunk, akkor a feltevés igaz lehet. Ha termodinamikai kapcsoltsagi arany ennél
joval nagyobb, akkor aktin tavollétében a motor domén ADP affinitds hdmérsékletfiiggésének
is nagyobbnak kell lennie. Elozetes mérések ezt nem igazoljak. Ez azt jelenti, hogy nagyobb
termodinamikai kapcsoltsagi arany esetén az ADP kotott akto-miozin komplexben az altalunk
aktin tavollétében megfigyelt ADP kotott switch I konformécié nem alakul ki. Ennek pontos
meghatdrozasa tovabbi méréseket igényel. Az ADP felszabadulas sebességének drasztikus
hémérsékletfiiggését nytl vazizom esetében megfigyelték (Bagshaw és Trentham, 1974).

A miozin csaldd mas tagjainal, bizonyitott, hogy létezik olyan allapot, ami erdsen
koti az ADP-t és az aktint is (Nyitrai és Geeves, 2004, De La Cruz és mtsai, 1999). A switch |
részlegesen nyitott konformacidja j0 magyardzattal szolgalhatna ezen megfigyelés szerkezeti

megoldasaként.
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7 Osszefoglalas

Régota ismert, hogy az ATP kotddése az akto-miozin komplexhez az aktin
Ennek ellenére csak a kdzelmultban lattak napvilagot azok a motor domén szerkezetek,
amelyek felfedt¢k az ATP koto zseb és az aktin kotd arok kozott fennallé kommunikacios
csatornat, ¢s megmagyarazhatova tették a nukleotid ¢és az aktin affinitds kozotti ellentétes
kapcsolatot. Mivel a szerkezetek csak egy statikus képet szolgaltatnak, ezért a kiilonbozd
allapotok kozotti atalakulasok csak feltételezésen alapulhatnak. Spektroszkopiai vizsgalataink
soran olyan egy-triptofanos motor domén konstrukcidkat hasznaltunk, amelyek fluoreszcencia
valtozasai alkalmasak a szerkezetek altal felvazolt allapotvaltozdsok nyomon kovetésére, €s
ezzel dinamikus képet probaltunk alkotni a kérdéses folyamatrdl, annak jobb megértése
érdekében.

Ezek alapjan elmondhato, hogy gyorskinetikai modszerrel lathatova tettiik a switch 1
régid ,,nyitott-zart” konformacid valtasat, és igazoltuk, hogy az apo allapoti motor domén
ATP kotésekor bekovetkezd, az ATP altal indukalt térszerkezeti atrendezodésrdl van szo.
Elsdként bizonyitottuk oldatban, hogy a nukleotid kotd zseb e térszerkezeti atalakuldsa
kontrolalja az aktin levaldsdt a miozinrdl, és ezzel alatdmasztottuk a kristalyszerkezetek
alapjan felallitott hipotézist. Igazoltuk, hogy az apo motor doménben a switch I régi6 egyetlen
allapota a nyitott konformacid, ¢és ez megegyezik a rigor komplexben kialakulo
térszerkezetével. Ha valoban igaz, hogy a switch I régid nyitott-zart térszerkezeti atalakulas
felelés a motor domén aktin affinitasanak drasztikus csokkenéséért, akkor miért okoz az ATP
és az ADP eltér6 mértékii aktin disszociaciot, holott mind a két nukleotid kotott
kristalyszerkezetben a switch I ugyan olyan, zart konforméciét vesz fel. Vizsgalataink soran
sikeriilt feloldani a szerkezetek okozta ellentmondast, mivelhogy ADP-kotott allapotban
triptofan szenzorunk altal megkiilonboztethetd, két térszerkezeti allapotat érzékeltiik a switch
I régionak, melyek kialakuldsat gyorskinetikai modszerekkel karakterizaltuk.

A munka korantsem ért véget, hiszen kérdéses, hogy a switch I eddig ismeretlen
konformécidja integralhatd-e valodi koztitermékként az aktin aktivalt ATP-4z ciklusba. Kiilon
orom, hogy ADP kotott allapotban a switch I régidba elhelyezett szenzorunk érzékeli a Mg

ion jelenlétét, ami tovabbi izgalmas kisérletek lehetdségét vetiti eldre.
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Summary

It has long been known that ATP binding to the acto-myosin complex causes the
dissociation of actin, while the actin binding speeds up the release of ADP and phosphate.
Regardless of this, the motor domain structures which revealed the communication pathway
between the nucleotide-binding pocket and the actin-binding cleft and defined the antagonistic
corellation between the affinity of actin and nucleotide have only been discovered in the
recent past. As the structures provide only a static picture, the transition between states rest on
mere assumptions. For spectroscopical experiments we used such single-tryptophan motor
domain constructions, which had sutiable fluorescence changes for the monitoring of the
conformational changes predicted by the structures, and we tried to form a dynamic picture
for the better understanding of the process.

On the basis of this we could visualize the open — closed transition of swith I by means
of transition kinetics and we could demonstrate that it is an ATP induced conformational
change which exists during the ATP binding of the nucleotide-free motor domain. First we
prooved in solution that this conformational change of the nucleotide binding pocket controlls
the dissociation of acto-myosin thus being able to support the hypothesis based on crystal-
structures. We demonstrated that the switch I of apo motor domain has only open
conformation, which is the same in the rigor complex. If it is indeed true that the open-closed
transition of switch I is responsible of the drastic decrease in the actin affinity of the motor
domain, then why do ATP and ADP cause different levels of actin dissociation, although the
switch I conformation is the same in both nucleotide-bound crystal structures. Our research
offered a solution to the contradiction between the structures as our tryptophane sensor
identified two conformational states of the switch I in the ADP-bound motor domain.

The work is far from being finished as the question that the yet unobserved
conformation of switch I can be integrated as a real intermediate in the actin-activated ATP-
ase is still open. Predicting further exciting experiments our sensor engeneerd into switch I

senses the presence of Mg ion in the ADP-bound motor domain.
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8 Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Malnasi-Csizmadia Andrasnak, hogy felvett
magahoz ¢s tanulhatok téle illetve, hogy mély hallgatéassal elviseli mikor balgasagot beszélek.
Prof Graf Laszlonak és a Biokémia Tanszék valamennyi tanaranak az elméleti és gyakorlati
okitasokért.

Gyimesi Maténak, Hnisz Dénesnek ¢és Jelinek Balazsnak a rengeteg gyakorlati tanacsért.

Es végiil, de nem utols6 sorban koszonom csaladomnak a kitartd tamogatést.
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9 Rovidites jegyzek

ADP adenosin 5’-difoszfat

ADPBeF; berilliumfluorid-adenosin5’-difoszfat
ADP.Vi vanadat-adenosin5’-difoszfat
ADP.AIF4 aluminium fluorid-adenosin5’-difoszfat
AMP.PMP adenosin 5’-f,y-imidotrifoszfat

APS ammonium perszulfat

ATP adenosin5’-trifoszfat

BSA bovine serum albumin

EDTA -ectiléndiamintetraecetsav

EGTA etilénglikol-bis(2-aminoetiléter)-NNN’N’-tetraecetsav
DMSO dimetilszulfoxid

DTT ditiotreitol

kobs latszolagos sebességi allando

KAc kaliumacetat

M miozin

MgAc magnéziumacetat

NATA N-acetil-L-triptofanamid

NTA nitrilo-triecetsav

PMSF fenilmetilszulfonil-fluorid

SDS soédium dodecil szulfat

TAE Tris, acetat, EDTA

TE Tris, acetat

TEMED n,n,n,n-tetrametiletiléndiamid

TPCK N-tosil-1-fenilalanin-clorometil-keton
TLCK N-tozil-L-lizin-clorometil-keton
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