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Eloszé

Jelen dolgozat a Magyar Tudomanyos Akadémia részére készitett doktori palyazat
alapjan késziilt. Ezt a kis konyvecskét egyrészrol azért készitettem, hogy az utdbbi kilenc
évben elért eredményeinket Osszefoglaljam. Ugy gondolom, hogy kutatasaink egy
mérfoldk6hoz érkeztek: ebben az idészakban feltartuk, hogy a motor enzimek egyes
funkcionalis régioi hogyan mitkddnek, és a régiok hogyan befolyasoljak egymas mitkodését.
A jovében azt kivanjuk vizsgalni, hogy milyen okai, fizikai hattere van ezeknek a
mikddéseknek ¢és kolcsonhatasoknak. Azt vizsgdljuk, hogy az enzimben kialakulo
mechanikai fesziiltségek hogyan fejlédnek ki, hogy valtoznak a miikodés soran, és hogyan
hajtjak az enzimciklust. Amikor egy kutatocsoport elérkezik egy ilyen mérfoldkohoz,
hasznos 0Osszefoglalni azt a munkat, amelyre alapozva az 10j elméleti és kisérleti
megkozelitésekkel kuatomunkajat végzi a jovoben.
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megvilagitasba helyeztek, valamint a jovére vonatkozo biztatd szavak.
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laborépitésre. Ugy gondolom, hogy az O vezetésének koszonhetéen szinte
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»(...) az emberi és allati intelligencia kozdtt nincs
éles hatarvonal. Igy elegendé egy foldigiliszta
intelligenciajat vizsgalni. Semmi kétség, a
foldigilisztak agya szimulalhato szamitogépen.” '
Stephen Hawking

Meggy6zddésem, hogy Hawking mint
,,meggy6zodéses redukcionista” téved. Nagyon
szerénytelen megjegyzés azt allitani, hogy olyan
komplex rendszereket megértés szintjén szimulalni
tudjunk szamitégépen, mint egy allat teljes
idegrendszeri mitkddése. Nemhogy egy agyi
milkodést, de még egy enzim mitkodését sem
értjiik vagy tudjuk szamitogépen szimulalni, és
nagy kérdés, hogy valaha is képések lesziink-e erre
a ma ismert diszciplindink korében.

Minden ember agyanak miikddése a valostol
megkiilonboztethetetlen mértékig szimulalhato
szamitogépen — egyet kivéve: a sajatomét.
Derényi Imre, 2009. februdr, Boston, Hotel
Radisson, 322. szoba

! Roger Penrose, Stephen Hawking: A nagy a kicsi és az emberi elme. Akkord Kiado, 2003.
(Cambridge University Press 1997.)
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1. Bevezetés

Egy akadémiai doktori disszertacié mindig kiilonleges alkalma, formaja és
foruma annak, hogy a jeldlt gondolatait megossza a tisztelt Olvasoval. A
jelolt részérdl azért kiilonleges, mert palyajanak egy fontos allomésan
mutatja be tudoményos eredményeit: akkor, amikor ugy érzi, hogy
tudomanyos munkassaganak eredményei elérték azt a kritkius szintet, hogy
Osszefoglalasuk egy dolgozatban egy olyan konzisztens gondolatcsomag,
amellyel szerény mértékben gazdagithatja a magyar tudomanyos
kozosséget. Masrészrol azért kiilonleges, mert a dolgozatot valosziniileg
csak egy sziik kor olvassa el részleteiben, azonban ez a néhany Olvasé
anndl kritikusabban és annal nagyobb szakértelemmel rendelkezve. Ezen
kiilonlegességeknek™ koszonhetden ez a dolgozat — mas ,,nagy doktori”
dolgozatokkal egyetemben — egyfajta sziik klub férumanak is tekintheto,
ahol a gondolatok pontos kifejtése (a tehetségemhez meérten) alapvetd
kritérium, ugyanakkor ebben a kis tudoméanyos klubban olyan elméletek is
kifejthetk, amelyek vitara adhatnak alkalmat, és  batrabban
megmutatkozhat az ir6 egyéni gondolkozasa, személyes stilusa is.
Szakteriiletem annak vizsgalata, hogy a kozvetleniil l4thatatlan
objektum (motor enzim) kozvetleniil lathatatlan mozgasa és szerkezeti
atalakuldsai hogyan is alakitjdk a kémiai energiat (ATP hidrolizisének
energiaja) mechanikai munkava. Kicsit tigabban fogalmazva, - és §szintén
megmondva Ugy, ahogy engem jobban érdekel a problémakdr - azt
vizsgaljuk, hogy egy enzim funkcionalis régioi kozott hogyan torténik a
kommunikacié. Ennek vizsgalatara a motor enzimek nagyon j6 objektumok,
mert funkcidjukban és szerkezetben jol elkiiloniild funkciondlis régidk
harmoénikus egylittmiikodése révén manifesztaléodik a motor funkcio: A
nukleotidkdté régido megkoti és hidrolizalja az ATP-t, a relé és a konverter
régidkban térténnek a nagy konformécios atalakulasok, amelyek mozgatjak
az erdkart, valamint az aktinkotd régié koti az aktin filamentumot,
amelyhez képest valtoztatja a relativ helyzetét a miozin (1. abra). A
nukleotid megkotésének és a termékek levaldsanak, az aktinhoz wvald
kiilonboz6 erdsségii kotddéseknek €s a relé/konverter régiok mozgdsainak
megfelel6 sorrendben kell megtorténnie, hogy végeredményben mechanikai
munka (ellenerdvel szembeni mozgas az aktin filamentumon) létrejohessen.
Ha ezek a jelenségek nem megfeleld sorrendben torténnek, akkor nem jon
létre munka, az ATP hidrolizisének energiaja hévé pazarlodik, u.n.
haszontalan ciklus (,.futile cycle”) alakul ki az enzimreakcié soran. Mint
kés6bb bemutatom, mi is ki tudtuk mutatni, hogy az egyes funkcionalis



régiok enzimatikus reakcidi’ onalldan is létrejchetnek, vagyis a régiok
egymadstdl fliggetleniil is miikddhetnek. Ahhoz azonban, hogy munkalépés
is megtorténjen, ezeknek a folyamatoknak harmonikusan, 1épésrél 1épésre
kell megtorténnie. Mindez pedig azt feltételezi, hogy a régidk kozott pontos
kommunikaci6 sziikséges.

Hogyan jon létre ez a kommunikécio? Szamomra ez az izgalmas
kérdés, és minél jobban beleassuk magunkat ebbe a kérdésbe, annal
komplexebb (és sokszor bizony kuszabb) kép sejlik fel eldttiink. Sokan
foglalkoznak azzal a probléméval, hogy mi a minimal termodinamiai
nanomotor, vagyis a legkevesebb funkcionalis egységbdl Osszeallithato
molekularis méreti motor. Ez izgalmas feladat, és talan még gyakorlati
haszna is lesz a jovoben, azonban én nem hiszem, hogy ebbdl kiindulva
meg tudjuk fejteni azt a kérdést, hogy hogyan miikddnek a motor enzimek.
Eppen ezért én mas oldalrél kozelitem a kérdést: melyek azok a fizikai
(kémiai) jelenségek, amelyek sziikségesek ahhoz, hogy a motor funkcio,
illetve ezzel analdg jelenség, az enzimeken belilli molekularis
kommunkaci6 1étrejojjon.

1.1 Komplex rendszerek vizsgdlatanak kisérletes megkozelitése

A fenti kérdés szdmomra azonban nem(csak) elméleti probléma,
hanem legalabb ugyanolyan kihivas az is, hogy olyan kisérleti rendszereket
allitsunk Ossze, ahol ezek a részjelenségek vizsgélhatok. Ez azért is
izgalmas, mert amint Osszeallitok egy kisérleti rendszert, abban a
pillanatban befolydsolom magat a megfigyelni kivant rendszeremet is, és én
is a kisérlet részévé valok. Ez a megéallapitas a tudomanyos vizsgalodasokra
vonatkoztatva az 1920-as években sziiletett, és a huszadik szazad talan
legfontosabb tétele volt. Gyakorlati oldalon ezzel a kérdéssel eldszor a
fizikusok taldlkoztak a huszadik szazad elején, mert igen apro
objaktumokkal kezdtek el foglalkozni. Ezek a gyakorlati problémak azutan
az elméletek és a filozofia agait hoztdk létre. Azért volt sz€p ez az idészak

% Tovabbiakban enzimatikus reakcionak fogom nevezni az enzimben funkciondlis kémiai
atalakuldssal jaré reakciokat (pl ATP hidrolizis) valamint a funkcionalis konformacio
atalakulasokat (pl a relé¢/ konverter régiok konformacids atalakuldsat vagy a termékek
disszociaciojat) is. Annak ellenére nevezem ezeket a folyamatokat sokhelyiitt
enzimreakcionak, hogy ezek tk. enzimatikus lépések. Ugyanakkor ezek a folyamatok
szerkezetileg és idoben jol elszigetelten (is) lejatszodnak, igy ezek az enzimatikus 1épések az

egyes funkcionalis régidk enzmatikus reakcidinak tekinthetdk.



az elméletgyartok szamara, mert azon ritka alkalom volt, amikor a
gyakorlati problémakbél kdzveleniil kellett uj vilagképet kialakitani °.

Nagyon hasonld probléma jelentkezik a huszadik szazad végén a
nano- ¢és biokémiai objektumok vizsgalata terén is. Fdleg azokon a
teriileteken titkoziink ebbe a kérdésbe, ahol komplex molekulakon, példaul
enzimeken beliili funkcionalis jelenségeket vizsgdlunk. A masik oldalrol
pedig azt is latom, hogy kevesen realizaltak ezeken a tudomanyteriileteken
azt a problémat, hogy a kisérlet hogyan is befolyasolja magat a vizsgalt
jelenséget. Mindazonéltal meggy6z0désem, hogy ebben az esetben
nemcsak azért 1ép fel szignifikans kolcsonhatas a kisérlet és a jelenség
kozott, mert ,,durva” modszerekkel vizsgaljuk az apré objektumainkat,
hanem azért, mert nagyon nagy komplexitasu rendszereket vizsgalunk.

Nézziik csak meg kozelebbrél, mit is értek ez alatt. Az enzimek
szerkezetével foglalkozd kutatok ugy gondolhatjdk, hogy a fenti
kolesonhatds nem befolyasolja eredményeinket. Azt mondhatjak, hogy a
rontgensugar ¢és a kristalyositds nem jelent ,,durva” beavatkozast a
rendszerbe. Dolgozatomban a késdbbiekben bemutatom, hogy ez tavolrol
sincs igy, de mindenesetre ez a szemléletmod jol tiikrozi azokat a
modelleket, amelyeket a ,,szerkezeti kutatok™ dolgoztak ki arrél, hogyan is
miikédnek az enzimek: modelljeik olyanok mint egy autd, amelyben a
motor, a kuplung, a sebességvalto segitségével hajtjak a kerekeket.

Ezzel szemben az enzimek miikddése kdzben tobb tizezer atom
mozgésa zajlik valamilyen modon. Ha egy atomcsoport funkcidjat akarom
vizsgalni, egyik egyszerti modszer, hogy azt a néhany atomcsoportot kicsit
atrendezem vagy kicserélem masikra hely-specifikus mutacioval. Ilyenkor
néhdny atomot cserélek ki minddssze, elenyész0 szamut az Osszeshez
képest, mégis akar mindent tonkre is tehetek. Arra tdrekszem, hogy olyan
cseréket hajtsak végre, amelyek nagyon specifikus hatasuak, vagyis a
vizsgalt jelenségcsoportbol mégesak ne is egy jelenséget, hanem annak is

3 Ne feledjiik, nemcsak a fizikusok voltak olyan szerencsések, hogy a gyakorlatbdl egy 1j,
nemcsak a fizikara hato vilagképet épithettek fel. Legalabb ilyen szép, sot, filozofiai
szempontbdl sokhelyiitt még izgalmasabb épiiletet kellett épiteniiik a bioldgusoknak: a
darwini evolucio elméletét, amely annak a modellje, hogy hihetetleniil egyszer(i elemekbdl
hogyan fejlédhet ki egy hihetetleniil komplex és egyre komplexebb vildg. Ennek az
elméletnek a komplexitasat és csodalatos egyszeriiségét az is jol jelzi, hogy mind a mai
napig milyen hatalmas viharokat kelt az élet legkiilonbdzobb teriiletein. Annak ellenére,
hogy milyen egyszeriien csodalatos, mind a mai napig nchezen fogadja be még a
tudostarsadalom is. Hiszen ennek az elméletnek nemcsak a bioldgidban van jogosultsaga,
hanem minden tudomanyagban (fizika, kémia, kdzgazdasagtan stb.) alapvetd szerepe van,
ahol komplex, fejlodé (nemcsak €16!) rendszer kialakulasat kell vizsgalni.



csak egy részjelenségét befolyasoljam. A masik kisérleti megkozelitésem
az, hogy egyes funkciondlis régidokba olyan szenzorokat helyezek el,
amelyek jelzik az ott folyd valtozasokat, azonban a szenzorok behelyezése
a mukddeést csak minimalisan valtoztatja meg.

Térjiink azonban vissza az alapkérdéshez, amit a fejezet elején
vetettem fel. Ugy gondolom, hogy nagy komplexitisu, igen aprd
rendszerek (ahol a termodinamikai mozgasok 0sszemérhetdk a funkcionalis
mozgasokkal) vizsgalatakor hasonlé gyakorlati és elméleti(!) problémak
meriilnek fel, mint a fizikdban a huszadik szazad elején, vagyis a kisérlet
olyan mértékben befolyasolja a vizsgalt jelenséget, hogy a befolyasolas mar
nem elhanyagolhatd, és a befolyasolas utdlag ,onem vonhaté ki” a
rendszerbol. A kisérlet és a jelenség szuperpozicidja tigy tlinik mas jellegi
a mi rendszeriinkben, mint a fizikuséban, amikor az elektront vizsgalja,
habar mindkét esetben véletlenszeri események halmazéval kell
foglalkozni. A legnagyobb kiilonbség az, hogy mig az elektron esetében
nem komplex rendszert feltételeziink, addig az enzimek vizsgalatanal
szembesz0ko, hogy sok-sok entitds komplex szerkezetét és véletlenszeri
mozgasat tanulmanyozzuk.

Alabbiakban vézlatosan jellemzem azt a két szemléletmoddot, ahogy
a szerkezeti biokémikusok , illetve az enzimkinetikusok viszonyulnak az
enzimek miikodéséhez mind a mai napig. Az utobbi idokben értiink el arra
a technikai, technoldgiai szinvonalra, hogy a két megkdzelités elméleti és
kisérleti mddszertanat egyesitsiik. Az elsd két, kiilonallo megkdzelités
viszonylag jol tanulméanyozhat6 anélkiil, hogy uton-utfélen beleiitkzziink
abba nehézségbe, hogy a kisérlet jelentésen befolyasolja a jelenséget.
Azonban amikor a két diszciplinat egyiitt alkalmazzuk, akkor mind elméleti
mind gyakorlati szinten tapasztaljuk, hogy a kisérleti beallitds olyan
mértékben ¢és elére nem kiszamithato modon befolyédsolja a jelenséget,
hogy azt mar nem hanyagolhatjuk el.

Ez mindenképpen izgalmas kihivas, egy olyan kaland, amelyben a
vizsgalod és a vizsgalt jelenség ,,szuperpondl”: ennél jobban pedig nem is
lehetne ,,feloldodni” abban az izgalmas tevékenységben amit csinalunk.

1.2 Szerkezeti megkozelités — kinetikai megkozelités

Jol megfigyelhetd két szekértabor az enzimek
hatasmechanizmusaval foglalkozé tudomanyos vilagban: a népesebb és
népszeriibb szerkezeti, valamint a kinetikai megkdzelitéseket alkalmazo
kutatok kore. Kiilonosebben nem ellenséges tdborok ezek, de nem vesznek
igazan mélységeiben tudomast egymas munkairdl. A népszeriibb ¢és
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egyszerlien érthetd modelleket at is veszik egymastdl, de nem szintetizaljak
ezeket a modelleket. Amit hidnyolok az az, hogy fbéleg metodikai
szempontbol, kisérlettervezésben nem egyesitik a két szemléletmodot.
Alabbiakban kisarkitva jellemzem a két megkozelitést, majd leirom azt,
hogy milyen szerény hozzajarulasokat probalunk tenni annak érdekében,
hogy a két szemléletet a kisérleteinkben egyesitsiik.

Az enzimek haromdimenziés szerkezeteit megfejté kutatok
eldszeretettel képzelnek el olyan mechanikai rendszert, amelyben az egyik
funkciondlis régid egy kapcsolon keresztiil atkapcsolja a szomszédos régiot
egy masik allapotba (2. abra). Ez egyszer(i, és sok szempontbol latvanyos
leirdsa az enzimatikus folyamatoknak, rdadasul igen divatos is, hiszen
érzékletesen leirhat6 egy ilyen rendszer, ,konnyen eladhatd” elmélet. ...és
szeretjik konnyen megérteni a vildg egy részét, hogy utana
,tovabbléphessiink rajta”, at a kdvetkezo részre. Késdbbiekben bemutatom,
hogy barmilyen csabitd gondolat is a fenti modell, de az enzimek nem ugy
miukodnek, mint egy autd egyes részei, a motor, a kuplung a sebességvalto,
a kerék, stb.

A kinetikai megkdzelités alapvetden nem vesz tudomast az enzim

szerkezetérdl, hanem az enzimet — esetleg az enzim nagyobb egységeit,
illetve a reakcioba 1épd ligandumokat entitasokként kezeli. Arra torekszik
minddssze, hogy az enzimatikus ciklus idobeliségét, a tranziens reakciok
idébeli karakterisztikdjat pontosan modellezze azaltal, hogy megfeleld
szamu reakcidlépést megfeleld sorrendben helyez el. Annak ellenére, hogy
a kinetikai mechanizmus épitmények megértése bizony sokszor komoly
szellemi erdfeszitésre kényszeriti az Olvasdkat - ezért nem is olyan
,népszerl” tudomanyteriilet, mint a szerkezeti biokémia —, nagyon fontos
informaciot szolgaltat az enzimek miikddésének megértésehez. Példaul
szerkezeti modszerekkel nem tudjuk meghatarozni az enzimatikus ciklus
megjelend allapotok szerkezetét nem Iehet meghatarozni. Ugyancsak
kizarélag az egyes enzimatikus allapotok szerkezetének ismeretében nem
tudunk energetikai kdvetkeztetéseket levonni.
Mindazonaltal a nyolcvanas évek végétdl egyre erdteljesebben meriilt fel az
igény arra, hogy a két modszertant — a szerkezeti és a kinetikai
megkozelitésket — egyiittesen alkalmazzuk mind a kisérletekben, mind az
elméletekben.

A kinetikai, a molekularis biolégiai és a szerkezeti biokémiai
fehérjék kutatdsaba: az enzimreakciok soran bekdvetkezd konformacids
atmenetek helyspecifikus fluoreszcens szignalok valtozasan keresztiil

11



gyorskinetikai modszerekkel tanulmanyoztuk. Ez a modszer lehetévé tette,
hogy az enzimek atomi szerkezeti modelljei és az enzimkinetikai modellek
végre ,talalkozzanak”, ezaltal a kinetikai eredményeket kozvetleniil
szerkezeti alapokra tudtuk helyezni. Dolgozatomban ezeket a kisérleti
megkozelitéseket a miozin motor domén milkddésének vizsgalatara
alkalmaztam.

1.3 A dolgozat felépitése

Miutan részleteiben bemutatom a miozin motor domén szerkezetét
és ATPaz ciklusat aktin tavollétében ¢€s jelenlétében, a fejezetek
sorrendjében egy idébeli utazasra hivom az Olvasét. Ebben az utazasban
kisérletek kozott fogunk kirandulasokat tenni, nagyjabdl olyan sorrendben,
ahogy ezek a kisérletek a valosagban is megtorténtek. Ezt az utazast az
évek sordn én a valosagban is megtettem munkatirsaimmal egyiitt, és
abban a szerencsében volt részem ¢és résziink, hogy egy problémakor szinte
tematikus kibontakozasanak lehettiink tanti. Kezdetekben a miozin motor
domén egyes funkcionalis részeinek a miikodését, konformacidatalakulasait
vizsgaltuk régidspecifikus konformdciés szenzorok alkalmazasaval.
Késobb ratérhettiink arra, hogy az egyes funkcionalis egységek mozgasai
hogyan befolyasoljak egymast. Bemutatom, hogy az erékar mozgasat
milyen folyamatok hatarozzak meg, az erdkar lecsapodésa (a munkaiitem)
milyen mddon szinkronizalddik az aktin kotéssel. Ez azért kulcslépés, mert
ha a munkalitem nem aktinko6tott allapotban torténik, akkor nincs
elmozdulas az aktin filamentum mentén, haszontalan (,,futile”) ciklus jon
létre. Mar Szent-Gyorgyi Albert kutatdsai 6ta ismert, hogy az aktin tobb
nagysagrenddel megnoveli a miozin ATPaz aktivitasat. Modelliink arra is
magyarazatot ad, hogy ez a meglepd — ¢és a motor enzimek korében
altalanos jelenség- miért jon létre, miért ,,sziikséges”. Végiil bemutatom
legujabb modelliinket arrél, hogy hogyan érzékeli a relé/konverter régié az
aktin kotést, vagyis mi a kommunikéaciés utvonal az aktinkotd és a
relé/konverter régio kozott.

Dolgozatom befejezd részében felvazolom terveinket a jovébeni
kutatasainkrol. Bemutatom néhany elképzelésiinket arr6l, hogy milyen
kisérletekkel tanulmanyozhatjuk az enzimekben mikodésiik soran
atrendez6d® mechanikai erdvonalakat. Ugy gondoljuk, hogy ezek a
kisérleti megkozelitések, valamint az a gondolat, hogy a belsé erdvonalak
atrendezédése funkcionalis és fundamentalis jelenség, Uj utakat nyithatnak
meg az enzimek mitkodésének megértéseben.
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A torténet egységének ¢és folyamatossaganak érdekében a
dolgozatot nem szabdalom fel minden egyes témdara vonatkoz6 irodalmi
attekintésekkel, illetve kiilon fejezetre tagolt diszkussziokkal. A
legfontosabb szamszerii adatokat a dolgozat végén talalhato fiiggelékekben
Osszegeztem, illetve a folyamatossagot esetleg megtord, ezért az
aldbbiakban kimaradt eredményeket az Olvasd megtalalhatja a hivatkozott
publikacidinkban.

2. Informaciéoaramlas a miozin funkcionalis régioi kozott

2.1 Bevezetés, kérdésfelvetés

A miozin a legbehatobban tanulmanyozott motor fehérje, sét az
egyik legtobbet vizsgalt enzim is. A ,,miozinoldgia” jelentoségét novell,
hogy ebbdl a kutatasi teriiletbdl szamos alapvetd biokémiai és biofizikai
kutatasi és modszertani iranyzat nott ki, mint pl. a legutobbi idékben
divatos nanobiotechnoldgiai irdnyzatok (3-5) és egyedi molekula kinetikai
madszerek (6), vagy ezen a teriileten fejlesztették azokat ki, pl. a legujabb
nanonéter felbontast vizualizacios eljarast, a FIONA-t (7). Mindazonaltal a
miozin volt az az objektum, amelyen elsokként hataroztdk meg az
enzimatikus allapotokat intrinszik fluoreszcencia mérésekkel, illetve igen
alaposan tanulmanyoztak gyors-kinetikai modszerekkel. A tudomanyteriilet
jelentéségét mutatja, hogy az American Biophysical Society éves
kongresszusan a tematika negyede-6tode motor fehérjékrol szol, azon beliil
pedig fele miozinrol.

Ennek ellenére még mindig nem ismerjiik az energia transzdukcio
(a kémiai energia atalakitasa munkava) molekularis mechanizmusat (8,9).
A miozin katalitikusan aktiv része, az G.n. motor domén is szamos
funkcionalis régiobol all, és ezen régiok szinkronizalt muikddése
elengedhetetlen az energia transzdukciohoz. Eppen ezért kiindulasi
kérdésiink az, hogy a funkcionalis régidk kozotti informécidaramlas hogyan
torténik. A kérdés azért is jelentds, mert a valaszok altalanosithatok mas
miozin tipusokra. Megjegyezziik, hogy a miozinok egy nagy enzim
csaladot képeznek, és tagjai minden eukariota sejtben esszencidlisak.
Ugyanakkor legutobbi eredményeink azt is mutatjak, hogy a miozin ATP
kotozseb kornyékén zajléo események hasonldé mechanizmussal mennek
végbe, mint a P-loop NTPaz enzim csalad mas tagjainal (/0-12).
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Miel6tt a kutatasi kérdéseinket részletesen kifejtenénk, tekintsiik at
nagy vonalakban a miozin szerkezetét, illetve felvdzolom a miozin és az
aktomiozin ATPaz ciklusanak altalanosan elfogadott mikodési
mechanizmusat. Ezen informacidk birtokdban részletezem a kutatasi
kérdéseket és hipotézist.

2.1.1. A miozin motor domén funkciondlis régioi
A koznyelvben klasszikus miozinként aposztrofalt fehérjék a
miozin II fehérje csaladba tartoznak. Ko6zos jellemzoik, hogy egy hossza

coiled-coil farok doménen két fej talalhato (1. abra).

motor domén

wealy miozin 11
rid ‘!

1. abra A miozin II sematikus szerkezete.

A miozin II csalad legismertebb tagjai a harantcsikolt
izomszovetben €s a simaizomban talalhatok, de szamos citoplazmatikus
miozin II is ismert. Manapsag az egyik legelterjedtebb miozin kutatési
modell objektum a Dictyostelium miozin 11, mert hasonl6 tulajdonsagokkal
rendelkezik, mint a vazizom és a simaizom miozin II, ugyanakkor
rekombindns forméja konnyen expresszalhato. Kutatdsainkban mi is
nagyrészt ezt a miozin format , illetve rekombinans helyspecifikus
mutansait hasznaltuk.

A miozin fej (szubfragmentum 1, S1) motor doménbol és
regulacios doménbol all (2. dbra). A regulacids domén (vagy nyak) alkotja
az erOkart, mig a motor domén a katalitikus egység. A motor domén
funkcionalis egységei a nukleotidk&td- és az aktinkotd régid valamint az Gn.
atalakitd régiok, a relé és a konverter. Utdbbi régiokban amplifikélodik a
nukleotidkotd régioban keletkezd kicsiny szerkezeti valtozas. A relé és a
konverter régiokban felnagyitott konformaci6 valtozas az erdkarra kertil, és
végsd soron az erOkar csapasat okozza. Ennek a molekuléris folyamatnak
az eredménye a kontrakcio.

Vizsgalataink f0 targya a miozin motor domén. Ennek a doménnak
az atomi szerkezete mintegy tiz éve ismert (/3,/4). A miozin motort
domént szerkezetileg tobb szempontbdl oszthatjuk fel.
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relé/konverter régid mozgatja az erdkart, amely a 20 kDa szubdomén C-terminalis
szakasza ¢és a két konnyi lanc. A belsé abran bemutatom a motor domén és az erdkar
elhelyezkedését.

A motor domént, illetve az Sl-et limitalt proteolizissel harom
részre lehet bontani: egy N-termindlis 25 kDa, egy kozépso 50 kDa és egy
C-terminalis fragmetumra, amelynek molekula tomege az er6kar doménnal
egyiitt 20 kDa. Ezeket az elnevezéseket - amelyek meghatarozasaban az
ELTE Biokémiai Tanszéknek kiemelkedd szerepe volt - a mai napig
hasznéljak, és ebben a kérdésben mindmdig Prof. Balint Miklos
klasszikusnak szamito cikkére hivatkoznak (15).

A kristalyszerkezet meghatarozasaval a funkcionalis szubdoméneket is el
lehet kiiloniteni. A tovabbi targyalds szempontjabol a legfontosabb
szerkezeti egységek a kovetkezok:

1. A nukleotidko6td régiot szekvencidlisan egymastol tavol esd részek
alkotjdk. A legfontosabb hurkok, amelyek az ATP trifoszfat egységét
veszik koril, az Un. switch 1, switch 2 ¢és a P-loop. Szerkezetileg és
szekvencialisan ezek a hurkok konzervativak (16,17), és a szolubilis
citoplazmatikus proteinek kozott az egyik legnagyobb evolucios csalddot, a
P-loop NTPéz csaladot definidljak. Ezen csalad fontosabb tagjai a miozinok,
kinezinek, dineinek, illetve az 8sibb P-loop GTPaz csalad fehérjéi. Mara
szamos nukleotid €s konformacids allapotban hataroztdk meg kiilonb6zo
miozinok atomi szerkezetét (/,13;14,18-26). Ezen szerkezetek alapjan —
hasonldan a G-proteinekhez — mind a switch I mind a switch 2 kiilon-kiilon
nyitott és zart szerkezetet képes felvenni (8,27). A szerkezetek alapjan ugy
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3. abra A motor domén fobb szerkezeti elemei. A proteolitikus fragmentumok
kiilonb6z6 szinekkel jeldltem: zold: 25 kDa fragmentum, piros: felsé (aktin arok
feletti”) 50 kDa fragmentum, sziirke: als6 50 kDa fragmentum, kék: 20 kDa
fragmentum motor doménban taldlhatd részlete. A 20 kDa fragmentum az erdkar
részben folytatodik

2. Az aktinkoto régiot egy hosszu arok valasztja ketté. Mivel ezt a régiot
gyakorlatilag teljes egészében az 50 kDa proteolitikus fragmentum alkotja,
ezért az arok ,felett” elhelyezkedd részt felsd, az az alattit alsé 50 kDa
aktinkotd régionak nevezziik. Az atomi szerkezetek alapjan a nyitott
aktinkoté arok, amely gyengén koti az aktint, a switch 1 hurok zart
konformaécios allapotaval, mig a zart aktinkotd arok, amely erdsen koti az
kotésben szamos felszini hurok vesz részt.
3. A relé régié a nukleotidkotd, az aktinkotd és konverter régidkat koti
Ossze szerkezetileg.
4. A konverter régio kapcsolodik a miozin nyaki részéhez, ami az erékar
funkciot szolgaltatja.
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Leegyszertisitve, az er6kar modell alapjan a switch 2 hurok néhany
Angstrom-6s elmozdulasa (nyitott-zart atmenete) amplifikdlodik a relé és a
konverter régiokban. Ez a megnovekedett elmozdulas — hasonléan egy
aszimmetrikus kétkara emelé mozgasahoz — az erdkarra tevodik at. Mivel
az erokar csapaskor a miozin rigiden kapcsolddik az aktinhoz, az erdkar
mozgasa hozza létre a miozin és az aktin filamentum relativ elmozdulasat
(4. abra).

Az erdkar allasa alapjan a dolgozat tovabbi részében sokszor fogom
hasznalni a ,.fel” (up), illetve ,,le” (down) elnevezésii dllapotokat. Az atomi
szerkezetek alapjan ,fel” allapotban a switch 2 zart, mig ,le” allapotban
nyitott konformacidban van.

Aktin filamentum

1
i
]
Vegeg,

Er6kar mozgasa

4. abra Az erékar mozgasanak demonstracios modellje K. C. Holmes szerint:
htto://wbp.mpimf-heidelberg.mpng.de/kennethHolmes/newFigures/index.html

2.1.2 A miozin és az aktomiozin ATPdz mechanizmusa

Kiindulasi modellként ebben a fejezetben a Bagshaw-Trentham
(28,29) és a Lymn-Taylor (30,31) ATPaz modelleket mutatom be. Az
elébbi a miozin, az utdbbi az aktomiozin ATPaz ciklusanak kinetikai
mechanizmusat irja le. Ezeket a modelleket a hetvenes évek elején allitottak
fel, ¢és alapvetéen a mai napig igen jol hasznalhatok kiindulasi
hipotézisekként a molekularis mechanizmusok leirasara.
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2.1.2.1. A Bagshaw-Trentham modell

Clive Bagshaw és David Trentham a hetvenes évek elején igen
akkuratus gyorskinetikai méréssorozatok kiértékelése utan allitotta fel az
alabbi kinetikai sémat (1. séma).

1 2 3
M + ATP ——— M.ATP ——— M"ATP =  M*"_ADP.Pi
1.' 4
7 6 3
M + ADP —=—— M.ADP -———— M *ADP+Pi ——— M*.ADP.Pi

1. séma A Bagshaw-Trentham kinetikai séma. A csillagok a kiilonb6z6 konformacios
allapotokat jelolik, amelyeket eredetileg fluoreszcencia intenzitas alapon kiilonitettek
el. A nyilak hosszdval az egyes folyamatok reakcidsebességi allandojanak
viszonylagos nagysagat érzékeltetem.

A miozin ATPaz ciklusa egy bonyolult, soklépéses reakciosor. Az
iitkdzési komplex kialakuldsa utdn (1. 1épés) egy konformacios adtmenetet
(2. 1épés) feltételeztek. Mint latni fogjuk késobb, ez a 1€épés igen fontos az
aktinnal torténd reakcidval Osszefliggésben, mert ezen
konformdcidatalakulds soran a miozin erds aktinkdtd tulajdonsaga gyenge
aktin kotéssé alakul at. Fontos megjegyezni, hogy ez a 1épés gyakorlatilag
irreverzibilis, aminek az a kovetkezménye, hogy az ATP-t a miozin igen
erosen koti (KK, = 108 M'l). Ezutan a konformacios atmenet utan térténik
az ATP hidrolizise (3. 1épés), ami lényegesen lassabb, mint a megel6zd
lépések, és kis szabadenergia valtozassal jar, vagyis reverzibilis reakcid. A
hidrolizis Iépéssel egy idoben egy masik konformécids atmenetet is
feltételeztek, amelyet 6sszefiiggésbe hoztak a miozin ,,felhtizdsaval”, amely
késobb, a termékek szekvencialis felszabadulasaval relaxalodik (4., 5., 6., 7.
lépések), és aktin jelenlétében ez a konformacios relaxacido hozza létre a
kontrakciét eredményezé konformécids atmenetet (az erékar csapddasat)
(lasd alabb a Lymn-Taylor modellben). A kinetikai séma egyik f6
sajatossdga, hogy mivel a termékek sokkal gyengébben kotédnek a
miozinhoz (K4 app= 5uM, K4 pi=10-50mM), mint az ATP, ezért a reakciod
hajtoerejét a kotések szabadenergia kiilonbsége okozza ¢€s nem az ATP
hidrolizis 1épése, amely reverzibilis reakcio (3. 1épés). Ezt a jelenséget
fontos kihangsulyozni: az ATPaz motorok esetében a szabadenergia
valtozas nem a hidrolizis 1épéskor torténik! Tovabbi fontos megjegyzés,
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hogy a szerzok azt feltételezték, ADP kotott allapotban a miozin a
hidrolizist megel6z6 enzimatikus allapotban van.

A sémat ugy alkottdk, hogy nem volt atomi szerkezeti
informacidjuk a miozinrdl, illetve annak kiilonb6z6 formairol. Egyik
feladatunk éppen az volt, hogy ezeket a kinetikai allapotokat hozza tudjuk
rendelni a kilencvenes évek soran feltart szerkezeti allapotokhoz.

2.1.2.2 A Lymn-Taylor modell, problémafelvetés

Az aktomiozin kemomechanikai transzdukciojanak legegyszer(ibb
(minimal) modellje a hetvenes évek elején publikalt Lymn-Taylor modell.
Annak ellenére, hogy ez a modell nagyon keveset mond a belsé szerkezeti
valtozasokrol, mégis igen hasznos kiinduld modell bonyolultabb
hipotézisek kialakitdsdhoz, mert tokéletesen Osszefoglalja azokat a

{4} {3 makroszkopikusan  detektalhato
AM.ADP.P M.ADF.F, fizikai és kémiai véaltozéasokat,

: amelyeket az aktomiozin
milkodése soran észleliink.

Az 5. é4bra sematikusan
mutatja be a modellt.

Kiindulési allapotként vegyiik az
un. rigor komplexet, amely az
aktomiozin nukleotidmentes
allapota. Ebben az allapotban a
miozin fejek erdsen kotddnek az
aktinhoz. A miozin ATP
kotésekor a fejek disszocidlnak az
aktinrél. Az ATP hidrolizisével
kapcsoltan a miozin fejekben
konformacio6-valtozas jon létre, a
molekuldk felhuzott allapotba
keriilnek. A termékek
felszabaduldsakor a miozin fejek
erdsen visszakotddnek az
aktinhoz. Ezt kovetéen (a

-ADP&R

MATP nh

(13 (2} valosagban ezzel szorosan
5. dbra A Lymn-Taylor modell (drvéve (30)) | <apesoltan) a miozin fejekben az
' ym el8bbiekben emlitett

konformdacidvaltozassal ellentétes
alakvaltozas torténik (az er6kar csapodasa), ami maga az erdgeneralas.
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Ennek révén a miozin fejek “meghtizzak™ az aktin filamentumot, amelynek
kovetkezménye a kontrakcid. Ezzel a 1épéssel a ciklus végére értiink, Gijabb
ATP kotéssel elolrol kezd6dik a kemomechanikai ciklus.

2.2 Tudomdnyos probléma és kérdés
2.2.1 Tudomanyos probléma: mi hajtjia a motort?

A Lymn-Taylor modell sok, a mai napig érvényes intuitiv elemet
foglal magaban. Az aktomiozin, illetve a motor enzimek alapveté mitkodési
mechanizmusat maig ezzel a modellel magyarazzak (lasd pl. Geeves,
Holmes 2005-0s 0Osszefoglalojat (44)). A  modell legfontosabb
tulajdonsaganak kell lennie, hogy magyarazza a motor rendszer
funkcionalis 1épését, vagyis a munkiitemet, tovabba azt, hogy ebben a
1épésben miért tud munkat végezni a rendszer. Ugyancsak fundamentalis
kérdés, hogy a ciklust energetikailag melyik 1épés hajtja. Vizsgaljuk meg,
hogy a Lymn-Taylor modell ciklusat melyik 1€pés hajtja. Logikus kindulasi
pontnak tlinik, és Lymn és Taylor is igy tett, hogy a nagy energiaju
molekula elbomlési [épését, a hidrolizis 1épést tekintsiik a rendszert hajto
Iépésnek. A modellben a hidrolizis 1épés a 2. allapotbol a 3. allapotba
torténd atmenet. Mint lathatd, ebben a lépésben nemcsak a hidrolizis
torténik, hanem a miozin feje ,felhuzott” allapotba keriil. Tehat a fej
szerkezetileg olyan helyzetbe keriil, amelybdl — az aktinhoz torténd
visszako6tddés utan ,lecsap”, és igy megtorténik a munkaiitem. Azonban
nemcsak szerkezetileg, hanem energetikailag is felhuzott allapotba kell
keriilnie a fejnek, hasonléan a felajzott ijhoz. Hiszen csak felajzott
allapotban, energetikailag feltdltddve tudja a munkat a kovetkezd
lépésekben elvégezni. Tehat a Lymn-Taylor modell szerint az ATP
hidrolizise altal a miozin fej ,,energetizalodik”, amely az aktinhoz torténd
visszak6tddés utan a munkaiitemben relaxalédik. Ez a modell, mint
lathatjuk, teljesen analog az ij miikddési mechanizmusaval, amikor is az ijat
megfeszitjiik (és ekkor egyébként a karunk izmaiban egy nagy adag ATP el
is hidrolziladdédik), majd a nyilvesszd vége kolcsonhatiasba 1ép a nyil
harjaval, és a hur elegendésekor annak fesziilése relaxal, ezaltal pedig
kilovi a nyilvessz6t. Kérdés, hogy valdban igy miikddik-e az aktomiozin —
és mas molekularis motorok.

Mar két évvel a Lymn-Taylor modell megalkotasa utan kidertilt,
hogy az ATP hidrolizis 1épés egyensulyi reakcio (29). Ez még nem jelenti
feltétlen, hogy ekkor nem torténhet a rendszer felhuzasa, de mindenképp
gyanut keltd. Ebben a dolgozatban ennek a kérdésnek az eldontése és
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bizonyitasa az egyik legfontosabb lizenet (lasd 2.4.5. fejezet). Ha sikeriil
bizonyitani, hogy nem a hidrolizis 1épés energetizalja a rendszert, akkor
viszont tovabbi kérdések meriilnek fel. Legfontosabb, hogy hogyan torténik
a munkaiitem. Ennek a kérdésnek a bonyolultsdgit egy latszolag
részletkérdésen keresztiil vildgitom meg: A 3. allapot miért is kotddik
vissza az aktinhoz? Ez a kérdés azért is izgalmas, mert a miozin ATP kotott
és ADP.Pi kotott atomi szerkezete kozott nem latunk kiilonbséget. Tehat
latszolag semmi oka nincs annak, hogy a miozin feje visszakotédjon az
aktinhoz. Ez a kérdés a legutobbi idokig kérdés maradt. Viszont a
visszako6tddés nagyon fontos, mert ha a munkaiitem (a fej lecsapasa) nem
aktinkotott allapotban torténik, akkor egy haszontalan ciklus jatszodik le. A
haszontalan ciklusban a miozin ugy hasznalt el egy ATP molekulat, hogy
nem huzta meg az aktin filamentumot. Ha erre a kérdésre megkapjuk a
valaszt (lasd 2.4.6.3. és 2.5. fejezetek), akkor igen kozel keriiliink a
munkaiitem mechanizmusénak leirasaban.

Az utdbbi id6kben ezek a problémak nyilvanvaléan egyre
forrobakka valtak (pl.(9) illetve (43)). Szerkezeti alapon nem tudtak
magyarazni az aktinkotés, a termékfelszabulds ¢és a munkaiitem
kapcsoltsadgat, amelyre szamos spekulativ magyardzat sziiletett (pl. (8),
(23)). Célul tiiztiik ki ezen tudomanyos problémak vizsgalatat. A kovetkezd
fejezetben részleteiben osszefoglalom a tudomanyos kérdéseket, amelyek e
problémak koré kristalyosodtak.

2.2.2 Kutatasaim kiindulasi kérdései

A Bagshaw-Trentham ¢s a Lymn-Taylor modellre alapozva
konkretizalhatjuk azokat a legfontosabb tudomanyos kérdéseket, amelyek
kutatasaink kiindulasi pontjaiként szolgéaltak az elmult 10 esztendében.
Elsé feldatunk az volt, hogy az Gjonnan felfedezett szerkezeti allapotokat
(switch 1 zart és nyitott, switch 2 zart és nyitott allapotok) a fenti sémak
kinetikai allapotaihoz rendeljiik. Azonban 6nmagukban a kinetikai sémak is
felvetnek kérdéseket, illetve a szerkezetek fényében tovabbi megoldando
problémak meriilnek fel (a kérdéseket olyan sorrendben fogalmaztam meg,
ahogy azok a Lymn-Taylor modell egyes 1épéseit kdvessék):

1. Hogyan magyarazhat6 a nukleotid kotés kinetikaja szerkezetileg?
Milyen szerkezeti valtozasok jonnek 1étre a nukleotid kotéskor és milyen a
valtozasok idébelisége? Ez a kérdés kiillondsen fontos a Lymn-Taylor
modell fényében, mert a nukleotid kotés szorosan kapcsolt az aktin

------

21



2. A Lymn-Taylor modell igen Iényeges kérdést feszeget az aktin
kotéssel kapcsolatban. A miozinnak két allapota van az aktin kotés
szempontjabol: az er6sen kotddo allapot, amely apo és MgADP formaban
jon létre, valamint a gyengén kotoédo allapot, amely ATP és ADP.P;
formédkban tapasztalhaté. Milyen szerkezeti kiilonbség van a két allapot
kozott, milyen jellemz6i vannak a két allapot kozotti atmenetnek, és ez az
atmenet hogyan kapcsolodik az aktin koétés folyamatahoz?

3. Mint lattuk fentebb, a nukleotidk6té és az aktinkotd régio
szerkezetileg elkiiloniil, ezért adodik a kérdés, hogy az informacié hogyan
jut el az egyik helyr6l a masikra, illetve mi a mechanizmusa az informacio-
aramléasnak. Ennek a kérdésnek a jelentdségét emeli az a tény, hogy ujabb
kutatdsok arra mutatnak, hogy a GEF-G-fehérje kolcsonhatast a G-fehérje
GTP kotése valoszintileg hasonld modon befolyasolja, mint ahogy a miozin
ATP kotése az aktin-miozin kdlcsonhatast (717,12). Tehat, ha utobbira fel
tudunk allitani atomi szint kinetikai modellt, akkor az alkalmazhato lehet a
G-fehérjékre (és mas P-loop NTPazokra) is, és e modell ezaltal tovabbi G-
fehérje kutatasok kiinduldpontjava valhat.

4. A Bagshaw-Trentham ¢és a Lymn-Taylor modell szerint az ATP
hidrolizise =~ egyid6ben  torténik a  miozin  fejben  1étrejovo
konformaciovaltozassal, ami a miozin erdkarjanak ,felhuzasat”
eredményezi. Kérdés, hogy ezek az események valdban egy lépésben
torténnek-e, illetve a hidrolizis hogyan hozza létre (ha egy lépésben
torténnek) vagy befolyasolja (ha kiilon 1épésben) a konforméci6d valtozast.
Vajon az aktin — mégha gyenge kotése révén is —befolyasolja-e a hidrolizist
és/vagy a konformaci6 valtozast?

5. Tovabbi kérdés, hogy az aktin kotés befolyasolja-e a nukleotid
kotést, a switch 2 nyitott-zart atmenetet, illetve az er6kar mozgasat, az ATP
hidrolizist és a termékfelszabaduldst. Ez a kérdés elsdsorban a Lymn-
Taylor modell masodik részére reflektdl, hiszen a termékfelszabadulas
szorosan kapcsolt mind az aktin visszakotésével, mind az erdgeneraléssal.
6. A fenti kérdések megvalaszolasa utan fundamentalis kérdés, hogy
kisérletesen = meghatarozzuk, melyik 1épés a miozin ATPaz
sebességmeghatarozo 1épése. Erdekes, hogy 35 évvel a Bagshaw-Trentham
mechanizmus felallitdsa utan mindezidaig nem volt kisérleti bizonyitékunk
arra, hogy a foszfat felszabadulds vagy egy azt megel6z6 konformacios
atalakulas-e a sebességmeghatarozo 1épés. Ez nemcsak azért fontos kérdés,
mert egy ezimreakcid6 mechanizmus legfontosabb eleme a
sebességmeghatarozo 1épés, hanem mert az aktin ezt a Iépést gyorsitja
mintegy szazszorosara, tovabba az erdgeneralas valahol a hidrolizis 1épés
és a foszfat felszabadulas 1épés kozott, vagyis ezekkel a 1épésekkel
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szorosan kapcsoltan torténhet. Ebbol maris kovetkezik a kovetkezd kérdés,
vagyis:

7. Felallithat6-e egy modell, amely megmagyarazza, miért sziikséges
a mechanizmusban, hogy az aktin tobb nagysagrenddel gyorsitsa az ATPaz
ciklust? Ezen az Gton tovabbhaladva a kovetkez6 kérdés adodik:

8. Az aktin és a miozin kotés az ATPaz ciklus mely 1épésével kapcsolt?
Mindezek ismerete pedig elérevetiti annak a lehet6ségét, hogy
kidolgozzunk egy miik6dési modellt az er6generald 1épés mechanizmusara.
9. Ha megismerjiik az er6generalds mechanizmusat, amely az aktin
kotés és az erdkar csapodas valamilyen kapcsoltsagan keresztiil kell, hogy
megtorténjen, akkor elérkezhetiink kutatdsunk azon szakaszahoz, hogy az
érdeklddésiink az akto-miozin kotés és az er6kar mozgas szinkronizacidjara
terel6djon:

a. Mely régiokon keresztiil torténik a kommunikacié az aktinkotd
és a relé/konverter régio kozott?

b. A kommunikdcié szerkezeti atalakuldsok sorozatdn keresztiil
torténik vagy mas jelenség (mobilitdas, mechanikai fesziiltség)
megvaltozasa hozza létre.

10. Végiil, de nem utolsé sorban megjegyezem, hogy a fenti
kérdésekben feltételezett szerkezeti allapotok specifikus kotési felszint
biztosithatnak kiilonb6z6 ligandumoknak, amelyek esetleg specifikus
inhibitorként is alkalmazhatok. Ujabban felfedezték az elsd miozin II
specifikus inhibitort (blebbistatin) (32), amellyel specifikus sejtfunkciokat
lehet gatolni. Ha sikeriil megfejteni a fenti mechanizmusokat, az utat nyit
azel6tt, hogy megfejthessiik a blebbistatin hatdsmechanizmusat is. Ez a
tudas pedig lehetdséget teremt arra, hogy tovabbi specifikus inhibitorokat
tervezhessiink.

2.3 A kisérleti objektum, kisérleti modszerek, munkahipotézis

Kisérleti objektumunk a Dictyostelium miozin II motor domén
rekombinans valtozata, illetve ennek hely-specifikus mutansai voltak.
Manapsag a Dictyostelium miozin II és annak rekombinans modszerekkel
eléallitott motor doménje az egyik legaltalanosabban hasznalt kisérleti
objektum a miozin kutatdsaban, mert — ellentétben mas miozin II
enzimekkel — jol expresszalhatd, jol kristalyosithatd, és nagyon hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a vazizom, illetve a simaizom miozin.
Kisérleti filozofiank alapja az volt, hogy a molekula kiilonboz6 szerkezeti,
illetve funkcionalis régidiba olyan specifikus jel-molekulat inzertaljunk,
amely a vizsgalt folyamatra (konformacié valtozasra és/vagy kémiai
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valtozasra) jelentds jelintenzitds valtozassal reagal. Tovabbi fontos
kritériumként kezeltiik azt, hogy a jel-bevitel ne okozzon jelentds valtozast
a vizsgalt jelenségre vonatkozoan, ezaltal méréseink és a felallitott
modelljeink konnyen, kozvetleniil interpretalhatoak legyenek a vad tipusu
enzimre is. Nagyon fontos kdvetkezménye ennek a kisérleti elrendezésnek,
hogy egy-egy reakciolépést (pl. az er6kar mozgasa, az aktin kotddései, a
nukleotid kotése stb.) tobb funkcionalis régidoban egymastol fliggetleniil
tudtunk vizsgalni. Tehat ennek a kisérleti megkozelitésnek koszonhetéen
meg tudtuk hatdrozni, hogy egyes reakcidlépések mely funkciondlis
régiokban okoznak valtozast, valamint azt, hogy ezek a kiilonbozo
régiokban torténd valtozasok milyen sorrendben, milyen ok-okozati
viszonyban torténnek.

A vizsgalt jel legtobbszor az enzimbe inzertalt fluorofor
fluoreszcencia emisszidja volt * . A fluoreszcencia emisszidé szamos
specifikus paraméterét (spektralis tulajdonsagok, fluoreszcencia életidd,
anizotrdpia, anizotropia lecsengés, FRET, excimer fluoreszcencia)
hasznaltuk a konformacios allapotok és atalakulasok jellemzésére. A jelado
molekulat haromféleképpen juttattuk a fehérjébe:

1. A természetesen eléforduld fenilalanin oldallancokat triptofanna
mutaltuk olyan miozin motor doménban, amelybdl elézéleg fenilalaninra
cser¢ltiik a természetes triptofanokat (33). Ezéltal Gn. egy-triptofanos
konstrukciokat kaptunk. Mivel a triptofan fluoreszcencidja specifikusan
detektalhatd a tobbi fluoreszcens aminosav mellett (tirozin, fenilalanin), és
csak egyetlen fordult el6 a fehérjében, ezért a fluoreszcencia valtozas
specifikusan tiikrozte a triptofan koriili régioban torténd konformacios
valtozasokat. Ugyanakkor a mérés jel/zaj ardnya jelentdsen javult a
fluoreszcencia valtozast nem mutatd triptofanok kiirtasa miatt. Itt jegyzem
meg, hogy a fluoreszcencia emisszid altalaban nagyon érzékeny a fluorofor
kornyezetében torténd valtozasokra.

2. Elgallitottunk cisztein mentes motor domén mutansokat is (34).
Ezekbe a kiinduldsi konstrukciokba specifikus helyekre egy vagy két
ciszteint mutaltattunk. Ezeket az 0 cisztein oldallancokat maleimido- vagy
jodacetamido fluoroférokkal reagaltattunk. Ezek a kémiai csoportok
specifikusan reagalnak megfeleld koriilmények kozott ciszteinnel, ezért a
fluoroforok bevitele helyspecifikus volt (az egyetlen (vagy a két) ciszteinre).

4 Végeztiink olyan kisérleteket is, amelyekben a parositatlan spin jelet tartalmazé molekulat
inzertaltunk helyspecifikus médon a motor doménba, és EPR spektroszkopiaval vizsgaltuk a
valtozasokat. Ezeket a kisérleteket azonban jelen dolgozatban nem targyalom.
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Az igy modositott fehérjén — hasonldéan a triptofan mutasokhoz —
fluoreszcencia méréseket tudtunk végezni.

3. Suzuki és mtsi. modszere alapjan (35) miozin motor domént
fuzionaltattunk az N-és C-terminalisan két kiillonbozo (pl. sarga és zold
(YFP és GFP)) fluoreszcens fehérjével. A két fluoreszcens fehérje kdzott
fluoreszcencia energia transzfer alakult ki, ha a donor fluorofort
gerjesztettiik. Suzuki és mitsi. azt feltételezték, hogy a FRET hatasfokat
elsdsorban a két fluoreszcens fehérje kozott 1évo tdvolsag hatdrozza meg,
ezaltal az er6kar mozgasa az N-termindlis régiohoz képest kozvetleniil
kovethetd az ATPaz ciklus folyaman. Hosszu és akkuratus kisérletsorozat
soran bizonyitottuk, hogy Sutoh ¢és mtsi el6feltételezése nem volt helytallo.
Kimutattuk, hogy a két fluoreszcens fehérje dimerizal, és csak néhany
Angstrom az elmozdulas kozottik az enzimciklus soran (Suzuki és mitsi.
szerint néhany nm). Ugyancsak meghataroztuk kisérletesen azokat a
kornyezeti és szerkezeti paramétereket, amelyek determinaljak a FRET
hatasfokat. Ezeket a kisérleteket 2006 nyaran publikaltuk (36). A miozinra
vonatkoztatott megallapitasokon til a cikk jelentésége abban lehet, hogy
pontosithatja az eddigi fluoreszcens parokon végzett FRET kisérletek
interpretacioit, illetve segitségére lehet tovabbi hasonld kisérletek
tervezésében, hiszen mind a biokémiai mind mikroszkdpos mérésekben,
illetve sejt biologiai vizsgalatokban egyre gyakrabban alkalmazott modszer
a fluoreszcens fehérje parokon alkalmazott FRET mérése.

A fluorofor bevitel fentebb emlitett elsé két moddszerét mi
alkalmaztuk el6szor a miozin kutatasban.

Az enzimreakcio soran lejatszodd folyamatokat a fluoreszcencia
valtozas nagy id6felbontast detektaldsaval kovettik. A méréseket a
megallitott aramlas modszerével (stopped flow), illetve hougrasos és
nyomasugrasos perturbacios modszerekkel (7-jump, p-jump) végeztik.
Ezek a miszerek szubmilliszekundumos, illetve mikroszekundumos
idoéfelbontasban tudjak kovetni a valtozasokat a reaktansok igen gyors
Osszekeverése, illetve a fizikai paraméterek ugrasszerli megvaltoztatasa
utan.

Kutatdsaink kezdetén az egyik sarkalatos kérdés az volt, hogy a
triptofanok, illetve a ciszteinek kiirtasa nem okoz-e funkcionalis valtozast
az enzim mechanizmusaban. Mérés-sorozataink egyértelmiien kimutattak,
hogy a triptofan irtott és az egyedi triptofanokat tartalmazé mutdnsok
(steady state és tranziens) enzimkinetikai paraméterei csak egészen kis
mértékben valtoztak, az enzim hatdsmechanizmusat egyaltalin nem
befolyasoltdk, mechanikai, motilitdsi tulajdonsagai is valtozatlanok
maradtak (33). A cisztein irtas lassitja az ATP hidrolizis 1épés sebességét,
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ugyanakkor nem okoz jelentés valtozast az aktin kotésben , illetve az ezzel
Osszefliggd folyamatokban. Utobbi konstrukcional ezeket a tulajdonsagokat
figyelembe kell venni a kisérlet tervezésekor. Eppen ezért az tjabb
triptofanok, illetve ciszteinek pozicidjanak tervezésekor is szamos
szempontot figyelembe kellett venniink: 1. a pozicio érintett legyen a
vizsgalt konformacios atalakulés altal, 2. ne legyen konzervativ aminosav,
3. a kicserélt aminosav mérete €s kémiai jellege hasonlé legyen az ujhoz, 4.
ha tovabbi kémiai modositast akartunk végezni a beépitett aminosavon
(ciszteinen), akkor ne legyen tilsagosan eltemetett a fehérjében a hatékony
kémiai jelolés érdekében.

A fent leirt kisérleti megkdzelitésnek az a nagy elénye, hogy
eredményeinket szerkezeti és kinetikai szempontbdl egyidejileg tudjuk
interpretalni. Vagyis a fluorofort az ismert atomi szerkezet alapjan
tervezziik, mig az enzimatikus valtozasokat nagy idéfelbontassal mérjiik, és
a megfeleld szerkezeti elemhez rendelhetjiik hozza. Ezt a kisérleti filozofiat
a motor enzimek vizsgalatdba mi vezettiik be 2000 o6ta.

Egyes reakciolépéseket nemcsak a régiospecifikus jelek idobeli
kovetésével vizsgaltuk. Olyan mutans motor doméneket terveztiink,
amelyekben a muticidk lehetéleg nagy specificitassal, egyetlen
reakciolépést, konformacié atalakulast vagy funkcionalis régiok kozotti
kommunkaciot perturbaljanak. Ezeket a mutaciokat eldzetes szdmitogépes
modellezések, szimuldciok eredményei alapjan terveztiik. A kisérletek
elvégzése utan, a mutacidk hatasdnak ismeretében ujabb in silico
modellezéseket végeztiink, és a kisérleti és komputeres eredményeket
egylittesen értékeltiik. Hangstlyozom, hogy els6sorban azokra a
mutansokra koncentraltunk, amelyekben a mutici6 egy-egy folyamatot
nagyon specifikusan befolyasolt. A mutacidkat olyan motor doménekben
fejeztiik ki, amelyek régio specifikus szignalokat tartalmaztak (lasd
fentebb). Ezeknek a konstrukcidknak a segitségével a muticidk hatdsat
tobb funkcionalis régioban ¢és tobbféle reakcidlépésre vonatkozolag
kozvetleniil is tanulméanyozni tudtuk.
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2.4 A legfontosabb tudomdnyos eredményeink és interpreticioik a
miozin hatasmechanizmusdnak vizsgalataban

Az alabbiakban a 2.2 fejezetben vazolt tudoményos kérdések
tematikus  sorrendjében  kifejtem a  legfontosabb  tudomdnyos
eredményeinket, valamint azok interpretdcioit. Vagyis tulajdonképp
elkezdjiik az id6beli utazast. Az Olvaso azonban talan mar észre is vette,
hogy ez nemcsak egy id6utazas, hanem a kérdéseket olyan sorrendben
szerkesztettem (és idoben is nagyjabol igy kovetkeztek), hogy ez egy utazas
magaban a motor doménben is. Végigjarjuk az egyes vidékeket, ¢és
megnézziik, hogy ezekben a régiokban mik torténnek, és hogyan is
miikddnek ezek a szerkezeti/funkciondlis régiok.

Erbkar
kezdetfe

6. abra A miozin motor domén f6bb funkcionalis régidi. A nagy nyilak sorrendjében
targyaljuk az egyes régiokat. Az utazast a nukleotidkotd régio bejaratanal kezdjiik, és
az er6karnal fejezziik be.

Ahogy a 6. és a 7. abran Osszefoglaltam, el6szor a nukleotid régio
bejaratat latogatjuk meg, utdna az aktink6td régiot tanulmanyozzuk.
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Ezekutan a nukleotidk6td zseb belsejében torténd eseményeket vizsgaljuk,
amely régio a nukleotid és az aktinkotd régio kozott helyezkedik el. Ezutan
attériink a nukleotidkoté zseb masik oldalara, amely Osszekottetést biztosit
arelé és a konverter régio felé, amelyek az er6kart mozgatjak.

kezdete

7.abra A miozin szerkezetében azokat az aminosav poziciokat jeldltem meg, amelyek
helyére konformacidérzékeny riporter csoportokat (fluoreszcens szenzorokat)
helyeztem.

Az utazas masodik felében azokat a folyamatokat mutatom be, amelyek a
fenti régiok miikodéseit kotik ossze. A régiok harmonizalt mozgasai révén
valésulhat meg az effektiv munkaiitem.
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2.4.1 Elsé allomas: A nukleotid kotés mechanizmusa

Hogyan magyarazhat6 szerkezetileg
a nukleotid kotés kinetikaja? Milyen
szerkezeti valtozasok jonnek létre a
nukleotid kotéskor, és milyen a
valtozasok idobelisége? Ez a kérdés
kiilonosen fontos a Lymn-Taylor
modell fényében, mert a nukleotid
kotés szorosan kapcsolt az aktin
disszociacioval.

A Dictyostelium miozin Il motor domén triptofdn mentes
valtozataban a nukleotidk6td régido  kozvetlen kozelébe, annak
»bejaratahoz” egyedi triptofanokat helyeztink a 113., a 131. és a 129.
poziciokba helyspecifikus mutacios technikakkal (37,38) (8. és 9. abrék).
Mindharom mutans konstrukci6 enzimkinetikai viselkedése és aktinnal valo
reakcidja megegyezett a vad tipusu enzimével.

A W129+ és a W131+ konstrukciok fluoreszcencidja 30-50%-kal
csokkent nukleotid (ATP, ADP.Pi és ATP anal6gok valamint ADP)
kotésekor (9. abra). A fluoreszcencia intenzitdsban nem mutatkozott
kiilonbség attdl fiiggden, hogy milyen nukleotid volt a kotdzsebben.
Pirofoszfat kotésre ugyanakkor a Trp-129 60% emisszié novekedést, és
jelentds voros eltolodast mutatott.
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8. dbra A) A miozin kotShely koré tervezett triptofan oldallancok elhelyezkedése a
motor doménben és a nukleotid koriil. Jol lathatd, hogy mindharom oldallanc az
adenozin csoport koriil, a kotohely bejaratanal talalhato. B) A 113., 129. és 131.
aminosavak elhelyezkedése a nukleotid kordl. Jol lathatd, hogy a 129. és a 131.
aminosav az adenin csoport kozvetlen kozelében talalhato.

Kimutattuk, hogy az ATP hidroliziskor torténé konformaciod
valtozasra (3. 1épés a Bagshaw-Trentham sémaban) ezek a triptofanok nem
reagalnak (39). Tehat a ligandum kotésen tal a konstrukciok
fluoreszcenciaja érzéketlen az ATPaz ciklus tovabbi 1épéseire. Ez egyrészt
fontos informéci6 a tranziens kinetikai eredmények kiértékelésekor,
masrészt szerencsés abbol a szempontbol, hogy az intenzitds valtozasokat
kizarolag a nukleotid kotéssel Osszefiiggd eseményekkel kell csak
Osszefiiggésbe hoznunk.
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9. abra. A WI129+, a W113+ és a W131+ konstrukciok fluoreszcencia emisszios
spektrumai. A gerjesztés 295 nm-en tortént. A folyamatos vonallal az egyes
konstrukcidk nukleotidmentes (apo), a szaggatott vonallal a nukleotiddal komplexalt
(ImM ADP) emisszios spektrumait jeloltem.

A nukleotid zseb kornyékén elhelyezett triptofanok fluoreszcencia
tulajdonsagait oldoészer kioltas, ¢életidd ¢és anizotropia lecsengés
modszerekkel is vizsgaltuk.

2.4.1.1 A W129+ fluoreszcencia tulajdonsagai

Fluoreszcencia kioltds kisérlettel kimutattuk, hogy a Trp-129
oldoszer kitettsége jelentdsen lecsokkent nukleotid hozzaadasara (10. abra).
Ez részben meglepd annak fényében, hogy az emisszid csokken, és ez
indikacidja lehetne annak, hogy a nukleotid kotéskor a triptofan jobban a
felszinre kertil. Masik oldalrol a jelentés kék eltolodas a kornyezeti
hidrofébicitdas  ndvekedését  jelzi. Osszefoglalva, a  triptofanok
fluoreszcencia valtozéasa valdszintlileg az adenin csoport kioltd hatasanak
tulajdonithato.
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10. abra. Fluoreszcencia kioltas kisérlet akrilamiddal a W129+ motor doménben. 10
ImM ADP-ben és 3mM ATP-ben. Az adatokat Stern-Volmer grafikonon abrazoltam.
A mérési pontokra a Stern-Volmer Osszefiiggést illesztettem: F/F
1+Kgy[akrilamid] (F,és F a kioltészer tavollétében, illetve jelenlétében mért
fluoreszcencia-intenzitas, Kgy pedig a dinamikus kioltasi allando).

Annak érdekében, hogy a kés6bbi kinetikai vizsgélatokat szerkezeti
szinten minél pontosabban vizsgalhassuk, a nukleotid kotésre bekovetkezd
nagy fluoreszcencia valtozds mechanizmusat tanulméanyoztuk a Trp-129-n
(40). A 11. abran bemutatom a Trp-129 fluoreszcencia életidd valtozasat
nukleotid kotés hatasara.

10°¢

1I!.'r'E

Fotonszam
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11. abra. A WI129+ fluoreszcencia lecsengési gorbéi apo, ATP és ADP
allapotokban. A fluoreszcencia lecsengési gorbékre kettds exponencialist
illesztettiink, amelyek paraméterei megtalalhatok a fliggelékben. Az ATP és ADP
jelenlétében végzett mérésekben a gorbék lefutasa gyakorlatilag megegyez6.
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Lathato, hogy ADP és ATP kotott allapotokban nincs eltérés a
fluoreszcencia lecsengésben, viszont apo allapotban hosszabb életidd
tapasztalhato. Kettés exponencialisokat illesztve a lecsengési mérési
gorbékre mindharom esetben 1 és 5 ns koriili életidoket kapunk,
ugyanakkor a komponensek ardnydban lényeges kiilonbséget tapasztalunk
(lasd fiiggelék). Apo allapotban a gyors és a lassi fazisok amplitiddinak
relativ aranya 47% , illetve 53%, mig nukleotid kotott allapotban 57%
illetve 43%. Ezeknek az eredményeknek a jellege alatdmasztja a nukleotid
kotésre 1étrejovo steady state fluoreszcencia intenzitas csokkenést, azonban
nem magyarazza meg teljes mértékben, mert a normalizalt lecsengési
gorbek alatti teriilet nukleotid kotés hatasara nem csokken olyan mértékben,
mint amilyen mértékben a steady state intenzitds. EbboOl arra lehet
kovetkeztetni, hogy mindkét esetben lényeges statikus kioltas is torténik, és
a statikus komponens arany is jelentésen valtozik nukleotid kotéskor.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a Trp-129 fluoreszcencia
intenzitasat jelent6sen meghatdrozza az a populacid, amelynek
fluoreszcenciaja statikusan kioltott. Ez a komponens egyensulyban van a
masik két életid0 komponens populacioval. Nukleotid kotéskor a
fluoreszcencia intenzitds csokkenést nagyrészben a statikusan kioltott
populacido részaranyanak nodvekedése okozza. A populaciok kozotti
egyensulyok atalakulési iddallandoja a fluoreszcencia életid6 (5 ns) és a
nukleotid kotésre bekovetkezd konformacios atalakulas id6allanddja kozé
esik (1 ms). Ezek a mérések azt mutatjak, hogy apo és nukleotid kotott
allapotokhoz nem rendelhetdk egyetlen, az oldallancok koriili
konformaciok. Ennek a ténynek a dolgozat késobbi, molekuladinamikaval
foglalkozé részében (lasd 2.5.fejezet) kiilondsen nagy jelentdsége lesz.

Kivancsiak voltunk tovabba, hogy milyen mobilitasiak a
nukleotidkoté zsebnél elhelyezett triptofanok. Steady state anizotropiaja
mind a W129+ mind a W131+ konstrukcidknak viszonylag magas volt
(tw120+=0,21, rw131+=0,20), amely értékek nem valtoztak jelentdsen
nukleotid hozzdadasara. Szintén csak kis valtozast tapasztaltunk, ha a
mérést nagy viszkozitdsu oldatban, 90% glicerinben végeztiik (r=0,23),
ugyanakkor az anizotropia r = 0,1 értékre esett, amikor a fehérjét 6M
guanidium hidrokloridban denaturaltuk. Anizotropia lecsengés kisérletek
azt mutattak, hogy a lecsengés jol kozelithetd egyetlen exponenciélis
illesztésével, és a lecsengés idéallandoja nem valtozik ligandumok kotésére.
((PW129+, apo— 120+ 9 ns, Qw129+, ADP— 118 £ 18 nS) (12 ébra). Megjegyzem,
hogy az aniztropia lecsengés iddallanddja sokkal magasabb, mint a
fluoreszcencia életidd, ezért csak 35 ns-nal rovidebb életidejii fotonokat
tudtunk kiértékelni. Ez a tény megndveli a kiértékelés bizonytalansagat. Az
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anizotropia lecsengés értéke egybeesik azzal az értékkel, ami abban az
esetben 4ll fenn, ha a fluorofér egy olyan méretli forgési ellipszoidra
immobilizalnank mint a motor domén, és az emisszios dipo6lus az ellipszoid
hosszabb tengelyével parhuzamos. Méréseinkbdl arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a fluoroférok minden enzimatikus allapotban meglehetdsen
immobilisak a motor felszinén.

Fotonszam

Id8 (ns)

12. abra. A W129+ fluoreszcencia anizotrdpia lecsengése. A gorbékre zérd értékhez
tartd exponencialisokat illesztettiink. A lecsengési id6ket lasd a fiiggelékben.

2.4.1.2 A nukleotidkotés kinetikaja

Miutan jellemeztiik a nukleotid zseb bejaratahoz elhelyezett
triptofanok fluoreszcenciajat kiilonb6zo allapotokban, és megallapitottuk,
hogy ezek a jelek kizarélag a ligandumkotésre érzékenyek, tranziens
kinetikai mérésekkel megvizsgaltuk a ligandumkd&tés mechanizmusat.

A Bagshaw-Trentham séma alapjan a nukleotid kotés a miozin és
az aktomiozin hatdsmechanizmusaban nagy jelentdségli, mert mig az ATP
igen nagy affinitassal kotédik (Kg =~ 10 nM), addig a termékek csak
gyengén (Kg ADP = 0.1-1 pM, K4 P; = 10-100 mM). Ha figyelembe
vessziik, hogy a hidrolizis 1épés reverzibilis (41,42), akkor jol lathatjuk,
hogy a szabadenergia nem a hidrolizis 1épésbdl szarmazik, amelyet a
munkaiitem felhasznalhat, hanem az enzimatikus ciklust nagyrészt a
nukleotid kotés és felszabadulds hajtja. Tehat igen fontos megvizsgalni,
hogy ezek a krucidlis 1épések hogyan zajlodnak le. Ennek érdekében azt
vizsgaltuk, hogy a nukleotid kotésre, a nukleotidk6td zseb bejaratanal
elhelyezked¢ triptofanok fluoreszcencidja, mint a kotddés szenzorai hogyan
valtoznak idében.
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Mivel a legnagyobb fluoreszcencia valtozast a W129+ mutatott,
ezért ezt a konstrukciot vizsgaltuk legbehatobban. Osszehasonlitd
vizsgalataink azonban azt mutattak, hogy a nukleotidk&to zseb bejaratanak
masik oldalan elhelyezkedd Trp-131 gyakorlatilag ugyantigy viselkedett,
tehat az alabb bemutatott jelenségek nem lokalis jelenségek, hanem a
kotdzseb bejaratdnal torténd események egészét jellemzik.

Pszeudoelsérendii koriilmények kozott 20 ° C-on és 5 © C-on ADP-t,
illetve ATP-t kevertiink a W129+ konstrukcidohoz stopped flow késziilékben
(13. &bra).
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flow-ban, majd kovettiik a fluoreszcencia valtozast (gerjesztési hullamhossz 295 nm,
emisszios filter: GB320nm és UG11 kombinacidja). A mért fluoreszcencia valtozas
gorbékre (A) kettés exponencidlisokat illesztettiink. A lassu és a gyors fazisok
amplitidoinak aranyat a B abran abrazoltam. A két fazis megfigyelt sebességi
konstansait az ADP koncentraci6 fiiggvényében a C és a D dbran mutatom be. A B, C
és D abrakon a 2. séma alapjan numerikus szimulacioban kapott értékeket is
feltiintettem. A D 4bran a sziirkével jelzett mérési pontok értéke az alacsony
amplitudo miatt bizonytalan.
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Mivel a késziilék holtideje kb. 1,1 ms volt, ezért koriilbeliil 1000 s!
reakcid sebességi tartomdnyig biztonsaggal tudtuk meghatirozni a
megfigyelt sebességi allandokat. Méréseinkben egyértelmiien két jol
elkiiloniilo kotési fazist tudtunk megfigyelni. A lassi fazis sebességi
allandoja az ADP koncentracié novekedésével 150 s'-nél mig a gyors fazis
1000 s'-nal telitédott. Mindkét fazis amplitadédja valtozott a hozzdadott

Végiilis igen komplex kép rajzolddott ki. Jelen dolgozatban nem
szeretném az Olvaso tiirelmét probara tenni azzal, hogy részleteiben
elmagyarazzam, a mechanizmus megfejtése hogyan is tortént. Mindezt
részletesen tobb publikacioban is leirtuk (6,27,37). Annyit jegyzek meg,
hogy érzékeltessem a kiértékelés nehézségeit, hogy harman, Prof. Clive
Bagshaw, Kovacs Mihaly, aki akkor PhD hallgatom volt, azoéta nagyon
sikeres sajat laboratoriuma van, valamint jomagam kiilon-kiilén tobb mint
egy honapot dolgoztunk kizardlag ezen az elméleti kérdésen reggeltdl késo
¢gjjelig. Két-harom naponta egyeztettiink, majd kisebb csetepaték utan ujra
nem széltunk egymashoz, és csak ezen munkalkodtunk. Végiil
konszenzusra jutottunk, €s létrehoztunk egy minimal kotési sémat (2. séma).
Ez a minimdl séma véleményiink szerint az a séma, ami még viszonylag
egyszer( és felhasznalasaval végzett szimulacioban jol tudjuk kozeliteni a
mért adatokat (13. abra).

1 2a 2b
10 pg-1s 500 571 140 51
M + ADP = MADP —— M, ADP —— M,ADP
1300 5~ 50 =1 10 5
Zplﬁ[‘ls"-\ 700 51 )
l!
MTADP

2. séma A nukleotid kotés parhuzamos ttvonalakon, tobb 1épésen keresztiil torténik.

Amit egyértelmien megallapithatunk, hogy soklépéses reakciorol
van sz6, €s mindenképpen feltételezni kell parhuzamos reakcidut(ak)at,
vagyis a nukleotid kotés egy bonyolult, tobblépéses folyamat. A kisérleti
eredményeket kielégitd modon egy legalabb haromlépéses modellel tudjuk
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leirni. Ebben a modellben fel kellett tételezniink egy nem szekvencialis
(elagazd) kinetikai 1épést is, melynek révén egy — az ATPaz ciklus
szempontjabol — nem produktiv enzimatikus allapot jon létre. Ezeket a
valtozasokat ~ mindharom  konstrukci6  mutatta, amelyb6l arra
kovetkeztetiink, hogy a modellben leirt 1épések nem lokalis valtozasok,
hanem a nukleotid kotésre altalanosan jellemzdéek. Megallapitottuk, hogy
az ATP és az ADP kotés mechanizmusa nagyon hasonld azzal a
kiilonbséggel, hogy el6bbi valamivel gyorsabban torténik.

Kinetikai modelliinkent Gigy magyaraztuk, hogy a nukleotid és az
enzim talalkozasakor szamos nem-effektiv iitk6zés is torténik. Ezek az
itkozések vagy megsziinnek, vagy a nukleotid a megfeleld pozicidba
befordul, ezaltal a szubsztrat megtalalja a neki megfeleld erds kotéshez
sziikséges helyet a kotdzsebben. Ezt a reorientaciot egy energiatdlcsér
iranyitja. A kotdzsebben elhelyezkedd szubsztrat ezutan konformacios
atalakulast indukal (induced fif).

A nukleotid kotés ezen modelljét altalanosan is ki lehet terjeszteni
mas enzim-szubsztrat komplex képzodésekre is. A szubsztrat reorientacios
modelliink azért lehet fontos, mert tudomasunk szerint mi mutattuk ki
eldszor ezt a jelenséget kisérletileg. Ugyanakkor jelentésége abban rejlik,
hogy egy enzim-ligandum kolcsonhatas erdsségét nemcsak ugy lehet
tervezni, ha csupan a ligandum elhelyezkedését vizsgaljuk a kotdzsebben,
hanem azokat a lehetséges utvonalakat is, amelyeken keresztiil a szubsztrat
az enzim felszinén a kotézsebbe érkezik. Ezek a masodlagos kotéfelszinek
bar Iényegesen gyengébb kotések egyenként, mint a ligandum elsddleges
kotése, azonban A) Osszességiikben mar jelentds kotoerot képviselhetnek B)
a kotés kialakuldsanak valdszinliségét novelik, ezért, ha ezeknek az
utvonalaknak a valoszintiségét noveljiik, akkor a ligandum kdotési allandojat
(a latszolagos masodrendil sebességi allandon keresztiil) is noveljiik.

Miutan elemeztilk a szubsztrat kotés mechanizmusat, vizsgaljuk
meg a miozin masik kotOpartnerének, az aktin kdtédésének mechanizmusat.
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2.4.2 Masodik allomas: Az aktinkoto régio konformdcios dllapotai

A Lymn-Taylor modell igen 1ényeges
kérdést feszeget az aktin kotéssel
kapcsolatban. A miozinnak két
allapota van az aktin kotés
szempontjabol: az erésen kotédd apo
és ADP forma, valamint a gyengén
ko6t6do ATP és ADP.P; forma.
Milyen szerkezeti kiilonbség van a
két allapot kdzdtt, milyen jellemzoi
vannak a két allapot kdzotti
atmenetnek, és ez az atmenet hogyan
kapcsolodik az aktin kotés
folyamatahoz?

Mind az aktin, mind a miozin atomi szerkezete tizenot éve ismert,
azonban komplexben nem sikeriilt kristalyositani a két fehérjét. Mivel az
aktin és a miozin komplexének eréssége fiigg a miozinhoz kotott nukleotid
jelenlététol, illetve mindségétol, ezért joggal feltételezték, hogy a miozin
aktinkoto régiojanak szerkezete aktin kotott allapotban més, mint szabadon
(8,9).

Komputeres szimulaciok arra utaltak, hogy az aktin kotés erdsebb
lehet, ha az aktink6td arkot bezarjak, viszont a nukleotidkotd régio
valtozasara nem tudtak hipotézist allitani (9,43,44). Igazi attdrést a 2003-as
év hozott (lasd Nat. Struct. Biol News and View: (45)). Egyidében négy
cikk jelent meg a Nature és a Nature Structural Biology folyoiratokban
ennek a kérdésnek a tisztdzdsara. Két rontgenszerkezeti cikk arrol szamolt
be (26,46), hogy sikeriilt kristalyositani a miozint nukleotidmentes
allapotban Azt talaltak, hogy az aktinkotd arok némileg zartabb allapotban
van, mint azok a szerkezetek, amelyekben van nukleotid. Némi
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ellentmondast sugall az a tény, hogy ADP allapotban is er6s az aktin kotés,
azonban a miozin-ADP szerkezete egyértelmiien nyitott aktin arkot mutat a
korabbi atomi szerkezetben (79). Ez a latszolagos ellentmondas itt
jelentkezett eloszor. Ez a probléma ennek a dolgozatnak a tovdbbi
részeiben is még néhdnyszor utunkba keriil. Az ellentmondds részleges
felolddasarol a kovetkezo fejezetben (2.4.3. fejezet) lesz szo, mig a 2.4.6.
fejezetben azt targyalom, hogy ez az ellentmonddas” meglepd, de
fundamentdlis az erdgenerdlds mechanizmusdban, és hogyan sikeriilt
feloldanunk azt az utobbi egy évben.

A harmadik cikkben egy igen nagy felbontasi krio-
elektronmikroszkopos képet kozoltek az aktomiozin komplexrél (47). Ez a
kép azt sugallta, hogy az aktinko6td arok zart allapotban van az aktomiozin
komplexben.

A negyedik cikkben oldatban vizsgaltuk az aktinkoté arok
mozgasat (34). Cisztein irtott miozin motor doménben az aktink6té arok
mindkét oldalara egy-egy ciszteint mutaltunk (S416C/N537C mutécidk, a
konstrukcié neve: MD416-537C). A ciszteineket jodacetamido-pirénnel
jeloltiik, ezaltal az aktinkotd arok mindkét oldalan volt egy-egy kovalensen
kotott pirén, amelyek eléfeltételezéseink szerint dimerizaltak (14. abra).

Aktin kétd arok

Parhuzamo
pirén dimer

Nyitott aktin-arok

pe

v Aktin monomerek

b

Torzult i
pirén dimer ¢

Zart aktin-arok

14. abra A miozin fej (konnyd lancok nélkiil) szamitbgépes modelljei a
kristalyszerkezetek alapjan aktin kotott allapotban és aktin nélkiil. A jobb oldali dbrakon
az aktinkotd arok részletet kinagyitottam, amelyen. szamitdgépes szimulacioval a 416.
¢és az 537. pozicidra adduktalt pirén molekuldk lathatok.
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A pirén dimerek egy kiilonleges fluoreszcencia tulajdonsaggal
rendelkeznek. Ha két pirén gylri egymashoz képest megfelelé parallel
orientacioban helyezkedik el egymassal, akkor Uin. excimer (excited dimer)
fluoreszcencia emisszid jon létre (48-50). Az excimer emisszio
hulldmhossza a vords tartomany felé van eltolodva a monomer emisszid
hullamhosszahoz képest, egymastol jol megkiilonboztethetoek.

Ugyanakkor az excimer fluoreszcencia emisszio intenzitdsa nagyon
érzékeny a pirén dimerek konformaciojara, kis elmozdulds is nagy
intenzitasvaltozast hoz létre (15. A és B 4abra). Tovabba kimutattuk a
hullamhossz fiiggvényében végzett fluoreszcencia lecsengés méréssel, hogy
a piréndimer formacio viszonylag stabil, és a monomer-excimer egyensuly
id6 allanddja az excimer fluoreszcencia életidejénél (40 ns) lényegesen
nagyobb.

A B

"
e

Fluoreszcencia ,
Fluoreszcencia
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15. abra A. A pirénnel jelolt MD416-537C excimer fluoreszcencidja (fekete vonal) és
annak valtozasa nukleotid koétésre (1 mM ATP) és aktin hozzaadasara (+ aktin)
(gerjesztés 350 nm-en). B. Az excimer cstcs (nativ) eltinése a fehérje denaturaldsanak
(6 M urea) hatasara (denaturalt).

Ezt a jelenséget hasznaltuk ki kisérleteinkben is. Apo allapotban a
miozin aktink6td arok két oldalan elhelyezkedd pirének excimer
fluoreszcencidja Oriasi volt (a teljes emisszido 96%-a, ami tudomésunk
szerint az eddig publikalt legnagyobb aranyu excimer fluoreszcencia). Ez
azt mutatta, hogy a pirének az aktin arokban ,,tokéletes” dimert alakitottak
ki (14. abra). Ha ehhez a motor doménhez aktint adtunk, akkor az excimer
fluoreszcencia az eredeti 40%-ara esett. Ezt a fluoreszcencia esést a
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hozzaadott ATP az eredeti szintre emeli. Ha az ATP-t az aktin nélkiili
miozinhoz adjuk, akkor az excimer fluoreszcencia 10-15%-kal n6. Stopped
flow adataink szerint ATP indukalt aktin disszociaciokor a pirén excimer
fluoreszcencia két fazisban valtozik, valamint a fluoreszcencia valtozas
mindig megel6zi az aktin disszociacidjat reprezentald fényszoras valtozast
(16. abra).

Normalizalt szignal

0.0001 0.001 0o 01 1 10

1d6 (s)

16. abra. A jodacetamiddal jeolt MD415-537C konstrukcio aktinnal komplexalt
forméjanak pirén excimer fluoreszcencia véltozasa (folyamatos vonal) és a fényszoras
valtozasa (szaggatott vonal) ATP, ATPyS és ADP hozzdadéasdra stopped flowban
(gerjesztés: 350 nm-en, emisszios filter: GB 450 nm). A pirén excimer fluoreszcencia az
A fényszordas valtozas  disszociaciokor csokkenést mutat, az abran az
Osszehasonlithatosag kedvéért a gorbéket atforditottam (minusz egyszeresét abrazoltam)

Ezekben a funkcionélis kisérletekben kozvetleniil bizonyitottuk,
hogy A) az aktinko6td arok konformacidja megvaltozik aktin kotéskor, B) az
ATP indukalt aktin disszocidci6 legalabb két 1épésben torténik.
Valoészintlileg az elsé 1épésben részleges aktin arok nyitddas inicidlja az
aktin levalasat. Miutan levalt az aktin, az aktink6to arok tovabbi nyitodasa
kovetkezik be. C) Az ATP némileg (tovabb?) nyitja az aktin arkot az apo
miozinban.

Osszefoglalva, ez a négy, egyszerre megjelend publikacié jelentds
mérfoldk6 volt az aktomiozin miikddési mechanizmusanak feltarasaban,
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mert kozvetleniil kimutattdk, hogy milyen szerkezeti valtozasok jonnek
Iétre aktin kotéskor, illetve ezeket a valtozasokat a kiilonb6z6 nukleotidok
hogyan befolyasoljak.

Mindazonaltal tovabbra sem kaptunk valaszt arra, hogy a nukleotid
kotés és az aktin kotés milyen folyamatok és szerkezeti valtozdsok révén
kapcsolddik Ossze. Miutan részletesen leirtuk a nukleotidok kotésének
mechanizmusat, illetve az aktinkotd régidban torténd valtozasokat,
elérkezett az id0 arra, hogy kisérletet tegyiink a két jelenség kozotti
Osszefliggések feltarasara.
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2.4.3Harmadik allomas: A nukleotid- és az aktinkotés kapcsolata

A nukleotidk6to €s az aktinkdto régid
szerkezetileg elkiiloniil, ezért a
kérdés adodik: Hogyan jut el az
informaci6 az egyik helyrdl a
masikra, illetve mi az informacio-
aramlas mechanizmusa.

ATP hozziadasara az aktomiozin disszocial. Ennek révén az oldat
viszkozitasa jelentOsen csokken. Miutan az 0sszes ATP elhidrolizalt, ADP
allapotban tUjra kialakul az aktin és a miozin er6és komplexe. Ezt a
jelenséget Szent-Gyorgyi Albert és Banga Ilona Szegeden a negyvenes
évek elején egy szerencsés véletlennek kdszonhetden fedezték fel. Ez az
alapkisérlet vezetett ahhoz a felfedezéshez, hogy a Khiine altal kivont és
elnevezett fehérjekivonat, a miozin (1859) nem egyetlen fehérjébdl all,
hanem két fehérje, az aktin és a (mai értelemben vett) miozin komplexe.

Mindazonaltal mar a hetvenes évek elején vildgossa valt, hogy a
nukleotidkotd hely és az aktinkdtd régio szerkezetileg elkiiloniil. Tehat az

crcr

crcr

crer

zarddasa valtozast indukalhat az aktink6td régidban, ami gyengiti a partner
molekula (aktin) kotését (57). Oldatban a miozin nukleotid analégokkal és
ATP-vel kotott komplexei az aktinnal gyenge kotést alakitanak ki, mig
ADP jelenlétében erés aktin kotés alakul ki. Ugyanakkor 2003-ig, annak
ellenére, hogy szamos atomi szerkezetet hataroztak meg, a switch 1
régioban (a nukleotidkdto zseb felsd, az aktinkotd régiohoz kozelebbi része)
és az 50 kDa régioban (ahol az aktinkotd régiéo is van) semmilyen
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szerkezeti kiilonbséget nem sikeriilt felfedezni: a switch [ zart
olyan Dictyostelium motor domén atomi szerkezetet, amely nem
tartalmazott nukleotidot (26), illetve miozin V-6t nukleotid-mentes (52), és
egy évvel késobb ADP allapotban (23). Ezekben mar az latszik, hogy a
switch 1 részben vagy egészben nyitott allapotban van, mig az aktinkotd
arok részben vagy teljesen bezarodott.

Mindazonaltal tovabbra is kérdés maradt, hogy a switch I kinyilasa
¢és az aktinkotd arok zarodasa hogyan fligg 6ssze, mi lehet az oka, hogy két
kiilonboz6 allapotban sikertiilt kristalyositani a miozin ADP komplexét, ha
ebben az allapotban a miozin erésen koti az aktint.

Két olyan egy triptofinos miozin motor domén konstrukciot
készitettiink, amelyekben a switch 1 két kiillonboz6 részére triptofant
mutaltunk (F239W ¢és F242W mutaciok, a konstrukciok neve tovabbiakban
W239+ és W242+) (17. 4bra) (10).

Switch 1
Mg ADP

17. abra A F239 ¢és a F242 aminosavak elhelyezkedése a miozin motor doménben
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2.4.3.1 A W239+ és a W242+ fluoreszcencia valtozasa nukleotidok
hatasara

Azt vartuk, hogy a switch I esetleges konformacios atalakulasat
kovetni tudjuk ezeknek a triptofanoknak a fluoreszcencia intenzitas
valtozasadn keresztiil. Szerencsénkre mindkét konstrukcid esetében nagy
fluoreszcencia valtozas tortént ATP és ADP hozzaadasara. A W239+
esetében ATP-re 40%, ADP-re 20% csokkenést, W242+ esetében mindkét
nukleotidra 30% csdkkenést tapasztaltunk (18. dbra). Fontos megjegyezni,
hogy W239+ esetében minden esetben az ATP hatasara torténd valtozassal
azonos mértékii fluoreszcencia valtozast mértiink, ha olyan szubsztrat
analdgot adtunk a rendszerhez, amely a miozin y-foszfat kotohelyét is
elfoglalja (AMPPNP, ATPyS, ADPAIF,, ADPBeFy, ADPVOy,) (53). Ezek a
fluoreszcencia valtozasok olyan mértékiiek, hogy ezek a W239+ és a
W242+ konstrukciok érzékeny kisérleti rendszert szolgaltatnak a switch 1
konformadcios atalakuldsanak szubmilliszekundumos kovetésére.

Fluoreszcencia
Fluoreszcencia

1] oo

300 320 340 360 380 400 430 300 320 240 360 380 400 430
hullamhossz (nm) hullamhossz (nm)

18. abr18. abra A W239+ és a W242+ egy triptofannal rendelkez6 motor domén
konstrukcidk fluoreszcencia emisszids spektrumai nukleotid tavollétében, illetve 1
mM MgADP és | mM MgATP ijelenlétében (geriesztési hullamhossz 295nm).

A W239+ konstrukci6 kinetikai paramétereiben hasonldan
miikodik a vad tipustihoz képest, mig a W242+ ATPaz aktivitasa jelentosen
lecsokkent. Tovabba a fluoreszcencia intenzitas kiilonbség révén a W239+
sokkal jobban megkiilonbozteti a kiillonb6z6é nukleotid allapotokat, mint a
W242+. Eppen ezért a tovabbi kisérletekben elényben részesitettiik a
W239+ konstrukciét. Mindazonaltal a W242+ konstrukcid azért fontos
szamunkra, mert azt mutatja, hogy a nukleotid kotés nem lokalis, egy
aminosav oldallancra szlkitett valtozast okoz, hanem a valtozas
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kiterjedtebben is érzékelhetdé a switch [ hurokban. Ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezeknek a triptofanoknak a fluoreszcencia
intenzitasai a switch 1 hurok konformaciés allapotait tiikrozik. A
tovabbiakban bemutatott kisérletek a W239+-en torténtek.

2.4.3.2 A switch 1 régio konformécios egyensulyai

Mar a fluoreszcencia intenzitds homérsékletfiiggése is jelezte (19.
abra), hogy mig apo allapotban, és azokban az allapotokban, amikor a
nukleotid kotéskor a y-foszfat pozicié is betoltott (foszfattal vagy analog
fémion komplexszel), akkor a switch 1 hurok egyetlen allapotban van, ezzel
szemben ADP jelenlétében legalabb két allapot van jelen, amelyek
egymassal dinamikus egyenstlyban vannak.

— : : :
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o 4.0 “‘H.Hgfuo _

N —.
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19. abra A W239+ fluoreszcencia emisszidjanak homérsékletfiiggése (gerjesztési
hullamhossz ~ 295nm,  emissziés  hullamhossz  340nm). A  fluoreszcencia
homérsékletfliiggése minden esetben azonos volt a MgATP allapotban mérttel, ha olyan
nukleotid analdégot hasznaltunk, amelyben a miozin y-foszfat koétShelye valamilyen
foszfat analdg fémkomplexszel betdltott volt. MgATP jelenlétében a motor domén
steady state-ben van, és a dominans steady state populacio a M.ADP.Pi komplex, mert a
foszfat felszabadulés a sebességmeghatarozo 1épés, és a ciklusban ezt megel6z6 1épések
mindegyikének sebességi allanddja tobb mint szazszor nagyobb, mint a foszfat
felszabaduldsé. Az dbran nem mutatom, de fontos megjegyezni, hogy a NATA (N-acetil-
triptofan amid) fluoreszcenciajanak homérséklet fliggése megegyezik az apo, illetve a
MgATP allapotokéval.

Alacsony homérsékleten a MgADP és MgATP-ben mért fluoreszcencia
azonossa valik. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy alacsony
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hémérsékleten MgADP jelenlétében az egyenstly annyira eltolodik az
alacsony fluoreszcenciaju allapot felé, hogy az valik dominanssa. Tovabba
a kisérlet eredménye arra is utal, hogy az alacsony fluoreszcenciaju
MgADP éllapot megegyezhet a MgATP Aallapottal (ez utdbbit mas,
fiiggetlen kisérlettel bizonyitottuk is).

A motor domén MgADP-vel komplexalt formdjanak két allapotat
megerdsitettiik hdmérsékletugras (20. A. abra) és nyomasugras (20. B. abra)
kisérletekkel is. Az elobbi kisérletben a kiivettdban 1évd fehérjeoldat
hémérsékletét 100 ps alatt kb. 5 °C-kal emeltiik, majd a fluoreszcencia
valtozast detektaltuk. A nyomasugras kisérletben mintegy 50 ps alatt
noveltiik, illetve csokkentettiik le a nyomast 150 bar-ral. Apo és MgATP,
illetve aktin kotott allapotokban nem valtozott a fluoreszcencia iddben, mig
MgADP jelenlétében egy egyensulyi reakciora utald valtozast kaptunk. Ez
a kisérlet egyuttal megmutatta a két allapot, egy magas fluoreszcenciaju
(*M) és egy alacsony fluoreszcenciaju allapot ("M) kozétti® egyensuly
atalakulési sebességét, ami 100 s koriil volt.
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20. abra. Homérséklet- (A) ¢és nyomasugras kisérletek W239+ konstrukcioval
kiilonb6z6 nukleotidok jelenlétében. A). 10 uM W239+ és 1 mM MgADP vagy 300
uM MgAMPPNP jelenlétében 5 °C homérsékletugras utan kovettilk a fluoreszcencia
valtozast (gerjesztés 295nm-en, emisszios filter GB 320 és UG11 kombinacid). B) 10
uM W239+ ¢és 1 mM MgADP oldatban a nyomast hirtelen emeltiik (fekete vonal) majd
csokkentettiik (sziirke vonal). Az als6 abran a fluoreszcenciavaltozast, a fels6 abran a

jelzik, mig az M mogé helyezett jelzések a switch 2 allapotaira utalnak.
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2.4.3.3 A switch 1 konformacidvaltozasai nukleotidkotéskor

Gyorskinetikai mérésekkel vizsgaltuk, hogy a nukleotid kotés
milyen valtozasokat okoz a switch 1 régidban, ami Onmaga is a
nukleotidk6td régid része. Ez azért is volt fontos és érdekes kisérletsorozat,
mert kordbban mdr vizsgaltuk a nukleotid kdtés mechanizmusat, mint azt
fentebb (2.4.1. fejezet) targyaltam. Ott a szenzor a nukleotidkdtd zseb
bejaratanal helyezkedett el, a switch I pedig a zseb legbelsé oldala. Ha a
két megkozelitést egyesitjiik, akkor a szubsztrat/ligandum kotés teljes
folyamatarol alkothatunk képet. Az a szerencse ért minket, hogy ezt meg is
tudtuk tenni. A Trp-129, Trp-113 és Trp-131 szenzorokkal azt lattuk, hogy
hogyan kozeliti meg a ligandum a zsebet egy bonyolult és gyors
mechanizmus révén, mig a Trp-239 révén azt lathatjuk, hogy hogyan
foglalja el a helyét a zsebben, amely folyamatok sokkal lassabbak is az
el6zoeknél. Raadasul a Trp-239 szenzor altal kiildott jelek arrodl is
informalnak minket, hogy a nukleotid kotés altal kivaltott informacidk
hogyan is terjedhetnek tovabb az enzim tovabbi funkcionalis régioi felé,
ezaltal miikodésbe hozva a rendszert.

Miel6tt ezen legutobbi kérdést boncolgatnam, térjiink egy pillanatra
vissza a ligandum kotés mechanizmusara. Sokrétli gyorskinetikai méréseket
végeztiink, hogy a nukleotid kotést jellemezziik a Trp-239 fluoreszcencia
valtozésan keresztiil. A mérések részleteibe itt nem bocsatkozom, mert igen
hosszura nyulna, és elvenné a helyet az utazdsaink mas, izgalmas
(legalabbis szamomra izgalmas) részleteit6l. Mindazonaltal, akit a mérések
részleteiben érdekelnek, megtalalhatja a (53) kozleményben és annak
kiegészitd (Supplementary) tanulmanyaban. Méréseinkbdl viszont nagyon
érdekes nukleotidk6td mechanizmus bontakozott ki, amelyeket nem lehetett
,lami” a Trp-129 szenzor révén. A mechanizmust a 3. séma irja le.

klsnfnrwa.rd
M MgADP . — _ *M MgADP

Mg AI;&\ lsn;mrs%

3. séma
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A kotozseb mindkét allapota képes nukleotidot kotni, azonban az
alacsony fluoreszcenciaja allapot (‘M) gyorsabban és erésebben koti azt,
mint az *M allapot. Miutan a viszonylag gyors nukleotid kotés megtortént,
a ™™ és *M kozotti egyensuly kialakul. Ez a mechanizmus a 21. abran
bemutatott stopped flow kisérletben a legszembedtlobb, ahol az MgADP-
vel tortént gyors Osszekeverés utdn eldszor fluoreszcencia csokkenés
torténik (mert foleg ™ koti az MgADP-t), majd a kotés utani
fluoreszcencia emelkedés a TM és *M kozotti egyensily kialakulasara utal.

Fluoreszcencia

0.00 0.02 004 0.06 0.08 010 012
Id6 {ms)

MgADP-vel stopped flowban. Az dsszekeverés holtideje 2 ms. A keverés utan az oldat
fluoreszcencijat kovettiik (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emissziés hullamhossz
340 nm (interferencia filter, 10 nm fényateresztdé ablak). Nagy MgADP
koncentracioknal a nukleotid kotés annyira gyorssa valik, hogy a fluoreszcencia
csokkenés nagy része elvész a mérés holtidejében.

A fenti kép azonban csak MgADP esetében lathato. MgATP-vel
valo Osszekeverés esetében csak egy fazisu fluoreszcencia csokkenést
latunk, ami azért torténik, mert ha a y-foszfat helyet elfoglaljuk, akkor a *M
allapot nem tud kialakulni.
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2.4.3.4 A Mg*" kétés mechanizmusa

Igen érdekes kép alakul ki, ha megvizsgaljuk a Mg®* kotését is. Azt

srcr

ezeket a valtozasokat a Trp-239 fluoreszcencidjan keresztiil tudjuk kdvetni
(22. abra).

5 apo

MgsBP

ADP

Fluoreszcencia
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22. abra A W239+ emisszios spektrumai MgADP és ADP allapotokban (gerjesztési
hullamhossz 295 nm). A Mg®" nélkiili ADP éllapot nem azonos a MgADP allapottal,
mert elobbi spektruma a vords tartomany felé tolodott a W239+ MgADP komplexéhez
képest.

Hasonlitsuk 6ssze a W239+.ADP komplex Mg*" kotésekor torténd
fluoreszcencia véltozast azzal, ami a W239+MgADP Mg”" elvesztésekor
torténik (23. abra).

Mg”" disszociaciokor csokkenést tapasztalunk, amely két, egy
gyors ¢és egy lasst fazisban torténik. Attdl a mintazattol 1ényegesen eltérot
lathatunk, ha a W239+.ADP komplex Mg>" kotését vizsgaljuk. Ebben az
esetben egy gyors emelkedést viszonylag lasst fluoreszcencia csokkenés
kovet.
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kotése W239+.ADP-hez 11°C-on. Mg®" disszociacio kisérlet: 2 uM W239+ és 1 mM
ADP 3 mM MgCl, jelenlétében dsszekevertik 5 mM EDTA és 1 mM ADP oldataval
stopped flowban. Mg®* kotés kisérlet: 2 uM W239+, 1 mM ADP és 3 mM EDTA oldatat
osszekevertiik 10 mM MgCl, és 1 mM ADP oldataval stopped flow-ban. Minden oldat
20mM Hepes pH 7,2-t, 40 mM NaCl-ot és 1 mM merkaptoetanolt is tartalmazott.

A legegyszeriibb modellt, amelyet ezekbdl és mas kisérletekbdl
Osszeallitottunk, a 4. séma foglalja Ossze.

kisu,fnrwa.rd
TM.MgADP «— _ *M.MgADP

iso,reverse

v\\
Mg2+ Mgz-i-
T MADP

4. séma

A sémaban a Mg®" nélkiili M.ADP allapotot "M szimb6élummal
jelolom. Ez a mechanizmus azt jelenti, hogy a Mg” megkétése és
disszociacidja a talnyomoérészt a *M dallapoton keresztiil torténik. Vagyis
Mg elvonasakor viszonylag gyorsan disszocial a Mg*™ a *M.MgADP
allapotrol, ami a gyors csokkend fazist eredményezi a stopped flow

51



kisérletben. Ezt kdvetden a lassu fazis annak eredménye, hogy a tovabbi
disszociacio sebességét, ami a "M.MgADP-r6] torténik, az "M.MgADP és a
*M.MgADP kozotti atalakulas sebessége kontrollalja. Megjegyzem, hogy
ez a megfigyelt sebességi allandé kisebb, mint a "M.MgADP=*M.MgADP
abran a hdmérsékletugrasos és a nyomasugrasos kisérletben lattunk (vagy a
21. abran a lassi emelked6 fazis MgADP kdotéskor). Ennek az az oka, hogy
az egyensuly relaxacidjakor a megfigyelt sebességi allando
kialakulé *M.MgADP allapotot rogton ,.elszivia” a Mg® disszociacios
folyamat. Ennek az a kovetkezménye, hogy a *M.MgADP populécio
mindig alacsony koncentracidban van jelen, ezért a 'M.MgADP
visszaalakuldsa elhanyagolhato, igy a megfigyelt sebességi allanddban a
Kiso reverse TésZaranya is elhanyagolhato, vagyis Kobs=Kiso forward-

Erdekes Osszehasonlitani a MgADP és a Mg®" Kkotés
mechanizmusat. Lathato, hogy a MgADP kotése inkdbb a "M switch 1
hurok allapotan keresztiik torténik, mig a Mg”™ pedig épp ellenkezéleg, a
*M keresztiili Gitvonalon zajlik. Ebbél az kovetkezik, hogy a Mg*" kotés és
a nukleotid kotés részben fiiggetleniil torténik, vagyis a nukleotid zsebben
elhelyezkedd Mg*" egyensulyi dinamikdja mas, mint a nukleotidé.
Elképzelhetd, hogy ennek komoly szerepe lehet az ATP hidrolizisének
mechanizmusaban,  esetleg  bizonyos  konformacidos  atmenetek
inicidciojaban. Ezek szadmomra nagyon érdekes kérdések, azonban
megvalaszolasukhoz vagy a kérdések megkozelitéséhez tovabbi, elsdsorban
szerkezeti kisérletek sziikségesek. Valdszintileg NMR vizsgalatok lennének
célravezetdéek. Sykes ¢és Schriver a hetvenes és nyolcvanas években
végeztek foszfor NMR méréseket a foszfit és a Mg®" egyensulyainak
vizsgalatara (54-56). Azonban abban az id6ben a miozin atomi szerkezete
¢és ezek a kinetikai adatok nem 4lltak rendelkezésiikre, ami nagymértékben
megnehezitette a kisérletek tervezését és interpretacioit. Néhany kérdésben
igen fontos és hosszu tavon is jelentds megallapitasokat tettek, azonban a
jelen kérdések megvalaszolasara kisérleteik nem voltak elegendok. Az uj
mechanizmusok ismeretében igen izgalmas lenne ujabb NMR kisérleteket
tervezni és elvégezni.
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2.4.3.5 A switch 1 egyensulyi konformacios allapotai hatarozzak
meg az aktinko6tés erdsségét

A nukleotid és a Mg*" kotés mechanizmusanak felderitése izgalmas
kaland volt, és érdekes eredményekre vezetett. Eredeti célkitlizésiink
azonban az volt, hogy a nukleotid kotés és az aktin kotés kapesoltsdganak
mechanizmusat deritsiik fel. Kiindulasi hipotézisiink, hogy az atomi
szerkezet alapjdn a nukleotidk6td régid €s az aktinkotd régido kozott
elhelyezkedd switch 1 hurok szabalyozza a nukleotid kotés és az aktin kotés
antagonizmusat. Tovabba arra voltunk kivancsiak, hogy hogyan lehet az,
krisztallografias Rontgen szerkezete gyakorlatilag megegyezik azokkal a
szerkezetekkel, amelyek a y-foszfat helyen foszfatot vagy annak analdgjat
tartalmazzak, az el6bbi allapot két nagysagrenddel erdsebben koti az aktint
az utdbbihoz képest. Mint fentebb jeleztem, maga a jelenség, vagyis az
aktin- és a nukleotid kotés antagonizmusa mar Szent-Gyorgyi Albert elsd
kisérletei ota ismert, €s ez a jelenség minden aktomiozin miikodési modell
alapja, mégsem ismerjiik a hatterét. Elére tudunk-e 1épni ebben a kérdésben,
ha a switch I hurok konformécios atmeneteit vizsgaljuk?

Foglaljuk 6ssze, hogy mit is tudtunk meg a fentebb bemutatott
kisérletekbdl. Kimutattuk, hogy nukleotidok mindségétol, illetve
jelenlététol fiiggden a switch I régidonak harom allapota van: apo (M),
nyitott (*M, magas fluoreszcenciaji) és zart ("M, alacsony fluoreszcenciajn)
allapotok. Ha a nukleotidkotd régio y-foszfat kotohelye foszfattal vagy
analogokkal betoltott, akkor a switch 1 zart allapotban van. Ugyanakkor
ADP jelenlétébenben a switch 1 zart és nyitott allapota egyenstulyban van
(az egyenstlyi allandé 20 °C-on K = 0,6). Ez meglepd eredmény, mert ha
feltételeznénk, hogy a switch 1 zart allapotaban nyitott (gyenge aktin kotés),
a switch I nyitott allapotaban pedig zart az aktink&to arok (erds aktin kotés),
akkor ADP jelenlétében az aktin kotés erdsségének valahol ,,féluton”
kellene lennie az ATP ¢és az apo (rigor) kozott. Azonban ez nem igy van,
jelen esetben az ADP komplexalt motor domén gyakorlatilag ugyanolyan
er6sen koti az aktint (Kd = 0,04 pM) mint a nukleotid-mentes (Kd = 0,03
uM), mig ATP-ben gyenge a kotés (Kd = 50 uM). Hogyan magyarazhato
ez a latszolagos ellentmondés?

Megvizsgéltuk, hogy hogyan valtozik a switch I konformdcidja
aktin jelenlétében. Elsé kérdés az volt, hogy a switch 1 konformacioja
valtozik-e aktin kotésre. Mivel aktin hozzaadasara 15% fluoreszcencia
emelkedést talaltunk stopped flow-ban (25. abra) (53), azt a valaszt
adhatjuk erre a kérdésre, hogy igen.

53



Ez 6nmagagaban is fontos eredmény, mert ez az elsd kisérlet,
amely egyértelmlien kimutatja, hogy aktin kotésre a switch régiokban
valtozas torténik. A megfigyelés jelentésége az, hogy szerkezeti és
funkcionalis magyarazatot ad arra a régdta ismert tényre, hogy az aktin és a
nukleotid (ATP) kotés antagonista jelenségek, vagyis nemcsak az ATP
csokkenti az aktin kotés erdsségét, hanem az aktin is gyengiti az ATP
koteést.

2.951 yszéras
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fén

Fluoreszcencia / fényszoéras

24. abra Az akto-W239+ komplex fényszorasanak és fluoreszcencia idébeli valtozasa
MgATPyS nukleotid analdggal torténd Osszekeverés utan. 2 uM W239+ és aktin
komplexét 100 mM MgATPyS-sel kevertiink dssze stopped flow-ban 20°C-on, majd a
fényszorast (gerjesztési és az emisszidos monokromator bedllitasa 297 nm), és a
fluoreszcencia emissziot (gerjesztés 297 nm, emisszido 340 nm (interferencia filter))
kovettiik idoben. A két jelvaltozas kdnnyebb Osszehasonlitasa érdekében a fényszoras
gOrbét a fluoreszcencia gorbéhez normalizaltuk. A fluoreszcencia valtozasra harom
fazis (Kobs fluort = 68 s, Kobs.fuorz = 4,3 s, Kobs.fluors = 0,10 s'), mig a fényszoras
valtozasra két fazis illeszthetd (Kops jight-scatt = 4,2 s, Kobs light-scaz = 0,11 s). J61 lathato,
hogy a fluoreszcencia valtozas jelentdsen megel6zi a fényszoras valtozast, majd a
lassu fazisok hasonld sebességgel zajlanak mindkét esetben. Ez arra utal, hogy a
hogy ATP esetében hasonld valtozas torténik, mint MgATPyS-sel, azonban azért
hasznaltuk mégis az utdbbit a demonstraciora és szamitasainkhoz, mert a MgATPyS
switch 1 konformacids atalakulas és az aktin disszocidcid — jobban szétvalaszthatd
egymastol.

Tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy aktin hozzdadasara mi torténik a
miozin.MgADP komplexben talalt switch 1 egyensullyal. Nyomdasugras,
hémérsékletugras és stopped flow kisérletekkel kimutattuk, hogy az aktin
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az egyensulyt gyakorlatilag teljes mértékben a magas fluoreszcenciaji,
nyitott switch I konformacio felé tolja el.

Elvégeztink egy olyan stopped flow kisérletet, amelyben az
aktomiozin komplexet ATP-vel, illetve ATPyS-sel disszocialtuk, és mind a
fluoreszcencia mind a fényszords valtozast kovettiik. Elobbi a switch 1
konformacios atalakuldsat, utdébbi az aktin disszocidciojat kovette
kozvetleniil (23. abra).

A kétfazisu fluoreszcencia csokkenés, amelynek elsé fazisa
megelézte a fényszords valtozast mig a masodik fazis a fényszérds azzal
egyszerre tortént, azt mutatta, hogy ATP-ben, illetve annak analogja, az
ATPyS jelenlétében az aktin kotdtt miozinban a switch 1 két konformacios
allapota egyensulyban van (K = 0,41), ahogy azt az 5. séma mutatja.

AFM + ATPyS

|

KAisoATPTS: 0,41
AMATPyS — A'M.ATPyS

A) A7

-

MLATPyS *M.ATPyS

5. séma

Mint fentebb emlitettem, aktin tavollétében ez az egyensuly
gyakorlatilag teljesen a zart konformécié felé tolodik el ezeknek a
nukleotidoknak (ATP, ATPyS) a jelenlétében.

A 25. abréan Osszefoglaltam a legfontosabb valtozasokat, amiket a Trp-239
szenzorral kovethetiink.
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25. abra Stopped flow kisérletek kiilonboz6 reaktansok Osszekeverése utan,
amelyekben a Trp-239 fluoreszcencia emisszidjat kovettilk idében. Az egyes gorbék
mellett jeleztem, hogy mely reaktansokat kevertiik Ossze a reakcid inditasakor. A
kezdeti és végallapotok fluoreszcencia intenzitasai jol mutatjak, hogy a switch I hurok
két konformacios allapota kozott milyenek az egyensulyi viszonyok aktin jelenlétében
¢és tavollétében, illetve kiilonbozé nukleotidokban. Fontos megjegyezni, hogy apo
allapotban aktin tavollétében a fent emlitett két allapottdl eltérd allapotban van a
switch 1 1égio.

Jol lathato, hogy az aktin a magas fluoreszcenciaju allapot felé tolja
el az egyensulyt, mig az el6z6 kisérletekbol tudjuk, hogy az ATP éppen
ellenkezdleg, az alacsony fluoreszcenciaju allapot felé huzza a rendszert.

Ezekbdl az eredményekbdl egy olyan modellt tudtunk felallitani,
amely megmagyarazta azt, hogy a nukleotid mindsége (ATP vagy ADP)
hogyan hatarozza meg az aktin kotés erdsségét. Ezt a modellt az alabbi
termodinamikai sémaban mutatom be (6. séma):
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6. séma Az aktomiozin kotés termodinamikai modellje ADP kotott és ATP kotott
allapotokban. A sziirkével jelzett populaciok dominans koncentracioban vannak jelen
egyenstlyban, illetve steady state-ben. M: nyitott switch I konformacioban 1évo
miozin; M: zart switch 1 konformacioban 1évé miozin.

Ebben a sémaban azt a feltételezést tettilk a krisztallografiai
adatokra alapozva, hogy a zart switch 1 gyengén, a nyitott switch I miozin
er0sen koti a miozint. Ha a miozin ATP-t kot, akkor switch 1
konformdacidja nagyrészt zart allapotban van. Ha a miozin.ATP komplex
aktint kot, akkor a switch 1 régio két allapotot vesz fel, amelyek
egyensulyban vannak egymassal. Ebbdl az kovetkezik, hogy a négy
populacio koziil a miozin switch 1 zart allapot a dominans, tehat ATP-ben
az aktin Osszességében gyengén kotddik a miozinhoz. Ezzel ellentétben
ADP jelenlétében a switch 1 két allapota egyenstlyban van egymassal,
amely egyensulyt az aktin nagyrészt a nyitott switch I populacio felé tolja
el. A termodinamikai ,,box” kovetkezménye az, hogy a dominans populécio
az aktin.miozin-switch I nyitott allapot, tehat 6sszességében az aktin erésen
kotddik a miozinhoz. Ezzel a modellel tobbek kozott azt is
megmagyarazhatjuk, miért lathaté a krisztallografiai szerkezetekben az
miozin.ADP komplex zart switch I konformdcidban. Mivel az egyenstlyi
allando alapjan a zart allapot kétszer nagyobb aranyban van jelen, mint a
nyitott, ezért az a populacido nagyobb eséllyel kristalyosodik. Hasonlo
jelenséget tapasztalhattunk a switch 2 régioval kapcsolatban is, amikor
ADP.BeF; nukleotid anal6ggal komplexalva kristalyositottdk a miozint és
évekig csak az egyik allapotot sikeriilt csak kristalyositani. Mindazonaltal
az utobbi néhany évben sikeriilt miozin V konstrukciét ADP jelenlétében
nyitott switch I régioval kristalyositani (1W7I) (23,24;57;58). S6t, néhany
hénappal ezeldtt jelent meg az a publikacio, amelyben Loligo sp. Miozin
S1-et kristalyositottak, amelyben ugyancsak nyitott switch 1 lathato (59).
Tovabbi fontos megfigyelés, hogy az eddigi kristilyszerkezetekben a
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nyitott switch I hurok a zart aktinkoté arokkal, mig a zart switch I a nyitott
aktinkotd arokkal jart egyiitt. A mi eddigi kisérleteink sem mondanak
annak ellent, hogy a két régio egyiitt mozoghat, igy a switch 1 iranyitasa
alatt all az aktink6tdé 4arok mozgasa, amely jelentds mértékben
meghatarozza az aktin kotés er6sségét.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a switch I nyitott és zart
allapotainak egyensulyi allandoja meghatarozza az aktin kotés erdsségét.
Valosziniileg a kiilonb6zé miozinok esetében pontosan ez az egyensuly
hatdrozza meg azt, hogy az aktin kotés erdssége mennyire kiilonb6zé ATP
és ADP jelenlétében. Tovabba szamos kisérletet végeztek a G-fehérjék
nucleotide  exchange  factors) partner molekula  kotédésének
karakterizalasara. Roger Goody mar évekkel ezel6tt felvetette a két
jelenség kozotti osszefiiggést (11, 12). Eredményeink és a korabbi G-fehérje
kutatasok fényében azt valoszinisitjiik, hogy ebben az enzim csaladban is a
fent leirt mechanizmus irdnyitja a nukleotid és a partner fehérje
kotodésének erdsségét. A mechanizmus feltarasanak jelentdsége a G-
fehérjékben az, hogy ezaltal specifikusabban, erre a jelenségre alapozva
tervezhetiink olyan kisérleteket, amelyek a sejtbeni jelatviteli folyamatokat
specifikusan befolyasoljak.
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2.4.4 Negyedik allomas: A switch 2 hurok mozgdsai

Egyiitt mozog-e a switch 2 hurok az
er6karral? A switch 2 mozgatja az
erdkart? Van-e kolcsonhatas a switch
1 és a switch 2 hurok kozott?

Az atomi felbontasu szerkezetek azt sugalljak, hogy hasonléan a G-
fehérjékhez a switch 2 hurok allapotai meghatarozhatjdk az erdkar
mozgasat a relé és a konverter région keresztiil. Holmes és Geeves tobb
elemzésiikben (9;43;44) is azt feltételezték, hogy a switch 2 kis
elmozdulasa amplifikalodik a relé majd a konverter régioban, és ez a
mozgas hozza létre végsé soron a kb. 10 nm-es erdkar elmozdulast. Az
atomi szerkezetek valoban azt mutatjdk, hogy ADP, AMPPNP valamint
ADPBeF, miozin komplexekben a switch 2 t.n. nyitott allapotban van, mig
ADPVO,; ¢és ADPAIF, miozin komplexekben zart allapotd. A
kristalyszerkezetek alapjan az utobbi esetben a 459-es és a 238-as aminosav
oldalldncok kozott sohid alakulhat ki, ami nyitott allapotban felbomlik.

Mindezek az adatok és megfontolasok arra sarkaltak minket, hogy
valamilyen mddon vizsgaljuk a switch 2 mozgésat miikodés kdzben is. A
switch 2 hurokban két fenilalanin oldallanc taldlhat6, és ugy gondoltuk,
hogy ezek triptofanra torténd cseréje okozhatja a legkisebb funcionalis
beavatkozast. Tehat a fluoreszcens triptofan szenzorokat a 458-as és a 461-
es pozicioban helyeztiik el a triptofinmentes konstrukcioban, hasonldéan a
W238+ és a W242+ konstrukciokhoz.
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»fel” allapot (zart switch2)

Sohid a switch 1 (R238) és
a switch2 (E459) kdzdtt
Jfel” allapothan

26. abra A F458 és a F461 aminosavak elhelyezkedése a switch 2 hurokban. A motor
domén relé régidjat és a switch I valamint switch 2 régidkat is feltintettem. Kékkel a
,le” allapot, z6lddel a ,,fel” allapot szerkezetét jeldltem.

A 458-as pozicié mutacidja kockazatosabb vallalkozdsnak tiint, mert ebben
a pozicidban minden miozinban fenilalanin taldlhato. A 461-es a switch 2
hurok utols6 aminosava, és azért lehet érdekes, mert &tmenetet hozhat 1étre
a switch 2 hurok és a relé régidé mozgasai kdzott.

és még egy olyan viszonylag enyhe mutacids beavatkozas is jelentdsen
csokkentette az ATPaz ciklus sebességét, mint a fenilalanin-triptofan csere.
A steady state aktivitas tizedére csokkent (0,005 s™), ugyanakkor érdekes,
hogy a quench flow-ban mérheté foszfat ,burst” megmaradt, a ,burst”
amplitidoja 55%, ami nagyobb érték, mint a vad tipusé (20-30%). A
,burst” fazis sebességi konstansa nagyon lass, 0,02 s™'. Azontdl, hogy nem
voltunk boldogok, hogy a mutdci6 igy elrontotta az enzimiinket, két
kovetkeztetést azért levonhatunk. 1. Mivel jelentds foszfat ,burst” fazis
detektaltunk, ezért nagy valosziniiséggel az ATPaz ciklus alapvetd
mechanizmusa, amit a Bagshaw-Trentham séméval (1. séma) irhatunk le,
nem valtozott a mutacio hatasara 2. Ugyanakkor a 458-as pozicidé enyhe
perturbaciéja is  jelentésen  befolyasolja az  ATPaz  ciklus
sebességmeghatarozd 1épését. Ekkor még azt hittik, hogy a
sebességmeghatarozd 1€pés a foszfat felszabadulas, ezért annak idején
érdekes elméleteket gyartottunk a ,,back door” mechanizmussal
Osszefliggésben. Ebben az idoben a tudoményos tarsadalom ugy gondolta a,
hogy a foszfat a miozin motor domén ellenkez6 oldalan tdvozik, mint ahol
a nukleotid belép (back door). Mivel ezen az oldalon nincs jol lathato
kijarat, ezért ugy gondoltdk, hogy valamilyen ,lélegzés” folytan a ,.back
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door’-nal néha kinyilik az ajt6. Mivel az ajtonyilas ritka esemény (olyan
ritka, hogy nem is lattuk még — tehat ritkabb, mint a fehér hollo), ez az oka,
hogy a foszfat felszabadulas a sebességmeghatarozo 1épés. Mar itt
elorevetitem, hogy ez az egyik kérdés, amiben a legutobbi idOben
alapvetden 1j modellt allitottunk fel, amelyet a dolgozat és az utazas vége
felé fog megtalalni az Olvaso.

A W461+ konstrukcid steady state ATPaz aktivitasa nem valtozott
a vad tipuséhoz képest (0,04 s, sebességi konstansa 30 s), tovabba foszfat
,burst’-0t is sikeriilt kimérniink. A ,,burst” amplitidoja valamivel kisebb
volt, mint a vad tipusé, de mindenképpen szignifikdns (7%) (sebességi
konstansa 15 s™), ami arra utal, hogy az ATPaz alapvetd mechanizmusat
nem valtoztatta meg a mutacio.

2.4.4.1 A W461+ és a W458+ fluoreszcencia valtozasa nukleotidok
hatasara

Az alapvetd karakterizalasok utdn nézziik meg, hogy valtozik-e a
triptofan szenzorok fluoreszcenciaja nukleotid kotésre.
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27. abra A W461+ és a W459+ fluoreszcencia emisszids spektrumai kiilonbozo
nukleotidok jelenlétében (gerjesztési hullamhossz 295 nm).

A 27. 4bran bemutatom a két konstrukcid fluoreszcencia emisszios
spektrumait. A W458+ fluoreszcencia ATP ¢és ADP kotésre is
szignifikansan csokken, azonban a csokkenés mértéke csak 9% , illetve 5%.
Ennél joval nagyobb valtozast tapasztaltunk a W461+ esetében. ADP
hozzadadasara 23% csokkenést tapasztaltunk, mig ATP esetében még
nagyobb, 35% csokkenést kaptunk. A W461+. AMPPNP komplex
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fluoreszcenciaja alig volt magasabb az ATP jelenlétében mérttdl. Annak
ellenére, hogy a kiilonbség szignifikans volt, azonban

nem volt elegendd ahhoz, hogy pontos méréseket tudjunk végezni a kétféle
allapot kiilonbségének karakterizalasara.

A fluoreszcencia emissziok homérsékletfiiggése informaciot
szolgaltathat arrél, hogy mely nukleotid jelenlétében van a switch 2
tulnyomorészt egyetlen allapotban, illetve van-e olyan nukleotid allapot,
amelyben a switch 2 legalabb két allapota egyensulyban van. Kicsit
meglepddve tapasztaltuk, hogy nukleotid tavollétében, illetve ATP
jelenlétében egyetlen allapot jelenlétére utal a hémérsékletfiiggés (vagy
esetleg olyan egyensuly van, ami nem homérsékletfiiggo).

Fluoreszcencia

Hémérseéklet ("C)

28. abra A W461+ fluoreszcencia intenzitdsanak homérsékletfiiggése apo és ADP
allapotban, valamint ATP jelenlétében.

Ugyanakkor ADP jelenlétében hasonld lefutdst tapasztaltunk, mint a
W239+ esetében. Ez mindenképp meglepd és uj fordulat, mert eddig azt
gondoltak, hogy a switch 1 és a switch 2 régiok egymastol fiiggetleniil
mozognak. Itt viszont ugy tlnik, hogy a switch I mozgésait valamilyen
mértékben érzékeli a switch 2.
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2.4.4.2 A switch 2 konformacids atmenetei

Mindazonaltal tovabbra is fontos kérdés, hogy a Trp-461
segitségével tudjuk-e detektalni a switch 2 azon konformacios atalakulasat,
amit az atomi szerkezetek alapjan feltételeztiink. Vagyis tudjuk-e kovetni a
switch 2 nyitott zart &tmenetét, amely az er6kar mozgéasakor johet 1étre. Ez
a mozgas a feltételezések szerint a Bagshaw-Trentham séma (1. séma)
alapjan a 3. 1épés, amikor az erdkar ,felhtizasa” torténik (nyitott-zart
dtmenet) a hidrolizissel egyidoben, valamint a 4. I1épésben, a
munkaiitemben (zart-nyitott atmenet). Mindkét 1épés tanulmanyozasa
nehézkes lehet, mert a 3. 1épés vagy a hidrolizissel egyiitt jon 1étre, vagy
azzal szorosan kapcsoltan, mig a 4. 1épést eleddig nem sikeriilt senkinek
sem a foszfat felszabadulastol elkiilonitetten detektalni. Eppen ezért még az
is kérdés wvolt, hogy a munkaiitem kiilonallo lépés-e a
foszfatfelszabadulastol. Mindezen kérdésekre az utobbi id6kben sikeriilt
valaszt adnunk, amiket a kovetkez6 fejezetekben leirok, azonban a W461+
vizsgalatakor ezek még megvalaszolatlan kérdések voltak.

Két lehetdségiink volt abban az id6ben, hogy teszteljiikk, vajon a
switch 2 érzékeli-e a nyitott zart &tmenetet, pontosabban, ha valéban 1étezik,
akkor tudjuk-e detektalni. Az egyik, ha olyan nukleotid analdgot,
AMPPNP-t adunk az enzimhez, aminek jelenlétében a feltételezések szerint
a nyitott zart egyensuly kialakul, és az egyensulyt vizsgaljuk. Sajnos a
fluoreszcencia hoémérsékletfiiggésének kisérlete AMPPNP-ben
tulnyomorészt egyetlen allapot jelenlétére utal, ami vagy azt jelenti, hogy
nincs nyitott-zart egyensuly vagy azt, hogy a mutacid ezt az egyensulyt
annyira eltolja, hogy azt mar ebben a hdmérséklettartomanyban nem lehet
jelentésen perturbalni. A masik lehetdség az, ha megnézziik, hogyan
valtozik a fluoreszcencia, ha a W461+-t stopped flow-ban Osszekeverjiik
ATP-vel. Vad tipusti enzimben Bagshaw és Trentham azt a kovetkeztetést
vonta le, hogy az erékar felhuzasakor bekdvetkezd nagy konformacios
atalakulds a nukleotidkotés utan kozvetleniil, a hidrolizis 1épéssel
egyiddben torténik, amelynek sebességi allandoja nyul vazizomban kb. 100
s (28;29) (ez a 1épés Dictyostelium miozin esetében kb. 30 s™ (33,60-62)).
Tehat, ha az ATP hozzaadasara a nukleotid kotés utan tapasztalunk egy
elsdrendil, hasonld sebességi allandoju lépést a Trp-461 fluoreszcencidjan
keresztiil, az jo jelzés lehet arrra vonatkozoan, hogy a switch I-ben
konformacidatalakulas torténik, ami pedig per definitio a nyitott-zart
atmenet. Megjegyzem, hogy a Trp-239 ¢és a Trp-242 fluoreszcencia
valtozésai semmi jelét nem mutatjak egy hasonlo 1épés meglétének.
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A 29. A. é4brén lathato a W461+ és nagy mennyiségi ATP
osszekeverése utan mért fluoreszcencia valtozas.
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29. abra Stopped flow kisérlet, amelyben a W461+-t kiilonboz6 koncentracidji ATP-vel

kevertiik 6ssze, majd a fluoreszcencia intenzitast kovettiik (gerjesztési hullamhossz 297
nm, emisszid: 340 nm (interferencia filter)). A). 5 uM W461+-t kevertiink 750 uM ATP-
vel. A detektalt gorbére két exponencialist illesztettiink, amely alapjan a gyors fazis
sebességi allandoja 570 s, a lassué 20 s, A lasst fazis amplitadojanak ardnya a teljes
jelvaltozashoz 14 %. B) A lassu és a gyors fazis sebességi allandoi az ATP koncentracio
fuggvényében. 100 pM ATP koncentracié alatti tartomanyban csak egy fazisu
exponencialisokat illesztettink a mért gorbékre. A gyors fazisok sebességi
konstansainak ATP koncentrcié fliggésére illesztett egyenes meredeksége: 0,74 pM's™.
C). A lassu fazisok amplitiddinak aranya a teljes jelvaltozashoz képest.

Alacsony ATP koncentracioknal csak egy fazisu valtozast lattunk, de 100
uM ATP koncentraciotol kezdoddden hatarozottan megjelent egy kb 15%-os
amplitudoju lassu fazis is. Az ATP koncentracidjdnak fiiggvényében a
gyors fazis sebességi d4llandoja folyamatosan emelkedett a mért
koncentracidtartomanyban, €s egy masodrendii kotési reakcid képét mutatta.
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A kotés sebességi allandoja koriilbelill megegyezik a vad tipusu enzim
kotési sebességi allandojaval. A lasst fazis sebességi allandoja 20 s™,
amely gyakorlatilag ugyanakkora, mint a quench flow-val mért ,burst”
fazis sebességi allanddja (15 s™', lasd fentebb). Az eltérés a két modszer
kiilonb6zdségébdl eredhet, mivel mindkét esetben viszonylag kis
jelvaltozasbdl kellett meghatdrozni a sebességi paramétert, és ez némi
bizonytalansagot okozhat a paraméter pontossdgaban. Nagyon fontos
megjegyezni, hogy hasonlé stopped flow kisérletben, amikor a W461+-t
ADP-vel kevertiik 0ssze, a vizsgalt teljes ADP koncentracié tartomanyban
egyetlen fazisu fluoreszcencia valtozas gorbét kaptunk. Ezt azért fontos
megallapitani, mert az ADP kisérlet bizonyos szempontbol kontroll
kisérlete az ATP-vel tOrtén0 Kkisérletnek, hiszen ADP hatasara
természetesen nem is varunk nyitott zart konformacios atmenetet a switch 2
régioban. Tehat az ATP és az ADP kotéskor a W461+ ebben a tekintetben
kiilonbozéképpen viselkedik. Osszességében megallapithatjuk, hogy a Trp-
461 érzéekeli a hidrolizis 1épéshez kapcsolt nagy konformaciod valtozast,
vagyis a switch 2 hurok nagy valdszinliséggel atmegy a nyitott zart
konforméacios atmeneten az ATPaz ciklus folyaman. Ez megerdsitése a
szerkezetekbdl levont kovetkeztéseknek. Ugyanakkor igen meglepd, hogy a
switch 2-nek ADP jelenlétében is van két allapota, hasonléan a switch I-
hez képest. Ez a jelenség megvaldosulhat a mar fentebb emlitett, a switch I-
et és a switch 2-t 6sszekoto, a 238-as és 459-as aminosavak kozo6tti sdhidon
keresztiil. Annak a fényében azonban, hogy nyitott switch 2
konforméacidban a kristalyszerkezetek alapjan nincs sohid, mar meglepd. Itt
elérevetitem, hogy mostanaban kimutattuk, hogy a sohid felbomlasa
elképzelhetd, hogy kristalyositasi vagy szerkezet-meghatdrozasi miitermék,
és molekula dinamikai szimulacidink azt mutatjak, hogy a sohid a ciklus
teljes egésze alatt fennmarad, csak konformdacidja alakul at a nyitott zart
atmenet folyamén. Ez az eredmény megmagyardzhatja, hogy a switch I-ben
torténd konformacios atalakulasok atterjedhetnek a switch 2-re is. Ennek
szerkezeti hattere azonban még felderitésre var.

Mindazonaltal, ha a switch 2 is érzékeli a switch I-ben létrejovo
konformacios atmenetet, akkor jogos elvaras, hogy a switch 2 — a switch 1-
hez hasonléan — valamilyen mértékben érzékelje az aktin kotése altal
kivaltott szerkezeti atalakulést (az aktin arok zarodasat és a switch 1 zart-
nyitott d&tmenetét). Stopped flow kisérleteket végeztiink, amelyben a Trp-
461-en keresztiil probaltuk detektalni az aktin hatasat a switch 2-re (6).
Mivel az aktinkdtéskor az oldat fényszorasa jelentésen valtozik, ezért az
ateresztd tartomanyon kiviil igen kis transzmittanciaji, és gyakorlatilag
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nem fluoreszkalé interferenciasziirét hasznaltunk az emissziés oldalon®.
Ezek a mérések egyértelmlien azt mutattdk, hogy az aktin kotddése
megvaltoztatja a switch 2 konformacigjat, valoszintleg hasonld6 modon,
mint ahogy az a switch I esetében torténik. ATP hozzaadasara az akto-
W461+ fluoreszcenciaja két fazisban csokken, parhuzamosan a fényszoras
csokkenéssel. A méréseket még nem végeztik el ATPyS-sel, ami
lelassitana az aktin disszociaciojat, €és igy hasonldoan a switch 1
méréseinkhez itt is lathatnank, hogy az aktin disszocidcidjat megel6zi-e egy
eléegyensuly.

Osszefoglaloan megéllapithatjuk, hogy a switch I hurok nyitott-
zart konformacids atmenete megtorténik az ATP kotodése utan. Meglepd
modon azonban nemcsak ez a konformécios atmenet térténik meg, hanem
ezen tilmenden azok a valtozasok is megtorténnek, mint amik a switch I-
ben ADP és aktin kotéskor.

% Hasznos gyakorlati megfigyelés lehet az Olvaso szamara, ha fluoreszcencia méréseket akar
végezni, hogy a ,kozonségesen” hasznalt fénysziir6k fluoreszcencidja igen jelentds. Ez
kiilondsen akkor okoz zavart, ha FRET mérést végziink vagy az oldat fényszoréasa valtozik a
mérés alatt. Ezekben az esetekben a fényszlrd fluoreszcencidjan keresztiill mitermék
fluoreszcencia valtozast detektalhatunk. Ennek lehetdségét konnyen ellendrizhetjiik, ha a
mérést megismételjiik ugy, hogy az emisszios oldalon 1évé filtert a fénydetektorhoz képest
kozelebb vagy tavolabb helyezziik el. Ha a jelintenzitds megvaltozik, akkor gyanakodhatunk
a filter magas fluoreszcencijara.
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2.4.5 Otédik dllomds: Az ATP hidrolizise és a relé/konverter
mozgdsa

A Bagshaw-Trentham és a Lymn-
Taylor modell szerint az ATP
hidrolizise egyidOben torténik a
miozin fejben 1étrejovo konformacid
valtozassal, ami a miozin erékarjanak
felhizasat” eredményezi. Kérdés,
hogy ezek az események valoban egy
Iépésben torténnek-e, illetve a
hidrolizis hogyan hozza 1étre (ha egy
1épésben torténnek), vagy
befolyasolja (ha kiilon 1épésben) a
konforméci6 valtozast.

Be kell vallanom, hogy torténetileg ez volt az egyik elsé kérdésiink
abban a kutatassorozatban, amelyben a miozin motor domén mukodését,
illetve a funkcionalis régiok kozotti kommunikaciés mechanizmusokat
vizsgaltuk. Ennek az az oka, hogy a Bagshaw-Trentham séma felallitdsakor
azon stopped flow adatokra tdmaszkodtak, amelyeket a nyul vazizom
miozin fej (S1 fragmentum) triptofan fluoreszcencia valtozasanak
kovetésével mértek (28,29). Ezek az alapvetd kinetikai eredmények és
modellek mar a hetvenes évek oOta ismertek, azonban nem tudtik, hogy a
fluoreszcencia valtozasért mely triptofan, illetve triptofanok a feleldsek.
Ennek eldontésére természetes triptofanokat tartalmazo, illetve triptofan
deléciés mutdnsokat kellett tervezniink. Ertelemszeriien arra voltunk
kivancsiak elsé 1épésben, hogy melyik az a triptofan vagy triptofanok,
amely(ek) fluoreszcencia valtozasat Bagshaw ¢és Trentham kovette
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kisérleteikben. Elsddleges gyanusitottak a relé régioban talalhaté Trp-510
(nyul miozin vazizom szekvencia), amelynek konzervativ homoldgja a Trp-
501 a Dictyostelium miozin Il-ben. Ezen tilmenden a nukleotidkdté hely
bejaratanal elhelyezkedd Trp-131 és Trp-113 aminosavak, amely
poziciokban, illetve kornyékiikon a Dictyostelium miozinban nincs
triptofan. Ezen utobbi pozicidk nagyban segitettek azoknak a Dictyostelium
motor domén konstrukcioknak megtervezésében, amelyekkel a nukleotid
kotés mechanizmusat tartuk fel (2.4.1).

A nyul miozin S1 triptofan fluoreszcencidjanak vizsgalata és az
abbol megalkotott kinetikai séma igen nagy hatasu volt a publikéciot
kovetd évtizedekben. Mivel azonban az intenzitds valtozas ATP
hozzaadasara a nem valtozé 5 triptofan miatt csak 15%, raadasul a jel
kevert, mert — mint latni fogjuk hamarosan — egyrészrol a Trp-510 ¢és a
nukleotidk6td hely bejaratanal elhelyezkedd triptofanok kiilonbozo
folyamatok révén hoztak létre a jelvaltozasokat, ezért a helyi konformacio
valtozasokrol részletes informaciot nem lehetett nyerni. Ezek a helyi
konformécio valtozasok ugyanakkor igen fontosak lehetnek a miozin motor
domén mitkddésében, hiszen a kristalyszerkezeti eredmények a kilencvenes
évek elejétdl fogva vilagosan mutattak, hogy példaul a relé régioban torténd
atalakulasok kulcsfontossaguak az erékar felhtizasdban és lecsapddasaban
(lasd 4. abra és 26. abra).

A triptofanmentes Dictyostelium miozin motor domén ’ (W-
konstrukcio) mellett elkészitettiik azt a mutanst, amelybe visszahelyeztiik a
nativan is megtalalhatdo Trp-501-et (W501+ konstrukcio), valamint azt a
mutanst, amelyben a vad tipust motor doménban minddssze a Trp-501-et
cseréltiik fenilalaninra (W501- konstrukci6). A 30. abra bemutatja, hogyan
valtoznak az egyes konstrukciok fluoreszcencia emisszids spektrumai ATP
hozzaadésara.

" A triptofanmentes konstrukcioban a négy nativ triptofan mindegyikét fenilalaninra
cseréltiik.
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30. abra A vad tipusu Dictyostelium miozin motor domén és annak triptofan mutans
konstrukcidinak fluoreszcencia emisszids spektrumai (gerjesztési hullamhossz 295 nm)
ATP jelenlétében (szaggatott vonal) és tavollétében (folyamatos vonal).

A triptofanmentes motor domén (W-) emisszidja elhanyagolhato
azokéhoz képest, amelyek tartalmaznak triptofant. A W501- fluoreszcencia
valtozasa ATP hozzéadasara elhanyagolhatd, amely még szemléletesebben
lathatd a stopped flow eredmények Osszehasonlitasakor (31. abra). A
W501+ fluoreszcencia valtozasa a legnagyobb, mivel a hattér triptofanokat
ezen koriilmények kozott elhanyagolhatéoan fluoreszkald fenilalaninokra
cseréltiik.

Ezek az eldkisérletek meggydztek minket arrdl, hogy a nativ
triptofanok koziil a Trp-501 fluoreszcencija valtozik, raadasul abban a
nagy szerencsében volt résziink, hogy ez a valtozas igen nagy mértékd,
ezért j6 esélylink volt arra, hogy a relé régioban torténd valtozasokat nagy
pontossaggal, alaposan feltarhassuk.
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31. abra A W501- és a W501+ fluoreszcencia intenzitas valtozasa stopped flowban
(gerjesztés 297 nm, emisszids filter GB320/UG11). 2 uM enzimet 5 uM ATP-vel
kertlink Gssze a stopped flow-ban. A fluoreszcencia emelkedést csokkenés koveti amint
az Osszes ATP elhidrolizalt, és a gyengén kotddo foszfat felszabadult. A végallapotban
az enzim az ADP kotés erdsségének (Kq=5 uM) és az ADP koncentracionak megfeleld
aranyban ADP kotott €s szabad allapotban van.

A nagy lehetOség (értsd: nagy fluoreszcencia valtozas) birtokaban
elsdként vizsgaltuk meg, hogy aktin tavollétében mely nukleotidokra és
hogyan érzékeny a Trp-501. Ezutan pedig azt is tanulmanyoztuk, hogy a
kiilonb6z6 enzimatikus allapotok fluoreszcencidja milyen fluoreszcencia
allapotokbdl tevodik Ossze. Végiil az enzimatikus allapotok atmeneteinek
karakterizalasa kovetkezett. A munka izgalmat ndvelte, hogy ezeket a
kérdéseket egyidében harom jelentds kutatdcsoport vizsgalta (33;63,64).
Igen szerencsésnek mondhatjuk magunkat, hogy a bizonyitd ereji
kisérleteket nekiink sikeriilt elséként publikalnunk (33,635).

2.4.5.1 A W501+ fluoreszcencia tulajdonséagai

A W501+ konstrukcido 80% fluoreszcencia emelkedést mutatott
ATP ¢és 20% csokkenést ADP hozzdadasara (32. abra). A koztes
fluoreszcenciaju apo allapot nem a magas és az alacsony fluoreszcenciaju
allapotok keveréke, mert mind az ATP mind az ADP jelenlétében mért
emisszios spektrumok a révidebb hullamhossz tartomany felé tolodtak az
apo éallapot spektruméhoz képest. A W501+ konstrukcié fluoreszcencia
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tulajdonsagait részletesen is tanulmanyoztuk fluoreszcencia életido,
anizotropia és anizotropia lecsengés modszerekkel, amelyek eredményei a
fiiggelékben megtalalhatok. Jelen eszmefuttatds szempontjabol a
leglényegesebb kovetkeztetése ezeknek a kisérleteknek, hogy az Osszes
nukleotid allapotban triptofan életidejének id6tartoméanydhoz viszonyitva
kis mobilitasti a Trp-501 oldallanc.

Fluoreszcencia

300 320 340 360 380 400
" hullamhossz (nm)

32. abra A W501+ fluoreszcencia emisszids spektrumai nukleotid tavollétében, ADP,
illetve ATP jelenlétében, valamint ADP.ALF, nukleotid analoggal komplexben.

Kiilonb6zé nukleotid analégokkal komplexaltuk a WS501+-t.
ADP.ALF, és ADPVO, analdogokkal magas fluoreszcenciaju allapotot
kaptunk, mig AMPPNP-vel, ADPBeFx-szel, ¢s ATPyS nukleotidokkal
koztes fluoreszcencia értékeket kaptunk. ATP jelenlétében a fluoreszcencia
majdnem elérte az ADPAIF,, illetve az ADPVO, komplexek értékét, de
mindig alatta maradt 3-10%-kal. A fluoreszcencia valtozasok
hémérsekletfiiggésének meghatarozasaval arra voltunk kivancsiak, hogy
ezekben a formakban az enzim egy vagy tobb allapotok kozott dinamikus
egyensulyban van-e (33. abra).
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33. abra A W501+ fluoreszcencia intenzitasanak homérsékletfiiggése kiilonb6zo
nukleotidok ¢és nukleotid analdgok jelenlétében (gerjesztési hullamhossz 295 nm). A
W501+.ADPVO, fluoreszcencidja gyakorlatilag megegyezik a WS501+ ALF -ével. A
legfels6 (m) szimbolummal jelolt gorbe a WS501+. ADPAIF,-nek a magas
homérsékleteken mért fluoreszcenciaibol az alacsonyabb hémérsékletek felé extrapolalt
pontsorozat. Ez a pontsorozat, valamint az apo és az W501+. ADP gorbék parhuzamosak
a NATA (N-acetil triptofan amid) fluoreszcenciajanak hdmérsékletfliiggésével.

Az abrabol szépen kirajzolodik az a kép, hogy ADP és apo
allapotokban egyetlen allapot valdszinii. Ugyancsak — els6sorban magas
hémérsékleteken — ADPALF, és ADPVO, komplexekben is egyetlen
allapot van. Tehat nukleotid kotott allapotban megkiilonboztetiink egy
alacsony ¢€s egy magas fluoreszcencidju allapotot, amelyeket az atomi
kristalyszerkezetek alapjan a switch 2 nyitott (ADP allapot pdb: IMMA) és
zart (ADPAIF, és ADPVO, komplexek pdb: 1IMND és 1VOM)
allapotokhoz kothetjiik. Mivel azonban kisérleteink arra utalnak, hogy a
switch 2-nek esetleg tobb allapota is lehetséges, illetve lehet, hogy a switch
2 és a relé mozgasai szétkapcsolhatok, ezért az erdkar allasai alapjan a
magas fluoreszcencia allapotot a ,fel” (lever arm up), az alacsony
floreszcencia allapotot ,le” (lever arm down) allapotokkal fogom
azonositani.
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2.4.52 A W501+ magas ¢és alacsony fluoreszcenciaju allapotok
egyensulyanak jellemzése

Az éllapotok kozotti  atmeneteket megvizsgaltuk kinetikai
moédszerekkel, hogy megallapithassuk, azok valdban levezethetok
minddssze két allapot atmeneteként. Az egyenstlyok jellemzésére a
perturbacios technikak kivaléan alkalmasak, mint ahogy ezeket
alkalmaztuk a W239+ egyenstlyainak karakterizaldsara is (lasd 2.4.3.2.
fejezet). Az AMPPNP ¢és az  ADP.BeF, enzimkomplexek
hémérsékletfiiggései alapjan adodott a lehetdség, hogy a hdmérsékletugras
modszerét hasznaljuk (65).
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34. .abra A W501+ egyensulyainak jellemzése homérsékletugras modszerrel 20 °C-on.
A 100 ps alatt torténd kb 5 °C-os hémérsékletugras utan a fluoreszcencia valtozast
kovettiik (gerjesztés 295 nm, az emisszids oldalon 340 nm-es interferencia filtert
alkalmaztunk). A koriilmények ugyanazok, mint a 20. abraban leirtaknal. (NATA: N-
acetil triptofan amid)

A 34. 4abran lathatdo, hogy hoémérsékletugrassal a rendszer
perturbdlhaté AMPPNP és ADP.BeF, nukleotidokkal komplexalt W501+
esetében, mig nukleotid-mentes formaban ¢és ADP jelenlétében a
hémérsékletugras utdn nem torténik fluoreszcencia valtozas. A mért
gorbékre egy exponencialis illesztheté (kops ~ 1000 s™), amely kétallapotu
egyensulyi rendszerre utal. Ennek tovabbi ellendrzésére a nyomasugras
modszerét is alkalmaztuk (35. abra).
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35. abra Nyomasugras kisérlet, amelyben a W501+ konstrukciot kiilonbdz6 nukleotidok
jelenlétében hirtelen nyomasugrassal perturbaltuk, majd a fluoreszcencia valtozast
kovettiik (gerjesztési hullamhossz 295 nm, emisszios filterek: GB 320 és UG11). Az A
jelti gorbék esetében a nyomast 80 bar-ra emeltiik kb 50 ps alatt, mig a B jeli gorbék
esetében pedig ugyanennyi id6 alatt 3 bar-ra csdkkentettiik a nyomast. A ciklust 30 ms
méréskdzokkel 500-szor ismételtiik, és a mérési eredményeket atlagoltuk.
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Hasonldan a hémérsékletugras kisérlethez, nyomasugrasra is csak
az AMPPNP-vel ¢és az ADPBeF,-dal komplexalt W501+ esetében
tapasztaltunk fluoreszcencia valtozast. A valtozasok sebességi allanddja
megegyezett a hdmérsékletugras kisérletben tapasztalt reakcid sebességi
allandokkal. A nyomasugras kisérletet — a mintak a miiszerbe valo
betoltését is figyelembe véve — viszonylag rovid id6 alatt el tudtuk végezni
(néhany perc alatt), ezért megfelelé koncentracioban ATP-t adva steady
state korilmények kozott is el tudtuk végezni a kisérletet. Steady state
koriilmények kozott is tapasztaltunk fluoreszcencia valtozast, méghozza
ugyanugy egy fazisu lefutasban és ugyanolyan sebességi allandoval, mint a
fenti nukleotid analogok jelenlétében. Ez arra utal, hogy steady state-ben,
vagyis funkciondlis allapotban is jelent6s populacidban megtalalhato
ugyanaz a két allapot egymassal (kvazi)egyensulyban, mint a fenti
nukleotid analogok jelenlétében.

Foglaljuk 6ssze eddigi eredményeinket az 1. tabldzatban, hogy
megfogalmazhassuk az erre a tudasra alapozott, kdvetkezd kisérleti
1épéshez vezetd kérdést.

nukleotid Fluoreszcenci Fluoreszcenci A két allapot | Perturbal Enzimatikus
a intenzitas az a allapot egyensulyi haté allapot és pdb
apo értékéhez allandéja: kod
képest M'=M*
K=[M*]/ [M]
apo 1 M.po - nem Apo, 1q5¢g
ADP 0,8 M’ <0,01 nem “le”, IMMA
“le” + “fel”,
AMPPNP 1,25 M* + M’ 0,8 igen IMMN (“le”
allapotban)
“le” + “fel”,
ADP.BeF, 1,35 M* + M' 1,2 igen IMMD (“le”
allapotban)
ADP.AIF, 1,8 M* >100 nem U\f/ﬁl\]f)
ADP.VO, 1,8 M* >100 nem l\iecl)l\’/l
“le” + “fel”,
ATP 1,65 M* + M' 5,7 igen IFMW (“le”
allapotban)

1. tablazat. A W501+ fluoreszcencia allapotai és a ,,le” és a ,,fel” allapotok atmenetének
megfigyelt egyensulyi allando6i kiilonb6z6 nukleotidok jelenlétében. Feltliintettem az
egyes allapotokhoz tartozo atomi szerkezetek pdb kodjait is.
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Tehat két fluoreszcencia és szerkezeti allapotot tudtunk elkiiloniteni,
amelyek gyors egyensulyban vannak egymassal, és az egyensulyi
allandojuk a nukleotid zsebben elhelyezkedd nukleotid mindségétol fiigg.
Mi  lehet a  funkcionalis szerepe ennek a  konformacios
atmenetnek/egyensulynak?

2.4.5.3 Az erdkar felhtizasi 1épés elkiilonitése az ATP hidrolizis
1épéstol

Kovetkez6 feladatunk az volt, hogy ezt a gyors egyensulyt el kellett
helyezniink a Bagshaw-Trentham séméban (1. séma). Ilyen gyors,
elsérendii egyenstly nem talalhat6 az eredeti sémaban. Nyilvanvalo, hogy a
fent karakterizalt egyenstly az ATP kotés (1. és 2. 1épés) utan ¢és a
sebességmeghatarozd 1épés (foszfat felszabadulas, 5.1épés) elott talalhato.
A pontos hely meghatdrozdsadra tovabbi kinetikai kisérleteket kellett
elvégezniink. Els6 1épésben quench flow kisérlettel a hidrolizis 1épést (3.
1épés) karakterizaltuk (36. abra). A quench flow kisérletben kozvetleniil az
ATP hidrolizist tanulmanyozzuk, mert a foszfat keletkezését detektaljuk
fiiggetleniil attol, hogy a foszfat kotve maradt még az enzimhez vagy mar
felszabadult onnan.

Amikor sztochiometrikusan tobbszoros foloslegben adtuk az ATP-t
az enzimhez viszonyitva (multiple turnover experiment) a foszfat
keletkezése idoben két fazisban tortént (36. abra).

Az els6 fazist ,burst” fazisnak nevezziik, amikor viszonylag
gyorsan, ,hirtelen” keletkezik foszfat. Ez annak kovetkezménye, hogy a
sebességmeghatarozd 1épés a foszfat felszabadulds, és mind a szubsztrat
kotése mind a hidrolizis 1épés ennél gyorsabban torténik. A masodik, lasst
linearis fazis a steady state ATPaz ciklus sebességével azonos sebességet
jelez, ez a foszfatfelszabadulasi 1épésnek felel meg. A ,burst” fazis
amplitidoja és sebessége fontos paraméter szdmunkra. A Bagshaw-
Trentham séma alapjan a ,,burst” amplitaddjat gyakorlatilag a hidrolizis
1épés (3. 1épés) egyensulyi allandoja hatarozza meg, mert az ezt kovetd
sebességmeghatarozd 1épés nagysagrendekkel lassabban torténik. Jelen
esetben a ,burst” fazis amplitiddja majdnem 40%°%. A Lburst” fazis

8 A ,burst” fazis meghatarozasa igen nehéz, és amplitiddjanak mértéke mérésrdl mérésre
valtozhat, ezért az irodalomban sokféle értékkel talalkozhatunk. Dictyostelium miozin 11
esetében az ¢évek folyaman sok quench flow mérést végeztink kiilonb6zo
enzimpreparatumokkal, kiilonb6z6 miiszerekkel és kiilonbozé kisérleti koriilmények kozott.
A ,,burst” amplitadojat 20-40% kozott kaptuk. Nyul vazizom S1 esetében is hasonlo értékek
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sebességi allandojat az alkalmazott ATP koncentracidban a szubsztrat
kotése limitalta.
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36. abra W501+ konstrukcion végzett quench flow kisérlet. 15 uM W501+t kevertiink
0ssze 100 uM ATP-vel, majd a kiilonb6z6 idépontokban a reakcid gyors, irreverzibilis
leallitasa és az enzim denaturalasa utan elemeztiik a keletkezett foszfat mennyiségét. A

abrazoltam.

Ugyanakkor jol lathato, hogy az emelkedd fazist megel6zi egy 30-
35 ms hosszusagu lag fazis (37. abra). Ne feledjiik, hogy a lag fazis nem
feltétleniil jelent egy megel6z6 gyorsabb I1épést, mert abban az esetben is

kozott szornak az eredmények. Osszességében a konkrét érték a reakcid-mechanizmust nem
valtoztatja meg — a lényeges elem a ,,burst” megléte-, csak kissé befolyasolja a szamitott
sebességi allandok értékét.

19 1gen érdekes jelenség, hogy 55 °C-on a gyors fazis amplitadoja csokken hirtelen és nem a
lassu fazisé. Ha az enzim Osszes régidja ugyanolyan stabilitdsii volna, akkor pontosan
forditva kellene torténnie. Ebben a dolgozatban nincs mdd kifejteni azokat a kisérleteket,
amelyeket régiospecifikus fluoroférokat tartalmazo miozin motor doménekkel végeztiink 7-
jump/stopped flow-ban annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a régiok milyen
sorrendben denaturalodnak, vagyis milyen az egymashoz viszonyitott szerkezeti stabilitasuk
(lasd fuggelék). A kisérleteket elvégeztiik kiilonbozd ligandumok jelenlétében, és azt
tapasztaltuk, hogy a stabilitdsi sorrend jelent6sen megvaltozik az egyes ligandumok
hatasara. Izgalmas kérdés, hogy van-e ennek funkcionalis jelent6sége, ¢s ha van, akkor mi?
Valészinileg a 44. abran bemutatott kisérletben az 55°C-on a gyors fazis hirtelen leesd
amplitadoja is hasonld jelenségre vezethetd vissza, vagyis a gyors fazis kialakitasaért felelés
régio(k) kevésbé stabilak a lassu fazisért felelés régioknal.
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latunk lag fazist, ha egy gyors fazist egy lassti kdvet, de abban az esetben is,
ha lasst fazis megelézi a gyorsabb fazist. Osszefoglalva megéllapithatjuk,
hogy a quench flow kisérletek azt mutattak, hogy 1. a steady state fazist,
amelynek sebességi konstansa 0,05 s egy 10 s™' sebességi alland6ji 40 %-
os amplitudoju ,,burst” fazis elézi meg; 2. a 30-35 ms hosszusagu lag fazis
egy 30 s sebességi allandoju 1épés jelenlétére is utal.

A kovetkezd Iépésben vizsgaljuk meg, hogy a quench flow
eredmények hogyan korrelalnak a Trp-501 fluoreszcencia iddébeli
valtozésaval, ha a W501+-hoz ATP-t adunk. Stopped flow-ban ugyanolyan
korilmények kozott, mint a quench flow kisérletben Osszekevertiik a
W501+-t megfelel6 mennyiségli ATP-vel és kovettilk a fluoreszcencia
intenzitas valtozasat. A 37. abran &sszehasonlitottam a quench flow és a
stopped flow kisérlet eredményeit.

A B
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fluoreszcencia
Keletkezett foszfat/relativ
fluoreszcencia
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37. abra A quench flow és a stopped flow kisérletek 0sszehasonlitasa. A folyamatos
vonalak a stopped flow, a szimbolumok a quench flow kisérletek eredményeit jelzik. A
stopped flow kisérletekben a fluoreszcencia valtozast kovettiik (gerjesztési hullamhossz
295 nm, emisszios oldalon GB320/UGl11 filtereket alkalmaztunk). Pirossal jeleztem,
amikor 15 uM W501+-hoz 100 pM ATP-t kevertiink, mig feketével azokat a kisérleteket
jeléltem, amikor a reakciot 10 uM ATP hozzaadasaval inditottuk. A. abran a reakcid
hosszu idejii lefutdsat abrazoltam, mig a B. dbran ugyanezen kisérletek kezdeti lefutasai
lathatok.

Nagy mennyiségi ATP hozzdadasara a fluoreszcencia
megemelkedik, majd miutan a steady state koriilmények kialakultak, a mért
idétartomanyban allandé marad. Az ezzel parhuzamosan végzett quench
flow kisérletben steady state-ben folyamatosan hidrolizalja az enzim az
ATP-t, ezért a foszfat koncentracio lassi novekedését latjuk. Amikor az
enzimhez képest szubsztochiometrikus mennyiségli ATP-t keveriink, akkor
a fluoreszcencia megemelkedik, mert kialakul a nagy fluoreszcencidju
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allapot. Rovid idén belill a fluoreszcencia csdkkenni kezd. Mint mar
korabban emlitettem (31. abra és 37. 4bra), a csdkkenés azért kdvetkezik be,
mert a magas fluoreszcencia allapotot koveti a sebességmeghatarozé 1épés,
amelyben a nagyon gyengén kotddo foszfat felszabadul, és az ATPaz ciklus
lezajlasa utdn bedll az egyensuly, amelyben a W501+ ADP-t két, és ez
alacsony fluoreszcencidju allapot. Ha a csokkend fazisra exponencialis
lecsengési fiiggvényt illesztiink, akkor annak sebességi allandoja pontosan
megadja a steady state sebességi allandot. Ebben az esetben ez az érték
0,048 s, amely gyakorlatilag megegyezik az el6z6 oldalon, a quench flow
kisérletben meghatarozott sebességi allandéval (0,050 s'). A hasonld
koriilmények kozott lejatszott quench flow kisérletben a fluoreszcencia
csokkenését mutatd fazisban mar nem torténik jelentOs foszfat termelés,
ezért a foszfat koncentracié nem is emelkedik.

Ha a reakcidk elejét vessziik szemiigyre, akkor lathatd, hogy a
quench flow kisérletben lathatd egy 30 ms hosszisagh lag fazis,
ugyanakkor a fluoreszcencia valtozasok lag fazist nem mutatnak. Ha a
Bagshaw-Trentham sémaval ezt a jelenséget nem tudjuk magyarazni, mert
az alapjan a két gorbe lefutasanak ugyanolyannak kellene lennie. Ez a
kiilonbség arra utal, hogy a hidrolizis és a fluoreszcencia valtozds nem
azonos idoben megtorténd események. A lag fazis hianya arra is utal, hogy
valdszintileg az extra 1épés a hidrolizist megel6z6 1épések egyike. Az eddig
bemutatottak koziil mar két kisérlet — az 1000 s” konformacids egyensilyi
1épés, és a lag fazis hidnya — is abba az irdnyba mutat, hogy a hidrolizis
1épéstd]l fiiggetlen reakcid a miozin motor domén nagy konformacios
atalakulasa.

Miel6tt  részletesen diszkutalnank ezeket az eredményeket,
vizsgaljuk meg, hogy a Trp-501 fluoreszcencia valtozasa hogyan zajlik le
nagy id6felbontasban az ATPaz reakcio6 soran.

Elsoként vizsgalunk meg olyan reakciokat, amelyek nem
hidrolizalhat6 nukleotidok és a W501+ kozott torténnek. Az ADP-vel
torténd reakcid soran a nukleotid kotés mechanizmusét tarjuk fel olyan
szempontbdl, hogy a relé régid mit is ,,érzékel”, amikor a k6tdzsebbe helyet
foglal a ligandum. Utana eggyel bonyolultabb mechanizmust
tanulmanyozunk: mi torténik, ha AMPPNP kotédik a zsebbe. A fenti
kisérletekbdl tudjuk, hogy a relé nagy konformacié valtozasa megtorténik,
és azt nézzik, hogyan viszonyul ez az izomerizacié a nukleotid kotéshez.
Tudjuk azonban, hogy az AMPPNP nem hidrolizal, tehat legkésobb a
hidrolizis 1épésnél megall a reakcio. Az AMPPNP-vel torténd reakcio utan
pedig az ATP és a W501+ kozotti reakcidt vizsgaljuk, azt remélve, hogy az
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igy felépitett kisérletsorozat valaszt ad a fent feltett kérdésekre, és a
Bagshaw-Trentham sémat helyesen ki tudjuk egésziteni.

2.4.5.4 A W501+ reakcidja ADP-vel

Ha W501+-t pszeudoelsérendii kortilmények kozott ADP-vel
kevejiik 0ssze, akkor fluoreszcencia csokkenést tapasztalunk. Alacsony
ligandum koncentracioknal a mért reakciosebességi allandd fokozatosan
emelkedik, majd 300 uM ADP koncentracio felett telitddik a sebességi
allando értéke 500 s —nél (38. abra).
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38. abra A W501+ ADP kétése. Stopped flow-ban az ADP és a W501+ Gsszekeverése
utan detektalt fluoreszcencia valtozas megfigyelt sebességi allandéi az ADP
koncentracio fliggvényében (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emisszios oldalon 340 nm-
es interferencia filter). A mérési adatokra hiperbolat illesztettiink.

Fontos kiemelni, hogy az alkalmazott ADP koncentraciok
mindegyikénél egyfazisu fluoreszcencia emelkedést lattunk. A telitési
gorbe elejére illesztett egyenes meredeksége 1,4 pM's', az y
tengelymetszete 9 s'. Az ADP disszociaciojat oly médon hataroztuk meg,

o

hogy a W501+-t elézbleg telitési koncentraciondl ADP-vel komplexaltuk,
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fluoreszcencia

39. abra Az ADP disszociacios sebességi allandojanak meghatarozasa ATP leszoritasos
kisérlettel. 2 uM W501+-t 6sszekevertiink és eldinkubaltunk 500 uM ADP-vel, majd
majd ezt az oldatot stopped flow-ban 1000 pM ATP-vel kevertiik ssze és kovettikk a
fluoreszcencia valtozast (+ADP gorbe) (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emisszids
oldalon 340 nm-es interferencia filter). -ADP gorbe: ugyanez a stopped flow kisérlet
ADP nélkiil. A nyil a stopped flow keverés megallasat és kvazi a reakcio kezdetét jelzi.

Ez az érték gyakorlatilag megegyezik az ADP koétés ADP
disszociacio és a masodrendii kotési sebességi allandd hadnyadosa az ADP
disszociacios allanddjat adja meg (5,6 uM), amely érték pontosan
megegyezik a fiiggetlen ADP titralas kisérletben mért értékkel. Ezek a
kisérletek egy egyszerti kétlépéses ligandum kotés reakcidomechanizmust
javasolnak, amelyet a 7. séma mutat be:

M+ ADP ——V.ADP — M {ADP
7 ]

7. séma
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A W501+ ¢és az ADP iitkdzési komplexe nem general jelvaltozast a
Trp-501-ben, majd az iitkdzési komplex kialakulasa utan konformécio
valtozas jon létre a relé régioban is. Ez a mechanizmus nem mond ellent a
korabbi fejezetekben leirt, ennél sokkal bonyolultabb szubsztrat kotési
folyamatok leirdsaval (1asd 2.4.1 fejezet). Azt a kovetkeztetést vonhatjuk le,
hogy az ADP a relé¢ régidban egylépéses folyamat révén egyetlen
konformacios allapotot alakit ki.

2.4.5.5 A W501+ reakcioja AMPPNP-vel

A kovetkezo kisérletsorozatban az AMPPNP (nem hidrolizal6 ATP
analdog) kotédési mechanizmusat vizsgaltuk a WS501+ konstrukcion.
Emlékeztetem az Olvasot, hogy AMPPNP-ben a Trp-501 jel alapjan két
allapot egyensulyat tudtuk kimutatni, amely egyenstly gyors, €s egyensulyi
allandoja erésen hdmérsékletfiiggd (33. abra). Megvizsgaltuk, hogy hogyan
valtozik a W501+ fluoreszcencidja, ha stopped flow-ban Osszekeverjiik
AMPPNP-vel. Magas homérsékleten emelkedést tapasztalunk, azonban 5
°C-on mar csokkenés detektalhaté (40. é&bra), ahogy azt varjuk is a
fluoreszcencia  hémérsékletfiiggésének  meghatarozasakor — végzett
kisérletbol is (33. abra).

1.2,

fluoreszcencia

02 04 06 08 1
id& (s)
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40. abra W501+ reakcioja AMPPNP-vel kiilonbdzé hdmérsékleteken. 1,5 pM W501+-t
Osszekevertiink 60 uM AMPPNP-vel stopped flow-ban, és kdvettiink a fluoreszcencia
valtozast (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emissziés oldalon 340 nm-es interferencia
filter). A 6°C-os gorbét -0,53, a 20°C-ost -0,18, a 26°C-ost -0,06 egységgel toltuk el a
fliggbleges tengelyen azon célbol, hogy a reakcidk latszolagosan azonos pontbol
induljanak a konnyebb Osszehasonlithatosag kedvéért. Az amplitidok és a gorbék
fluoreszcencia szintjei jol egybecsengenek a fluoreszcencia hémérsékletfiiggésével. A
reakcidsebességeket a viszonylag kis mennyiségben adott AMPPNP ké&tési folyamata
limitalta. A nyil a stopped flow keverésének megallasat jelzi.

Ezekbdl a kisérletekbdl a W501+ és az AMPPNP reakciojara
vonatkozodlag a kdvetkezd legegyszeriibb modellt allithatjuk fel:

1 2 3a

*M.AMP.PNP —1 +AMP.PNP ~—— M* AMP.PN
le” allapot Jfel” allapot

M + AMPPNP —=

8. séma

Tehat az AMPPNP kétése hasonlé modon zajlik le, mint az ADP
kotése, a kotés utan azonban kialakul egy gyors (1000 s™) egyensuly a ,,le”
és a ,,fel” allapotok kozott.

2.4.5.6 A W501+ reakcigja ATP-vel

Miutan sikeriilt jellemezniink a motor domén relé régidjaban
torténd folyamatokat a hidrolizist megel6z6 1€pésig, vizsgaljuk meg, ezek a
folyamatok valoban megtorténnek-e az ATP-vel torténd reakcioban is, €s
ha igen, akkor ezek a folyamatok hogyan viszonyulnak a hidrolizis
1épéshez.

Amikor a W501+-t 20°C-on ATP-vel kevertink Ossze, akkor
egyfazisi fluoreszcencia valtozast figyeltink meg (41. 4bra).
Pszeudoels6rendii koriilmények kozott a reakcid amplitidoja gyakorlatilag
alland6 a teljes ATP koncentracié tartomanyban, a fluoreszcencia
emelkedés — optikai beallitasoktol fliggéen — 50-90%. Az alacsony ATP
koncentracioknal is valtozatlan amplitidok erés ATP kotésre utalnak.
Kozismert, hogy az ATP kotés disszociacios allandoja Ky = 10 nM. Az
ATP koncentracié emelésével a reakcio megfigyelt sebességi allandoja nétt,
majd ez a paraméter 200 pM koncentracié folott 30 s értéken telitodott. A
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pontokra hiperbolat illesztettiink, amely alapjan — egy kétlépéses kotést
feltételezve — a masodrend{i kotési allandé 1,4 uM’'s”, és a maximalis
sebességi allando 30s™.
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41. abra WS501+ reakcioja ATP-vel stopped flow-ban. A). 2 uM WS501+-t kevertiink
(gerjesztési hullamhossz 297 nm, emisszios oldalon 340 nm-es interferencia filter) 20°C-
on. B) A reakcié megfigyelt sebességi allandoi az ATP koncentracio fliggvényében. A
stonned flow otrbékre egvszeres exnonencialisokat illesztettiink.

Alaposabb analizissel lathatd mar 20°C-on végzett méréseknél is,
hogy a fluoreszcencia valtozas kezdetén egy 5-10% relativ amplitddoju
gyors (>500 s™') ,burst” fazis tapasztalhat. Eppen ezért megvizsgaltuk a
reakcio homérsékletfliggését is.

A W501+-t telitési ATP koncentracidji (1 mM) oldattal kevertiink
stopped flow-ban kiilonb6z6 hémérsékleteken (42. abra).
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42. abra 2 uyM W501+ reakcioja 1 mM ATP-vel kiilonbdzé homérsékleteken stopped
flow-ban. A reakcidkat hasonld koriilmények kozott végeztilk, mint az 41. dbran
bemutatott kisérletben. Az A és a B abra ugyanazon kisérletek eredményeit mutatja,
azzal a kiilonbséggel, hogy az A 4dbran a méréseket 3 masodpercig mutatom be, mig a
B abran a reakcid kezdeti fazisat, 0,2 masodpercig.

Természetesen igen fontos kérdés, hogy a hidrolizis 1épést, és most
mar tudjuk, hogy az attdl fiiggetlen és azt megel6z6 miozin erékart felhuzo
1épést (a ,,le”-,,fel” egyensulyt) az aktin hogyan befolyasolja. Ez akkor is
fontos kérdés, ha tudjuk, hogy ezekben a Iépésekben az aktin csak igen
gyengén kotédik a miozinhoz (K4 = 60 uM). S6t teleologikus gondolkodas
alapjan ezekben a lépésekben nem is nagyon kdtodhet a miozin az aktinhoz,
mert ha az er6kar felhuzasa aktinkotott allapotban zajlana, akkor az
akadalyoznd a miozin hatékony eléremozgasat az ciklus sordn, ¢és
»haszontalan” (futile) ciklus jonne létre.

Telitési ATP koncentracional tizedmasodperces idofelbontasban a
fluoreszcencia valtozés sebessége a hdmérseklet fiiggvényében fokozatosan
csokken, ami nem meglepé eredmény. Ha azonban nagyobb
idoéfelbontasban tekintink a gorbékre, akkor érdekes jelenséget
tapasztalunk. Alacsony homérsékleten egy gyors csokkend fazis jelenik
meg, amely megelézi az emelkedd, egy exponencialissal jellemezhetd
fazist. Emelked6 homérséklettel a csokkend fazis relativ amplitudoja
fokozatosan csokken, €s 18°C-on eltiinik. Ezen a hdomérsékleten egyetlen
27 s sebességi allandoval jellemezhetd emelkedd fazis lathato. Ha a
hémérsékletet tovabb emeljiik, akkor egyre nagyobb relativ amplitidoju
gyors ,.burst” fazis jelenik meg. Mivel 25-30°C-on a motor domén néhany
perc alatt elveszti aktivitasat, ezért magasabb hdémérsékleteken
konvencionalis stopped flow-val nem lehet enzim kinetikai méréseket
végezni (a minta betdltése, és a mérés soran ,,tonkremegy” az enzim). Egy
altalunk tjabban kifejlesztett miiszerrel (ldsd fliggelék), amelyet 7-
Jjump/stopped flow-nak neveztiink el, extrém magas hémérsékleteken is
kovetni tudjuk az enzimreakcidkat (66). Modszeriinkkel tranziens
enzimreakcidkat akar a fehérje denaturaciés homérséklete folott is tudunk
kovetni. A T-jump/stopped flow-val a W501+ és az ATP reakciojat 60°C-ig
tudtuk vizsgalni (a motor domén denaturacios homérséklete, amelyen az
enzim néhany masodperc alatt elveszti steady state enzimaktivitasat kb. 40
°C) Ezeknek a méréseknek a segitségével a kezdeti gyors fazist meg tudtuk
erbsiteni, illetve részletesen elemezni (43. abra és 44. abra).
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43. abra W501+ reakcidja ATP-vel T-jump/stopped flow késziilékben 20°C-on és 50°C-
on. 50 pM W501+- et kevertiink 6ssze 1 mM ATP-vel 15°C-on, és a keveréssel
egyidében emeltiik a homérsékletet 20°C-ra, illetve 50°C-ra. A keverés ¢és a
hémérsékletugras 1 ms alatt tortént. A keverés és a hémérsékletugras utan kovettiik a
reakcioelegy fluoreszcenciajat (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emisszios filter 340 nm-
es interferencia filter). A fekete gorbék a mérésekre illesztett kettés exponencialisok. Jol
lathato, hogy a hémérséklet emelkedésével a gyors fazis amplitidoaranya is emelkedik.
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44. abra A W501+ és az ATP reakciojakor torténd fluoreszeencia valtozas fazisainak
amplitadoi. A reakciokdriilmények megegyeznek a 41. dbran ismertetettekkel. Lathato,
hogy 55°C-on az Osszamplitidd mar jelentdsen csokken, ami a viszonylag gyors
denaturacié kovetkezménye.
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A gyors fazis amplitiddja fokozatosan emelkedik, és dominanssa
valik. 55°C-on a denaturacié sebessége Osszemérhetévé a kezdeti
reakcidlépések sebességeivel'’, majd 60°C-on a denaturacié mar gyorsabb,
mint a kezdeti 1épések sebességei, ezért nem latunk jelentds jelvaltozast.

Osszefoglalva  megallapithatjuk,  hogy 18-20°C  koriili
hémérsékleten csak a ,,véletlennek kdszonhetdéen™ latunk egyfazisu reakciot,
alacsonyabb, mind magasabb hémérsékleteken a reakcid kétfazisuva valik.
Hogyan magyardzhatjuk ezt a jelenséget? Emlékeztetem az Olvasdt, hogy
az apo forma fluoreszcenciaja 20%-kal magasabb a ,,le” allapoténal (ADP
kotott komplex), mig a ,.fel” allapoté 80%-kal (ADP.ALF, komplex)
magasabb. ATP-vel torténd reakciokor a kétfazisu fluoreszcencia valtozas a
steady state fluoreszcencia szintet megel6z6 eléegyensulyra utal. Ez a
jelenség jol illeszkedik az AMPPNP-vel végzett kisérlet eredményével,
ahol a nukleotid analog megkotddése utan ugyancsak egy gyors egyensuly
kialakulasat tapasztaljuk. Hasonléan az ATP kisérlethez, AMPPNP
esetében is alacsony homérsékleten fluoreszcencia csdkkenés, magasabb
hémérsékleteken emelkedés torténik. Tehat ATP kotodésekor is ki kell
alakulnia egy el6egyenstlynak, amely a nukleotid kotést koveti, és
hidrolizis 1épést megel6zi. Mindezen megfontolasok alapjan a Bagshaw-
Trentham semaba egy 1j, egyensulyi 1épést illesztettlink, amelyet a 9. séma
ir le (az ATPéaz ciklust csak a hidrolizis 1épésig mutatom be):

] 2 3a 3b

M + ATP == MATP —% " M"ATP —= M* ATP =" M*ADPPi

9. séma

Lathato, hogy a Bagshaw-Trentham séma 3., hidrolizis 1épése elé
szurtuk be az 1) 1épést, amelyet 3a 1épésnek, mig a valodi hidrolizis 1épést
3b-nek neveztiik el. Az itk6zési komplex kialakuldsa utan kialakul az
alacsony fluoreszcenciaju ,,le” allapot. Ez a folyamat kvazi irreverzibilis,
vagy Osszességében er0s ATP kotést eredményez, valamint gyors (k, =
800-1000 s'). Ezt koveti a 3a 1épés, amely egyensulyi 1épés, és az
(Ksar + k3. = 800-1000 s'. Ezt az egyensilyi lépést koveti a viszonylag
lasst hidrolizis 1épés.

Vizsgaljuk meg, az ezen séma alapjan lejatszodo folyamatokat és
hasonlitsuk 0ssze a kisérleti eredményeinkkel. Magas ATP koncentracional,
alacsony hémérsékleten a 2. és a 3a 1épés sebessége hasonlo, és a 3a
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egyensily erésen a M" ATP allapot felé van eltolva. A W501+ és az ATP
Osszekeverése utan a ligandum kotés és a 3a egyensuly kialakulasa gyorsan
megtorténik, és a 3a 1épés egyensulyi allanddja miatt, és amiatt, mert a 3b
hidrolizis 1épés viszonylag lassu, egy olyan eldegyensuly alakul ki a 10.
ms-ra, amelyben a M. ATP populacié koncentraciéja joval meghaladja a
jar, mint azt a kisérletben is lattuk. A hidrolizis 1épés sebességét (és nem a
sebességi allandojat(!)) a 3b sebességi allando és a M*. ATP koncentracioja
hatarozza meg. Vagyis minél jobban a M'.ATP felé¢ van eltolva a 3a
egyensuly, annal kisebb a hidrolizis sebessége. Ennél fontosabb kérdés,
hogy miért latunk lassu emelkedd fazist alacsony homérsékleten, ha a
M*.ATP és a M*ADP.P; fluoreszcencidja azonos? Amint kialakult az
eléegyensuly, a hidrolizis sebessége eléri maximumat, és egyre tobb
M* ADP.P; keletkezik. Ez pedig azzal jar, hogy az eldegyensulybol
folyamatosan poétlodik az elhasznalodo M*.ATP. Mivel a M* ADP.P;-t
kovetd 1€pés (4.) az ATPéaz ciklus sebességmeghatarozd 1€pése (amelyet a
kovetkezo fejezetben bizonyitok), és sebessége tobb nagysagrenddel kisebb,
mint az azt megel6z0 1épéseké, ezért az M*.ADP.P; nagy fluoreszcenciaju
populacié koncentracioja nd, amely folyamat a kops =(kspr % Kz./(Ks, +1)) +
ksp. sebességi allandoval jellemezhetd. A homérséklet emelésével a Ks,
egyensulyi allando értéke nd, azért az ATP kotést kovetd eldegyenstlyban
(3a) nagy fluoreszcenciaju M*.ATP ardnya n6 a M{.ATP rovasara, ezért a
csokkenés amplitaddja egyre csokken. Amikor elérjiikk a 18°C-ot, akkor a
M* ATP és a MT.ATP aranya pont akkora, hogy az egyenstlyi keverékiik
fluoreszcenciaja a reakcio kiindulasi, apo enzim fluoreszcencidjaval lesz
azonos. Ebben az esetben tehat az ATP kotés utan se gyors csokkenés, se
gyors emelkedés nincs, hanem a fluoreszcencia a fent megadott sebességi
allandoval jellemzett folyamatban emelkedik (kops=30 s'l). Ha a
hémérsekletet tovabb emeljiik, akkor a kotés utan kozvetleniil (kinetikailag
gyakorlatilag egyidoben) az eldegyensuly ugy alakul ki, hogy a M* ATP
arinya a M'.ATP- hez képest olyan nagy lesz, hogy az elegyensulyi
keverék fluoreszcencidja magasabb, mint a kiindulasi, apo populacidé.
Ennek kialakulasa gyors (>500 s™), ezért a stopped flow kisérletben egy
gyors emelkedést latunk, majd pedig a valodi hidrolizis a mar fentebb
emlitettek szerint zajlik, és kialakitja a tapasztalt viszonylagosan lassabb
fazist.

A modellinket megerdsitette az a kisérlet is, amikor olyan
mutansokban (K84M, R704E mutans konstrukciok) mértiik a 3a 1épés
egyensulyi allandoit, amelyekben specifikusan, a szubdomének kozotti
kolcsonhatasok erdsitésével akadalyoztuk a konverter domén relativ
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elmozdulasat a motor domén N-terminalis szubdoménjéhez képest, és azt
tapasztaltuk, hogy valdban csokkent a K3, értéke (1asd fliggelék és (67)).
Remélhetdleg az Olvas6 kedvét nem vettem el a tovabbiaktol ezzel
a fejtegetéssel, Azt akartam bemutatni, hogy a tudomanyos kritériumok
alapjan a folyamatokat a lehetd legegyszeriibb modellel kell leirni (Occam
borotvaja elv szerint), valamint azt, hogy egy ilyen lehetd legegyszeriibb
folyamat levezetése és megértése odafigyelést igényld intellektualis
tevékenység. Azt is kiemelném, hogy a folyamatok pontos atgondolasa
azért is fontos, mert igen kdnnyen tévutra keriilhetiink, ha nem vagyunk
koriiltekintéek. A fenti esetben kdnnyen ilyen tévutra keriilhettiink volna,
ha azt allitjuk, hogy alacsony hémérsékleten azért van fluoreszcencia
csokkenés, mert a kotéskor kialakuld alacsony fluoreszcenciaju populécio
elébb keletkezik, mint a magas fluoreszcenciaja M*.ATP. Pedig pont arrdl
van sz0, hogy ezzel kinetikailag egyidében alakul ki az eléegyensily'".
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a switch2/relé/konverter/erkar
komplexum felhuzasa az ATP kotddése utan torténik meg, de megeldzi a
hidrolizis lépést. Ez a 1épés valodi, stabil szerkezeti allapot. Kialakulasa
egyrészt azért fontos, hogy szerkezetileg felhuzott allapotba keriiljon a
miozin erdkarja. Masrészrdl pedig Rayment és mti (/8) kimutatta, hogy
kizarolag a M* allapot képes hidrolizilni az ATP-t, az M' allapot nem.
Ugyanakkor a késObbiek szempontjabol két fontos dolgot szeretnék az
Olvasé emlékezetébe vésni: 1. az erdkar felhuzasa nem ,.energetizalja” a
miozint, hiszen a 3a egyenstly alacsony szabad energia kiilonbségii (K3, =
1) 2. Ez az egyensuly, vagyis a miozin nagy konformacios atalakulasa az
ATP-komplexben igen gyors egyensuly, a ciklus egyik leggyorsabb lépése.

Részletesen megvizsgaltuk az aktin hatasat az erékar felhuzo (3a)
¢és a hidrolizis (3b) 1épésekre. Jelen dolgozatban nem részletezem azokat a

" Természetesen nem akarok itt demonstralni egy hibas levezetést — amelyet mindenki
maga megtehet annak érdekében, hogy lassa, mindez hova vezet —, hanem arra szeretném
felhivni a figyelmet, hogy a folyamatokat folyamatokként kell tekinteni, és nem pedig igen-
nem torténésekként (pl. egy egyensuly kialakulasa tipikusan egy nem igen-nem esemény).
Sajnos a mai molekularis biologiaban és a szerkezeti szemlélet altal atitatott biokémiaban,
enzimoldgidban nagyon gyakran igen-nem valaszokkal térédnek csak, és nem folyamataban
szemlélik az eseményeket. Erre jO példat szolgaltatnak azok az enzimciklusokat leird
folyamatabrak, amelyek egymas mogott feltiintetik az egyes szerkezeteket, és kizardlag ezen
keresztiil probalnak biokémiai folyamatokat magyardzni. Kiilondsen félrevezetd, amikor
ezeknek a szerkezeteknek az egymas utan rakasabol filmet készitenek. Nem szakteriiletem,
de az az érzésem, hogy a szignaltranszdukcios folyamatok, kaszkadok leirdsat is nagyon
erdsen limitalja, hogy az egyes elemeket csak ugy veszik figyelembe, hogy azok be vannak-
e kapcsolva vagy nincsenek.
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kisérleteket, amelyekkel ezt megtettiik, mert igen bonyolult, hosszadalmas
és nagy kitartast igényld kisérletsorozat volt (68). Kiemelem viszont a
kisérletek konkliziojat, amely az alabb ismertetendd kisérletek
szempontjabol nagyon is fontos. Arra az eredményre jutottunk, hogy az
aktin a 3a és a 3b Iépést (9. séma) nem befolyasolja lényegesen, hatdsa
kisebb, mint kettes faktorral jellemezhetd hatas. Ebbdl az is kdvetkezik,
hogy az ATP kotéstdl a hidrolizis befejeztéig (1-t61 3b 1€pésig) aktin nélkiil
és aktinnal is ugyanolyan mechanizmussal zajlanak a folyamatok a relé-
konverter régidban (68,69).

Mint a bevezetdben irtam, eléallitottunk olyan kiméra motor domén
konstrukciokat, amelyek az N- és C-terminalison kiilonb6z6 hullamhosszal
emittdldo fluoreszcens proteineket tartalmaztak. Ezeket a kisérleteket
részleteiben nem mutatom be ebben a dolgozatban, mert olyan technikai
problémak sorozatat kellett megoldanunk amelyek meghaladjak ezen iras
kereteit (36). Mindazonaltal azt a konklaziot levonhattuk, hogy az erdkar
mozgdsa és a relé régid mozgéasa szorosan kapcsolt. Ezt a kijelentést
tokéletesen alatdmasztjak a motor domén atomi szerkezetei is, mert a relé/
konverter régio egységes, kozos hidrofob klaszterrel rendelkezd szerkezeti
blokkot alkot az er6kar gyokerével.

Korbeutaztuk a motor domént, és megvizsgaltuk, hogy az egyes
funkcionalis régidknak milyen allapotaik vannak, ezek az allapotok milyen
egyensulyi viszonyokat alakitanak ki. Ezekben a folyamatokban sok
funkcionalis ~ folyamatot  jellemeztink, ¢és  megértettik  ezek
egylittmiikodését.

A legfontosabb volt ebbdl a szempontbol, hogy részleteiben
megismertiik a switch 1 és az aktin kotés Osszefliggését, ezaltal megértettiik,
hogy ADP jelenlétében miért erds az aktin kotédése a miozinhoz, és ATP-
ben miért valik ez a kotés gyengévé.

Tovabba kirajzolodott, hogy aktin tavollétében mi a kiilonbség a
switch 1 és a switch 2 régié mozgésai, konformacios egyensulyai kozott. A
switch 1-ben ADP jelenlétében (vagyis amikor a y-foszfat kotOhely iires)
egyensuly alakul ki két allapot kozott, mig a switch 2 hurok és a hozza
kapcsolodo konverter/relé régiok akkor alakitanak ki két allapot (nyitott-
zart, ,le”-, fel” allapotok) kozotti egyensulyt, amikor a kotohelyben ATP
vagy ADP.P; van. Ilyen értelemben antagonisztikus a két hurok miikodése
aktin tavollétében. Azonban aktin kotésekor a switch I-ben megvaltoznak
az egyensulyi viszonyok, és ATP-ben alakul ki a nyitott-zart egyenstly,
mig az ADP forma egyetlen allapotava valik. Tehat aktin tavollétében a két
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hurok miikddése antagonisztikus, mig az aktin kdtédése utan miikddésiik
hasonlova valik.

A mechanizmus szempotjabol ugyancsak egy nagyon fontos
megallapitast tehetiink: A hidrolizis 1épés és az azt megel6z0 ,felhtizasi
1épés egyenstlyi folyamatok, tehat ezeken keresztiil a miozin nem keriil
felajzott alapotba mint a nyil hurja a megfeszitéskor (lasd 2.2.1. fejezet).
Tehat a Lymn Taylor modell ebbdl a szempontbol nem allja meg a helyét, a
folyamatokat mas mechanizmusok hajtanak. Melyek ezek a folyamatok,
erre kapunk valaszt a kdvetkezo6 fejetekben.

Ezekutan feltehetjiik a kérdést, hogy hogyan is torténik az
aktomiozin rendszer legfontosabb lépése, a munkaiitem?

2.4.6 Hatodik allomads: A munkaiitem mechanizmusa

Mostandig nem volt kozvetlen kisérleti megkozelitésiink és
eredményiink a hidrolizist kdvetd és a foszfat felszabadulast megel6z6
lépésekrol, azok mechanizmusarol. A kérdést szerkezeti oldalrol sem
sikeriilt megkozeliteni, nem sikeriilt egyetlen szerkezetet sem kozvetleniil
ezekhez az allapotokhoz rendelni. Igazabdl azonban ez nem is szerkezeti
probléma, mert amig nem ismerjiik a mechanizmust, nem is tudjuk, minek
a szerkezetét keresstik.

Mik is a munkaiitem mechanizmusaval kapcsolatos kérdéseink, és
mi ezeknek a kérdéseknek a jelentOsége? Mar 1972-ben Bagshaw ¢és
Trentham feltételezte, hogy a hidrolizis 1épést egy konformacié valtozas
koveti 2, és ez a 1épés a foszfit felszabadulastél elkilloniild 1épés.
Mindazonaltal a legutobbi idékig semmilyen kozvetlen kisérleti
bizonyitékunk nem volt ennek 1étére. Ha 1étezik is ez a 1épés, akkor is tobb
lehetdség 1étezik arra, hogy a forditott felhtizasi 1épés hogyan viszonyul a
foszfat felszabadulas 1épéshez. Azt tudjuk, hogy a két 1épés (ha kettd

12 Ezen a helyen 4j nomenklaturat kell bevezetniink, mert eleddig komoly ellentmodésokat
okozott a régi. A 3a 1épést erOkar felhuzasi 1épésnek (recovery step) nevezzik. Az 4. 1épés
elvileg a 3a Iépés megforditottja, azonban mégsem nevezhetjiik munkaiitemnek, mert
munkaiitem csak aktinhoz kotott allapotban értelmezhetd. Mint késébb latni fogjuk, aktin
nélkiil az 4. 1épésben nem is lehet erét generalni. Eppen ezért ezt a 1épést forditott felhtzasi
1épésnek (reverse recovery step) nevezzik. Az ezzel analdg 1épést munkaiitemnek kizarolag
aktink6tott allapotban hivjuk ezentil. Megjegyzem, hogy azzal, hogy a 3a és az 4. 1épést
1épésnek (step) nevezziik és a munkaiitemet litemnek (working stroke), azzal azt fejezziik ki,
hogy elébbiek nem generalnak mechanikai erdt vagyis nem végeznek munkat, utobbi pedig
képes erre.
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létezik) koziil az egyik, vagy a kettd valamilyen egyensulyi kombinacidja
az ATPaz ciklus sebességmeghataroz6 1épése. Példaul az alabb lathatéd két
séma (10. séma) gyakorlatilag ekvivalensen miikodik, ha az ATPaz ciklust
steady state korilmények kozott vagy akar tranziens modszerekkel
vizsgaljuk.

M*ADP.Pi - Mft{.ADP.Pi —— M$.ADP + Pi

M* ADP.Pi ~—— M+.ADP.Pi —— M+.ADP + Pi

forditott foszfat
felhazasi |épés felszabadulas

10. séma

Az elso esetben a forditott felhtizdsi 1épés a sebességmeghatarozo
1épés, amely az eddigi megkdzelitésekkel kisérletesen
megkiilonboztethetetlen a masodik esett6l, amikor a forditott felhuzasi
1épés egy gyors M*.ADP.P; felé eltolt egyenstly, amit irreverzibilis foszfat
felszabadulds  kovet.  Ezekt6l az  esetektdl wugyancsak nem
megkiilonboztethetd az sem, ha a két esemény nem kiilonallo, hanem
egyetlen lépésben torténik. Nyilvanvaléan a legfontosabb kérdés egy
enzimciklus mechanizmusaban, hogy melyik a sebességmeghatarozo 1épés.
A miozin esetében azért is fundamentalis kérdés, mert az aktin az ATPaz
ciklus sebességét két nagysagrenddel megnoveli, és ez a gyorsitas
(miozinos szlengben aktivalds) nyilvanvaléan a sebességmeghatirozo
1épésnél torténik. A kérdés érdekessége, hogy mindezideig nem tudtunk
még spekulativ magyarazatot sem adni arra az altalanos jelenségre, hogy a
miozin (és a legtobb P-loop NTPaz motor) ATPaz ciklusat miért gyorsitja
az aktin (illetve a partner fehérje). Olyan altalanos jelenségrél van szo,
hogy ez nem lehet véletlen. Végiil, de nem utolso sorban, azért is fontos az
ATPaz ciklus ezen szakaszanak megfejtése, mert nem tudjuk, hogy az aktin
mikor és hogyan ko6tddik a miozinhoz. Hiszen effektiv munkaiitem csak
aktinhoz kotott forméaban torténhet.

Az alabbi séma (11. séma) leirja azt, hogy hogyan képzeltiik el az
ATPaz ciklust és a munkalitem mechanizmusat. A miozin mellett
elhelyezkedd indexek elsé tagja a switch I, a masodik a switch 2 allapotat
jelzi (o = nyitott, ¢ = zart).
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munkaiitem
A-MocD —— AMoo.D—= A-Moo

4
| l
1
A-Moo AMoOT —= A:MocT AMocDP—==—AMooDP eras aktin kiitbtt allapotok

S

AMceoT ~——AMce T — "AMcoD-Pe——=—AMco-D-P gyenge aktin kititt allapotok

felhuzasi lépés hidrolizis Hfutile” ciklus
McoT ——— Mcee'T——" MccDP —=— McoDP

11. séma ( A: aktin, M: miozin, T: ATP, D:ADP, c: zart allapot, o: nyitott allapot. Az M
utanio indexben az els6 betii a switchl a masodik betii a switch2 hurok allapotat jelzi)

A sémaban a sziirke s&v az ATPaz ciklus f6 utvonaldt mutatja,
ahogy azt mostandig a legtobb kutaté gondolta.. Az éltalanos elképzelés az
volt, hogy az aktin kozvetleniil a foszfat felszabadulast gyorsitja, és a
munkaiitem akar az ADP allapotban akar az ADP.Pi allapotban torténik, de
er6s aktinkotott allapotban. Harmadik tulajdonsdga az elképzelésnek, hogy
az egyes allapotok egymasutanisagat, hogy azok az effektiv ciklusnak
megfeleld sorrendben kovetkezzenek a termodinamikai egyensulyok
biztositjak.

2.4.6.1 Az ATPaz ciklus lejatszasa visszafele

A fenti 1épések vizsgalatara 0j kisérleti megkozelitést alkalmaztunk.
Ugy gondoltuk, hogy ha elég nagy koncentracidban adunk inorganikus
foszfatot és ADP-t a motor doménhoz, akkor az ATPaz ciklus lejatszathato
visszafele. Kiilondsen annak fényében reméltiink sikert arra vonatkozodan,
hogy az 4. és 5. (Bagshaw-Tranthem séma, 1. séma) 1épést elkiilonithetjiik,
hogy a konformacid véltozasra 6ridsi fluoreszcencia véltozassal reagald
W501+ konstrukciot hasznaljuk. Ez a nagy érzékenységii rendszer még az
esetlegesen kismértékii reakcid kimutatasara is alkalmas. Tovabba a
W129+ konstrukcioval is terveztilk a kisérletek lejatszasat, ezaltal kiilon
tudjuk nagy érzékenységgel, specifikusan kimutatni a ligandum k&todést,
¢és mellette detektalni a relé konformacio valtozasat a Trp-501-en keresztil.
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A reakci6 visszafele lejatszodasat Goody €s Mannherz a hetvenes években
sikeresen bizonyitotta radioaktiv foszfat segitségével (41,42). Kimutattak,
hogy még a hidrolizis 1épés is lejatszodik visszafele, és Gjonnan szintetizalt
miozinhoz kotott ATP-t mutattak ki. Természetesen ezeket a folyamatokat
nem tudtak konformaciolépésekhez rendelni, a mechanizmusrol csak annyit
sikeriilt mondaniuk, hogy a foszfatkotés masodrendi folyamat révén
torténik, és nem lattak tovabbi elsérendl folyamatot (42).

Elsé kisérletiinkben vizsgaljuk meg, hogy hogyan valtozik a
fluoreszcencia, ha W501+-t 0&sszekeveriink kiilonb6zé koncentracidju
foszfat oldattal stopped flow-ban. A  foszfatot 2-50 mM-os
koncentracidtartomanyban adjuk a miozinhoz, amely foszfit mennyiség
mar nagymértékben befolyasolja az oldat ionerejét. Eppen ezért a
kisérletben gondoskodnunk kell az ionerd allanddan tartdsarol, mert a
foszfatkotést jelentdsen befolyasolja az ionerd (42;70)(45. B 4bra)".

3 Tovabbi gondot jelentett, hogy ha a miozint Ssszekevertiik nagyobb koncentracioju
foszfattal, akkor a miozin aktivitisa megvaltozott oly modon, mintha valamilyen
szubsztancia lett volna a foszfat oldatban, ami kompetitiven gatolta az enzimet. Nagy
mennyiségli ATP-t nem tudott leszoritani ez az anyag, de a nagysagrendekkel gyengébben
kotddé ADP-t igen. Ez a probléma sok fejtorést okozott szdmunkra. A foszfat oldat kis
koncentracioban tartalmaz a miozinhoz igen er6sen kot6dd pirofoszfatot, ami gatolta az
ADP kotést. Ezt ki is mutattuk foszfat NMR kisérletekkel, és kidolgoztunk egy egyszerii
moédszert a kis mennyiségl pirofoszfat elimindlasara. Ennek részletes leirdsat megtalalja az
Olvaso a (70) kozleményben. Annyit fontos megjegyezni, hogy mivel a foszfatkotés igen
altalanos ¢és fontos jelensége kiilonbozé enzimfolyamatokban, és a foszfat altalaban
gyengén, mig a pirofoszfat legtobbszor erdsen kotddik ezekhez az enzimekhez, ezért ilyen
tipust kisérleteknél érdemes gondolni a nyomnyi mennyiségben jelenlévd pirofoszfatra,
hogy elkeriiljiik az esetleges mitermék eredményeket, illetve az ezekbdl levont téves
interpretaciokat.
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45. abra W501+.ADP komplex reakcidja inorganikus foszfattal. A. 2 uM WS501+-t
Ossze stopped flow-ban, és kovettiik a fluoreszcencia valtozast I = 118 mM ionerén és
20°C-on (gerjesztési hullamhossz 297 nm, emisszios filter 340 nm-es interferencia
filter). A kisérletek soran az ionerdt végig allandd szinten tartottuk, az dsszekeverendd
két oldat ionereje is megegyezett. A kiilonbdz6 ionerejii foszfat oldatokhoz annyi NaCl
oldatot adtunk, hogy az ioner6 118 mM , illetve 244 mM-os legyen. Ennek
kovetkeztében a maximalis foszfat koncentracié 25 mM , illetve 50 mM lehetett. Az
oldatok ezenkiviil tartalmaztak 10 mM HEPES pH 7,2-t (, illetve pH 6,7), 5 mM MgCl,-
ot és 1 mM merkaptoetanolt. A fluoreszcencia emelkedés gorbékre egyszeres
exponencialis figgvények illesztheték. B. A fliggvényillesztésekbdl szarmaztatott
megfigyelt sebességi allandok a foszfat koncentracié fiiggvényében 118 mM ionerdn,
pH 6,7-en, 118 mM ionerén, pH 7,2-n, illetve 244 mM ionerén, pH 7,2-n.

10 mM-os koncentracid6 nagysagrendben foszfitot keverve a
W501+.ADP-hez jelentds (40%) fluoreszcencia emelkedést lathattunk (45.
abra) (ha ADP nélkiilli W501+-hez kevertiink foszfatot, akkor enyhe
fluoreszcencia csokkenés torténik (adatokat nem mutatom)). A kisérletek
tehat azt mutattak, hogy sikeriilt visszafele lejatszatni az ATPaz ciklust, és
annak eldrehaladasat a Trp-501 szenzoron keresztiil kovetniink. A
fluoreszcencia emelkedés a mért koncentracid tartomanyban egyfazisu. Az
amplitado és a megfigyelt sebességi allandok nének a foszfat koncentracio
emelkedésével. A megfigyelt sebességi allandé a mért foszfatkoncentracio
tartomanyban nem telitddott, ezért koncentraciofiiggésére egyenest
illeszthetiink, habar magas koncentracidtartomanyban némi jele mutatkozik,
hogy a sebességi allando valamilyen értékhez tart (0,2 s™). Ez a tartoméany
azonban nem volt elegendd, hogy ezt bizonyossaggal allithassuk, arra pedig
végképp nem, hogy meg is hatdrozzuk ezt az értéket. Az amplitido
novekedés hiperbolat ir le. Ebben a foszfat koncentracidban mért
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paraméterek 0sszkaraktere alapjan mindossze egy egylépéses, masodrendii
foszfatkotést tudunk leirni, amelyben a foszfat disszociacios allanddja Ky =
145 mM, a foszfatkotés sebességi allanddja  0,0036 mM’'s™,
fiiggelékben). Azontal, hogy a relé mozgasat is detektaltuk a foszfatkotés
soran, a paramétereket illetéen ezzel a kisérlettel ott tartottunk, ahol annak
idején Goody és Manherz (41,42;,70).

Mivel mi a konformaciovaltozasokat detektaltuk, ezért a kisérleti
rendszeriink megengedte, hogy a kisérlet inverz modjat is elvégezziik. Ez
alatt azt értem, hogy a WS501+ eldinkubacioja nem ADP-vel, hanem
foszfattal tortént, €s azutan a W501+.Pi komplexet ADP-vel kevertiik 6ssze
stopped flowban (46. abra).
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46. abra W501+.Pi komplex reakcioja ADP-vel. A. 2 uM W501+-t eldinkubaltunk 25
mM foszfattal pH 7,2-n, [ = 118 mM ionerén 20°C-on. Ezt az oldatot 500 uM ADP-vel
kevertiik stopped flow-ban és kovettiik a fluoreszcencia valtozast (gerjesztési
hullamhossz 297 nm, emisszios filter 340 nm-es interferencia filter). B. A fenti reakciot
kiilonb6z6 ADP koncentracioknal elvégeztik. A mérési gorbékre két exponencialis
fuggvényt illesztettiink, egy gyorsabb csokkend és egy lassabb ndvekvd fazist. Az abran
a novekvd fazisok megfigyelt sebességi allandoit abrazoltam az ADP koncentracio
fuggvényében. Az igy kapott pontokra hiperbolat illesztettiink (fekete vonal).

A mérési gorbék karakterisztikdja igen érdekes €s informativ. Egy
gyors (~500 s™) kb. 10% csokkend fazist kovet egy lasst fluoreszcencia
emelkedés. Az ADP koncentracio fiiggvényében az emelkedd fazis
amplitadoja is és a sebességi allando is novekszik. A sebességi allando 0,2
s' korili értéken telitédik. MielStt ezekbol a kisérletekbdl elkezdjiik
felépiteni a modelliinket, nézziilk meg, hogy a ligandum ko6tés hogyan
torténik. Ennek tanulmanyozasara a W129+ konstrukciot hasznalhatjuk. Ha

a WI129+-t elézbleg 25 mM foszfattal inkubaltuk, majd ADP-vel
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Osszekevertiikk stopped flowban, egyfazisi fluoreszcencia csokkenést
kaptunk (47. abra).
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47. abra W129+.Pi reakcidja ADP-vel. A 44. dbran bemutatott kisérlettel megegyez6
koriilmények kozott végeztiik el a kisérletet W129+-on. Mind az amplitad6, mind a
ADP koncentracioknal a reakcidsebesség olyan mértékii, hogy az amplitad6 jelentos
része elvész a mérés holtideje alatt. A mérés szamolt paraméterei megtalalhatok a
fiiggelékben.

Tehat jol tudjuk kovetni az ADP kotést foszfat jelenlétében a
WI129+ jelvaltozasédnak segitségével. A foszfat és az ADP kotést
részletesen feltérképeztik (70) (illetve Fiiggelék F.9). Ezeket az
eredményeket jelen dolgozatban nem taglalom, hogy ne veszitsiik szem el6l
a célt: meghatérozni a forditott felhtizasi 1épés mechanizmusat.

2.4.6.2 A forditott felhtizasi 1épés

Tehat ugyanazt a reakciot, vagyis az ATPaz ciklus forditott
lejatszasat két kiillonbozo régidban elhelyezkedd szenzorral kovettiik. Itt az
ideje, hogy Osszehasonlitsuk a két eredményt. A 48. &dbrdn ugyanazon a
grafikonon mutatom be a két reakcid lefutasat.
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48. abra A Trp-501 és a Trp-129 fluoreszcencia valtozasainak Osszehasonlitasa
ugyanolyan reakcidé koriilmények kozott visszafele lejatszatott ATP-az reakcidban. A
reakciokoriilmények megegyeznek a 46. és a 47. abran leirtakkal.

Jol lathat6, hogy a mindkét szenzor érzékeli a nukleotid kotést,
mint azt régebbrdl is tudjuk, amikor az ADP és az ATP kotését vizsgaltuk
foszfat jelenléte nélkiil. Ugyanakkor nagyon érdekes, hogy a W501+ nagy
fluoreszcencia emelkedése, ami a relé/konverter ,,le” allapotba keriilését
jelzi, igen lassu reakcid, a steady state ATPaz sebességi allanddjahoz
hasonlo, habar anndl valamivel gyorsabb. Mindebbdl levonhatjuk a
kovetkeztetést, hogy a visszafelé lejatszoddo ATPéaz ciklus a kovetkezd
mechanizmus szerint zajlik:

~fel” allapot »le” allapot
M* ADP.P, — MLADPP, = < " M+ADP+P,
lassu egyensuly gyors disszociaciéd
12. séma
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Vagyis a ligandumok kétédése' utdn egy lassu izomerizacié jon
létre, amelyet csak a relé-ben elhelyezkedd Trp-501 érzékel. Fiiggetlen
kisérletekkel meghataroztuk ennek a 1épésnek az egyensulyi allandojat, ami
K = 0,33. Mivel ismerjiik az egyenstlyi allandot és ennek a lepésnek a
megfigyelt relaxacids sebességét, abbol kiszamithatd, hogy a ,,le” — . fel”
irdnyu sebességi allandé 0,15 s'l, mig a ,fel” — ,le” iranyu 0,05 s'. Ez
utobbi majdnem megegyezik a steady state ATPaz reakcid sebességi
allanddjaval.

Mindezzel el is érkeztiink arra pontra, hogy felderitettilk, mi az
ATPaz ciklus sebességmeghatarozo 1épése, az hogyan kapcsolodik mas
folyamatokhoz. A hidrolizis 1épés utan egy lassii konformacios egyensuly
kovetkezik, amelynek eldre iranyul6 reakcidjanak sebességi allandoja 0,05
s". Ez a 1épés hatarozza meg a ciklus steady state sebességi allandojat, mert
a M'.ADP.P; populicié koncentriciéja elhanyagolhatd steady state-ben,
hiszen alacsony foszfat koncentracional igen gyors disszociacio (250 s™)
kovetkezik be, és az alacsony foszfat kotési allandé (<100 M™) miatt
foszfat visszakotddés sem torténik. Mint mar tudjuk, steady state-ben a
M* ADP.P; relativ mennyisége ~80% a teljes enzimmennyiséghez képest,
ezért a sebességmeghataroz6 1€pés megfigyelt sebességi allanddja 0,8x0.05
s’ =0,04 s, ami megegyezik a steady state ATPaz sebességi allandoval.
Tehat a sebességmeghatarozo 1épés nem a foszfat felszabadulas, hanem az
azt megel6z6 ,fel” — ,le” konformacids egyensulyi lépés, vagyis a
forditott felhtizasi 1épés. Erdemes itt megjegyeznem, hogy ez a 1épés nem
lehet munkaiitem, mert nem jar jelentds szabadenergia véltozassal, tehat
munkavégzésre nem alkalmas. Ezzel arra a régi kérdésre is valaszt kaptunk,
hogy aktin tavollétében képes lehet-e a miozin az erdkarjan keresztiil
erbgeneralasra, illetve munkavégzésre. Ebbdl is lathato, hogy az 4. 1épést
miért nem neveztem munkaiitemnek, és helyette miért is valasztottam a
kicsit nyakatekert — de logikus — elnevezést, a forditott felhuizasi 1€pés
nomenklatarat.

4 Az ADP é&s a foszfat kotésének, illetve levaldsanak mechanizmusat is meghataroztuk
ezekbdl a kisérletekbdl. A mechanizmus sémajat a fliggelékben bemutatom (F.9.). Itt annyit
jegyzek meg, hogy ennek a mechanizmusnak az a jelentdsége, hogy megmutatja, hogy a
foszfat vagy az ADP disszocial-e le elébb az ATPaz ciklus soran. Ennek eldontésére eddig
csak kozvetett kisérletek szolgaltak. Igen meglepé modon azt tapasztaltuk, hogy a
Dictyostelium miozin I esetében az ADP disszocial le el6szor és csak utana a foszfat. Ebbol
viszont az kovetkezik, hogy az utdbbi években spekulalt ,,backdoor” mechanizmus — ami a
korabbi foszfat felszabadulast akarta szerkezeti alapon magyarazni — ujragondolasra szorul.
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2.4.6.3 A lassu konformacioatmenet kovetkezményei

Elérkeztiink arra a pontra, hogy megvizsgaljuk, hogy mi az aktin
hatdsa a sebességmeghatarozo lépésre. Régota ismerjiik, hogy az aktin
legaldbb két nagysagrenddel gyorsitja a steady state aktivitast (K= 5 s™).
Akkuratus mérésekkel ugyancsak meghataroztuk, hogy a M*.ADP.AIF,
komplex — amely analogja a M* . ADP.P; komplexnek — aktin kdtése gyenge,
K4 = 60 uM (a mérés részletes leirasat lasd (70)). Az M*.ADP.AIF, és a
M*,ADP.P; hasonl6 aktinkdtési tulajdonsagat megerdsiti az a tény, hogy a
dominans populacié aktomiozinban is a M* . ADP.Pi, és az aktin aktivalasi
reakcio aktin koncentraciora vonatkoztatott Ky, értéke ugyancsak ~ 60 uM.
Azt is tudjuk, hogy az aktin kétése gyors folyamat (>100 s™). A fenti
kisérleteinkbdl egyértelmiien levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy az
aktin a sebességmeghatarozo 1épést, vagyis a M*.ADP.P; = M. ADP.P;
egyensulyt gyorsitja és tolja el a jobb oldali iranyba. Irjuk fel a
legegyszeriibb mechanizmust, ami ezekbdl a megfontolasokbol kdvetkezik
(13. séma).
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13. séma

A vékony nyilak mérete hozzavetdlegesen jelzi a sebességi allando
viszonylagos nagysagat, mig a vastag nyilak szélessége a reakcio f6
utvonalat mutatja. Mi hatdrozza meg a reakci6 lefutdsdnak {6 fluxusat?
Mint latjuk, az M*.ADP.P; komplex csak igen gyengén koti az aktint.
Hogyan lehetséges mégis, hogy aktinkotott allapotban torténik meg a
munkaiitem? Ennek az az oka, hogy aktin tavollétében a konforméacios
atalakulas sebessége sokkal-sokkal lassabb, mint az aktin kotés, illetve az
aktinkotott allapotban torténd munkaiitem. Tehat annak ellenére, hogy
termodinamikailag kedvezdtlen a munkaiitem felé venni az iranyt (gyenge
az aktinkdtés), kinetikai okok miatt mégis a reakcio f6 fluxusa ebbe az
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iranyba halad még kis aktinkoncentracio esetében is. A fenti mechanizmust
komputeren is szimulaltuk, amelynek eredményét a 49. dbra mutatja be:

AM]= 0.5 uM AM]= 5 uM
Acoz il ! B 42¢ [AM=5+ . .
1 361 |
@ 0015 AM*ADP.P, — AMIADPP, . 30 AM*ADP.P, — AMT.ADP.P,
b | = |
= 0010 ] > ]
TR E 1.84
0.005 | 1.21
i 0.6
0.000 +—mm4m8 —————— 0.0
00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
C Idé (s)
2]
=
x
=
T

0.0 01 02 03 04 05

Id8 (s)

49. abra A 13. sémdaban bemutatott mechanizmus komputeres szimulacioja kiilonb6z6
aktin koncentracioknal. A sziirke gorbék a M* ADP.Pi = M. ADP.Pi, a fekete gorbék a
A.M* ADP.Pi = A.M'".ADP.Pi folyamatok fluxusanak idébeli lefutasat mutatjak az ATP
miozinhoz térténd keverése utan 0,5 uM, 5 uM és 50 uM aktin jelenlétében.

Lathato, hogy annak ellenére, hogy az aktin csak Ks=60 pM
disszociacids allandoval kotodik a miozinhoz, mar ennél az értéknél két
nagysagrenddel kisebb aktin koncentracional (0,5 pM) is a fluxus 50%-a az
aktin kotott formakon keresztiil torténik. 5 uM aktin jelenlétében ez az
arany 95%, mig 50 uM aktin koncentracional >99%.

Ennek a mechanizmusnak harom kozvetlen kdvetkezménye van:

Az els6 az — és ebben rejlik egyik szépsége is —, hogy amiatt, hogy
a munkaiitem el6tt a rendszer egy termodinamikailag kedvezdtlen iranyba
van kényszeritve, a rendszert ez a jelenség a munkaiitemre legalabb 11
kJ/mol szabadenergia novekedéssel ,.energetizalja”, amely energia a
munkaiitemben szabadul fel, hiszen az aktinkotés 1€pésrol 1épésre erdsebb
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lesz (lasd az aktin kotés értékeket a 13. sémaban). Régen is sokszor
hangoztattdk, hogy az aktin kotése a rigor allapotban, illetve a miozin ADP
komplexéhez olyan er6s, hogy az valahogy felhasznalodik az
erégeneralasban, de nem tudtak, hogyan.

A masik kdvetkezmény, hogy megmagyarazza, mi is az ,,értelme”
az aktin aktivalasnak.

A harmadik kdovetkezmény pedig az, hogy magyarazatot ad arra,
miért nem kotédik a miozin az aktinhoz a felhuzasi 1épésben (3a), hiszen
gyakorlatilag szerkezetileg és aktinkotési tulajdonsdgban azonos miozin
formak vesznek részt a 3a 1épésben és az 5. 1épésben. Ennek az az oka,
hogy a felhuzési lépés igen gyors (a leggyorsabb a ciklusban), ezért a
folyamat nem iranyitodik az aktinkotott formak felé, mint a 4. 1épésnél. Ha
a kedves Olvas6 hajland6 volt végigragodni a fejtegetéseken eddig a pontig,
akkor most lathatja, miért is volt fontos megfejteni a felhtizasi 1épés és a
hidrolizis 1épés mechanizmusat. Az izgalmas a kutatasban az, hogy ezt mi
is csak most lathattuk meg, a legutobbi id6kben nyilt ki az egész
jelenségkor szépsége elottiink.

Osszefoglalasként tekintsiik at réviden, hogy hogyan miikodik az
aktomiozin rendszer munkaiiteme, ¢és milyen valtozdsokat hoztak
kisérleteink a korabbi elképzelésekhez képest. Az alabbi (14.) sémaba z61d
savval berajzoltam az 10j utvonalat, amelyen végighalad az ATPaz
reakciosor.

munkaiitem
AMoc:D —— AMoo.D——= A-Moo

A
| L
AMooT —= AMocT A-MocDPe—==—A-Moo-DP eras aktin kitott allapotak

L1,

AMcoT «~==—AMccT—5="AMccDP—==—AMcoDP gyenge aktinkotott allapotok

felhuzasi lepes hidrolizis Hfutile” ciklus
McoT «——— Mce'T—w—" MccDP —=— McoDP

A-Moo

14. séma

A fundamentalis kiillonbség szembedtld a régi (11. séma) és az 1j
modell kozott. Korabban ugy képzelték, hogy kizardlag az egyes reakciok
egyensulyi viszonyai hatarozzdk meg az tUtvonalat (szlirke sav), mig
kisérleteink azt mutatjak, hogy a munkaiitem felé¢ a rendszert kinetikai okok
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hajtjak a termodinamikailag kedvezdtlenebb molekula-komplex populaciok
felé. Az 1) modell szépsége abban rejlik, hogy jol latszik, hogy a
molekularis motorok nem ugy miikddnek, ahogy azt egy mémdk
megtervezné. Ha elképzeliink egy autot, akkor abban nincs analdg folyamat
ahhoz, hogy a rendszert termodinamikailag kedvezdtlen helyzetbe hozva
Henergetizdljam” azt. Egy ember altal tervezett motorban ok-okozati
viszonyok vannak, mig egy molekularis motorban az egyik legfontosabb
eseményt statisztikus folyamatok vezérelnek. Szamomra igen izgalmas
kérdés az, hogy mi ennek az oka. Vajon ennek a kiilonbségnek
sziikségszertien oka-e, hogy az auté makroszkopikus szinten épiilt, mig a
molekularis motor atomi szinten miikddik, ahol a statisztikus, véletlenszerii
molekuléris mozgasok dominalnak?
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2.5 Mi hajtia a motort?

A legkdzvetlenebb  kérdés, ami a fenti kisérletekbdl,
eredményekbol és modellekbdl kovetkezik az, hogy a funkcionalis régiok
kozotti kommunikdcid milyen molekularis mechanizmusokkal zajlik.
Ezeknek a mechanizmusoknak a feltdrasa nemcsak a motorfehérjék
szempontjabol lehet fontos, hanem igy gondolom, hogy ezekbdl kiindulva
a nem-motor fehérjékre is érvényes, altalanos modellek épithetok.

Az enzimen beliili jelatvitel trivialis mddja lehet az, hogy egy régio
konformaciés valtozasa konformacidvaltozast hoz 1étre egy szomszédos
régiodban. Ez egyszerii modellnek tlinik, habar ha belegondolunk a jelenség
folyamataba, akkor nem is olyan egyszert. Az egyik helyen torténd
alakvaltozas fesziiltséget general a szomszéd teriileteken, amelyek
relaxalodnak, és igy tovaterjed az atalakulas. Igen am, de létrejonnek-e az
enzimekben nagy teriileteket atfogd mechanikai fesziiltségek, és ha igen,
enzimben ez a kérdés nem szembe6tld, viszont a motor enzimekben a
funkcidjukbol kovetkezden létre kell jonnie ilyen jelenségnek. Hiszen a
motor enzim funkcidjat gy is megfogalmazhatjuk, hogy a motor olyan
enzim, amelyben fesziiltségek az enzimatikus ciklus soran ugy rendez6dnek
at, hogy legalabb egy allapotban az erdkart mozgatd régidban fesziiltség
keletkezik, amely a munkaiitemben relaxalodik, ezaltal pedig valamilyen
kiils6 ellenallassal szemben munkat végez. Ebbdl az is kovetkezik, hogy a
motor enzimek idedlis kisérleti objektumok a fellépd intramolekularis
fesziiltségek €s azok atrendezddéseinek vizsgalatara.

Legujabb kisérleteinkben az aktin kotést és a munkaiitemet
szinkronizald6 kommunikaciés utvonalat tanulmanyozzuk. Olyan nagy
specificitasit  mutansokat szeretnénk Ilétrehozni, amelyek ennek a
kommunikacionak lehetéleg csak egy-egy elemét, 1€pését befolyasoljak.
Természetesen kritérium az is, hogy ezek a valtozasok kisérletesen jol
detektalhatok legyenek, vagyis valamilyen jelentds, jol mérhetd jelvaltozas
torténjen. Néhany éve S. Fischer és K. Holmes szamitogépes szimuldcioval
modellezte a motor domén felhuzasi 1€pését (2,71-74). ElsOsorban a relé
régioban torténd valtozasokra koncentraltak. Arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a relé hélix kdzepén elhelyezkedd fenilalaninok (F481 és F482) egy
klasztert képeznek a F652 fenilalninnal, ahogy azt a 50. dbra mutatja.
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50. abra Az altalunk végzett ,elasztikus szalag” modszerrel végzett szimualcid
eredménye, amelyben a felhtizasi 1épést szimulaltuk. A fenilalanin klaszter szerkezete a
»le” és ,.fel” allapotokban. A relé hélix mozgasanak libikoka modellje szempontjabol
szimulacionk hasonlé eredményre jutott, mint S Fischer és Holmes (2).

A konformacidés atmenet soran a klaszteren, mint alatamasztasi
ponton billen a relé hélix, majd a folyamat masodik szakaszaban a hélix
disztalis fele elhajlik, ezaltal a hélix végpontjan még nagyobb Kkitérést
biztositva. A klaszter egyes fenilalaninjait alaninra mutaltuk a W501+
konstrukcioban. Azt reméltiik, hogy a mutéaciok altal specifikusan tudjuk a
relé hélix mozgasat befolydsolni, és a mozgast nagy érzékenységgel
kovethetjik a Trp-501 fluoreszcenciajan keresztiil. Anélkiil, hogy
eredményeinket részletesen bemutatnam, kiemelem koziiliik, hogy oridsi
szerencsénkre valdban nagy specificitassal a relé elmozdulasat gatoltuk. A
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mutaciok (F481A/F482A, illetve F652A) nem befolyasoltak az apo és a
,le” allapotok szerkezetét és a koztiikk 1év0 enzimatikus dtmenetet. Tehat a
W501+/F481A/F482A , illetve W501+/F652A konstrukciokhoz ATP-t
adva az apo szerkezet gyakorlatilag ugyanolyan modon megy at a ,le”
allapotba, mint a vad enzim, vagyis az 1. és a 2. 1épés valtozatlan formaban
lezajlik. Azt is kimértik, hogy a hidrolizis (3b) és az aktinkotési
mechanizmusok is gyakorlatilag valtozatlanok. Ugyanakkor a 3a 1épés nem
megy végbe a szokasos modon, a Trp-501 altal detektalt konformacid
valtozas csak igen kis részben zajlik le, és a ,fel” allapot szerkezete a
mutaciotol disztalis irdnyban (a konverter feldli részben) erésen perturbalt.
Mivel tudjuk, hogy a hidrolizis 1épés csak akkor alakul ki, ha a switch 2 és
a zseb egyéb részei a ,.fel” (zart) allapotnak megfelelé konformacioban
vannak, ezért egy olyan izgalmas mutans konstrukciot sikeriilt eléallitanunk,
amely a mutaciotol disztalisan egy bizonyos enzimatikus lépést erdsen
megvaltoztat, ugyanakkor a mutéciotdl ,,folfele”, az nukleotid zseb és az
aktinkotd régid felé nem okoz valtozast.

Szamitogépes modellezéssel megvizsgaltuk a mutans ,,le” allapot
szerkezetét, és azt tapasztaltuk, hogy tokéletesen megegyezik a vad
tipuséval. Akkor miért nem tud a 3a Iépés lezajlani, honnan tudja az enzim,
hogy a ,.fel” allapot felé nem tud elindulni, ha a szerkezet valtozatlan? A
motor enzimek korében eddig egyediilallo, de igen egyszerli modszerrel
vizsgaltuk meg, hogy vajon a relé aminosavjainak dinamikai allapota is
valtozatlan maradt-e. A mutidns és a vad relaxalt ,le” allapotanak
szerkezetén elinditottunk néhany szaz pikomasodperces szimulaciot, majd a
relé hélixben minden aminosav ¥ és ® sz0g mozgasanak atlagos kitérését
abrdzoltam az 51. abran.
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51. abra A relé hélix ¥ és O szogelfordulasainak atlagos amplitaddja 100 ps alatt a vad
¢és a FA81A/F481A (B) és a F652A (C) mutans konstrukcidkban. A teli szimbolum a
mutans, az lires szimbolumok a vad enzim mobilitasat jelzik. Az A abra a relé hélixet
mutatja. A hélix aminosavainak pozicidi (468-496.) megfelelnek a grafikonok X
tengelyén lathat6 szamozasnak.
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Az eredmény meglepd ¢€s egyuttal csodaszép. A mutdcional
(F481/F482) ¢és kozvetlen kornyezetében nincs valtozas a dinamikai
tulajdonsagokban, azonban specifikusan, kizarolag a négy és a hat
aminosavval arrébb 1évé aminosavak (486. és 488. poziciok) mozgasanak
amplitudoja megduplazddott, mig még hidrom aminosavval odébb (491.
pozicio) joval rigidebbé valt a mutansban a vadhoz képest. Hangsulyozom,
hogy mindez valtozatlan szerkezet mellett torténik. Tovabbi részletek
mellézésével azt szeretném kiemelni, hogy ezek az eredmények arra
reflektalnak, hogy a szerkezeti tulajdonsagok mellett a dinamikus
tulajdonsagoknak alapvetd szerepik van a konforméciés atmenet
kialakitdsdban. Azok a mutaciok pedig igen izgalmasak, amelyekkel
specifikusan csak a nehezebben vizsgalhatd dinamikai tulajdonsagokat
valtoztatjuk meg. Ahhoz, hogy a rel¢ hélixben az elmozdulas 1étrejojjon, a
hélixen végigfutdé mechanikai fesziiltségnek minden bizonnyal at kell
rendezddnie. A fenti muticiok valosziniileg a ,le” allapotban kialakulo
fesziiltségek eloszlasat valtozatta meg, amely a peptidgerinc egyes
szakaszainak dinamikéjanak megvaltozasaban is megmutatkozik.
bukkantunk. A mai napig kérdéses, hogy a gyenge aktinkotéskor hogyan,
milyen szerkezeti elemeken kersztiil érzékeli a relé hélix az aktinkotést,
annak érdekében, hogy a munkaiitem megkezdddhessen. Sokan az
aktinkotd arok zarddasan keresztiil az arok aljan htzodo switch 1 région
keresztiili Gtvonalra gyanakodnak. Az az érzésem azonban, hogy ha ennek
van is szerepe, az csak részleges lehet, mert a gyenge aktinkotéskor az
aktinarok alig zarodik be, és ezt a switch I nem nagyon érzékeli.
Eszrevettiik, hogy a relé hélix aktinkoté régidhoz kozeli részén a hélixet
megtori (miozin fajtatol fliggben) egy vagy néhany prolin (52. abra).

Ezt a szerkezeti elemet aktivaciés huroknak neveztik el.
Szekvenciaja csak annyiban hasonld a miozinok kozott, hogy legalabb egy
prolint tartalmaznak. Viszont az dsszes ismert miozin szekvencia (beleértve
az 0Osszes csaladot) alapjan kijelenthetjiikk, hogy ez a hélixtor6 hurok
mindegyik miozinban megtalalhat. Ugy gondolom, hogy ez nem lehet
véletlen, raadasul ezt hurkot meglepé médon még senki nem vizsgalta.
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52. abra A prolingazdag hurok elhelyezkedése a Dictyostelium miozin II-ben.

Kapora jott a vizsgalata, mert a szerkezet alapjan elképzelheto,
jatszhat szerepet. Szamitogépes szimuldciok segitségével mutaciok
sorozatat terveztilk, amelyekben ugy tavolitottuk el az aktivacids hurkot,
hogy a relé hélix regisztere ne valtozzon, a hurokdeléciés mutansban ezen a
helyen torésmentes, stabil hélix legyen. Az elsé eredmények minden
varakozasunkat feliilmiltak: Aktin tavollétében a mutans (A519-523)
minden kinetikai paramétere ugyanolyan, mint a vad enzimé, és a hurok
aktin disszociaciora sem. Egyetlen tulajdonsagban tortént valtozas: az aktin
egyaltalan nem gyorsitja a mutans miozin ATPaz aktivitasat. Kérdés, hogy
1étre az aktin aktivaci6? Ez a kérdés azért is fontos, mert az eredmények a
munkiitem mechanizmuséanak részletes feltarasahoz vezethetnek.

Az aktivacidos hurok minden miozinban tartalmaz egy pozitiv
toltésli aminosavat. Ezt az arginint aszparaginsavra cseréltiik. Ez a mutans
teljesen ugy viselkedett minden paraméterében mint a fentebb leirt A519-
523 muténs. Irodalmi analizlink egy régen ,.elfelejtett”, ritkan idézett cikket
fedezett fel. Emil Reisler csoportja azt talalta, hogyha az aktin negativ
toltésti N-terminalis aminosavait eltavolitjdk vagy semlegesekre cserélik,
akkor a mutans aktin nem tudja aktivalni a miozin ATP4z aktivitasat,
viszont minden mas tulajdonsagit megdrzi. Ekkor még nem ismerték a
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miozin szerkezetét, ezért nem tudtidk magyarazni az eredményeiket. Igy
némileg megeldzték ezzel az eredménnyel korukat, és ezért feledésbe is
merliltek ezek a kisérletek. Viszont ez az aktin mutans mikodésében a
miozin aktivaciés hurok mutansok parja. Az aktin atomi szerkezeti
modellekbdl hidnyzik az N-termindlis els6 négy aminava, amelyeket
Reislerék mutaltak. Eppen ezért a Holmes féle aktomiozin szerkezeti
modellbdl is hianyzik ez a par aminosav. Ez az oka, hogy nem vették észre,
hogy az aktin N-termidlis régioja (amely minden aktinban negativ toltésl)
sohidat képez az aktivacidés hurok konzervativ pozitiv tolté€sti aminosav
oldallancaval. Ennek az eredménynek koszonhetden -elkészithettik az
aktomiozin atomszerkezeti modelljét. Ez az allapot a ciklus szempontjabol
nagyon fontos, mert a munkiitemkiindulési allapota.

Osszefoglalva kirajzolédott egy konzisztens kép arrdl, hogyan
zajlodik le a munkatitem. A hidrolizis 1épést megeldzden az erdkar ,,fel” és
»le allapota gyors egyensulyban van egymassal, és olyan allapotban van,
amely csak kis valoszinlistiggel tud kétddni az aktinhoz. ATP-t csak a ,,fel”
allapota miozin képes hidrolizalni, ezaltal a hidrolizis révén kis mértékben
a ,,fel” allapoti ADP.Pi-tartalmaz6 miozin allapot stabilizalédik. Ez annak
is koszonhetd, hogy aktin tavollétében az ezt kdvetd ,,fel” —, le” atmenet a
ciklus sebességmeghatarozo lépése. A ,.fel” allapoti miozin fej is csak
kismértékben kotddik az aktinhoz. Viszont, ha kis valosziniiséggel
hozzako6t6dik a miozin az aktinhoz ebben az allapotban, akkor kdlcsonhatas
alakul ki a miozin aktivacios hurok és az aktin N-terminalis régidja kozott
is. Ennek a kolcsonhatasnak kdszonhetden az aktin mintegy ,,meghuzza” a
relé régidt, és felgyorsul az erdkar lecsapas lépése, elindulhat a munkatitem.
A munkaiitem révén az aktinkotés is fokoztosan erdsebbé valik, amely
kotodés az ezeket az eseményeket kovetd gyors foszfat és ADP
disszociacid révén tovabb erdsddik. Tehdt a munkaiitem iniciacidjdnak
kinetikai és nem termodinamikai oka van (lasd 13. séma). A munkaiitemet
energetikailag egyrészrol az aktinkotédés hajtja, masrészrél pedig a
termékek felszabaduldsa ,htizza”. Tehat nem alakul ki egy olyan nagy
energidval rendelkezd 4allapot, amely a munkaiitem teljes energidjat
tartalmazza, ahogy azt a Lymn-Taylor modell javasolja (2.2.1. fejezet).

Az utobbi években igen nagy vita alakult ki arrél, hogy a motor
enzimek aktiv médon 1épdelnek vagy racsniként (ratchet) mikodnek. Fenti
modelliink erre is valaszt ad, nevezetesen mindkét tabornak igaza van.

cre

a miozin fej, azonban az energiafelszabaditas nagyobb része a munkiitemet
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kovetd gyors 1épésekben kovetkezik be, amely révén mar visszafele nem
tud haladni a rendszer.

2.6 A jelen és a jovo - uj kérdések, uj megkozelitések
Milyen intramolekularis
mechanikai fesziiltségek
keletkeznek az enzimmiikddés
soran? Hogyan rendezddnek at
ezek a fesziiltségek az enzimciklus
egyes Iépéseiben? Mik ezeknek a
fesziiltségeknek a szerepe, és
mennyire altalanosithatdk ezek a
szerepek a nem-motor enzimekben?

A jelen a mult és a jovo része. A fenti bekezdésekben errdl
beszéltem. Most roviden attérek a jovore, tovabbi terveinkre. A
tudomanyos kérdés, amit koriil akarunk jarni az, hogy az enzimben fellépd
és a mikodés soran atrendez0d0 mechanikai fesziiltségek hogyan
befolyasoljak, illetve hatarozzak meg az enzimmiikddést. Ennek
vizsgalatara olyan kisérleti elrendezéseket terveziink, amelyekben az
enzimbe kiilonb6z6 tipusi molekularis rugokat épitiink, és ezzel
perturbaljuk mechanikusan az enzimmukodést. Mind passziv, mind aktiv
rugdk beépitését tervezziik motor €s nem-motor enzimekbe. Az ismert
»rugoallandoju” passziv rugokat az egymashoz képest elmozduld régiok
kozé helyezziik, és a régiok elmozdulasat akadalyozzuk kiilonbozo
mértékekben. Az aktiv rugdk olyan molekuldk, amelyek kiilonb6zo
hatdsokra (pl. fényaktivalassal) izomerizaciora képesek, ezaltal pedig a
molekula két végpontja kozotti tavolsag megvaltozik. Ilyen aktiv rugodkat
helyeziink a kiilonb6z6 enzimrégiok kozé. A rugok fényaktivaldsaval a két
régid kozott erOperturbaciot hozunk létre, és vizsgaljuk ennek hatdsat az
enzimreakciora. A rugok beépitését a dolgozatban targyalt régidspecifikus
konformaciés szenzorokat tartalmazé motor doménekbe (pl. W501+)
tervezziik, igy az egyes enzimatikus 1épéseket €s azok helyspecifikus
valtozasait nagy ¢érzékenységgel tudjuk kovetni. Ezek a moddszerek
reményeink szerint hatékonyan 6tvozik az egyedi molekularis erdmérés és
a kinetikai médszerek elonyeit.

Ebbe a kutatdsba igen nagy elszéntsdggal és nagy reményekkel
vagunk. Igen biiszkék vagyunk arra, és oOridsi batoritdst ad, hogy a
European Research Council (ERC) IDEAS programjanak bizottsaga is
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izgalmasnak tartotta ezeket a kérdéseket, és az ERC tamogatasaval
nagyobb esélyiink lehet a sikerekre.

A siker nekem azt jelenti, hogy az Gton haladunk, és néha valaszt
kapjunk egy-egy kérdésiinkre, amely tjabb kérdéseket ébreszt.
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3. Fiiggelék

A fliggelékben roviden Osszefoglalom az alkalmazott Iényegesebb
modszereket, enzimkonstrukciokat. Téblazatokban kozlom a legfontosabb
szdmszerl eredményeket, amelyeket a gordiilékenység érdekében hagytam
ki a szdovegtestb6l. Ezutan vazolom azokat a kutatdsi eredményeket,
amelyeket a miozin és mas enzimek konformacidos atmeneteinek
vizsgalataban folytattunk. Ezeknek a vizsgéalatoknak nagy része kozvetleniil
is kapcsolodik a dolgozat f6 témajahoz, azonban kifejtésiikkel nem akartam
megtorni a gondolatok fonalat.

3.1 Fontosabb anyagok és modszerek

3.1.1 Enzimkonstrukciok

A 2. tablazatban 0Osszefoglaltam a fontosabb alkalmazott
enzimkonstrukciokat. Az enzimkonstrukciok részletes leirasa a tablazatban
ugyancsak megtalalhat6 kézleményekben olvashato.

Motor domén A vizsgalt Referencia
konstrukcio régio
1. WI113+ A nukleotid (6,37,38,68;70)
2. W129+ zseb bejarata
3. WI131+
4. W239+ Switch 1 hurok (34,53)
5 W242+ (nukleotid zseb
alja)
6. W458+ Switch 2 hurok (75)
(nukleotid zseb
alja)
7. W461+ Switch 2 relé

regio hatara
8. W501+(native Trp) Relé régio (6,27,33;38;65,66,68;70;7

5-78)
9. W129/501+ Nukleotid (6,37)
kotés és relé
mozgas
10. W692+ Konverter (6)
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11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

21.
22.
23.
24.

25.
26.
27.
28.

29.

30.
31.
32.
33.

W501/692+

W501+/R84/M
W501+/K704E
W501+/R84E
W- (Trp less)

416C/537C
400C/537C
416C/586C
398C/537C

WS501+/F481A/FA82
A

WS501+/F652A
W501+/365Q
W501+/F359A

W501+/E360-
V368/GGG

W501+/A519-523
W501+/S510L
W501+/541Q
W501+/S510L/N541
Q

W501+/S510L/N541
Q/ A519-523

R520E
GFP-W501+-YFP
YFP-W501+-GFP
BFP-W501+-GFP

F.1. tablazat

régio
Relé és
converter régio

Erdkar és relé
mozgasa

Aktink6t6 arok
mozgasai

Relé region és
a libikoka
felfiiggesztése
A 4. aktink6to
hurok (loop 4)
mozgésai és
aktinkoto
tulajdonsagai
A prolin
gazdag hurok
¢és a relé helix
mozgasai
/kommunikéci
0s utvonal az
aktinkoto
region és a relé
kozott

Az erokar
mozgésa / az
erokar és a relé

egylittes
mozgasai

(6)

(78:79)

(6:33)

(34;80)

(76)

(36)
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3.1.2 Enzimkonstrukciok eldallitasa

Az enzimeket kodolo DNS konstrukciokat és mutaciokat PCR
alapti technikékkal vagy kiilonb6z6 mutegenzis kit-ek felhasznalasaval
allitottuk el6. A DNS inzertek eldallitasanak leirdsa megtalalhaté az F.1
tablazatban feltiintetett kozleményekben. A miozin motor domén
konstrukciok a Dictyostelium miozin 1l 761-ig aminosavaig tartottak. A
motor domén C-termindlisthoz 8 hisztidinbol 4ll6 HisTag cimkét
illesztettiink. Az inzerteket a pDXA-3H alapi pDXA-M761 (81,82)
vektorba klonoztuk. A vektorokat Prof. Dietmar Mansteintol kaptuk, amiért
halas koszonet jar résziinkrél. A motor domén konstrukciokat Dictyostlium
orf+ sejtekben expresszaltuk, ¢és Ni-NTA affinitds kromatografia
segitségével izolaltuk.

3.1.3 Tranziens és steady state kinetikai modszerek

Stopped flow médszerek A megallitott aramlasos (stopped-flow)
kisérleteket (lasd 9. abra) KinTek 2006, BioLogic SFM300 (ELTE
Biokémiai Tanszék), és részben Applied Photophysics SX18MV
késziileken végeztiik (Department of Biochemistry, University of Leicester).
Fényforrasként Xe lampat hasznaltunk, 295 nm gerjesztési hulldmhosszal
(rés-sz€lesség: 2-4 nm). A fluoreszcencia-emissziot GB320 (vagy GB335)
és UG11 optikai sziirokon keresztiil detektaltuk. A miiszer holtidejének (a
reakcio szamitott kezddpontja €s a megfigyelés kezdete kozott eltelt id6)
méréséhez a NATA (5 pM) N-bromo-szukcinimiddel (NBS, 50-400 pM)
torténd reakcidjanak tranzienseit vettiik fel (37). Kétféle mintacellat
alkalmaztunk (térfogat: 20 illetve 5 pl), amelyekkel 1,5 illetve 0,2 ms
holtid6t (BioLogicl SFM300) hataroztunk meg. Az 5 pl-es cella hasznalata

a gyors (> 5000 s ) folyamatok jobb felbontasat teszi lehetévé a haromszor
rovidebb holtid6 jovoltabdl, figyelembe véve azt is, hogy jelszintje csak 40
%-kal alacsonyabb a 20 pl-es cellahoz képest.

Az adatokat logaritmikus id6beosztasti mintavételezéssel (rekordonként
1000-8000 pont) vettilk fel annak érdekében, hogy a tobblépéses
folyamatok valamennyi fazisanak analiziséhez elegendd adatpont alljon
rendelkezésre. A 16kések id6-profiljat a késziilékbe épitett, a dugattyu
aramlasos kisérletek leirasakor mindig a reakciocellabeli koncentraciokat
emlitem.
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Hoéugras A hougrasos (temperature-jump) kisérleteket Hi-Tech Scientific
TJ-64 muszerrel végeztiik. A mintat 297 nm-en gerjesztettilk 75 W-os Hg-
Xe lampaval (Hamamatsu Photonics), 297FS 10-25 interferencia-sz{ir6n
(Androver Corp.) keresztiil. A fluoreszcencia-emissziot G320 és UGI11
filtereken kresztiil detektaltuk. 100 pl-es mintacellat hasznaltunk, 3 mm-es
fényuttal. A hdugrést a cellan keresztiili 10 kV-os elektromos kistiléssel
indukaltuk, amely kb. 5°C-nyi wugrast eredményezett (kiindulasi
hémérséklet: 16°C). Ahhoz, hogy a minta elektromos és hdvezetése
megfeleld legyen, a tobbi kisérlethez képest nagyobb ionerdsségii mérési
puffert kellett hasznalni (60 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 20 mM TES pH 7.,5).
Ilyen koriilmények kozott a hougras 50-100 ps alatt kdvetkezett be. A
minta hiilésének ,,féléletideje” 3 s kortili érték volt (a hiilés lecsengése nem
volt egyfazisu exponencialis). A hdéugrasokat 150 s-onként ismételtiik a
mintan.

Nyomasugras A nyomasugrasos (pressure-jump) méroémuszer (Research
School of Biosciences, University of Kent at Canterbury) Clegg és Maxfeld
eredeti konstrukcioja alapjan keriilt Osszeallitdsra, azonban annal kisebb
mintakamrat (50 pl) és két kis térfogati nyomadsszelepet tartalmaz. A
mintakamra egy 2 mm bels6 és 5 mm kiilsé atmérdju zafir gytirti, amelynek
egyik végét egy nyomas-szenzor (Kistler 601A), masik végét pedig egy
vékony membran (0,003’ Kaptan V, Du Pont), illetve egy piezo-
elektromos nyomasgeneratorhoz (Physik Instrumente P245.30) csatolt
dugattyti zarja le. A kamraban 80-200 bar-os nyomdasugras kb. 80 ps alatt
zajlott le mind novekvd, mind csokkend irdnyban. Az adatfelvétel idejétol
fiiggéen, maximum 30 Hz frekvenciaval indukéltuk a nyomasugrasokat. A
100 W-os Hg-Xe lampaval 297 nm-en (2,5 nm rés-szélességnél) gerjesztett
minta fluoreszcenciajat WG320 filteren keresztiil detektaltuk.

3.1.4 Fluoreszcencia modszerek

Steady-state fluoreszcencia-mérések A steady-state fluoreszcencia-
méréseket SLM 48000 spektrofluoriméteren és Edinborugh Instrument
Fluorimeter 900 késziiléken végeztiik, termosztalt mintatartéval, 5 mm
uthosszu kiivettaban. Fényforrasként 200 W-os Hg-Xe, illetve 450 W-os Xe
ldmpat alkalmaztunk. Azokban az esetekben, ahol a jo jel-zaj arany
eléréséhez nagy intenzitasu gerjesztd fényre volt sziikség, a Hg-Xe lampat
hasznaltuk, mig a hosszabb ideig tarté méréseknél a Xe lampat alkalmaztuk,
annak jobb intenzitas-stabilitdsa miatt. A fehérjemintaban (3-10 pM) 1évo
triptofanokat 297 nm-en gerjesztettilk, 1 nm széles rés alkalmazasaval. A
fluoreszcencia-emisszid  intenzitdsat monokromatoron (4 nm  rés-
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szélességgel), vagy WG320 és UG11 optikai szlir6kon (Comar Instruments)
keresztiil ~ detektaltuk. A fluoreszcencia  hdmérsékletfiiggésének

vizsgalatakor a mintat vizcirkulacioval, kb. IOC/perc sebességgel hiitottiik.
Az ATP-az reakcid steady-state szakaszaban végzett fluoreszcencia-
mérések utan ellendriztiik, hogy a szubsztrdt a mérés alatt nem fogyott
olyan mértékben, ami befolyasolna a kapott eredményeket.

Steady-state anizotropia-mérések A  steady-state fluoreszcencia-
anizotropia méréséhez Glan-Thomson prizma polarizatorokat alkalmaztunk.
Mind T-, mind L-formatumban végeztink méréseket. A vertikalisan
polarizalt fénnyel gerjesztett minta fluoreszcencia-emisszidjanak vertikalis
(Ivv) illetve horizontalis (Ivh) komponenseit a T-formatumi mérés esetén
egyidejileg detektaltuk, 335 nm-re Aallitott (16 nm rés-szélesség)
monokromatoron illetve WG320 — UG11 filter-kombinacion keresztiil. Az
L-formatumi mérés soran a vertikalis és horizontalis komponenseket
egymas utan mértik meg, az emlitett optikai filterek alkalmazisaval. Az
anizotropia (r) értékeket G-faktor korrekcid alkalmazéasaval szamitottuk: r =
(Ivv-G*Ivh)/(Ivv+2*G*Ivh). A G-faktor értékét a horizontalisan polarizalt
fénnyel gerjesztett minta emisszidjanak vertikélis (Ihv) illetve horizontalis
(Ihh) komponenseibdl hataroztuk meg (G = Ihv/Ihh), és ugy allitottuk be a
fotodetektorok érzékenységét, hogy ez 1-hez kozeli érték legyen.(,, magic
angle”).

Idofelbontott fluoreszcencia-mérések Az iddfelbontott fluoreszcencia-
méréseket idokorrelalt egyfoton-szdmlalasos (time-correlated single photon
counting, TC-SPC) modszerrel (Central Laser Facility, Rutherford
Appleton) és Edinborugh Intrument Fluorimeter 900 késziiléken (ELTE
Biokémiai Tanszék) mértiik.

Fényforrasként egy frekvencia-kétszerezett, dinamikus kicsatolasu,
modus-szinkronizalt, szinkron-pumpalt festéklézert (Spectra-Physics
Modell 3500) hasznaltunk, amely a fehérjemintak (5-25 pM) 296 nm
hullamhosszon valo gerjesztését tette lehetdvé. Az alkalmazott pulzusok
frekvenciaja 4 MHz, szélessége 10 ps volt. A fluoreszcencia-emissziot
WG335 és UGI11 sziirékon keresztiil detektaltuk, MCP-PMT (Hamamatsu,
R3809U), 85 ps valaszidejii fotoelektron-sokszorozd csével. Az
idéfelbontott anizotropiat film-polarizator (Halbo Optics, DPUV-25)
segitségével mértiik. A vertikalis és horizontalis emisszio-komponenseket
egymds utan vettik fel. A fotoelektron-sokszorozéonak a kiilénb6zd
iranyban polarizalt fényre valo eltérd érzékenységét kikiiszobdlendo a film-
polarizator és a detektor kozé él-depolarizatort helyeztiink, igy méréseink
soran 1 volt a G-faktor értéke. Az életidé-mérésekhez a fluoreszcencia-
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emisszio teljes intenzitasat 1 +21 alapjan szamitottuk. Az adatokat 1024
csatornaba gyujtottiik (csatorna-szélesség: 40 ps) SPC-700 PC-kartya
modul segitségével (Becker and Hickl GmbH, Berlin), amely az egyfoton-
szamlaldsos mérés standard funkcidinak (TAC (time-to-amplitude
converter), CFD (constant fraction discriminator), iranyitasat is ellatta.

3.2 A dolgozatban szerepld enzimatikus folyamatok dltalunk
kimért kinetikai paraméterei, és egyéb fontosabb kvantitativ kisérleti
eredmények tablazatos dsszefoglaldsa
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F.2 Tablazat Az enzimatikus 1épések a modositott Bagshaw-Trentham sémaban

A forward lépések kezdeti és végdllapota

Enzimatikus lépés Sebességi dallando A R )
K ATP-ko6tés k; forward apo
litkozési lépés k, reverse iitkozési komplex ATP-vel ATP- kétés
K ATP-ko6tés indukalt k, forward itk6zési komplex ATP-vel
2 ST .
konformaécio6 valtozas Ko — Jle” ATP 4llapot
k fi d ,,le” ATP allapot
K. felhizési 1épés % onvar ¢ — ok
k3, reverse ,fel” ATP allapot o ,“.’
hidrolizis
k fi d ,.fel” ATP allapot 5né
Ksp hidrolizis 1¢pés 3 orwar = dllapo 1épés
kp reverse ,fel” ADP.P; allapot
: L ky forward ,fel” ADP.P; allapot
K, forditott felhuzasi 1épés
k4 reverse ,»le” ADP.P; allapot
. . ks’ forward aktin kotott ,,fel” ADP.P; allapot
K, munkaiitem
k.’ reverse aktin kotott ,,le” allapot
1 7 s i
M 4 ATP #==2 MATP —% " MLATP == MEATE =" M* ADP.P
9 4
7 ] 5 i
M+ ADP == MADP = M ADP + Pi = M ADP.P
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F.3. Tablazat
A nyitott-zart atmenet és az ATP-hidrolizis 1épés kinetikai és termodinamikai paraméterei a W501+ motor doménen
végzett kisérletek alapjan (folytatas a 121. oldalon)

; Srték- Erték
Paraméter Ligand Z\{elry tk,, Szdmitas modja Merte’k
meresbol egyseg 50C 100C 150C Zoac 25(1C
wK_(=K,) AMP.PNP 0,11 0,25 0,49 0,82 1,06
ot ADP.BeF, A PPK oe=(F-F)/(F-F) 0,20 0,46 0,85 1,43 1,74
WK =K (14K ATP 3 7 14 32 45
X AMP.PNP - <0,1 0,16 0,32 1 1
PPKoe(=K3a) . WPK =1 az amplitad6
ADP.BeF, el R o 0,43 0,55 1,0 2.3 2,6
WK =K (14K ATP 1,9 4.6 5,7
Ka, ATP 0,2 0,3 0,4
AMP.PNP 52 33 1,7 049  -0,14
AG, (nyitott-zart) ADP.BeF, AG=-RTIn""K,, 3,8 1,8 0,38 -0,87 -1,4
ATP . ol 2,6 44 6,4 8.4 9.4
AMP.PNP 132 96 68 66 60
AH, (nyitott-zart) | ADP.BeF, 133 94 78 60 58
ATP 117 92 96 114 82
AMP.PNP C Kobs= Kiza+ K3a s 92 210 460 1000
Kisa ADP BeF, Ksa=kisd/ K 30 70 180 250 370
ATP 54 150 350
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370 420 570 950

270 490 870

k—3a

e, .-

A steady-state flureszcencia hémérsékletfiiggés
B nyomdsugrasos kisérlet amplitadéjabol
€ nyomdsugrasos kisérlet megfigyelt sebességi allanddja (kobs)
D stopped flow mérés

“""Koc), 8 14 13
D (K3a)
TR = T o1y 1,2-2,5 1245  1,1-85
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F.4. Tablazat
A nyitott-zart egyensuly termodinamikai paraméterei a W501+, W501+/K84M és W501+/R704E mutansok steady-
state fluoreszcenciajanak homérsékletfiiggése alapjan

ATP AMP.PNP ADP.BeF,
Paraméter
Ws01+/  W501+/ Ws01+/  W501+/ Ws01+/  W501+/
R K84M rRo4E PO keam R704E A K84M R704E
AG, (10°C) ) )
(kJ/mol) by 1,41 1,63 6,49 6,39 3,37 3.50 420
AG, (15°C) . _
(kJ/mol) 1,92 3,13 0,31 4,99 5,03 2,03 2,43 3,78
Bl (ALY 3.03 5,06 1,02 3.76 3.83 7.8 0.95 138 2,57
(kJ/mol)
AGy (25°C) 3,59 -6.85 2,05 2,70 2,70 5.92 0,00 0,62 1,95
(kJ/mol)
AH, (kJ/mol) 63 106 78 79 75 95 72 63 47
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Mutdns

W501+

WI129+

Wi131+

Wi113+

W129+/
W501+

Ligand

apo

ATP

ADP

ADP.
AlF,

apo
ATP
ADP
PP;
apo
ATP
ADP
apo
ATP
ADP
ATP
ADP

Fluor.
Intenzitis”

1,00

Fluor.
valtozds
(%)

+85

+88

-55
+57

-31

+5
+3
+50
-30

Eltolédds
(nm)"

-7

-4

+3

+1

0,058

0,095

0,047

0,095

0,056
0,021
0,026

0,029
0,016
0,016

3,86
1,80
1,52

Fss

0,22

0,20
0,21
0,21

0,18
0,20
0,20

L

0,209

0,191

0,194

0,203

0,167
0,205
0,191

54+£2

68 +4

120+9
169 £ 24
118+ 14

7

(ns)

0,91

1,37

0,93
0,75
0,71

7 (ns)

4,92

4,78

4,74

4,82

5,00
4,74
4,66

Eletido-

komponensek (%)

(5] statikus
17 71
30 60
13 76
30 60
16 70

6 86

7 84

F.5 Téblazat Egy triptofanos motor domén konstrukciok fluoreszcencia tulajdonsagai Q: kvantumhatasfok, K;: Stern-Volmer éllando, r_: steady-

state anizotropia, r: a lecsengési gorbébdl t = 0 idépontra extrapolalt anizotrdpia, @: anizotropia-lecsengési 1d6, t: életidd *apo allapotban, W501+ -
P ges1 g p iy p1a, ¢ P g p p

hoz képest , "apo allapothoz képest, “akrilamiddal
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F.6 Tablazat A W239+ fontosabb kinetikai paraméterei.

Kinetikai Elemzett adat ~ 20°C 12°C

parameter
Kico, forward (151) Mg2+ Ktés / 20 6
Kiso, reverse (5°) disszociacié' 29 18
Kiso 0,7 0,3
Kiso, forwara  (5™) - 23
kiso, reverse (S-l) MgADP = 32
Kion (UM's™) kotés® 3,8 3,5
Keon (UM's™) 2,7 0,57

'Mg”" kotés sémaja:

kiso,forward
fM.MgADP « —>__ *M.MgADP

kiso,reverse
A4
Mg2+ /1\ng+

Tt M.ADP

*MgADP kotés séméja:

kiso,forward
tM.MgADP ._ *M.MgADP

SO, reverse
Mff % Son
MgADP

MgADP

~0,15
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Kinetikai
paraméter
- Ktumover (S-l)
- K xk, (uM's™)
- k, (S-l)
- k.¢/K5
- kstke (pM's™)
- Kq (uM)
Kixk, (uM's™)
k; (S_l)
kia(s™)
Kaa (uM)

Aktin

Nukleotid w239+
0,17
MgATP 0,87*
450*
4%
MgADP <1000**
7,6%*
MgATP o
350
- 1,6
ADP 0,02

w242+

0,2
0,2*
400*

F.7 Tablazat A W239+ ¢és W242+ fontosabb kinetikai paraméterei

aktinban és aktin nélkiil

A mérések 20 °C-on, 5°C-on (*) illetve 12°C-on (**) torténtek. Az aktin
nélkiili kinetikai paraméterek jelolése megegyezik a Bagshaw-Trentham

séma (1. séma ) jeloléseivel.

k+A

Kqa aktin disszociacié allanddja ADP-ben
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F.8 Tablazat A W239+ egyensulyi viszonyai aktinnal és MgADP-vel

Nukleotid Aktin
MgATP -
MgADP -
MgADP +

MgATPyS 4

KA ~300

1SO(ADP)

A MADP,, —

v

M.ADP,,

A.M.ADP,;,

Ky 50uM A 4 1K ~0.1uM

Kigoaon= 0.6
> M.ADP,,

Kiso

0,0017

0,7
350
0,87

KAiSO(ATPyS}: 0.87
A MATP, A M.ATP,,

e
A

KezsoM /‘ }Kd=0.1uM

Koo =0.0017
M.ATP,,

iSO(ATP)
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F.9 Tablazat Az ATPaz reakcio forditott lejatszasakor mért paraméterek
aktinban és aktin nélkiil. A paramétereket a tablazat alatti és a Bagshaw-
Trentham séma alapjan jeloltem. (folytatas a 128. és a 129. oldalon)

Meért konstansok
W501+.ADP x P;
Pi féltelités (~'18 mMPH D 12 mM
Pi féltelités ('8 mMPH72) 14,2 mM
Pi féltelités (>4 mMPH72) 23 mM
Konpi (7118 M P67 0,0048 mM''s™
Kon,pi () 0,0036 mM's™
Konps 24 mMPHT2) 0,0020 mM™"' 5!
Kot pi (118 mMpE 6.7) 0,049 s
Kottni (I=118 mM pH 7.2) 0,052 5™
Kogppy 24 mMPH 7.2 0,055 5™
K pi 118 M PHT2) 025"
Kaappri (I=118 mM pH 7.2) 14,2 mM
W501+.P; x ADP
K4,app.ADP 45 uM
Kon,app 0,011 pM's™
Kmax,ADP 0,2 !
W129+.P; x ADP
ADP, féltelités 15 uM
kpp,on 1,6 uM'ls'1
Kpp ot 1957
Kmax,ADP 370 s
W129+.ADP x P;
Kobs 75+15s"
W129+ x P;
S enene 50,3 mM's™
Koyorsoff,pi 35,0 st
Kagyors max pi 300s™
Kiasst 5¢71
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W129+ x ATP
kATP, gyors
kATP lassu
W129+.P; x ATP
kP,off
W501+.dmADP x ATP
kobs
W501+.dmADP.Pi x ATP

kgyors
klassu

Agyors/Atassi
W501+ x ADP
Kp,on
Kp ot
Kp (Kap)
WS501+.ADP.AIF4 x PyA

I<d, AM* ADP.Pi

1140 s
350 s

260 s
2,5 s!
585"
0,04 s
0,50
1,2 M
75!

0,17 uM™ (5,8 uM)

57 uM
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Sebességi allando

Egyensulyi/disszocidcios dallando

Kap-kotes 120 uM™ (8 nM)
Ka 350 s
k3. 870 s
Ksa 0,40 (2,5)
Ksp 82 (0,012)
Kpp (Kq,pp) 0,024 mM™ (42 mM)
Kpp,on 1,6 pM's!
Kpp off 195"
Kep (Kqpp) 0,084 M (12 pM)
Kp ofr 260 s
Kp.on 1,2 pM's!
Kp off 75!
Kp (Kap) 0,17 uM™ (5,8 uM)
ky 0,05 s
k4 0,155
K4 0,33
K4, AM* ADPPi 57
K4, A.M+.ADP pi 0,7
K4, AMt.ADP 0,12
Kg, am 0,03
kDP.orr
M'ApPP, - M'ADP
DPon
kPn.un T kl’[),uff Don | l k[).uff
Poff
M.P. — M
kl*,on

129



F.10 Tablazat A Loop4 mutansok fontosabb kinetikai jellemz6i

kip K;ip

Mutins  kp(s") .
(uM7's™) (uM)

wsot+  O2F 240033 71
0.071 2%0, ;

E365 8% 010023 5.0
Q 0’15 2 b bl

AAL 14+0,21 1,5+0,043 9.3

Ka.ap
Kiap
AM -—— AM.ADP
, k.ap
Kd‘A kioa , k.a Kipa Lk-r).-\ Kd,DA

k-l)

M - k_“ M.ADP

Kap

k_4
™)
0,047 +
0,0020

0,057 =
0,0019

0,087 +
0,0060

kiy

(uM’'s™)

1,6 £
0,044

1,6 £
0,039

14+
0,026

Kiq (uM)

0,030

0,036

0,064

kpa (S_l)

0,027 +
0,0021

0,049 +
0,0020

0,077 £
0,0039

kipy

(uM's™h

0,22 +
0,016

0,17
0,0075

0,18 +
0,0086

Kd,DA

(uM)

0,12

0,30

0,43

Kyp (WM)

33+1,1

50+2,4

37+ 1,1
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3.3 Egyéb fontosabb kutatdsaink

3.3.1. A blebbistatin miozin II inhibitor hatasmechanizmusa és
kotohelye

Ebben a fejezetben bemutatjuk, hogy milyen gyakorlati jelentésége
van annak, ha pontosan ismerjik egy enzimrendszer miikddési
mechanizmusat. Sikeriilt megfejteniink az els6 miozin II specifikus
inhibitor (blebbistatin) hatdsmechanizmusat, és ezen keresztiil szerkezeti
predikcidt adtunk az inhibitor kotési helyére (77). A szerkezet és a
hatdsmechanizmus ismerete utakat nyit tovabbi inhibitorok kifejlesztésére.

A 2003-ban felfedezett blebbistatin a sejtosztddasi barazda
kialakulasat gatolja anélkiil, hogy megszakitand a mitozis egyéb
folyamatait (32;77). Kimutattdk, hogy hatasat a nemizom miozin II
gatlasaval éri el. Tovabbi kisérletek kimutattdk, hogy a blebbistatin
specifikusan a miozin II enzim csalad tagjait gatolja, mig mas miozinokhoz
nem vagy gyengén kotédik. Kovacs Mihallyal kollaboracioban kiterjedt
kinetikai méréseket végeztiink, hogy megallapitsuk, hogyan hat a
blebbistatin, és miért csak a miozin II csalad tagjait gatolja.

Megallapitottuk, hogy a blebbistatin nagy affinitassal csak a miozin
azon allapotahoz kotddik, amelyben a switch 2 zart allapotban van, és ezt
az allapotot stabilizalja. Ennek kovetkezménye, hogy a ciklus ebben az
allapotban gyakorlatilag megall, rdadasul ebben az allapotban az aktinhoz
csak gyengén kotddik a miozin, tehat a blebbistatin a rendszert relaxalt
allapotba tartja (77). In silico kisérletekkel modelleztiik a kotohelyet, azt a
szamitasi feltételt alkalmazva, hogy a blebbistatin a miozin II csak zart
allapotban kotédik és mas miozinokhoz pedig egyaltalan nem.
Szamitasaink szerint a blebbistatin az aktinkotd arok mélyén kotodik. Egy
évvel kés6bb Ivan Rayment laboratéoriuma meghatdrozta a miozin-
blebbistatin komplex atomi szerkezetét, és megerdsitette szamitasainkat
(83). Ugyanakkor modelliink kimutatta azt, hogy a blebbistatin kdtésekor
induced fit torténik. Ez a valtozas kozvetleniill nem lathatdé az atomi
szerkezetbdl, mert egy aminosav oldallanc kinyilasa térténik a kotés soran,
amely visszazarddik, amikor a blebbistatin elfoglalja végleges helyzetét.

A Dblebbistatin egyeldre az egyetlen miozin csalad specifikus
inhibitor, azonban a hatdsmechanizmus valamint az inhibitor koétéskor
torténd induced fit mechanizmusanak ismerete eldsegitheti tovabbi
inhibitorok tervezését.
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3.3.2 Enzimaktivitas vizsgalata denaturdcios homérséklet felett:
egy uj modszer kifejlesztése

Az utdbbi években egy alapvetden uj gyors kinetikai modszert,
illetve eszkozt fejlesztettiink ki: az Un. temperature-jump/stopped flow-t
(84).

A moédszer lényege az, hogy a stopped flow-ban a reaktansok
szubmilliszekundum alatt torténd keverésével egy idoben a reakcié elegy
hémérsékletét emeljiik gyakorlatilag tetszéleges mértékben. A keverés és a
hémérsékletugras ugyanolyan gyorsan, egyidejilleg torténik. A rendszer
tovabbi elonye, hogy a hémérséklet szenzitiv reaktans (pl. az enzim) a
hémérsekletugras elott végig nativ hémérsékleten van, ugyanakkor a
kevésbé homérséklet szenzitiv reaktans (pl. a szubsztrat) is csak néhany
masodpercig van magas homérsékleten a keverés ¢és a homérsékletugras
elott.

3.3.2.1 A temperature-jump/stopped flow mikodési elve és
szerkezete

A miiszer miikodésének elvét az 51. abra mutatja. A femperature-
jump/stopped flow-ban harom kiilonb6z6 hoémérsekleti tér van: 1. a
fecskendoket megfeleléen alacsony (nativ) homérsékleten tartjuk 2. a
kiivettahdzat arra a hdmérsékletre fiitjiik, amelyen a reakcidt akarjuk
lejatszatni 3. a nem hémérséklet szenzitiv anyagot a meleg csé-hurkon
vezetjiik keresztiil. Ennek a huroknak a hémérsékletét tigy allitjuk be, hogy
amikor az alacsony (nativ) hdmérsékletli enzimmel a megfelelé aranyban
keverjik a nem homérséklet szenzitiv anyagot, akkor az elegy
hémérséklete pontosan a kiivetta (a reakciotér) hémérsékletét adja. Ha a
magas homérsékletli reaktans keverési térfogata nagyobb, mint az enzimé
(pl. 5:1), akkor a meleg hurok homérséklete joval kdzelebb lesz a kiivetta
hémérsékletéhez, mint az enzim kezdeti hémérséklete. Ennek az elénye az,
hogy ezaltal akar a 100 °C-hoz kdzeli reakcidohdmérsékletet is elérhetiink.
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o Enzyme Syringe

Substrate Syringe
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Heating Loop
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~———_ Mixing Chamber

o —
I Heating Element
7 - — (for the cuvette)

—1. ——_ Cuvette

F.1. abra A temperature-jump/stopped flow miikddési vazlata

A harom kiilonb6z6 homérsékletli tér homérsékleti beallitasat
egymashoz kalibralhatjuk barmilyen fluorofér alkalmazédsaval. A
fluoreszcencia emisszid altalanos jellemzdje az, hogy a hdémérséklet
emelésével az emisszid intenzitdsa csokken. Tehat, ha a hideg és a forrd
fluorofor keverékének homérséklete kisebb, mint a kiivettahazé, akkor a
keverék homérséklete a kiivettdban nd, tehat a fluoreszcenciaja csokken.
Ellenkez6 esetben a fluoreszcencia nd, mig ha a keverék hémérséklete
pontosan annyi, mint a kiivettahaz¢, akkor nem valtozik. A hémérsékleti
relaxéacio sebességi dllandoja t = 1,2 s. A harom kiilonb6z6é homérsékleti
tér hdmérsékletét tigy kell egymashoz képest bedllitani, hogy a keverés utan
a fluoreszcencia ne valtozzon. A kalibracidsor a miszerre jellemz6, ezért a
homeérsékleti kalibralast csak egyszer kell elvégezni.
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3.3.2.2 A modszer alkalmazasi teriiletei, legfontosabb eredmények

A modszert szamos esetben alkalmazhatjuk. Az egyik
legizgalmasabb alkalmazasi lehet6ség az, amelyben az enzimreakciot az
enzim denaturacidés homérséklete folott vizsgaljuk. Ebben a kisérletben
minden olyan enzimreakci6é 1épést tudunk kovetni, amelynek sebességi
allanddja nagyobb, mint a denaturaciéé. Mivel a denaturacié masodperces
skalan torténik altaladban (lasd alabb) és az enzim reakcidlépések nagy
altalanossagban szubmdasodperces idéskalan jatszodnak le, ezért a modszer
a legtobb enzim esetében alkalmazhat6. Ujabban miozin motor domén
W501+ konstrukcion végeztiink ilyen iranyu kisérleteket. Kiilonb6zo
reakciolépéseket tudtunk tanulményozni joval a miozin denaturacios
hémérséklete felett (66). Ebben a dolgozatban nincs lehetéség kitérni
részleteiben a vizsgalt jelenségekre, azonban jelezziik, hogy ezek a
jelenségek az enzimek hdstabilitasaval fiiggnek Ossze. Ezek megértése |,
illetve tanulméanyozéasa pedig kozelebb visz példaul hdstabil enzimek
tervezéséhez, amelyek ipari jelentdsége igen nagy.

A modszer tovabbi fontos alkalmazési lehetésége, hogy humén
fehérjék in vitro kinetik4jat fiziolégiai hdémérsékleten is tudjuk
tanulmanyozni. A legtobb human enzim 37°C-on instabil, ezért
enzimkinetikai paramétereik csak 20°C koriili homérsékleten ismertek.
Emiatt pedig ezek a paraméterek csak nehezen vethetdk Ossze a fizioldgiai
kisérletek eredményeivel. A temperature-jump/stopped flow alkalmazéasa
ezt a problémat megoldja, hiszen a mérés kdzben a human fehérjét a
fecskend6ben tarolhatjuk azon a homérsékleten, amelyen stabil, mig a
mérést a hdmérsékletugrassal fizioldgias hdmérsékleten végezhetjiik el.

A temperature-jump/stopped flow egyik legfontosabb alkalmazasi
teriilete a fehérjék stabilitdsdnak ¢és unfoldingjanak vizsgéalata lehet. A
temperature-jump/stopped  flow kiiléndsen hasznos olyan fehérjék
unfolding folyamatainak termodinamikajanak vizsgalatadban, amelyek
irreverzibilisen denaturdlédnak, mert differencial pasztazo kalorimetriaval
(DSC) ezek a mérések nem végezhetdk el. Szerkezet specifikus szignal (pl.
egyedi triptofan) alkalmazdsaval a fehérjék egyes régiodinak unfoldingjat is
vizsgalni lehet hdmérséklet indukalt denaturacio soran. Kimutattuk, hogy a
kiilonb6zd régiokban elhelyezett szignalok kiillonb6z6 kinetikai profilt
mutatnak a hédenaturacié sordn. Ezen kisérletek révén meghatdrozhat6 az a
régio, amely a leggyengébb ,lancszem”, ahol a hddenaturacié inicialodik.
Ennek a régionak a megtalalasa azért fontos, mert leghatékonyabban ebben
a régioban elhelyezett valtoztatds révén stabilizalhatunk egy fehérjét. A
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temperature-jump/stopped  flow mind elméleti, mind gyakorlati
szempontbdl nagy 1épést jelenthet fehérjék hdstabilitasanak tervezésében.

3.3.3 A fehérjék belso surlodasanak hatdasa az enzimreakciok
sebességere

Az enzimreakciok soran bekovetkezo konformacid valtozasok
sebességét az Arrhenius egyenlet irja le:

k= A x g FaRT

Az egyenlet alapjan lathato, hogy a reakcio sebességét az aktivalasi
energia (E,) €s a preexponencialisban elhelyezkedd allando (A) nagysaga
hatarozza meg. Utobbi paraméter fizikai hatterének magyarazata nem
egyszeri feladat. Eltekintve jelen dolgozatban az erre vonatkoz6 kiilonb6zo
elméletek részletes elemzésétol, Kramers elméleti alapon kimutatta, hogy a
kozeg surlodédsa (tovabbiakban a pontossag kedvéért friction-t hasznalok)
alapvetdéen meghatarozza a preexponencialis értékét. Szadmos probalkozas
tortént az utobbi évtizedekben a friction jelenségének kimutatasara fehérjék
esetében, azonban meggy6z6 eredménnyel mindez csak extrém alacsony
hémérsékleten sikeriilt mioglobin esetében (85). Ansari €s mitsi.
ugyanakkor kimutattdk, hogy nemcsak a kozeg friction-ja (external
friction), hanem a fehérje belso friction-ja (internal friction) is meghatarozo
paraméter (86).

Tripszinben és  miozinban  sikeriilt kimutatnunk  nativ
hémérsékleten is az internal friction jelenségét (87,88). Tovabba
egyediilalld modon olyan tripszin mutdnsokat sikeriilt tervezniink ¢és
eldallitanunk, amelyekben specifikusan ezt a paramétert valtoztattuk meg
(87;89). Bemutattuk, hogy ha olyan aminosav pozicidoba helyeziink
mutaciot, amely koriil a konformacio atalakulas torténik (jelen esetben ez
egy glicin), és a mutacidval a csuklo szabadsagi fokat korlatozzuk, akkor a
molekula internal friction paraméterét specifikusan lehet ndvelni. Ezeknek
a kisérleteknek a kivitelezésében kiilonGsen nagy szerepe volt a
temperature-jump/stopped flow mddszernek.

Reményeink szerint ezek a kisérletek fontos alapot nyujthatnak
abban, hogy kidolgozhassuk azt az elméletet, amely megmagyarazza a
fehérjék internal friction paraméterének fizikai hatterét, illetve azt, hogy
hogyan hatarozza meg az internal friction a konformacios atalakulasok
sebességi konstansat.
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3.3.4 A Loop 4 szerepe az aktinkotésben

A miozin enzimatikus ciklusaban fontos szerepet tolt be az aktinnal
valo kolcsonhatasa, amely stimulédlja a miozin aktivitasat. Mindkét fehérjén
kiterjedt kolcsonhatasi feliilet talalhatd, amelyek koziil szamos felszini
hurokrol bebizonyitottdk, hogy fontos szerepet jatszanak az aktomiozin
kolesonhatasban. Mindmaig nem tisztazott azonban egyértelmiien, hogy a
miozinon elhelyezkedod loop 4 szerepet jatszik-e az aktinkotésben, illetve az
aktomiozinkomplex stabilitasaban. A kérdés eldontésére mutaciokat
terveztiink egy egy-triptofant tartalmazé (WS501+) Dictyostelium
motordomén konstrukcioba: a kolcsonhatasban feltételezhetéen nagy
szerepet jatszd glutaminsavat glutaminra (E365Q) cseréltiik, illetve a teljes
hurokszekvenciat 3  glicinnel helyettesitettiik (AAL). Széleskort
fluoreszcens ¢és gyorskinetikai vizsgalatot alkalmaztunk felhasznalva a
fehérjék belso fluoreszcencidjat, a pirénjeldlt aktinfluoreszcenciat, tovabba
a fényszorasvaltozasbol szarmazd jelvaltozast. Kisérleteink bizonyitotték,
hogy mindkét mutacidé gyengiti az aktomiozin-kdlcsonhatast, amelyet a
megnovekedett disszociacios allandd (Ky) értékek mutatnak mind apo,
mind ADP ké&tott allapotban, mely hatast elsosorban a levaladsi sebességi
allandok (kog) novelésén keresztiil fejtik ki. A mutaciok jelentosen emelik
az ATP indukalta aktomiozindisszociacio sebességét. Tovabba az
aktinindukalt ATPaz-aktivitds Ky, értékét egy nagysagrenddel novelik. A
AAL mutans aktin csusztatasi sebessége 2,2-szeresére emelkedett az in
vitro motilitasteszben. Tovabbi fontos megfigyelés, hogy a mutansok
jelentésen csokkentett hajlamot mutattak az aktinfilamentumok torésére.
Bebizonyitottuk tehat, hogy a loop 4 funkcionalis aktinkotd régid, amely az
aktomiozinkomplex stabilitasaért felelds, tovabba elsédleges
meghatarozdja az aktomiozin tapadasi surlodasanak.

A fenti konstrukcidkkal bizonyitottuk, hogy a loop 4-nak fontos
szerepe van az aktinkotés mechanizmusaban. Azt talaltuk, hogy a loop 4
elsdsorban a gyenge aktin kotés stabilizacidjaban vesz részt, ami azért
fontos, mert ezzel a Iépéssel inicialodik a munkaiitem - mint azt a
dolgozatban kimutattam.
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F.2 abra. A loop 4 elhelyezkedése a motor doménban ¢és feltételezett helye
az aktin kotésben. A mutaciokat kiilon kimeletem.

137



3.3.5 MIF, wj modszer a gyogyszermolekulak hatasspektrumanak
predikciojahoz

A gyogyszerek engedélyezésének nem feltétele a  gyogyszer
hatasmechanizmusanak pontos ismerete: elsé lépésben elegendd, ha egy
vegyiilet hatdsos. Még a legigéretesebb gyogyszerjelolt molekuldknal is
el6fordulhat azonban, hogy nemkivanatos mellékhatasok Iépnek f6l,
melyek végiil annak elvetéséhez vezetnek. Az FDA altal 2004-ben kiadott
jelentés szerint (Innovation or Stagnation? Challenge and Opportunity on
the Critical Path to New Medical Products. FDA Report,) a biomedikai
kutatasokba aramlo novekvé mennyiségli er6forrasok nem eredményeztek
hasonl6é tendenciat az 10j gyogyszerek piacra keriilésében, s6t, 2000
kornyékén lassu csokkenés indult be az 0j kémiai szerkezettel rendelkezd
gyogyszerek (NME — new molecular entity) szamaban. Az aggaszto
helyzetet latva az FDA az alapkutatas és a transzlacios kutatas mellett egy
uj iranyvonal kovetését szorgalmazta (Critical Path Research), mely a
gyogyszerfejlesztési folyamat hatékonyabba tételét helyezi kozéppontba.
Ma is aktualis jelentésiikben kiemelik az in silico eljarasok alkalmazasanak
jelentdségét a prototipus-tervezési és a preklinikai fazisokban, mivel ezek
koltséghatékonysaga joval nagyobb, mint az in vitro / in vivo teszteké.
Ezzel Osszhangban inditottuk 2005 6szén a Molekularis Interakcios
Ujjlenyomat (Molecular Interaction Fingerprint, MIF) projektet, melynek
célja a gyogyszerjeldlt molekuldk varhaté hatdsainak és mellékhatasainak
predikcidja egy olyan ujjlenyomat segitségével, melyet molekularis
dokkolasok sorozatanak segitségével allitunk el6. Ezt az ujjlenyomatot a
prototipus-tervezés és a preklinikai fazisok két dimenzidjaban, a biztonsag
és a gyogyaszati hasznossag vizsgalatanak teriiletén is lehet alkalmazni,
hiszen segitségével informacid nyerhetdé a gyogyszerjeldlt molekula
toxicitdsarol, nem toleralhatd mellékhatasair6l és orvosi szempontbol
jelentds hatasairol is, amikor még csak ,képlet formajaban”™ 1étezik a szer.
Kutatasunk ily modon teljes mértékben dsszhangban van a mai biomedikai
trendekkel, mindamellett egyedi modszertana, megkozelitése okan komoly
ujdonsagértéket is hordoz.

Vizsgalatunk alapjaul Hetényi és munkatarsai cikke szolgalt {Hetenyi,
2003 288 /id}, melyben a szerzok 39 aromas molekulat dokkoltak 31
fehérjére, és bevezették a molekularis interakcids ujjlenyomat fogalmat
(lasd késobb). Ezt a megkdzelitést tovabbgondolva munkénk soran
Osszegyjtottik az FDA altal elfogadott kismolekulajt
gyogyszerhatdbanyagok ¢és ezek (nagyrészt human) célfehérjéinek
térszerkezeti és egyéb adatait (tobbek kozott a gyogyszerek hatésait,
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mellékhatasait). Az ismert térszerkezetli, dokkolésra alkalmas célfehérjékre
(89 db a kb. 600-bol) dokkoltunk 981 kismolekulat (melyek nem
tartalmaztak fémiont és szabad rotacidik szama nem haladta meg a 24-et),
ami megkozelitdleg szazezer dokkolast jelent. A dokkolasokbdl kaphato
legalacsonyabb  kotési  szabadentalpidkat egy matrixba rendezve
megallapithatd, hogy a kismolekuldk kdlcsdnhatasi energiaértékei minden
esetben jellegzetes, egyedi mintazatot alkotnak. Az emlitett matrixban az
egy ligandumhoz tartozé energiaértékek alkotta 89 elemii vektor adja a
molekuléris interakcios ujjlenyomatot (MIF). A MIF vektorok hasonldsaga
arra utal, hogy azok a kismolekulak potencialisan hasonld kolcsonhatasi
partnerekkel rendelkeznek, amibdl pedig a varhatdé hatasokra,
mellékhatasokra (bioaktivitasi spektrum) lehet kdvetkeztetni. A predikcid
els6 1épése ennek megfeleléen az 1), gyogyszerjeldlt molekula
végigdokkoldsa a fehérjekészleten. Az igy generalt MIF-nek az ismert
ujjlenyomatokkal vald Osszevetése, tovabba az utdbbiakhoz tarsithato
bioaktivitasokkal torténd, adott fliggvény szerinti korrelaltatdsa képezi az
elérejelzés alapjat.

Megkozelitésiink egyedisége abban rejlik, hogy a dokkolasokat nem mint
egyedi vizsgalatokat értelmezziik, szemben Chen modszerével, aki az adott
molekulaval erés kolcsonhatast kialakitdé  fehérjék  funkcidjanak
vizsgalataval kivanta megjosolni a varhatd hatasspektrumot (93).
Figyelembe véve, hogy a gyogyaszatilag fontos fehérjék, foleg
membranreceptorok  hadromdimenziés  szerkezetei  nagyrészt nem
megoldottak, tovabba a gyogyszerek hatasainak egy részéért varhatdan
fehérjékkel/fehérjekomplexekkel kialakitott tranziens, gyenge
kolcsonhatasok  feleldsek,  belathatd, hogy Chen  eljardsanak
hasznosithatdsaga korlatozott. A MIF szemlélete sokkal kdzelebb all a Fliri
és munkatarsai altal képviselthez (94, 95, 96), akik in vitro vizsgaltak 1000
gyogyszermolekula kotéserdsségét (inhibicids szazalék) 100 human
fehérjén, melyek a gyogyszer-célpontként ismert proteinek reprezentativ
keresztmetszetét adjak. Azt talaltak, hogy az inhibicios értékek molekularis
deszkriptorokként viselkednek, ¢és alkalmasak a molekulaszerkezet
jellemzésére. Az egy gyogyszerre 100 fehérjén kapott értékek Osszességét
nevezték biospektrumnak (94). Kimutattak, hogy a biospektrum tobb
informaciét hordoz, mint ami az egyedi mérési eredményekbol kdvetkezik:
egyes célfehérjék eltavolitdsa €s a biospektrumok ujragenerdldsa nincs
Emellett Osszefliggést fedeztek fel a biospektrumok és az ismert
mellékhatasok kozott (96). Modszeriik azonban annak koltségigénye miatt
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nem alkalmazhaté a gyogyszerfejlesztés kezdetét jellemzd nagy
ateresztoképességll vizsgalatokban, szemben az in silico megkozelitésekkel.
Megallapitottuk, hogy a MIF adatbazisra is jellemz0 a biospektrumnal leirt
robosztussag, noha itt még kifejezettebb, hiszen rengeteg célfehérje eleve
nem is szerepelhetett a dokkolasi célpontok kozott a korrekt 3D-s szerkezet
ismeretének hidnya miatt — ebbdl kovetkezOen a gydgyszerek dontd
tobbsége egyaltalan nem az ismert célfehérjéire lett dokkolva. Itt ragadnam
meg az alkalmat, hogy kiemeljem a MIF egyik legfontosabb sajatossagat:
azt, hogy a dokkolasra hasznalt fehérjekészlet mint diszriminatorfeliilet
szerepel a vizsgalatainkban. Elsédleges funkcidja az, hogy elkiilonitse
egymastél az esetleg igen hasonlo szerkezetli kismolekulakat.
o o

H"'I\\..-'-I O N !
Y

oH =} CHy
T

H,C CF :
Valproat E . Metronidazole “ Aspirin
Gan Hame € Hame cas Mol Simitasity | Fingsrprint
vslgraie 2 90-66-1 ;
Oivalpioex | sadium 76504-70-0 | APRDOO0ES 067
Metionidazole | 2-(2methykSnitre-1 Himidazok 1) | 443481 | APROODES 252
Aspinn T-acetylonybandolc S0-T8-3 APRDOOIGS 83
Clanganate | 3 ydroyetiysdine). T.oo-£063) | S8001-44.8 | APRDOO04S 2498
Mesalarning | & dening-3-bdrome bimzoic |easr6  |APRDOIOSE 30 |
Captoprl (291-[(25) 2-melryt 3-suManyipro) | 62571-86-2 | APRDUDIGA 315 |
Tidamole | 1-(2-ethisutionettyll -metn-5-) | 19307.91.8 | APRDO1 260 i [NITET B TE I TEEEENT B [ Ol T
lsosorbide | 8-nirocny-26-diokabicyuiol3 3.0jor) | 16051-77-7 | APRDO0S I8 i O E TR O e (1w
i o b |aprooos] oo

F.3. abra: A MIF webes szolgaltatasanak egyik képernydképe, mely a Valproat, a
Metronidazole és az Aspirin kozotti MIF-0sszefliggést mutatja meg. A jobb alsé képrész
mutatja az egyes gyogyszerek MIF ujjlenyomatait, a Valproattal kezdve, sorrendben az
egyre tavolibb szerekkel. A kolcsonhatasok erdsségét zold-piros szinskala jelzi. Az
ujjlenyomatok el6tt lathaté a hasonldsagi index szamszeri értéke, mely a kiindulasi
szert6l mért MIF-tavolsagot adja meg. Ertéke 160-ig terjedhet, az bran lathaté szerek
tehat igen szoros rokonsagot mutatnak egymadssal. Koziilik a Metronidazole-t és az
Aspirint  vizsgaltuk meg alaposabban. A  Valproattal &sszehasonlitva Oket
megallapithatd, hogy  szdmos  ponton  hasonlitanak:  er6s  pszichiatriai
hatasok/mellékhatasok, izérzékelés megvaltozasa, rohamok eldidézése, renalis hatasok,
hepatotoxicitas, antimikrobialis hatas, antikonvulziv hatas, CYP 2C9 izoenzim inhibicio.
A Valproat 30 legkozelebbi rokona koziil 14 nem szteroid tipusi gyulladascsokkentd,
ami arra utal. hoev a Valoroatnak COX-g4tl6 hatasa van. ami bizonvitott is.

A mi szempontunkbol az egyedi kolcsonhatasok kevés
jelentéséggel birnak, a bioaktivitds elérejelzésében direkt modon nem
vesznek részt. A MIF-vektorokat tehat mint egységeket értelmezziik, nem
vizsgaljuk épitdkoveiket, az egyedi dokkolasi kisérleteket. Ebb6l a
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megfontolasbol fakad, hogy akdr  mesterségesen generalt
diszkriminatorfeliileteket is hasznalhatnank a MIF-ek létrehozasara — ezen
hipotézis vizsgalatara a kdvetkezd években kerdl sor.

Eddigi eredményeink szerint a MIF-ek 6sszehasonlitasaval relevans
informacid nyerhetd a meglévo gyogyszerek bioaktivitdsarol (F.3. abra), sot,
amennyiben az adatbazisban nem szerepld j molekula MIF-jét elkészitjiik,
majd Osszevetjiik az ismert gyogyszerek ujjlenyomataival, modszeriink
koltséghatékony predikciora is alkalmassa valik. Eljardsunkat egy 2008
els6 felében induld webes szolgaltatas keretében kivanjuk kozreadni. A
szolgaltatas keretében lehetéség nyilik a forgalomban 1évé szerek
vizsgalatara és 10j szerek bioaktivitasi spektrumanak eldrejelzésére.

Modszeriink felhasznalasaval a kozeljovoben egy 1), nagyszabasu
ujjlenyomat-rendszer kiépitését tervezziik. A multikorrelalt gyogyszerprofil
(Multicorrelated Drug Profile, MCDP — lasd F.4. abra) alapja a MIF-
adatbazis, de ez kiegésziil egy kétdimenzios és egy haromdimenzios kémiai
szerkezeti adatbazissal, valamint a célfehérjék, hatasok, mellékhatasok
adatbazisaval. A kismolekuldk készletét kibdvitjiik tovabbi 100000 (nem
gyogyszer) vegyiilettel, tovabba interaktomikai modszerek alkalmazasaval
egy interaktom ujjlenyomatot is kidolgozunk a molekuldk egy részére. Az
MCPD mint komplex bioinformatikai szolgaltatds segitségével
gyogyszerek alkalmazasi sorrendjének megallapitdsat megkdnnyitd terapias
protokoll is készitheté majd.
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F.4 4abra Az MCDP
szolgaltatas elve
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