DR. MALNASI-CSIZMADIA ANDRAS

Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar

Biokémiai Tanszék

Utazas a motor domén Kkoriil:
Konformacios atalakulasok és intramolekularis kommunikacios

utvonalak a miozinban

Doktori értekezés tézisei
Palyazat a Magyar Tudomanyos Akadémia Doktora

tudomanyos cimre

Vizsgalataim kozéppontjaban az all, hogy egyes enzimek funkcionalis régioi
kozott hogyan jon létre az intramolekularis kommunikacio, amely biztositja az
enzim hatékony mikodését. Kérdésiink, hogy mik a régidkban Ilétrejovo
folyamatok egymasutdnisaga, ok-Okozati Osszefiiggései, és milyen fizikai
jelenségek allnak a kommunikacié hatterében.

Ennek vizsgalatara a motor enzimek nagyon j6 objektumok, mert funkcidjukban és
szerkezetben jol elkiiloniild funkciondlis régidk harmonikus egyiittmiikodése révén
manifesztalodik a motor funkcio: a nukleotidkotd régié megkoti €s hidrolizalja az
ATP-t, a relé és a konverter régiokban torténnek a nagy konformacios
atalakulasok, amelyek mozgatjak az erdkart, valamint az aktinko6td régio koti az
aktin filamentumot, amelyhez képest valtoztatja a relativ helyzetét a miozin. A
nukleotid megkotésének és a termékek levalasanak, az aktinhoz vald kiilonb6zo
erésségli  kotédéseknek és a relé/konverter régiok mozgasainak megfeleld
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 energidja hévé pazarloédik, un. haszontalan ciklus (,,futile
cycle”) alakul ki az enzimreakci6 soran. Mint késobb bemutatom, mi is ki tudtuk
mutatni, hogy az egyes funkcionalis régiok enzimatikus reakcioi Onalléan is
Iétrejohetnek, vagyis a régiok egymastol fiiggetleniil is miikodhetnek. Ahhoz
azonban, hogy munkalépés is megtorténjen, ezeknek a folyamatoknak
harmonikusan, 1épésrdl 1épésre kell megtorténnie. Mindez pedig azt feltételezi,
hogy a régiok kozott pontos kommunikacio sziikséges.

@ (€] I.  Kutatdsaim legfontosabb  kiindulasi
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kérdései

A Lymn-Taylor (1. dabra) és a Bagshaw-Trentham (2.
dbra) modellre alapozva konkretizalhatjuk azokat a
legfontosabb ~ tudomanyos  kérdéseket,  amelyek
kutatasaink kiinduldsi pontjaiként szolgaltak. Els6
feladatunk az volt, hogy az ujonnan felfedezett atomi
felbontast rontgen-
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2. 4bra A miozin miikodésének Bagshaw-Trentham kapcsolt az aktin

kinetikai modellje aktin tavollétében miozinrél torténd
disszociacigjaval.

2. A Lymn-Taylor modell igen Iényeges kérdést feszeget az aktin kotéssel

kapcsolatban. A miozinnak két allapota van az aktin kotés szempontjabol: az
erésen kotddé allapot, amely apo és MgADP formaban jon létre, valamint a
gyengén kot6do allapot, amely ATP és ADP.P; formakban tapasztalhato. Milyen
szerkezeti kiilonbség van a két allapot kozott, milyen jellemz6i vannak a két
allapot kozotti atmenetnek, és ez az atmenet hogyan kapcsolodik az aktin kotés
folyamatahoz?

3. A nukleotidkdtd és az aktinkdotd régid szerkezetileg elkiiloniil, ezért
adodik a kérdés, hogy az informécié hogyan jut el az egyik helyrdl a masikra,
illetve mi a mechanizmusa az informacié-aramlasnak. Ebben a folyamatban mi a
szerepe az G.n. switch 1 huroknak, amely a nukleotidk6té régid aktinko6td régio
fel6li részét alkotja. Ennek a kérdésnek a jelentdségét emeli az a tény, hogy ujabb
kutatasok arra mutatnak, hogy a GEF-G-fehérje kolcsonhatast a G-fehérje GTP
kotése valosziniileg hasonld médon befolyasolja, mint ahogy a miozin ATP k&tése
az aktin-miozin kolcsonhatast. Tehat, ha utobbira fel tudunk allitani atomi szintil
kinetikai modellt, akkor az alkalmazhato lehet a G-fehérjékre (és mas P-loop
NTPazokra) is, és ¢ modell ezaltal tovabbi G-fehérje kutatasok kiinduldépontjava
valhat.

4, A Bagshaw-Trentham és a Lymn-Taylor modell szerint az ATP
hidrolizise egyiddben torténik a miozin fejben létrejové konformaciovaltozassal,
ami a miozin erbkarjanak ,felhtizadsat” eredményezi. Kérdés, hogy ezek az
események valdban egy 1épésben torténnek-e, illetve a hidrolizis hogyan hozza
létre (ha egy lépésben torténnek) vagy befolyasolja (ha kiilon 1épésben) a
konformacio valtozast. Vajon az aktin — mégha gyenge kotése révén is —
befolyasolja-e az ATP hidrolizist és/vagy a konformacio valtozast.

5. Tovabbi kérdés, hogy az aktin kotés befolyasolja-e a nukleotid kotést, a
nukletid régié egyik elemének, a switch 2 hurok nyitott-zart atmenetét , amely
pedig er6kar mozgasat hozhatja 1étre. Vajon az aktinkotés befolyasolja-e az ATP
hidrolizist és a termékek (ADP és foszfat) felszabadulasat. Ez a kérdés els6sorban
a Lymn-Taylor modell mésodik részére reflektal, hiszen a termékfelszabadulas
szorosan kapcsolt mind az aktin visszakotésével, mind az er6generaléssal.

6. A fenti kérdések megvalaszolasa utdn fundamentalis kérdés, hogy
kisérletesen meghatarozzuk, melyik 1épés a miozin ATPaz sebességmeghatarozo
1épése. Erdekes, hogy 35 évvel a Bagshaw-Trentham mechanizmus felallitasa utan

mindezidaig nem volt kisérleti bizonyitékunk arra, hogy a foszfat felszabadulas
vagy egy azt megel6z6 konformacios atalakulas-e a sebességmeghatarozo 1épés.
Ez nemcsak azért fontos kérdés, mert egy enzimreakci6 mechanizmus
legfontosabb eleme a sebességmeghatarozo 1épés, hanem mert az aktin ezt a 1épést
gyorsitja mintegy szazszorosara (aktin aktivdcio), tovabba az erégeneralas valahol
a hidrolizis 1épés és a foszfat felszabadulas 1épés kozott, vagyis ezekkel a
Iépésekkel szorosan kapcsoltan torténhet. EbbSl maris kdvetkezik a kdvetkezd
kérdés, vagyis:
7. Felallithato-e egy modell, amely megmagyardazza, miért sziikséges a
mechanizmusban, hogy az aktin tobb nagysagrenddel gyorsitsa az ATPaz ciklust?
Ezen az Gton tovabbhaladva a kovetkezd kérdés az:
8. Az aktin és a miozin kotés az ATPaz ciklus mely 1épésével kapcsolt?
Mindezek ismerete pedig elérevetiti annak a lehet6ségét, hogy kidolgozzunk egy
mitkddési modellt az er6generald 1épés mechanizmusara.
9. Ha megismerjiik az erdgeneralas mechanizmusat, amely az aktin kotés és
az erokar csapodas valamilyen kapcsoltsagan keresztiil kell, hogy megtorténjen,
akkor elérkezhetiink kutatasunk azon szakaszahoz, hogy az érdeklddésiink az akto-
miozin kotés és az er6kar mozgas szinkronizacidjara terelédjon:
a. Mely régidkon keresztiil torténik a kommunikécié az aktinkotd
¢s a relé/konverter régid kozott?
b. A kommunikécié szerkezeti atalakulasok sorozatan keresztiil
torténik vagy mas jelenség (mobilitas, mechanikai fesziiltség)
megvaltozasa hozza létre.

I1. Kisérleti megkozelitések, legfontosabb médszerek

Kisérleti objektumunk a Dictyostelium miozin II motor domén
rekombinans valtozata , illetve ennek hely-specifikus mutansai voltak. Manapsag a
Dictyostelium miozin II és annak rekombinins modszerekkel eléallitott motor
doménje az egyik legaltalanosabban hasznalt kisérleti objektum a miozin
kutatasaban, mert — ellentétben mas miozin II enzimekkel — jol expresszalhato, jol
kristalyosithato, és a vazizom, illetve a simaizom miozinhoz nagyon hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik. Kisérleti filozofiank alapja az volt, hogy a molekula
kiilonb6z6 szerkezeti, illetve funkciondlis régidiba olyan specifikus jel-molekulat
inzertaljunk, amely a vizsgalt folyamatra (konformacié valtozasra és/vagy kémiai
valtozasra) jelentds jelintenzitas 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 kdnnyen, kozvetleniil
interpretalhatoak legyenek a vad tipust enzimre is. Nagyon fontos kdvetkezménye
ennek a kisérleti elrendezésnek, hogy egy-egy reakciolépést (pl. az erOkar
mozgasa, az aktin kotdédése, a nukleotid kdtése stb.) tobb funkcionalis régioban
egymastol fliggetleniil tudtunk vizsgalni. Tehat ennek a kisérleti megkozelitésnek



kdszonhetden meg tudtuk hatarozni, hogy egyes reakcidlépések mely funkcionalis
régiokban okoznak valtozast, valamint azt, hogy ezek a kiilonb6z6 régiokban
torténd valtozasok milyen sorrendben, milyen ok-okozati viszonyban torténnek.

A vizsgalt jel legtobbszor az enzimbe inzertalt fluorofor fluoreszcencia
emisszidja volt. A fluoreszcencia emisszid szdmos specifikus paraméterét
(spektralis  tulajdonsagok, fluoreszcencia életidd, anizotropia, anizotropia
lecsengés, FRET, excimer fluoreszcencia) hasznaltuk a konformacios allapotok és
atalakulasok jellemzésére. A jeladd molekuldt haromféleképpen juttattuk a
fehérjébe:

1. A természetesen eléforduld fenilalanin oldallancokat triptofanna
mutaltuk olyan miozin motor doménban, amelyben el6z6leg fenilalaninra cseréltiik
a természetes triptofanokat. Ezaltal un. egy-triptofanos konstrukcidkat kaptunk.
Mivel a triptofan fluoreszcenciaja specifikusan detektalhato 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.

2. Eléallitottunk cisztein mentes motor domén mutansokat is. Ezekbe a
kiindulasi konstrukciokba specifikus helyekre egy vagy két ciszteint mutaltattunk.
Ezeket az 1j 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). Az igy moddositott fehérjén — hasonloan a
triptofan mutasokhoz — fluoreszcencia méréseket tudtunk végezni.

3. A miozin motor domén N-és C-terminalisahoz két kiilonb6z6 (pl. sarga
és z6ld (YFP és GFP)) fluoreszcens fehérjét fuzionaltattunk. A két fluoreszcens
fehérje kozott fluoreszcencia energia transzfer alakult ki, ha a donor fluorofort
gerjesztettiik. A két fluoreszcens fehérje kozotti FRET (Forster Rezonancia
Energia Transzfer) valtozasaval kovettiik az er6kar relativ elmozdulasat.

A fluorofér bevitel fentebb emlitett elsé két modszerét mi alkalmaztuk
el6szor a miozin kutatasban.

Az enzimreakcid soran lejatszodo folyamatokat a fluoreszcencia valtozas
nagy idofelbontasu detektalasaval kovettiik. A méréseket a megallitott aramlas
modszerével (stopped flow), illetve hdugrasos és nyomasugrasos perturbacids
moédszerekkel (T-jump, p-jump) végeztiik. Ezek a miuszerek
szubmilliszekundumos, illetve mikroszekundumos idéfelbontasban tudjak kdvetni
a valtozasokat a reaktansok igen gyors Osszekeverése, illetve a fizikai paraméterek
ugrasszerii megvaltoztatasa utan.

A fent leirt kisérleti megkozelitésnek az a nagy eldénye, hogy
eredményeinket szerkezeti és kinetikai szempontbol egyidejlileg tudjuk
interpretalni. Vagyis a fluorofor beépitését az ismert atomi szerkezet alapjan
tervezzilk, mig az enzimatikus valtozasokat nagy idéfelbontassal mérjiik, és a
megfeleld szerkezeti elemhez rendelhetjiik hozza. Ezt a kisérleti filozofiat a motor

enzimek vizsgalataba mi vezettiik be. A 3.A dbrdn a miozin motor domén
szerkezetén jeldltem azokat a fontosabb régiokat és aminosav poziciokat, ahova a
fluoreszcens jeleket elhelyeztiik.

bejérata

Erbkar
kezdete

3. abra A) A motor domén régidi és azok az aminosav poziciok, amelyekben
fluoreszcens jelet helyeztink el. B) A miozin azon funkcionalis régioi
tematikus sorrendben, amelyekben a lezajlodo valtozasokat vizsgaltuk.

Jol lathatd, hogy ezek a helyek reprezentaljak a motor domén 6sszes funkcionalis
megvizsgalhattuk, hogy milyen folyamatok zajlanak le az egyes régiokban az
ATPaz ciklus soran, és ezek a folyamatok hogyan kapcsoldodnak egymashoz. A
tudomanyos kérdéseket és a kisérleteket a dolgozatomban olyan sorrendben
targyalom, ahogy a 3.B dbra bemutatja ezt az utazast. A nukleotid kotohely
bejaratatol indulunk, majd az aktin kot régio valtozasait vizsgaljuk, innen
tovabblépve a nukleotid kotéhely mélyén 1évé két funkcionalis régiot, a switch 1
és a switch 2 hurkot tanulmanyozzuk. Valoszinilleg a két hurokban torténd
valtozasok inicialjak az enzim tovabbi régidjara kiterjed6
konformaciovaltozasokat. Végiil az erdkart kozvetleniil mozgatd relé és konverter
régiokat tanulmanyoztuk.

Az egyes reakciolépéseket nemcsak a régidspecifikus jelek idébeli
kovetésével vizsgaltuk. Olyan mutans motor doméneket terveztiink, amelyekben a
mutaciok lehetdleg nagy specificitassal csak egyetlen reakciolépést, konformacio
atalakulast vagy funkciondlis régiok kozotti kommunkaciot perturbalnak. Ezeket a
mutéciokat eldzetes szamitogépes modellezések, szimulaciok eredményei alapjan
terveztiik. A kisérletek elvégzése utan, a mutaciok hatasanak ismeretében wjabb in
silico modellezéseket végeztiink, és a kisérleti és komputeres eredményeket
egylittesen értékeltiik. Hangsulyozom, hogy elsdsorban azokra a mutdnsokra
koncentraltunk, amelyekben a mutacio egy-egy folyamatot nagyon specifikusan
befolyasolt. A mutaciokat olyan motor doménekben fejeztiik ki, amelyek régio



specifikus szignalokat tartalmaztak. Ezeknek a konstrukcioknak a segitségével a
mutdciok hatasat tobb funkcionalis régidoban ¢s tobbféle reakcidlépésre
vonatkozolag kozvetleniil is tanulmanyozni tudtuk.

I11/a. A legfontosabb eredmények tételes felsorolasa a fenti kérdések
sorrendjében

a) A miozin és az aktomiozin hatismechanizmusdnak vizsgdlatira j,
helyspecifikus fluoreszcens szigndlokon alapulé gyorskinetikai modszereket
dolgoztunk ki.

b) A nukleotidkotés hatdsmechanizmusa

i. Olyan egyedi triptofant tartalmazé Dictyostelium motordomén
mutdnsokat allitottunk eld, amelyekben a triptofan (a fluoreszcens jel) a
nukleotidkdto zseb bemeneténél talalhato (a 113., 129. illetve 131. pozicidkban)

ii. Kimutattuk, hogy az ATP- és ADP-kotés egy tobblépéses folyamat,
amelyben a kotéskor torténd szubsztrat reorientacionak jelentds szerepe van a
kotés erdsségében ¢és kinetikajaban

iii. Az Gn. irreverzibilis ATP-ko6tés nem egy 1épésben alakul ki, hanem
reverzibilis 1épések sorozata.

C) Az aktinkotd végio konformdcios dllapotai

i. El6allitottunk egy olyan rekombinians miozin motordomén
konstrukciot, amely két ciszteint tartalmaz az aktinkotd arok két oldalan. A két
ciszteint pirén-jodacetamiddal jeloltiik. A két piréngyiiri dimerizalodott, és erds
excimer fluoreszcenciat mutatott (a teljes fluoreszcencia 96%-at). Az excimer
fluoreszcencia valtozasa reflektalt az aktink6té arok mozgasara.

ii. Els6k kozott mutattuk ki, hogy a miozin aktink6td arka bezarddik az
aktinkotés hatasara.

.....

.....

levalasaval az arok tovabb nyilik.

iv. Ebb6l kovetkezik, hogy az aktindisszociacié és a nukleotidk6tés nem
egyidében torténd események, hanem kinetikailag kapcsolt reakciok.

d) A nukleotidkotés és az aktinkétés kapcsolata

i. A nukleotidkétés és az aktinkGtés kapcesolatanak vizsgalatara egyetlen
triptofant tartalmazd miozin motordomén mutansokat allitottunk el6. A
triptofanokat a switch 1 régioban 1év6 239-es illetve 242-es poziciokba helyeztiik.
A triptofanok fluoreszcencia valtozasa a switch 1-ben bekovetkezd valtozasokra
reflektal.

ii. Els6ként mutattuk ki, hogy aktink6tésre a nukleotidkotd régidban (a
switch 1-ben) szerkezeti atalakulas torténik.

iii. Aktinmentes kozegben ATP jelenlétében, illetve ha a y-foszfat
kotbhely telitett, a switch 1 zart allapotban van, mig ADP-komplex esetében a
nyitott és a zart allapot egyenstlya jon 1étre.

iv. Aktin hozzaadasara az ATP-komplex esetében nyitott-zart egyensuly
alakul ki, mig ADP-komplexben a rendszer teljes mértékben a nyitott switch 1
allapot felé tolodik el.

V. Ezekre az eredményekre alapozva olyan kinetikai és termodinamikai
modellt allitottunk fel, amely kimondja, hogy az aktinkotés erésségét a switch 1
régid nyitott-zart allapotanak egyensulyi allanddja determinalja. Ebb6l a modellbél
implicit modon levezethetd, hogy az aktin is befolyasolja a nukleotidkotés
erdsségét.

vi. Tovabba megallapitottuk, hogy a switch 1 régi6 mozgisa nem
szerkezetileg kapcsolt az aktinkoté arok mozgéasaval, hanem kozottikk kinetikai,
illetve termodinamikai kapcsoltsag all fenn.

vii. Modelliink a G-fehérjéken tortént vizsgalatokkal Gsszevetve nagy
valésziniséggel a P-hurok NTPaz enzimcsalad tagjaira altalanosithatdé és
alkalmazhato.

e) A switch 2 hurok mozgdsai

i. A 458 és a 461 pozicidba helyezett triptofanok fluorezcencia
valtozasaval kovettiik a switch 2 régié mozgasait.

ii. Az ATP kot6dése utan a switch 2 régié konformacidos mozgasai
szorosan kapcsoltak mind a relé régio atalakulasaival mind a switch 1 régié
konformacidvaltozasaival.

f) Az ATP hidrolizise és az erékar mozgdsa

i. Eléallitottunk olyan egy triptofant tartalmazé miozin motordomén
mutanst, amelyben a triptofan a relé régioban, az 501-es pozicidban talalhato.

ii. Az 501-es triptofan fluoreszcenciaja a Bagshaw-Trentham-sémaban az
ATP-hidrolizis 1épésnek jelzett folyamat kdzben valtozik. Ezen eredmények
tiikkrében a széleskorben alkalmazott, a miozin ATPaz kinetikajat leir6 Bagshaw —
Trentham modellt szerkezeti aspektusba lehetett helyezni.

iii. Kimutattuk, hogy a Bagshaw-Trentham modellben hidrolizislépésnek
jelzett 1épés két fiiggetlen reakciolépésbol all, amelyek kinetikailag kapcsoltak. Az
ATP kémiai hidrolizisét megel6zi egy nagy, viszonylag gyors konformacios
atalakulés. Ez a konformécidvaltozas a miozin erdkarjanak ,,felhtizasa”.

iv. Mind a gyors konformacios atalakulds, mind a kémiai hidrolizis
egyensulyi reakciok, kis szabadenergia valtozassal jaro 1épések.

v. Kimutattuk, hogy az aktin viszonylag kis mértékben lassitja az ATP-
kotést.

Vi. Az aktin minddssze 2-3-szoros mértékben valtoztatja meg az ATP-
hidrolizis 1épés és az azt megel6z6 konformacios atalakulas sebességi allandoit.



0) Az ATPaz ciklus sebsségmeghatdrozo lépése és az aktin aktivicio

i. Els6ként sikeriilt tanulmanyoznunk kézvetlen modszerekkel az ATPaz
ciklus sebesség-meghatarozd 1épéseinek mechanizmusat azaltal, hogy a ciklust
forditott irdnyban jatszattuk le.

ii. Kimutattuk, hogy nem a termékfelszabadulas a sebességmeghatarozd
1épés, hanem az azt megel6z6 nagy konformacios atalakulas (forditott felhuzasi
lépés).

iii. Ez azért fontos megallapitas, mert ebb6l koévetkezik, hogy az aktin
aktivacio ezen Iépés sebességének gyorsitasaval torténik, mig a foszfat
felszabadulas sebessége nem valtozik jelent6sen aktin hatasara.

iv. Felallitottunk egy modellt, amely magyarazza, miért sziikkségszerii az
aktin aktivacio. Ez a modell arra is valaszt ad, hogy az aktink6tédés hogyan noveli
a rendszer szabadenergiajat, ami azonnal fel is hasznalodik a rakdvetkezo
munkaiitemben.

h) Az aktinkotéhely, a nukleotid kitohely és a relé/konverter régio kozotti

kommunikdcios utvonal

i. Legijabban sikeriilt olyan mutaciokat létrehoznunk, amelyek
specifikusan szétkapcsoljak a fenti harom régio kdzotti kommunikécios utvonalat.

ii. Megtalaltuk azt a régiot (prolin-gazdag hurok), amely valdsziniileg a
legfontosabb abbol a szempontbdl, hogy érzékeli az aktinkotést, és a kotddés

iii. Kimutattuk, hogy a régiok kozotti kommunikaciéban nem elsésorban
a konformacids atmenetek jatszanak szerepet, hanem specifikus aminosavak
mobilitas valtozasai. Azt valdszindsitjiikk, hogy a kommunikacio egyik alapja a
régiokat ativelé mechanikai fesziiltségek atrendezddése.

I11/b. A kutatasi eredmények jelentésége, hasznositasa

A motor enzimek hatdsmechanizmusanak tematikus és részletes feltarasat
végeztiik az utobbi nyolc évben. Uj kisérleti megkozelitésekkel, a kinetikai és a
szerkezeti modszerek egyesitésével az eddigi ismereteket néhany alapveté ponton
sikeriilt gazdagitanunk. Ezek koziil kiemelem azt, hogy els6ként mutattuk ki, hogy
az aktin milyen konformdaciés atalakuldst hoz létre a miozinban, milyen
mechanizmus révén kapcsolt a nukleotid-és az aktinkotés. Meghataroztuk, hogy
valgjdban nem a foszfat felszabadulds, hanem az azt megel6z6
konformacioatalakulas (forditott felhuzasi lépés) a sebességmeghatarozo 1épés, és
az aktin kozvetleniil ezt a lépést gyorsitja, valamint felallitottunk egy modellt,
amely pontosan leirja az aktin aktivaciot, és megmagyarazza, miért sziikségszeri
az aktin aktivacié a hatékony energiatranszdukciohoz (a kémiai energia munkava
alakitdsa). Mivel a fenti modellek alapvetd jelenségeket irnak le, ezért
jelentéségiiket ndveli, hogy nemcsak a miozin és a motor enzimek

hatasmechanizmusanak megértésehez jarulnak hozza, hanem altalanosithatok a P-
loop NTPaz csalad tobbi enzimének (pl. G-fehérjék, egyes kinazok stb.)
milkodéseire is, ezaltal ezeken a teriileteken ujabb kérdéseket és kisérleteket
inicialnak.

Ill/c. A jelen a mult és a jové része. Terveink

A legfontosabb tudomanyos kérdés, amit koriil akarunk jarni az, hogy az
enzimben fellépd és a miikddés soran atrendez6dé mechanikai fesziiltségek
hogyan befolyasoljak, illetve hatarozzdk meg az enzimmikodést. Ennek
vizsgalatara olyan kisérleti elrendezéseket terveziink, amelyekben az enzimbe
kiilonbo6z6 tipustt molekularis rugdkat épitiink, és ezzel perturbaljuk mechanikusan
az enzimmukddést. Mind passziv, mind aktiv rugok beépitését tervezziik motor és
nem-motor enzimekbe. Az ismert ,,rug6alland6ju” passziv rugdkat az egymashoz
képest elmozduld régiok kozé helyezziik, és a régiok elmozdulasat akadalyozzuk
kiilonbozé mértékekben. Az aktiv rugdk olyan molekulak, amelyek kiilonb6z6
hatasokra (pl. fényaktivalassal) izomerizaciora képesek, ezaltal pedig a molekula
két végpontja kozotti tavolsdg megvaltozik. Ilyen aktiv rugdkat helyeziink a
kiilonboz6 enzimrégiok kozé. A rugdk fényaktivalasaval a két régid kozott
eréperturbaciot hozunk Iétre, és vizsgaljuk ennek hatasat az enzimreakciora. A
rugdk beépitését a dolgozatban targyalt régiospecifikus konformacids szenzorokat
tartalmazé motor doménekbe (pl. W501+) épitjiikk, igy az egyes enzimatikus
1épéseket és azok helyspecifikus valtozasait nagy érzékenységgel tudjuk kdvetni.
Ezek a modszerek reményeink szerint hatékonyan 6tvozik az egyedi molekularis
eromérés és a kinetikai modszerek elényeit.

Ebbe a kutatasba igen nagy elszantsaggal és nagy reményekkel vagunk.
Igen biiszkék vagyunk arra, és oriasi batoritast ad, hogy a European Research
Council (ERC) IDEAS programjanak bizottsaga is izgalmasnak tartotta ezeket a
kérdéseket, és az ERC tdmogatasaval nagyobb esélyiink lehet a sikerekre.

A siker nekem azt jelenti, hogy az uton haladunk, és néha sikeril valaszt
kapnunk egy-egy kérdésiinkre, amely Gjabb kérdéseket ébreszt.
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