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A miozin molekula szerkezeti elemeinek reprezentativ dbrdja. Az illusztracio
H.L. Sweeney és A. Houdusse: Structural and Functional Insights into the Myosin
Motor Mechanism (2010) cikkbdl szarmazik.



Bevezetés

A mozgasnak, mint nélkiilozhetetlen és alapvetd életjelenségnek szamos formaja
iIsmert, mint példaul az izom Osszehtizodas, valamint a sejt motilitds. Ez utobbi talan
kevésbé szembetiind, de ugyanolyan esszencialis. A mozgasjelenség, tovabba a
motorfehérjék hatékonysaganak interpretalasat érdemes a sejtvaz két komponensével
kezdeni, vagyis az aktinvazzal és a mikrotubulus halézattal, illetve a hozzajuk kapcsolodo
motor-és szabalyz6 molekuldkkal. A vazelemeknek két szerepiik lehet; egyrészt
funkcionalhatnak sinként, melyeken a specialis, mozgast gerjeszté motorfehérjék gurulnak
végig. Mivel a vaz polimereknek plusz-minusz végeik vannak, ezek egyuttal meg is
hatarozzak a mozgas iranyat, ugyanis ezeket felismerve, a motorproteinek ennek
megfeleléen fognak haladni. Ezenfeliil a vazelemek maguk is létrehozhatnak mozgast a
polimerizaciojukkal, de a tovabbiakban csak az eldbbi szerepiikrdl lesz sz6 (Kovacs és

mtsai, 2009).

Harom {6 motorfehérje van: a kinezin ill. a dinein a mikrotubularis vazzal, mig a
miozin az aktin haldzattal egyiitt talalhaté meg. Ezek szamtalan attribitumban
kiilonboznek, de van néhany kozos jellegzetességiik. Tobbek kozott, hogy az ATPaz
aktivitasuk azaltal indukalhatd, hogy reverzibilisen kotédnek a vaz polimerekhez, és az
ezekhez valo affinitasuk ciklikusan valtozik az ATP lebontds kozben. Emellett a
motorfehérjék tobbnyire rendelkeznek globularis motor doménnel. Ennek a konformacidja,
illetve a molekula tobbi részéhez viszonyitott helyzete ismétlédéen valtozik a hidrolitikus
korfolyamatban. Magat a mozgast is ennek az elhajlasa, majd visszalendiilése i1dézi elo

minden ciklusban, melyet kés6bb részletesen Kifejtek (Kovacs és mtsai, 2009).

A legfontosabb szerepiiktdl eltekintve, az eré generalasanak kulcs elemei még
mindig nehezen megfoghatok. A hatasos erSkifejtésnek, angolul powerstroke'-nak akkor
kell torténnie, amikor a miozin aktinhoz kotott, viszont paradox modon a folyamat akkor
tud csak elkezd6dni, ha miozin nagyon alacsony aktin affinitdst allapotban van
(Malnasi-Csizmadia és Kovacs, 2010). Tehat ATP hianyaban a miozin erésen kotédik az

aktinhoz, és egy ugynevezett rigor dllapof’ jon létre. Azonban, ha ATP-t adunk a

' A kontrakcié erégeneralds lépése. Ekkor a miozin visszakdt az aktinhoz, és a felhuzassal (angolul recovery
step) ellentétes iranyu erékar lengést végez. Az atrendezGdés sordn a hidrolitikus termékek felszabadulnak,
mikozben az aktin egyre szorosabban két a miozinhoz.

® A kontrakciot generald kereszthid-ciklus azon allapota, mely soran nincs jelen nukleotid a komplexben, és
az aktin erGsen két6dik a miozinhoz. A komplexben a miozin switchl1 ill. 2 eleme nyitott allapotban, mig az
aktinkot6 arok zart allapotban talalhatd, és a relé hélixben torés figyelhetdé meg.
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rendszerhez, az leszoritja az aktint a miozinrol. Az aktin az ATP hidrolizis utan fog
visszakdtni a miozin-ADP-P; komplexhez, mely kdvetkeztében a nukleotid-foszfat levalik,
és igy szabad lesz az ATP-kot6hely, ahova az Gj ATP bekapcsolédhat. A ciklus addig
1ismétlodik, amig a citoplazmatikus Ca*" koncentréciod le nem csokken a megfeleld szintre.
Ekkor megkezdddik a relaxacio. A vékony filamentum struktaraja atrendezddik, és ezzel a
minimalisra csokkenti annak az esélyét, hogy kontrakciot generald kapcsolat alakuljon ki a

vastag filamentummal (Kovacs és mtsai, 2009).

1. Az izom kontrakcio biokemiajanak korai tortenelme

A tuddésok mar nagyon régoéta tanulmanyozzak a harantcsikolt izomzatot. Az izom
kontrakcié mechanizmusdnak megértésében, taldn harom elengedhetetlen felfedezést
emelhetiink ki, amelyek kulcsfontossaginak bizonyultak. Egyrészt, hamar felismerték,
hogy a kontrakciéban tobb fehérje, nevezetesen az aktin és a miozin jatszik fészerepet,
valamint, hogy az ATP molekulanak is kulcs szerepe van ebben a folyamatban. A masik
nagyszerli meglatis a csiszo filamentum modell® volt, mely ravilagitott arra, hogy
maguknak, a tobb szaz molekulabdl allo aktin és miozin szalaknak a hossza nem valtozik;
a rovidiilés és az eré generalas ezeknek a filamentumoknak az interakcidjabol szarmazik.
Végiil a fehérjék kristalyositasa lehetévé tette a szerkezetek atomi szintli leirasat, amely
segitette az Osszehuzddas hatékonysagat befolyasold, molekuléris struktiravaltozdsok

keresését (Szent-Gyorgyi, 2004).

1.1 4 miozin és az aktin felfedezése

A motorfehérjék kutatdsanak kezdetét talan 1864-re tehetjiik, amikor W. Kiihne
tomény sooldat segitségével egy nyulos fehérjét izolalt, és arra a kdvetkeztetésre jutott,
hogy ez a protein felelds az izom rigor allapotaért. Ezt a fehérjét miozinnak nevezte el. Ezt
kovetden 1939-ben, alapos tanulmanyozas utan, V. A. Engelhardt és M. N. Lyubimova
beszamolt arrdl, hogy a miozin ATP4z aktivitassal rendelkezik, melynek fontossaga abban
rejlett, hogy eldzetes kovetkeztetések azt mutattdk, hogy az ATP lehet az energiaforrdsa a
kontrakcionak. Azt az elméletet, miszerint a miozin egy ATPéaz aktivitassal rendelkezd

protein, nem fogadta szivesen a kdzonség, de az ezt cafolo kisérlettek sorra elbuktak.

* Ez a modell leirja, hogy a vékony aktin filamentumok elcstsznak a vastag miozin filamentumokhoz képest,
és ez az az esemény, amely a kontrakcid alatt megfigyelhetd.
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Szent-Gyorgyi Albert és kollégai belevetették magukat a miozin kutatasokba és
hamarosan jelentds eredményeket értek el, annak ellenére, hogy a habora miatt a
tudomanyos kommunikacio szinte teljesen megakadt, és az elérheté tudomanyos miiszerek
is elég kezdetlegesek voltak. |I. Banga és A. Szent-Gyorgyi 1942-ben végezte el azt a
kisérletet, mely ramutatott arra, hogy nem egy fehérje felelds a kontrakcioért. Daralt izmot
magas s6 koncentracionak tettek ki 20 percig, illetve egy egész éjszakan at. A kovetkezot
figyelték meg; a rovidebb ideig inkubalt protein alacsony viszkozitdsu volt, mig hosszabb
inkubacié utan magas viszkozitasu fehérjét kaptak (az el6bbit miozin A-nak, az utdbbit
miozin B-nek nevezték el). A miozin B viszkozitasit ATP hozzaadasaval tudtak
csokkenteni, de a miozin A-ra hatastalan volt. Mar ekkor megfogalmazddott benniik az az
alternativa, hogy a miozin molekulanak az aszimmetriagjaban bekovetkezett reverzibilis
valtozas, melyért az ATP felelds, valosziniileg a molekula rovidiiléséhez, vagy a miozin
molekulak altal formalt micellak k6zotti interakcid megvaltozasdhoz vezet. Szent-Gyorgyi
¢és Straub késébb tisztaztak a kiilonbséget a kétféle miozin kozott, miszerint az egyikben
jelen volt egy ,,aktin” nevii molekula is, és ez volt a felelds a magas viszkozitasért, illetve a
kontrakcidért. Ezt a B miozint igy elnevezték aktomiozin komplexnek®. Straub mar
1943-ban bejelentette a frissen felfedezett aktinrol, hogy kétféle formaban létezik.
Fellelhetd egy globularis, G-aktin alakban, mely s6 hianyaban fordul el6, illetve
megjelenik fibrillaris, F-aktin formaban, mely a megfelelé6 két vegyértékii kationok
jelenlétében polimerizalédik az elébbibdl. Az aktomiozin ATPé4z aktivitasti, melyet
magnézium hoz miikodésbe. Szent-Gyorgyi azt is demonstralta, hogy az ATP-nek kettds
funkcidja van, mely fligg az ioner6t6l. Alacsony ionerénél a kontrakciot, mig magasnal az

aktin miozintol vald disszociaciojat indukalja (Szent-Gyorgyi, 2004).

N-terminalis

150 nm
2mnm

C-termindlis

1.Abra |

i 2 LMM
A miozin molekula vazlatos

szerkezete (Szent-Gyorgyi,
2004). HMM I

S1

* Nukleotidmentes rigor-szer( allapota a fehérje komplexnek.
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1.2 A miozin szerkezetének felderitése

Ma mar tudjuk, hogy a miozin tobb adottsaggal is rendelkezik, mint példaul
filamentum kialakitds, ATPaz aktivitds, tovabba az aktinnal vald reverzibilis egyestilés.
Proteolitikus enzimek segitségével fényt deritettek arra, hogy a miozin molekula egyes
régioi, mely funkciokért felel6sek. Kiilonbozé kisérleteket folytattak 1953-ban, hogy
két f6 alkotoelemet talaltak a proteinben, melyek iilepedése eltérd volt. A gyorsan iilepedd
alkotérész megtartotta mind az ATPéaz aktivitdsat, mind az aktinnal vald egyesiilés
képességét. Ez a komponens a nehéz meromiozin, angolul heavy meromyosin (HMM), mig
a lassabban tilepedd alkotoelemet konny(i meromiozinnak, azaz light meromyosin (LMM)
hivjak (1. abra). Az LMM és HMM kozotti 6sszekoté régido néhany proteolitikus
enzimnek elérhetd, igy példaul a tripszinnek és a kimotripszinnek. Ezek emésztés utan
hasonl6 fragmentumokat eredményeznek, mint a meromiozinok. Mivel az egyes darabok
funkcigja igy kiilon-kiilon is tanulményozhatova valt, néhany évvel késdbb a szerepek
megosztasa az LMM és HMM kozott tisztazodott. Az LMM az oligomerizalodasért,
filementumma vald Osszeszerelédésért felel, mig a HMM tartalmazza a fej- ill. a nyak

domént, ami az ATPaz aktivitasért, tovabba az aktinhoz vald kotodésért felelds.

A ’60-as években mar egyre pontosabb képet kaptak a miozin molekularol. A nehéz
meromiozint tovabb hasitottdk papainnal, majd megfigyelték, hogy itt is meg lehet
kiilonboztetni egy lassabban iileped6é, homogénebb részt, ez a szubfragmens-1 (S1),
valamint egy a sokkal heterogénebb komponenst, mely a szubfragmens-2 (S2). Késébb,
1967-ben egy elektron mikroszkopos kép ravilagitott arra, hogy a miozin két, gdbmbszerti
fejben végzédik. Ezzel végérvényesen bebizonyitottak azt is, hogy két parallel
peptidlancbol all a miozin és nem harombol, ahogy ezt néhany korabbi tanulmany irta. Igy
mar tudtak a miozin molekularol egy vazlatot késziteni, amely alapjan a HMM egy két fejii
molekula, mely az LMM-hez az S2-n keresztiil kapcsolodik, az LMM és S2 egyiitt pedig a
molekula kar része, mely a-hélix spiralként tekeredik. A tovabbi kutatasok kimutattak,
hogy a LMM adja a filamentum centrumat, ¢és a hajlékony S2 szakasz engedi a miozin
fejnek az elmozdulast, hogy ez altal elérje az aktin filamentumokat. Tehat a nehéz
meromiozin két, rovid karral kapcsolodd kereszthidat tartalmaz, amelyeknek ATPaz

aktivitasuk, illetve aktin koto régiojuk is van.



Tovabbi kutatdsok folytak annak érdekében, hogy kideriiljon, még milyen
fragmentumok kiilonitheték el a miozinon beliil, melyek eredményeképpen kétféle konnyti
lancrél szamoltak be. Az egyik, littum-kloriddal eltavolithato az ATPaz aktivitassal egyiitt.
Ezt nevezik esszencialis konnyii lancnak. A masik konnyllanc csoportot a megfeleld
kezeléssel reverzibilisen le tudtdk valasztani szignifikans ATPé4z aktivitds csokkenés
nélkiil. Ezek, mivel kozvetleniil részt vesznek az ATPaz aktivitds szabalyozasdban a
regulator konnyti lancok nevet kaptdk. Egy mol miozinban két mol regulator és két mol
esszencialis konnyi lancot talaltak. Ezeknek a lancoknak elengedhetetlen szerepiik van a

miozin mikddésének szabalyozasaban.

Elektron mikroszkop segitségével lathatova valt, hogy a hardntcsikolt izomzat
szarkomerekbe rendezddve, 2-3 um hossz ismétlédé egységekbol all (2. abra). Mar
1953-ban H. E. Huxley leirta, hogy ezek a strukturak kétfélé filamentumbol allnak; egy
1,6 um hosszl, vastag filamentumbol, mely az A-savban talalhato, illetve egy 1 pum
hosszl, vékony filamentumbol ami a Z-savtdl a H-zonaig nyualik. Huxley és J. Hanson
magas s6 koncentracié és ATP jelenléte mellett azonositottdk a miozint a szarkomeren
beliil, azaltal, hogy sikeresen eltavolitottak ezt a motorfehérjét, és nem meglepé modon az,

az A-savnak felelt meg. Ezutan, ’csupan’ magat a mechanizmust kellett megérteni.

N
N
N

i
:
1

2.Abra

A szarkomer szerkezetének vazlata. Az [-szakasz

kézepén talalhato a Z-vonal ( Zwieschenscheibe),

ahol az aktin szélak dsszeérnek. Az A-tag kozepén

|

a vilagos H-zona (Hensen-f¢le zona) van, melynek

A 1 M H
—_ \ 4 ’ kozepén pedig a sotét M-vonal (Mittelscheibe)
Sy ! CEE— taldlhato. Az A-sav maga a vastag filamentum, és a
* — ——<
—— e & H-z6na az aktin mentes része. Két Z-vonal kozé
. ‘ ZC. Vi Z
eSS m——— | R R ) es6 rész a szarkomer. (Sajat abra)

A cstszo filamentum tedriaja azon a megfigyelésen alapult, hogy az A-sav hossza
konstans, mig az I-sav rovidiil a kontrakciéo alatt. Rendkiviil fontos volt ennek a
felismerése, hiszen addig az volt az elfogadott nézett, hogy az izom Osszehlizodast, a
molekuldk rovidiilése okozza. A két Z-sav kozott a parhuzamos aktin szalak ugy
helyezkednek el, hogy a negativ végiik a szarkomer belseje felé néz, és a kontrakcio alatt a
szarkomer kozéppontja felé mozdul el. Ez teszi sziikségess€, hogy a szarkomer két felén,
kiilonboz6 legyen az iranyultsaga ezeknek a filamentumoknak. A vastag filamentumok

bipolarisak €s antiparallel elrendezésben, a farkuknal fogva vannak Osszekapcsolva az



LMM frakciok, éppen ezért a fejek az ellenkezd iranyba, a Z-sav felé mutatatnak. Huxley
eredményei szerint a vastagszal a miozin fejektdl mentes, kdzponti régidja mindossze
0.2 um hosszt, mivel a tobbi részen az ellenkezd iranyba nézé globularis motor domének

talalhatoak.

A kontrakciot, a kereszthid aktinnal vald interakcidja hajtja. Huxley volt, aki
eloszor felismerte a lehetséges mechanikai kapcsolatot a kereszthid mozgasa és az izom
mechanikus tulajdonsagai kozott. Ezt tisztazta 1958-ban, majd a mai modellekhez hasonld,
mechanikai kereszthid ciklust bevezette. Széles korben tamogatott volt Huxley kilendiild
kereszthid modellje, miszerint az aktinhoz kotédés alatt a miozin fejekben bekdvetkezett
szogvaltozas all a kontrakcié hatterében. Mindazonaltal még sok évbe telt, hogy kozvetlen
bizonyitékkal alatamasszak ezt a lengd kereszthid modellt (Szent-Gyorgyi, 2004). Az elsé
elcsuszasanak 1986-ban S. J. Kron és J. A. Spudich irta le (Kron és Spudich, 1986). A
kisérlet soran a miozin filamentumokat egy iivegfelszinhez rogzitették, igy immobilizaltak
azokat, mig az aktin szalakat fluoreszcens falloidinnel megjeldlték, amelyek igy lathatova
valtak a fluoreszcens mikroszkop segitségével. A mozgékonysag mértéke aranylag
fliggetlen volt att6l, hogy milyen tipusii aktint hasznaltak, ellenben a miozin tipusa
befolyasolta a sebességet. Ugy gondoltdk, hogy az aktinnak passziv szerepe van, az

interakcio soran csupan katalizatorként aktivalja a miozin mikodését.

1.3 Tropomiozin-troponin komplex

Az izom kontrakcidoban ugyancsak résztvevé fehérjét, a tropomiozint, K. Bailey
fedezte fel és izolalta 1946-ban. A nem sokkal késobb megjelené cikkében, ugyan nem
tudta még a pontos funkcidjat, de miozin prototipusként irta le (Bailey, 1948). Ahogy
teltek az évek, egyre pontosabb képet kaptak a fehérjérél. Mar a >70-es évek elején tudtak,
hogy a molekula magas a-hélix tartalommal rendelkezik, illetve, hogy az aminosav
szekvencidjaban minden harmadik vagy negyedik tagon, a nem polaris oldallancok
jelenléte indukalja, a kettds szala coiled-coil® szerkezetet. A tropomiozin a vékony
filamentum két szdla altal formalt sikon fekszik. Az értekezések soran felismerték a
tropomiozin 396 A ismétléddé periodusat, ami abbol adodik, hogy ez a fehérje teljesen
beboritja az aktint, és nagyjabol hét aktin alegységet fed le. A troponin molekulakkal

Osszeallva egy, kalcium-fiigg6 komplexet képez, amely a vékony filamentum

5, + I 7y 2112 s,
Két hélixbdl allo csavart csavar motivum.
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szabalyozasaért felelos, mivel blokkolja azokat az aktin helyeket, amelyekhez kotddne a

miozin (Szent-Gyorgyi, 2004).

A kiilonb6z6é aktomiozin prepardtumok kalcium érzékenységének valtozasat A.
Weber és S. Winicur figyelte meg 1961-ben, és felismerték azt is, hogy ez, az aktin
kiilonboz6 preparalasi modszereivel fiigg 6ssze. A relaxacio tropomiozint kdvetel, rdadasul
az, csak nativ alakban hatékony. A tropomiozin hossza, illetve menetemelkedése lehetdveé
teszi az aktin tokéletes beboritasat, ha azzal 6sszekot. Ez a tokéletes lefedés elarulja, hogy
a fehérje a reguldcids rendszer tagja, illetve, hogy Bailey ,,miozin prototipus” hasonlata
sem allt messze a valdsagtol. Minden tropomiozin molekula kot egy troponin nevii
fehérjét, amely szintén mutat periodicitast, tovabbd harom kiilonb6zd alegységbdl all
(3. abra). A troponinC (TnC) kéti a kalcium molekulakat és a kalmodulinhoz kapcsolodik.
A troponinl (Tnl) egy gatlo alegység, ami a TnC-hez és az aktinhoz kot, mig a troponinT
(TnT) Ca'-fiiggé moédon kot a tropomiozinhoz — (Szent-Gyorgyi, 2004).

Troponin
3.Abra I @ =[

Az aktin és a tropomiozin-troponin komplex
sematikus felépitése. A troponin egy hdrom
alegysége fehérje, melynek nagy szerepe
van a vékony- illetve a vastag filamentum
interakcidjdban. Az dbra F. Matsumoto et al.,

Conformational Changes of TIroponinC
within the Thin Filaments Detected by Neutron

Scattering, (2004) cikkbdl van.

A relaxalt izomban a szabad kalcium koncentraci6 alacsony, megkézelitéleg 108 M
vagy kevesebb, igy erés a TnC és a Tnl kozotti affinitas, ezért az aktin miozink6té oldala a
tropomiozin altal takarva van. Tehat a tropomiozin és a troponin kalcium hianyaban az
interakci6 inhibitoraként viselkedik. Az aktivacié soran a szarkoplazmabol Ca®* szabadul
fel és ez altal megné a szabad koncentracidja a miofibrillumban nagyjabol 10°-10™ M-ra.
A kalcium kotésbe keriil a TnC-vel, igy a Tnl és a TnC kozotti kotés gyengiil. Ennek
hatasara a tropomiozin elmozdul oldaliranyba, igy szabadda valnak az aktin miozin
kotohelyel, €s az aktin-miozin interakcio kovetkeztében az izom 0Osszehuzodik. Amit a
kutatok érdekesnek talaltak, hogy a troponinnak a vékony filamentum mentén csaknem
400 A-n at kell elhelyezkednie ehhez, mégis képes a kdzbeesd régidoban az dsszes aktin
monomer aktivacidjat gatolni az izom relaxacio alatt, illetve az izom Osszehtzédasakor

pedig bekapcsolni ket (Huxley, 1973).

12



A miozin motorfehérje

A kontrakci6 hatterében all6 molekuléris valtozasok felderitése akkor lehetséges, ha
az erdgeneralasban résztvevd fehérjék szerkezete, valamint a szerkezetiikkben lezajlo
transzforméacié pontosan ismert. A tudomany, illetve a technika fejlodésével az eszk6zok
tarhaza egyre csak boviil, rdadasul, ha ehhez megfeleld fantazia tarsul, szinte a végtelennel
lesz egyenld a miiszerek felhasznalasanak lehetdsége. Ezt ald is tdmasztja a *90-es években

leirt miozin haromdimenziods szerkezeti modellje is.

A rontgensugar-krisztallografids modszer, a kristdlyon belilli atomok
elrendezddésének meghatarozasara szolgal, melyben a rontgensugarak a kristallyal
itkdznek, és ez a fénysugarak kiilonbozd irdnyba vald szorddasat eredményezi. Az
elhajlott sugarnyaldbok sz6gébdl és intenzitdsabol, a krisztallograf képes egy 3-dimenzios
képet alkotni a kristalyon beliili elektronsiiriségrél. Ebbdl az elektronsiirtiségbdl tobbek
kozott az atomok {6 pozicidja hatdrozhatdo meg a kristalyban, illetve, hogy milyen kémiai
kotésben vannak, és milyen a rendezettségiik. Ezzel a modszerrel nagyszertien fel tudtak
térképezni a miozin molekula méasodlagos szerkezetét, melyrdl I. Rayment két cikkében is
ir (Rayment és Holden, 1993; Rayment ¢s mtsai, 1993). Ebben a fejezetben ezt a két cikket

foglalom Gssze.

2. A miozin fej neqyedleqges szerkezete

A miozin egy igencsak aszimmetrikus fehérje, 165A hosszi, 65A széles és
nagyjabol 40A vastag. A miozin fejet proteolitikus emésztéssel harom részre lehet
elkiiloniteni. Ennek a harom alkotorésznek a meghatarozasa Bir6 Endre, Bélint Miklos és
Szent-Gyorgyi Albert nevéhez fiizodik, akik az ELTE Biokémiai Csoport, majd Tanszék
munkassagaban alltak. A felszini 1-es, és 2-es hurok hasitdsdval kaptak ezeket az
egységeket, amikrdl azt gondoltdk, hogy a miozin molekula doménjei. Ma mar tudjuk,
hogy ez igy nem pontos, mivel ezek az alegységek kiilon-kiilon nem képesek felvenni a
megfeleld térszerkezetet. A hasitassal tehat kapunk egy 25 kDa-0s N-terminalis
nukleotidkotd régiot, egy 50 kDa-os kdzépso részt, tovabba a C-terminalis fragmentumot,
amely pedig 20 kDa molekulasulyu (4. abra). Az esszencialis és regulator kdnnyiilancok a
nehézlanc koré szervezddnek. A meghatarozo strukturélis sajatsaga a miozin fejnek egy
hosszt a-hélix (85 A), ami kinytlik a molekula vaskosabb részébdl, le a nehézlanc

crcr

karboxil-terminalisa felé. Ez az a-hélix képezi a nehézlanc konnyiilanc-koté régiojat.
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2.1 A konnyiilancok

Mind az esszencidlis, mind a reguldtor konnylilancok tartalmaznak hasonld
aminosav szekvencidt, mint a troponin-C és a kalcium modulalt kalmodulin, azonban a
nyolc lehetséges, két vegyértékii kation-kotéhely koziil csak egy maradt meg a regulator
LC-n. Az RLC a S1 végénél helyezkedik el, tavol a nukleotid kotéhelytol. Két doménbdl
all, és mind a kettd figyelemre méltd strukturdlis homologiat mutat a mar emlitett
kalmodulinnal és a TnC-vel. A regulator LC-nek az N-terminalisa igy helyezkedik el a
miozin nehézlanca koriil, hogy annak a C-termindlisa koré tekeredik az Asn825 ¢és a
Leu842 kozott, mig a C-termindlisa, a Glu808 ¢és Val826 kozotti aminosav régioval all
interakcidban. Az esszencialis konnytlilanc, a miozin nehézlancanak egy csaknem egyenes,
hosszll a-hélix szakasza koriil helyezkedik el a Leu783 és a Met806 kozott. A RLC és az
ELC elrendezddése viszonylagos a nukleotidkotd zsebhez €s az aktin-kotohelyhez képest,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy az egyik funkcioja ezeknek a lancoknak a powerstroke

felerdsitése azaltal, hogy hosszabb molekulat hozzanak létre.

4. Abra

A miozin szubfragmentum-1 szalag
abrazolasa. A zold, piros és kék
elemek, a miozin nehézlancanak
25, 50 és 20 kDa molekulastalya
alegységeit reprezentaljak, mig a
sarga €s a rozsaszinlii komponensek
az esszencialis, illetve regulator
konnytlancok (Rayment és Holden,
1993).
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2.2 A miozin nehézldncanak szerkezete

A HC két ellentétes felén talalhatd a nukleotid kotdhely, illetve az aktin-kotShely.
A molekuldnak ez a része a masodlagos strukturdlis elemek komplex elrendezddését
mutatja, melyeknek koézéppontjaban egy nagy, féleg parallel lefutasa hétszala B-lemez

talalhatd, melynek az elso €s a hatodik szala tobbi 6t széllal ellentétesen fut.
2.2.1 A 25 kDa-0s N-termindalis

A nehézlancnak ezen a végén taldlhatdo az Asp4, mely hozzavetdleg a miozin
molekula kozepénél helyezkedik el. Szomszédos az ELC-vel, és a nukleotidkotd régio
egyik oldalat formalja. A lanc ezutdn a molekula masik szélére fut, ahol a Lys35 ¢és a
Met80 kozott egy kicsi, 6-szali antiparallel B-lemezt képez (4. abra). Ez a domén kissé
kiall a molekuldabdl és elég fiiggetlen a fej tobbi katalitikus egységétdl. A funkcidja
ismeretlen, bar nem Ggy tlinik, hogy 1étfontossagth a mozgashoz, mivel j6 néhany miozin-I
tipusbdl hidnyzik. Kdvetve a motivumot, a HC egy nagy, 3-szali B-lemezt formal, ahol az
egyes szalakat a-hélixek kotnek Ossze. A negyedik szalat kovetden az tgynevezett
foszfatkoté-hurkot, (angolul: P-loop) talaljuk. Ezutan a hurok utan a Lys185 és az I1e199
kozott egy a-hélixhez ériink, mely a nukleotidk6td zseb alapjat alkotja. Ezt a szekvenciat
kovetden, torés figyelhetd meg az elektron stiriségben a Glu204 és az aktiv-zseb tulso
végén talalhatdo Gly216 kozott. Ez a hianyzo szakasz a 25 kDa és 50 kDa molekulasulya

nehézlanc egység kozott van, és valdsziniileg egy konstitutiv rugalmas hurkot alkot.
2.2.2 Az 50kDa-os centralis rész

Ennek a centralis résznek a szerkezetét egy hosszu, keskeny arokkal két nagy
doménre lehet bontani. Ez az 4rok a miozin fej tdvolabbi egyharmadat osztja két régiora,
melyeket az orientacidjuk szerint felsé-, illetve alsd 50 kDa szubdoménnek neveziink. A
polipeptidlanc itt a-hélixkeént folytatodik, melynek az kiinduldpontja a 216-os helyen 1évo
glicin. Ez a hélix a nukleotidk6td zsebnek egy részét formalja. Ezutdn a lanc kozel a
foszfatkoté-helyhez hurkokat képez, majd, mint 6-os és 7-es B-szalakkal csatlakozik a nagy
B-lemez struktirahoz. Késébb a lanc a Glu271 és az Asp327 kozott random modon
tekeredik, néhany rovid hélixet is produkalva. Ez a régié kozel fekszik a nukleotid
kotdhelyhez, valamint itt talalhatd a Ser324 is, melyet mar eldzetes értekezésekben, mint
aktivhelyet azonositottak. Az Asp327-t6l az Ile340ig egy o-hélix taldlhatd, mely a

nukleotidkotd zsebnek a tetejét alkotja. A szekvencia ezutan hélixek sorozatdval kialakitja
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a miozin fej végét, majd visszatér az 5-0s P-szalat kialakitva. Ez a szal random tekeredik,
majd atfut a felsé szubdoménbdl az alsé 50 kDa-os szubdoménbe. A felsd és az also
szubdomén kozotti centralis régid aminosav szekvencidja (Tyrd57-Gly516) rendkiviil
konzervativ az 6sszes miozinban. Pontosabban maga az arok tartalmaz sok egyedi, erésen

konzervalt aminosavat, melyek benytlnak a két szubdomén kozotti térbe.

Az als6 50 kDa szubdomén néhany, hosszu a-hélixbdl all, melyek koziil az utolsé a
Pro529 aminosav miatt tartalmaz egy hidrofob kitliremkedést. Az ezt kovetd szakaszt a
Lys553-ig az aktin kotéhely egyik felszinének tartjak. A random kanyarulatok egy eleme
(Lys600-Leu603), a hasitékon keresztiil elhagyja az alsé szubdomént, és hélix-kanyar-
hélix mintat alkotva a fels6 szubdomén kiils6 felszinére fekiidve Tyr626-ban végzodik. Az
abran hidnyzik a Gly627 és Phe646 kozotti aminosav szakasz, mivel itt nem mérhetd
elektron siirliség. Ez a részlet nemcsak az 50- és a 20 kDa-os régio keresztezddése, de itt
talalhat6 a tripszines emésztés masodik jelentdsebb helye is. Az elsddleges szekvencidja

ennek a rendezetlen régionak arra utal, hogy ez is a molekula egy rugalmas régioja.
2.2.3 A 20kDa-os rész

A HC 20 kDa molekulasulya eleme a legkiterjedtebb a harom proteolitikus
fragmentum koziil. Hosszi a-hélix-szel indul a molekula vastag vége feldl, majd tesz egy
kitérést az aktivhely kozelébe. Végil a LC-koté régid6 utdn a S1 nehézlanc
karboxil-terminalisaval ér véget. Ez a 20 kDa-os rész alakitja ki a kevert B-lemez a
harmadik szalat, tehat a fej kozponti motivuma mindharom elembdl tartalmaz. A p-lemez
utdn a polipeptidlanc egy nagy felszini hurokban folytatodik, amely a nukleotidkotd zseb
tetejét képezi. A kovetkezd két a-hélix ez alatt kotohely alatt fekszik. Ez az aminosav
szakasz erésen konzervalt, tartalmazza a két reaktiv szulfhidril csoportot, a Cys697 és a
Cys707-et, melyeket SH1-nek és SH2-nek hivunk. Ha jelen van a nukleotid, ez a két tiol
képes keresztkotést 1étesiteni, igy tehat ez a kovalens kapcsolat a Mg2+-ADP csapdaba
ejtését szolgalja az aktivhelyen. Meglepd eredményként kaptak, hogy ez a két reaktiv
csoport nem egymas mellett talalhatd, hanem egy a-hélix valasztja el Oket egymastol. Az a
tény, hogy a Cys697-nek és a Cys707-nek az Co nagyjabol 18A tavolsagra talalhatd
egymastol, arra utal, hogy a nukleotid kotésekor kell torténnie a régid atrendezddésének,
konformécios valtozdsanak. A régid a jelentOségét sejteti az is, hogy a molekuldnak ez a

része erdsen konzervalt aminosav szekvenciabol all.
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A szulthidril csoportot kovetden két rovid hélix-szel 0Osszekotott, 3-szala
antiparallel B-lemez taldlhatd. A miozin nehézlanc ezutan a Leu771-t8l a Val826-ig tarto,
85A hosszl a-hélix-ben folytatodik. Végiil a Lys843-nal ér véget, kdzvetleniil egy

nagyjabol merdleges, rovid a-hélix utan.

2.3 Az aktinkoté hely

A haromdimenzios modell felfedi ezt a fehérje-fehérje interakcios hatarfeliiletet is.
Az aktinko6td zseb a felsd €s alsd 50 kDa szubdoménbdl all, melyeket gyenge aktinkotd
allapotban egy rés valaszt el egymastol. Ez csak az erds kotési allapotban zarodik (Varkuti
¢s mtsai, 2012). A modell vizsgalata elarulta, hogy az aktomiozin hatarfeliilet a
nukleotidkdtd zsebtdl nagyjabol 35A-re fekszik. Az aktin kotésben résztvevd szamos

felszinrol a késobbiekben irok.

2.4 Az aktivhely

A domén atomi szerkezetét megvizsgalva, lathatd, hogy a nukleotidkotd zsebet
szekvencialisan elég tavoli részek alkotjak. A két C, kozott mért tavolsag alapjan a zseb
szélessége 15 A, és a két felszine altal bezart szog koriilbeliil 40°. Az 4rok alapja a miozin
fej C-terminalistol nagyjabol 90A-ra helyezkedik el. A miozin kotési 4llanddja, valamint
az arok mindkét oldalan fotokémiailag jelolt aminosavak alapjan, elég valdszinii, hogy a
zseb akkor zarodik, amikor a nukleotid bekdt az aktivhelyre. Feltételezve, hogy az
aktinkotd felszin mozdulatlan marad, a nukleotidkotd zseb zarodasa soran a miozin fej
C-terminalisa a koriilbeliil 50-60 A-6s elmozdulast mutat. A legfontosabb hurkok ebben a
régioban, melyek szerkezetileg igen konzervativak az un. switch 1, switch 2° valamint a
foszfatkotd hurok.

Kiilonboz6 forrasokbol, valamint az aktivhelyen kiilonb6z6 ATP analdgot
felhasznalva szamtalan kereszthid szerkezetet sikeriilt a kutatoknak megfejteni, amelyek
struktarajukat tekintve két osztalyba sorolhatok. Kiilonbség a kettd kozott az, hogy a relé
hélix tartalmaz-e a kozepén torést vagy sem, ill. a switch 2 milyen poziciéban talalhato.
Er6s korrelacié van a két dolog kozott, ugyanis switch 2 zart, ha van torés, és nyitott, ha a

relé egyenes. Az osztalyokat a kereszthid ciklus két allapotaval is szoktdk jellemezni,

® A switch 1 a miozin S1 felsé 50 kDa egységben talalhatd, mig a switch 2 az alsé és felsé 50 kDa elemeket
koti 6ssze. Mind a kettd képes felvenni nyitott és zart szerkezetet, egymastdl fuggetlenll. Az elSbbi az
aktinkot6 régidk szerkezetét, mig az utdbbi az er6kar mozgasaért felel6s régidk konformacidjat szabalyozza.
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Ggymint, pre-powerstroke’, valamint poszt-rigor® allapot. Mindazonaltal, a miozin-V
nukleotidmentes szerkezete ugy tlinik sokkal kozelebb all ahhoz az allapothoz, amelyben a
miozin rigor komplexben talalhat6. Ez az 0j osztaly a fentebb irt paradigmat ledonti, mivel
itt relé hélix egyenes, de a switch 2 elem zart. Igy ezt, rigor-szerii allapotnak nevezik

(Sweeney és Houdusse, 2010).

2.5. A4 foszfat felszabadulds lehetséges utvonalai

A miozin P; elbocsatasanak lehetséges ttvonalairol Cecchini és mtsai. 2010-es
cikkébol (Cecchini, Alexeev, Karplus, 2010) széleskort attekintést nyerhetiink, melyeket
szimulacios analizisek segitségével hataroztak meg. A miozin-II izoformaban zajlo foszfat
felszabadulas szimulalasa azt mutatta, hogy az tobbféle tvonalon keresztiil torténhet, de
mindegyik szerkezetben csak az egyik ut a meghatarozo. A szamitasok arra utalnak, hogy a
miozin P; elbocsatasa kiilonb6z6 molekularis mechanizmusokat foglal magaban aktin
jelenlétében, illetve annak hianyaban. Az adatok azt is jelzik, hogy magas aktivalasi gat
jellemzi a pre-powerstroke allapotban torténé P; felszabadulast, mig a rigor-szer(i és a
poszt-rigor allapotokra sokkal alacsonyabb gat jellemzd. Azoknak a ,,sikeres” palyaknak
szemrevételezése, ahol a P; elhagyja a fehérjét, ramutatott arra, hogy a ligandumnak
szamos ,,menekiilési utvonala” létezik mindegyik fehérje szerkezetnél. A megfigyelt
palyakat hat csoportba lehet sorolni, melyeket a foszfat nukleotidk6td zsebbdl vald
tavozasa alapjan neveztek el. Erdekes modon, ugyan mind a harom vizsgalt miozin
allapotban megtalalhat6 az Osszes lehetséges tdvozasi utja a Pj-nek, de igen kiilonb6zo
valoszinliséget mutatnak. Ennek ellenére, az Osszesre jellemzd egy domindns palya. A
pre-powerstroke és a poszt-rigor allapotban a ,,hatso ajton”, mig a rigor-szeri allapotban a

»2-€s szamu hatso ajton” a legvaldszinilibb a P; tadvozasa.

2.5.1 A miozin ..hatsé ajtajanak” szerepe az ADP kioldasa soran

A felsd és alsd 50 kDa-os régio kozotti hosszu, keskeny nyilds a csatlakozik az
aktivhely als6 feléhez. Ez azt sugallja, hogy az aktin kotése asszocidlva van a nukleotid
kotés altal kivaltott konformdacios valtozasokkal, ami ezaltal az alapja lehet a miozin és az
aktin kotés affinitasanak modositasaban (Rayment és mtsai, 1993). Bizonyitékok a miozin

,»hatso ajtajanak” létezésére, az ATP nélkiili S1 térkitoltés modellek alapos vizsgalatabol,

’ Ebben az &llapotban, a miozin erékar &llasa alapjan ,fel” (up) allapotban talalhatd, és alacsony aktin
affinitassal rendelkezik, tehat az aktinkot6 arok nyitva van.

® A powerstroke végén erés ATP kétdtt miozin forma, mely ennek hatésara levalt az aktinrél. Az erékar , le”
(down) allasbdl ,fel” konformacidba mozdul.
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¢s szamos kinetikai tanulmanyokbo6l szarmaznak, noha kisérleti alatdmasztast az Gitvonal ez

idaig még nem nyert.

Az ATP kotés sordn a

e ETE § trifoszfat-csoport az aktivhely
" | Ser324 [ T ’ . 4

5y s alja felé mutat, mig a felszin-

hez legkodzelebb az adenin

y scr2i3 |

gyurl talalhat6, a Trpl131 ami-
nosav mellett (5. abra). A mar
emlitett Ser324-nek is fontos
szerepet tulajdonitanak, mivel

ennek az Co-ja szomszédos a

) bekotott ATP-vel, és ezért ezt
5.Abra
A miozin szubfragmentum-1 "hatsoé ajtaja". Az ATP trifoszfat csoportja
az aktivhely alja felé mutata kotddés sordn, ami lathaté is a motor
domén felszinén. A foszfatcsoport felszabaduldsanak ez az egyik,

legvaldszintibb 1tvonala, mely soran a Pi kepes ugy tavozni. hogy  Ezenfeliil a modell helyességét
az ADP kotott allapotban marad (Yount, Lawson és Rayment, 1995).

tartjdk a  reakcid  leg-

valdsziniibb helyének.

alatamasztja az is, hogy az
ATP-nek a y-foszfatja a Ser181 és a Ser243 mellett fekszik. Amiképp az S1 ,,hats6 oldalat”
illusztral6 abran is megfigyelhetd, a y-foszfatcsoport egy része lathatdo a felszinrdl. A
néhany angstromaos nyilas elég ahhoz, hogy a viz bejusson a molekulaba, de nem elég nagy
a Pj elszokéséhez. A foszfatkoté hurok, mely tartalmazza Ser181, Ser243, avagy az Arg245
aminosav valamelyikét, 3-4 A-6s elmozduldsa viszont elegendé lenne, hogy a P; tavozzon.
Tehat a ,,hats6 ajtd” mechanizmus megengedi a P; tavozasat és ujra bekotését, a kotott

ADP eclveszitése nélkiil (Yount, Lawson, Rayment, 1995).

Szamos kinetikai tanulmany kimutatta mar, hogy eldszor a P; tavozik, és csak utana
fog az ADP. Valoszinli, hogy az ATP hasadasabol keletkezett P; feladata még a tavozasa
elétt, hogy megakadalyozza az 50 kDa-os arok mozgésat, ill. bezarddasat. Azaltal, hogy P;
a hatso ajton keresztill tadvozik, az ADP kotésben maradhat, amig a kereszthid-ciklus és a
mozgas be nem fejezddik. Ezt kovetden az ADP eldl tavozik és kicserélddik egy uj ATP-
re, majd kezdddhet elolrdl a ciklus. Réadasul, ez a mechanizmus szamos egyéb jelenséget
is megmagyaraz, mint példaul, hogy az acto-S1 katalizalja a P; kicserélddését az ATP -
fosztatjara. Azonban csak az ATP hidrolizisbdl, és kotésbdl szarmazd ADP vehet részt a

cserében, az exogén ADP hatastalan (Yount, Lawson, Rayment, 1995).
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3. Miozin izoformak

Az aktin alapi molekularis motoroknak, a miozin szupercsalddnak legalabb 35
tagja van (Sweeney és Houdusse, 2010), melyek a valtozatos sejtszintii tevékenységekhez
adaptalddtak. Példaul néhany miozin nagy makromolekulava szerelddik Ossze, és igy az
izom kontrakcidban vesz részt, mig masok kis szamban az egyes organellumok
athelyezéséért feleldsek. De La Cruz és Ostap cikkében (De La Cruz és Ostap, 2004) jol
0ssze van foglalva a miozin szupercsalad néhany csaladjanak jellemzése, illetve azok

ATPaz ciklusanak biokémidja. Ezekrol lesz sz6 a kovetkezdkben.

A kiilonb6z6é miozin izoformakban az ATPaz ciklus mechanizmusa meglehetdsen
konzervativ. Az Gtvonalanak egy mechanikus modellel kapcsolt sémaja a 6. abran lathato.
A ciklus intermediereit az aktin affinitdsuk szerint hatarozzdk meg. A M.ATP és a
M.ADP.P;  allapotban  gyenge  kotésti  intermedierekrél — beszéliink,  melyek
(szubmikroszekundumos skalan mérhet6en) hozzakapcsolodnak, illetve levalnak az aktin
filamentumrol. Alacsony (mikromoélos) aktin affinitdsuk van, és nem kotddnek
sztereospecifikusan a vékony filamentumhoz. A gyenge aktinkotd allapot teszi lehetévé a

miozinnak, hogy felvehesse a megfeleld térszerkezetet, amig nem kapcsolodik az aktinhoz,

Magas duty ratio-val rendelkezd
Alacsony duty ratio-val rendelkezd miozinok sebességkorldtozd lépése
miozinok sebességkorldtozé lépése
AM
ATP AM.ATP AM ADPP; P; AM.ADP ADP AM
-~ - -
(1 (5) (6)
Power
stroke
@) LD A = Aktin
/ ~— Qs M = Miozin
Gyenge aktinkdté dllapot
WD WD Erds aktinkotd dllapot
M.ATP M.ADPP;
6.Abra

Az aktomiozin konzervalt ATPaz ciklusa. ATP hianyaban a miozin szorosan kotodik az
aktinhoz. Azonban ATP kotodés (1. 1épés) hatasara konformaciods valtozas torténik, és a
miozin alacsony aktin affinitasu lesz, melynek kovetkeztében, az aktin levalik a miozinrol
(2. 1épés). A tovabbi konforméacios valtozas lehetévé teszi az ATP elhidrolizalasat, igy
ADP és anorganikus foszfat keletkezik (3. 1épés), melyek tovabbra is miozinhoz kétve
maradnak.Az aktin filamentum ismét hozzakapcsolodik a M.ADP.P; komplexhez (4.1épés),
¢€s erogeneralo powerstroke kiséretében a foszfat felszabadul (5.1épés). Késobb az ADP is
tavozik, és a ciklus megismétlédik ATP kotéskor (De La Cruz és Ostap. 2004).
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igy megel6zi a forditott powerstroke-ot (3. 1épés). Az AM és az AM.ADP allapotban erds
kotésti intermedierekrdl beszéliink. Ilyenkor a miozinok sztereospecifikusan kotédnek az
aktin filamentumokhoz, magas (azaz szubmikromolos) affinitassal, éppen ezért eréhordozd

intermediereknek is hivjuk dket.

A két fontos paraméter van hatdssal a miozin mechanikus sajatsagara és
motilitasara; az erés kotésben 1évo intermedierek életideje és a terhelési aranya (duty
ratio). A miozin osztalyok és izoformak kozott ez a két faktor jelentés mértékben varialhat.
A terhelési arany az ATPaz ciklusnak az a hanyada, mely soran egy 6nallé miozin fej
aktinhoz kotott allapotban van. A kotott motorok lehetnek pre- vagy poszt-powerstroke
allapotban is, viszont amikor miozinrdl beszéliink, a terhelési aranyt altaldban az erds
kotésben 1évo csoportra értjiik. Példaul, az alacsony terhelési arannyal rendelkezd
miozinok az idejiik nagy részét M.ATP és M.ADP.P; éllapotban tdltik, mig a magas
TA-sok pedig az AM és AM.ADP allapotban. Egyszerii kinetikai feltételek mellett, a 4.
illetve az 5. 1épés a sebesség meghatdrozo az alacsony TA-s miozinokndl, mig a magas
TA-soknal az 1. illetve a 6. 1épés. Mivel a karakterizalt miozinok TA-ja fligg az erés
aktinkoté allapotba vald be- és kilépések aranyatol, igy fligg az aktin és a nukleotid

koncentraciotol is.
3.1 Miozin-I

A miozin-1 izoformdk egyfejli, membran asszocidlt tagjai a miozin
szupercsaladnak, melyek megtalalhatok a legtobb eukaridta sejtben. Esszencidlis szerepiik
van a membran dinamikaban, citoszkeleton szervezésében, a mechanikus jelatvitelben,
illetve a vezikularis transzportban. Ez a miozin csalad a motor domén szekvencia alapjan
két alcsaladbol all. Az egyik alosztaly tartalmazza az ’amoeboid’ vagy hosszi farka
miozin-1 fehérjéket, mig a masik alosztaly a ’rovid fark(’’ miozinokat, tobbek kozott a

hamsejtek kefeszegélyében eléforduld myola-t foglalja magaba.
3.2 Miozin-11

Ez a konvencionalis fehérjecsalad a f6 kontraktilis protein az izomban, de szdmos
funkcioval rendelkezik az izomszoveten kiviil is. A miozin-II két motor domént tartalmaz
¢s bipolaris filamentumba szervezddik. Mint a miozin-I csalddnal, a motor domének
filogenetikai elemzése altal itt is tobb alcsaladot tudunk megkiilonboztetni. A sziv-, Sima-,

illetve a vazizomban eléforduld, valamint a nem-izom tipusu alcsaladok mindegyike tobb
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izoformat is tartalmaz. Az 0sszes miozin-II izoforméra hasonlé egységes erd és elmozdulas
jellemzd; tehat egy vazizomban taldlhatd miozin-II molekula ugyanakkora erét és
elmozdulast eredményez, mint egy simaizomban el6fordul6. Amiben viszont nagy
valtozatossagot mutatnak, az az intermedierck életideje és a TA, melyek igy fontos
mechanikai kiilonbségeket, illetve a funkciondlis sokszinliséget biztositanak a csaladnak.
A simaizomban taldlhaté miozin TA-a szignifikdnsan hosszabb, mint a vazizomban
talalhatoé. Valoszinlileg ezek a kinetikus kiilonbségek felelosek a simaizom lassubb, de

nagyobb erejli 0sszehuzodasaért.
3.3 Miozin-V

A miozinok koziil ez felelds az intracellularis transzportért. Ez a kétfejii molekula a
vezikulumokat nagy tdvolsagon at, az aktin filamentum mentén szallitja. A miozin-V
processziv motor, mivel a vékony filamentumon aranylag nagy utat képes megtenni,
miel6tt disszocialna rola. A fehérje azért képes erre, mert 1épegetve halad, azaz a dimer
egyik fele mindig aktinhoz kotott stddiumban van, mig a masik levalik, majd elérelép. Mig
a miozin-I csaladban talalhaté miozinok inkabb a lassabb szallitasra specializalodtak, a
miozin-V gyors transzportra alkalmas. Az aktin nagyjabol 36 nm-enként biztositja a
kotohelyeket, melyek az egyenes vonalu haladashoz megfeleld orientacioban talalhatok, és
ez azt jelenti, hogy a miozin lépéshosszanak is legalabb ennyinek kell lennie (Kovacs,
2009; De La Cruz és Ostap, 2004).

3.4 Miozin-VI

Szamos sejten beliili feladat elvégzéséhez sziikség lehet olyan miozinra, mely
visszafelé, azaz az aktin minusz-vége felé 1épeget. Illyen molekuldk talalhatoak ebben a
csaladban, amelyek tobbszords kinetikai €s szerkezeti adaptacion estek at. Efféle, csalad
specifikus szerkezeti elem a két részbdl allé insert-2°. A molekula konvencionalis IQ
eleméhez csupan egy CaM képes kotddni, ami azért kiilonds, mert az aktinon val6 haladasa
soran legalabb akkordkat 1ép, mint a miozin-V, mégis ez utobbinak hat CaM-kotd 1Q
eleme is van. Azonban hasonlit abban a két tipus, hogy mindkettd processziv motorfehérje,

magas TA-val. A miozin-VI csaladnak szerepe van tobbek kozott az endocitozisban, a

° Az egyik az az a-hélix, mely a konverter utan talalhatd, és az emelékar nagyjabdl 120°-0os meghajlasaért
felel. Ez a régidé elegend6 a miozin molekula forditott irdnyultsagdhoz, feltéve, ha ezt egy minimalis
hosszusagu emel6kar koveti. Ez utdbbit forditott fogaskeréknek is hivjak, amely biztositja az insert-2 masik
részét, egy nem szokvanyos CaM-kot6helyet.
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Golgi miikddésben, citokinézisben, sejt adhézioban, valamint a tumorgenezisben is

(Sweeney és Houdusse, 2010).

3.5. Processzivitas

A magas TA sziikséges a motorfehérjék folyamatos mozgasdhoz. A miozin-I és a
legtobb miozin-1I izoforma alacsony TA-val rendelkezik, ezért sok motornak kell
egyszerre dolgoznia, hogy biztositva legyen a folyamatos csuszas, angolul sliding. A
miozin-V, illetve miozin-VI molekuldk processziv motorok, ezért mindegyik 1épés ATP
hidrolizissel kapcsolt, igy tudnak nagy tavolsdgot megtenni az aktinon. Az is relevans,
hogy a processziv miozinok minden motorjanak magas TA-val kell rendelkeznie, ugyanis
novelniiik kell annak valoszinliségét, hogy legalabb az egyik motor domén aktinhoz kotott
allapotban van, kiilénben a szallitomolekula vagy a szallitott csomag szétszorodik (De La

Cruz és Ostap, 2004).
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Az aktin architekturajanak attekintése

A vékony filamentum (mas néven F-aktin) helikalis polimer, melyet az igencsak
konzervativ aktin molekulak épitenek fel. Az izomban F-aktin formaban fordul el6, melyet
az ATP teljes elhidrolizalasa utdn, altaldban miozinnal egyiitt vonnak ki. A polimerizalt
aktin, so jelenlétében hosszil kettésszala hélixet alkot, mely 360A periodicitast mutat,
ellenben nukleotidmentes kornyezetben denaturalodik. Ezek az aktin  monomerek
globularis fehérjék, melyek ATP-t felhasznalva gyorsan polimerizalédnak. A 36 nm-es
fordulat 13 monomerbdl all, melyek egyenként nagyjabol 42 kDa molekulasulytak, és az
altaluk kialakitott lanc emelkedése alegységenként koriilbeliil 2.75 nm. A vékony
filamentumok mellett mindig talalhat6 olyan aktin csoport, mely monomer formaban van
képes polimerizalodni, kritikus koncentracidnak nevezziik, melynek értéke tobb
paramétertdl is fiigg, mint példaul a nukleotidok és a kationok koncentracidjatol (Holmes
¢és Geeves, 1999).

A globuldris fehérje két f6 doménbdl all, melyek hasonld szerkezetiiek. Mindkettd
tartalmaz 5-szalu B-lemezt o-hélix-szel asszocidlva. A foszfat része a nukleotidnak, a
fiziologias magnéziummal (vagy kalciummal) egyiitt, a két B-lemezes domén kozé a
kation- ¢és nukleotidk6td hasitékban kot. A két domén tovabb oszthatd két-két
szubdoménre. Az egyiknek az aktin-aktin interakcioban van szerepe, a masik pedig a
nukleotidkotd zseb felsdrészét alakitja ki. Az aktin a polimerizacid soran konformacios
valtozason esik at, mely a szerkezet finomitisa érdekében megengedett. A
legfigyelemreméltobb a szubdomének mozgasa, melyek 0.3-0.4 nm-t kozelednek
egymashoz az F-aktinban, igy elzarjak az ATP/ ADP —kotohelyet, mely nagyon lasst
nukleotid cseréhez vezet. A polimerizacié utan, a nukleotid szerepe az F-aktinban inkabb

strukturalis, mint metabolikus (Holmes és Geeves, 1999).

A G-aktinnak a teljes aminosav szekvencidjat meghatiroztdk a szarvasmarha
pankreatikus deoxiribonukleaz I (DNaz I) segitségével (7. abra). A 375 aminosavbdl allo
aktin 5 szabad szulfhidril csoportot tartalmaz, a 10, 217, 275, 285, és a 374-es helyeken.
A monomer mésodlagos szerkezetébdl latszik, hogy az belefér egy 55A-55A-35A
oldalhossziisagl téglatestbe. Az aktin két doménjét torténelmi okok miatt nagy és kis
doménnek nevezték el, bar valéjaban majdnem ugyanakkorak. A kis domén tartalmazza a

szubdomén-1-et (1-32, 70-144, 338-372 as.), és a szubdomén-2-t (33-69 as.), mig a nagy
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domén részei a szubdomén-3 (145-180, 270-337 as.), illetve a szubdomén-4 (181-269 as.).
Az amino- ¢és a karboxil-terminalis is a kis doménben talalhatdé meg (Kabsch és mtsai,

1990).

4. Az aktin szubdomének

A szubdomén-1 tartalmaz egy 5-szali hajtogatott lemezt és egy jobbkezes Pof
egységet, melynek a topologidja azonos a hexokinazban talalhatoval. A lemez 5 hélix-szel
van koriilvéve. Az egyik hélix két hidrofob aminosavat tartalmaz, az Ile345 és a Leu346,
melyek hozzaférhetdek az oldoszer szdmara, mig az ezeket megel6z6 hidrofil Ser344
teljesen el van temetve a molekulaban. Ez a hélix valoszinileg részt vesz az aktinkotd

proteinekkel torténd interakcidkban, esetleg a miozinnal vagy tropomiozinnal (Kabsch ¢és
mtsai, 1990).

A szubdomén-2 egy harom-szalii antiparallel lefutast B-reddt és egy Osszekotd
hélixet tartalmaz (Kabsch és mtsai, 1990). Az els6 €s a masodik szalat 6sszekotd hurok, a

D-loop, azaz a DNaz I k6t6 hurok (Oda és mtsai, 2009).

4

/

Az aktin szerkezetének vazlatos haromdimenzids dbrazolasa. A hélixek
és lemezek els6 és utolsé aminosavai fel vannak tiintetve. Az abratol
eltérden a G253 és a Phe262 kozotti hélix mintazatat megszakitja a
Pro258 (Kabsch és mtsai, 1990).
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A szubdomén-3 tartalmaz egy 5-szali B-lemezt, mely harom hélix-szel van
korbevéve. A lemez topologidja azonos a szubdomén-1-ben talalhatoval. A rengeteg
masodlagos szerkezetbeli megegyezés arra utal, hogy az aktin génduplikacid révén
fejlodott, bar az aminosav szekvencia nem mutat semmi belsd hasonldsagot. Az
feltételezhetd, hogy a génduplikacio utan nem sokkal a domének ugy tokéletesedtek, hogy
kiilonboz6 funkciokat lathassanak el. Az az 6tlet, miszerint az aktin mindkét doménje egy
kozos Osi fehérjébdl alakult ki, gy tlinik alatamasztast nyert egy hibrid molekula altal,
mely tartalmazza az 1-134 kozo6tti aminosav részletét az aktinnak és a tirozin specifikus

protein kinaznak (Kabsch és mtsai, 1990).

A szubdomén-4 kétszalu antiparallel B-lemezt és 4 hélixet tartalmaz. Késébb ezt a
hélixet egy hurok és egy masik hélix (274-282 as.) koveti a szubdomén-3-ban. Felfoghato
Gigy is, hogy a két hélix egy nagy, 40 A-6s hélix részei lennének, kdzépen egy hurokkal
megosztva. A szubdoménben taldlhatd a Cys217 és a Cys257-es kénatomok kozotti
tavolsag nagyjabol 3.8A, és mind a ketté hozzaférhetetlen az olddszer szamara. A nagy
hélixet megtord hurokban pedig az oldoszer szamara hozzaférheté harom hidrofob
aminosav van, a Phe266, Ile267, és a Met269. Az az elterjedt vélemény, hogy az
F-aktinban ez a hurok tartja a kapcsolatot mas aktin monomerekkel (Kabsch és mitsai,

1990).

5. Nukleotid kotdhely

Az adenin nukleotid a nagy ¢€s a kis domén kozotti arokba kot, ezért érthetd, hogy
csokkent a nukleotid Kicserélédésének sebessége ebben a komplex formaban. Az adenin
bazis a Lys213, Glu214, Thr303, Met305, Tyr306 és a Lys336 altal formalt zsebbe
illeszkedik, de nincs semmilyen specifikus interakcio ezek kozott az aminosavak és az
adenin kozott. A nukleotid riboz gytirije 2°- endo konformdacioban van jelen a
komplexben. A riboz 2’- és 3’- hidroxilcsoportjai a Glu214 és Aspl57-es
karboxilcsoportok  oxigénjeivel hidrogénkotéseket —alakitanak ki. A nukleotid

fosztatcsoportjai pedig nagyszdmu interakcidban vesznek részt (Kabsch és mtsai, 1990).

6. Kalcium-kotohely

Négy kalciumiont hataroztak meg, mely az aktin-DNaz I komplexben jelen van.
Ebbdl harom a DNaz I-ben kot, és ezek koziil kettd, aktin jelenléte nélkiil is megtalalhatd

itt. Az egyetlen kalciumion az aktin molekuldn beliil egy mély, hidrofil zsebben iil. Ezt a
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zsebet az adenin nukleotid foszfat csoportjai és az aktin Aspll, GInl37, illetve Aspl54
aminosavak alkotjak. Ezeknek az aminosavaknak, csak kozvetett szerepiik van a
kalciumkoordinalasban. Az aktinnak egyetlen nagy affinitdsi helye van a kétértéki
kationok szamara, és szamos alacsony affinitast az egy-, két-, és haromértékii kationoknak

(Kabsch és mtsai, 1990).

7. Miozin-kotéhely

c ey

tengelytdl tavolabb, nagyobb sugarban talalhatok a kis domének. A szomszédos
monomerrel valé kapcsolatban mind a négy szubdomén részt vesz. A hiaromdimenzids
képrekonstrukciok segitségével egyértelmii lett, hogy a miozin S1 része az aktin kis
doménjéhez kot, és a filamentum tengelyétdl elmutat. Ezt a nézetet szdmos megfigyelés is
alatamasztjak, sot lathatova valt, hogy az aktin részek, melyek a miozin kotésben szerepet

jatszanak, mind a kis doménben talalhatéak (Kabsch és mtsai, 1990).

8. A szubdomének konformacioi és osszekottetéseik

A konformacios valtozas, mely a globularis aktin, fibrillaris aktinna alakulasa alatt
torténik, valamint a kiséré ATPaz aktivacio sokaig homalyos volt. Majd uj technikak
alkalmazasaval egy olyan modellt irtak le (Oda és mtsai, 2009), mely ramutatott az
esszencialis kiilonbségre a G- és az F-aktin kozott, nevezetesen a két f6 domén relativ
konformacié ugy tlnik kozds jellemzdje az aktin homoldégok polimerjeinek. A masik
kiilonbség a DRl
szubdomén-2-ben, 4 ‘
a DNaz I koto
hurokban van,
mely nyitott
konforméciot vesz
fel. Ez az uj modell

alapot nyujt az F-

aktin szerkezeti

8. Abra
stabilitasanak Az aktin monomer konformacidjanak valtozasa a polimerizacié soran eliilsé (a), valamint oldalsé
(b) nézetben. A séarga szinnel a G-aktinként felvett szerkezet, mig kék szinnel az F-aktinban

megé rtéshez is. felvett monomer forma van illusztralva (Oda és mtsai, 2009).
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Azt aktin nukleotidkotd arka a két f6 domén altal zarva van. Szinte minden
kristalyos aktin szerkezetben a hasiték zarva van, és a két domén propellerszeriien
csavarodik egymas koré. Ez a G-aktin konformacionak egy jellemzdje (8. abra). Az
F-aktin modellben olyan lapos konformaciét talaltak, melyet el6tte nem ismertek. Itt a
hasiték tovabbra is zarva talalhatd, emellett, a két domén kicsavart allapotban van. Ez a két
szerkezet egymassal kapcsolatban all. A tengely, amely koriil 20°-ban elfordult a két f6
domén, a szubdomén-1 eliilsé és a szubdomén-3 oldalsé részén halad végig. A két domén
érhetd el. Az F-aktin alegységek masik jellemzdje a kiterjedt D-hurok, mely a szal mentén

a szomszédos, felso alegység feliiletére illeszkedik.
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A kontrakcio mechanizmusa

9. A Bagshaw- Trentham modell

Annak ellenére, hogy nem allt a rendelkezésiikre a miozin atomi szerkezete, Clive
Bagshaw ¢s David Trentham a miozin ATP hidrolizis biokémiai mechanizmusat szamos
kinetikai mérés utan definialta. Ezt, a Lymn-Taylor modell utan par évvel késziilt sémat,
Bagshaw-Trentham modellnek hivjuk. A szerzék a mérések soran a kiilonb6z6
konformacios allapotokat fluoreszcencia intenzitds alapjan tudtdk megkiilonboztetni
(Holmes és Geeves, 1999).

kyy kys kyy k
M+ATP —— M-ATP — M* ATP —/———= M™™ADP-P, ——

k_, = ey & o
K, « Ko kys
M*-ADP-P, .—::_“ M*-ADP+ P, .-A—' M-ADP M+ADP
5 -6 -

1. vazlat
Bagshaw-Trentham modell

A miozin ATPaz mechanizmusa szamost 1épést magaban foglaldo komplex reakcio.
A miozin ATP kotése kétlépéses folyamat, amely soran az {itk6zési komplex kialakulasa
utan (1), a gyakorlatilag irreverzibilis, konformacios tranzicio 1épése kezdédik (2). Ennek
kovetkeztében az ATP-t igen erésen koti @ miozin. Ezt kovetden torténik a reverzibilis
ATP hidrolizis (3), mely a miozinnak egy tovabbi fluoreszcens allapotat eredményezi
(M**), Ez a folyamat az el6z6nél joval lassabb, és mivel kicsi a szabad energiavaltozas,
reverzibilis. Ebben a 1épésben még egy konformacids valtozas is torténik, nevezetesen, a
miozin ,feltoltése”. Ez a feltoltott miozin erdkar a termékek felszabadulasa altal fog
lazulni. Rdadésul, aktin jelenlétében ez a relaxdcid olyan erdkar lecsapashoz vezet,
melynek kovetkeztében a szarkomer Osszehuzodik (4,5,6,7). Az ADP kétlépéses
sokkal gyengébben kotddnek a miozinhoz, mint az ATP, magat a ciklust, a kiilonb6z6
miozin-nukleotid komplexek kozotti kiilonboz6 szabadenergia hajtja, és nem pedig az ATP

hidrolizise.

10. Lymn-Taylor modell

A miozin globalis szerkezeti valtozasanak, illetve az aktinnal val6 interakcidjanak
vazlatos leirasa R. Lymn és E. Taylor nevéhez kotédik. Ezt a modellt 1971-ben

jellemezték, mieldtt még rendelkezésiikre alltak volna a miozin és az aktin nagy felbontast
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rontgent szerkezeti képei. Azonban ez a kereszthid-ciklus modell a mai napig
eredményesen 0sszefoglalja azokat a fizikai, ill. kémiai valtozasokat, melyek az aktin és a
miozin interakcidja soran megfigyelhetiink (Szent-Gyorgyi, 2004; Cecchini, Alexeev,
Karplus, 2010). Az S1 Kkinetikai

analizisei azt jelezték, hogy szamos ATP ANLADE.R

¢s szamos ADP allapot 1étezik. Ezek az
analizisek azt is demonstraltak, hogy az
ATP kotések egyensulyban vannak az
ADP kotésekkel és az anorganikus
foszfatok mennyiségével. Eme két alap-
vetd eredmény alapjan jutott el ehhez a
modellhez Lymn és Taylor. Bizonyitékot
talaltak arra, hogy az ATP hidrolizis
levalasztott allapotban torténik, amikor a
miozin nem k&t az aktinhoz. Azt is
kimutattdk, hogy a miozinhoz valo6 ATP

adas, az ATP hidrolizis kitorését okozza,

mely kozel sztdchiometrikus aranyban

9. Abra

van a miozin fejek mennyiségével. A A Lymn-Taylor modell. A miozin fej az aktinhoz k&t és igy a
. . . rigor komplexben 45°-0s'le’ allapotot vesz fel (A). Az ATP
kitorés akkor torténik, amikor az aktiv- kotédésaz aktin gyors disszocici6jahoz vezet (B). Az ATP
hidrolizise ADP és P; termékké, a miozin kereszthidjanak 90°-

hely lakatlan, ezért ez az eredmény arra  ©s Jjel'dlapotihoz vezetl (C)’. a.mJ Iezutz’m ujra kot az aktinhoz
(D). Ennek hatasara pedig a hidrolizis termékek felszabadulnak,

igy az aktomiozin Wijra a kiinduld rigor allapotba keriil (Szent-

mutatott rd, hogy az ADP disszociaci6 a Gybrayi, 2004)

limitalo 1épés a ciklusban.

A 9. képen a négy allapotban abrazolt Lymn-Taylor modell lathato. Az aktinnal
nem kotott allapotban a miozin szerkezeti atalakulason megy keresztiil (2. 1épés), igy a
molekulak ,,felhuzott” allapotba keriilnek. Ez konforméci6 valtozas kapcsoltan torténik az
ATP hidrolizisével. A miozin kereszthidjaiban olyan konformacié valtozas torténik az
aktin kotése utan (3. 1épés), amely eldre csusztatja az aktint (4. 1épés). Az erGgeneralas,
tehat az erOkar lecsapddasa asszocialva van a termékek felszabadulasaval. Ennek
kovetkeztében kialakul a rigor komplex, amely tulajdonképpen a nukleotidmentes allapota
az aktomiozinnak. Az ADP felszabadulasa lehet6vé teszi az uj ATP kotését, amely viszont

a miozin aktin affinitasat jelentdsen csokkenti, igy a miozin levalik az aktinrol, és a
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folyamat kezdddhet elolrdl. Ez az egyszeriisitett modell szamos intermediert elhagy, de a

ciklus esszencialis 1épéseit kivaldan leirja, igy ez a mai napig hasznalhato.

10.1. Lymn-Taylor modell és a miozin régiok

Az aktin filamentum és a miozin kozti kdlcsonhatas soran, kezdetben mivel még az
aktinkotd arok nyitva van, az S1 als6 50 kDa szubdomén kotddik gyenge, sztereospecifikus
interakcid révén a vékony filamentumhoz. Eszerint, a felsé 50 kDa szubdomén kezdetben
nem vesz részt az interakcioban. A rigor komplex erds kotése soran viszont a felsé 50 kDa
szubdomén hirtelen koriilleng, igy a kardiomiopatias hurok is érintkezni tud az aktin
felszinével. A nukleotidkoto hely switch 1 eleme a felsé 50 kDa doménben talalhato, és az
aktinhoz valé erds kotés ennek az elemnek nagyjabol 6-9 A-6s elmozdulasédhoz vezet. Ugy
tlinik tehat, hogy ez a mozdulat kinyitja a nukleotidkoté zsebet, de ez a powerstroke alatti

switch 2 kinyilasatol elhatarolhatdé (Holmes és mtsai, 2003).

A tanulmanyok azt mutattdk, hogy az aktinkotd hasiték zarédasa mechanikailag
kapcsolva van a switch 1 nyitasaval. Az mar bizonyitott, hogy a pre- és poszt-powerstroke
allapotok kapcsoltak a switch 2 kinyilasaval és zar6dasaval. A switch 1 és a switch 2
szerkezetvaltozasainak kombindldsdval négy dallapotot kapunk. Ezek az allapotok
megfeleltetheték a Lymn-Taylor modell négy allapotaval (1. tablazat).
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1. Tablazat

A miozin régidiban zajlo szerkezeti atalalulasuk a Lymn-Taylor modell egyes allapotai szerint. A switch 2 nyitott) és
nyitotty szerkezete arra utal, hogy azok egymastol killonboznelk, tehat feltehetoleg létezil egy harmadilk konformacioban
is. A tablazat Holmes és mitsai, (2003) Electron cryvo-mycroscopy shows how strong binding of myosin to actin
releases nucleotid cikke alapjan keésziilt.

A miozin motor mechanizmus szerkezetét és miikodését igen részletesen leirja H.L.
Sweeney és A. Houdusse egy cikke (Sweeney és Houdusse, 2010), melyben sokat

foglalkoznak az aktin aktivalta P; felszabadulassal. Itt azt is megemlitik, hogy a switch 2
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nem ugyanabban a nyitott konformacioban talalhaté a rigor ill. a poszt-rigor szerkezetben.
Valodsziniileg sem a switch 1-ben, sem a switch 2-ben nem pusztan egy egyszerl nyitott-
zart allapot valtozas torténik a szerkezet atrendezddés alatt. Ellenben az biztos, hogy ezt az

atszervezOdést az aktin valtja ki, és altala stabilizalodik.

11. Az erokifejtes kulcsa: aktivacios hurok

A mar emlitett aktin altali aktivacié az Osszes miozin izoforménal jelen van, bar
még a molekularis mechanizmusa és a fiziologias szerepe a folyamatnak nem teljesen
vilagos. Nemrég leirtak egy konzervalt, miozin aktink6té régiot, melynek az ’aktivacios
hurok’ nevet adtak. Ez a régid interakcioba 1ép az aktin N-termindlisaval. Ebben a cikkben
(Varkuti és mtsai, 2012), hogy tisztazzak az aktomiozin interakcid szerkezeti részleteit, a

molekularis mechanizmusat, illetve ezek hatasat a mechanikai teljesitményre, harom

dolgot mutattak be. Ujra ® :
o . D 4 Aktin
mintaztak az  aktomiozin P

komplexet gyenge, ill. erds

aktinkoté  allapotban,  és

\ 4-es hurok Kardiomiopatias
C-terminalis / hurok

azonositottdk a mar fent

emlitett 0j, aktinkotd hurkot a \Q ' Q.ﬁ:%
miozinon (10. 4bra). Ezt Aﬁ‘:is?tlzﬁtaﬁ;/ '
kovetden kisérletiesen feltar- o
tak ennek a huroknak a mio- Aktivaciés hurok ﬁs
zin ATPaz aktin aktivacio-
jaban  betdltott  specifikus Motor

domén

szerepét; s veégll tesztelték az

aktin aktivacid in vivo Szere- 10. Abra

Az aktin trimer (kék, lila, s6tétkék) és a miozin (sziirke) szerkezeti rajza.
A miozin als6 és fels6é 50 kDa alegységek sargaval vannak kiemelve, mig
ban. az aktin szubdomén-1 vilagoszolddel. A pirossal jelolt aktivaciés hurok
az aktin N-terminéalisava keriil kolcsonhatasba (Varkuti és mtsai, 2012).

pét transzgénikus C. elegans-

11.1 Egy uj aktomiozin interakcios hely felfedezése

Habar a szerkezete és a funkcioja nem ismert az aktin N-termindlisdnak, az biztos,
hogy ennek az igen flexibilis, evoluciésan konzervalt, negativan t6ltott régidnak dontd
jelentdsége van a miozin pre-powerstroke (vagyis ,.fel” erékar) allapotaban torténd
aktomiozin komplex kialakitasaban. ~ Annak érdekében, hogy feltarjak a régiok

interakciojat, 1étrehoztak egy 0j in silico aktomiozin szerkezeti modellt erés, ill. gyenge
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aktinkoté allapotban, beleértve a miozin erdkar ,,fel”, és ,,le” allapotat is. (A tovabbiakban
sokat fogom hasznalni az fel és le kifejezéseket, ugyanis az atomi szerkezet alapjan az

elébbi megfelel a switch 2 zart, mig az utdbbi, a nyitott konformacidjanak.)

Homolog aktin monomerek segitségével kiegészitették az aktin alegység hianyzo
N-terminalisat (1-Asp-Glu-Asp-Glu-4), beleértve az acetil csoport is. Azt talaltdk mind a
harom allapotban (rigor komplex, gyenge aktomiozin kotés az emelékar fel ill. le
allapotaban), hogy az aktin negativ toltésti N-termindlisa sohid kotést alakit ki a miozin
motor doménjében talalhatdé Arg520-val, vagy a Dictyostelium discoideum-ban az ezzel
homolog Lys528-as aminosavval. Ezek az aminosavak egy kicsi hurkon talalhatoak a felsé
relé hélixen, amely maga az aktivacios hurok. Szekvencia Gsszehasonlitasok alapjan, az
5-10 aminosav hosszu aktivacios hurok megtaldlhat6 az 6sszes miozin izoformaban. Ez a
hurok mindig tartalmaz egy pozitivan toltott aminosavat az 0&sszes valtozatban,
ugyanabban a pozicidban. Mivel ez a részlete a molekulanak elfelé, vagyis az oldat felé
iranyul, valdsziniitlen, hogy egy masik miozin lanccal keriiljon interakcioba. Tovéabbi
elemzéseket folytattak a hurok szerepének vizsgalata érdekében, és azt talaltak, hogy az
Osszes kinetikai perturbaciét a hurok mutéacioja okozta, mely asszocidlva van az aktin
kotéssel. Ez tovabbi bizonyiték arra, hogy a miozin aktivacids hurok €s az aktin kézotti
interakcio 1étezik. S6t, az a hurok specifikusan a miozin ATPaz ciklus aktin altali
aktivaciojaért felel6s. Kinetikai, illetve in vitro mozgasképességi vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy az aktin altali aktivaciot és a motilitast szét lehet valasztani. Ehhez, az
interakciot kell megakadalyozni az aktivacidos hurok és az aktin N-terminalisa kozott.
Ilyenkor kizéarélag a kotési allando nagysaga, valamint az aktin koncentracidja hatarozza

meg az effektiv powerstroke gyakorisagat.

11.2 In vivo szerepe az aktivacios huroknak

A frissen felfedezett hurok in vivo szerepének vizsgalatahoz olyan transzgénikus C.
elegans torzseket terveztek, melyeknek a testfalmiozin aktivaciés hurkaba mutaciokat
vittek be. A fonalférgekben négy kiillonb6z6 miozin-2 gén talalhatd, melyek koziil csak
kett6 fejezddik ki a testfal izomban. A myo-3 koédolja a minor izoformat, mely esszencialis
a vastag filamentum kialakitdsdhoz. A myo-4, azaz unc-54 a testfal izmot alkoto6 f6 proteint

kodolja, mely a test mozgasat valtja ki.

Azok a C. elegans torzsek, melyekben hibas az UNC-54 fehérje, szinte

megbénultak, €s a mozgasuk sebessége csupan a vadtipust torzsek sebességének 20%-a.
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A kisérletek soran négyféle torzset hasonlitottak dssze. Volt egy testfalmiozin unc-54 null
mutdns torzs ( Adunc-54), valamint egy olyan torzs, melyben ezt a null mutéciodt
helyreallitottak egy GFP-vel jelolt unc-54 génnel (dunc-54;unc-54::gfp). Ezek mellett,
hogy teszteljék miként hat az izom funkciora, és a féreg mozgasara az aktivacios hurokban
torténé mutacio, létrehoztak egy konstrukciot (dunc-54;unc-54gszse::0fp), melyben
kicserélték az 525-ik helyen talalhaté lizint glutaminsavra (mely homolog a Dd
Arg520-val). Ezt a harom mutans torzset hasonlitottadk 0ssze a vadtipussal. A f6 anatdémiai
tulajdonsagok, példaul a testméret és a morfologia, valamint a vitalis paraméterek, mint az
¢lettartam ¢és a larvak fejlettsége mind hasonld volt az Osszes torzsben. Az Aunc-54
férgekben viszont lathatéan satnya és szervezetlen volt a szarkomer szerkezete, mivel

hianyzott a f6 myo-4 izoforma.

A férgek sebességét vizsgalva, azt talaltak, hogy az Aunc-54;unc-54ksyse::gfp
férgek hatarozottan lassabbak voltak, mint a vadtipust torzs férgei, de 2.2-szer olyan
gyorsan mozogtak, mint az Aunc-54 férgek. Tehat a kiilonb6z6 mérések segitségével

crer

csOkkenti, de nem sziinteti meg teljesen a férgek mozgasat.

Egy 1j technikat, az atomerémikroszkdpot hasznalva azt is megmérték, mekkora
erdt képesek kifejteni az egyes C.elegans torzsek. Az atlag érték 20-szor nagyobb volt a
vadtipusu és az Aunc-54;unc-54::gfp torzsekben, mint az Aunc-54;unc-54¢sase::gfp, illetve
az Aunc-54 térzsben. Azonban az aktivacioés hurok mutans férgek alig voltak erésebbek,
mint azok, melyekbdl hianyzott az UNC-54 testfalmiozin. Az aktin aktivacié mutacios
kimeriilése drasztikusan gyengiti az izom kontrakciot, annak ellenére, hogy ,,terheletlen”

motilis funkcié megmarad.

11.3. Eoy kis kitekintés tovabbi in vivo kisérletek felé

A fentebb leirt modell, miszerint a miozin ATP bontd képességét megnoveli az
aktin negativ toltésti N-termindlis régiodja és a miozin aktivacidés hurkanak egy pozitiv
aminosava kozott kialakulo kapcsolat, kivaléoan lathatdé volt a transzgenikus C.elegans
torzsekkel folytatott in vivo kisérletekben. A Szegedi Biologia Kutatokézpont (SZBK)
tudomanyos tanacsaddja és laborvezetdje Dr. Mihaly Jozsef a folyamat mélyrehatobb
kinetikai vizsgalata érdekében egy masik modellorganizmus, a Drosophila melanogaster

alkalmazasaval hasonld kisérletbe kezdett.
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A céljuk az volt, hogy létrehozzanak mutaciét tartalmazo aktin, illetve miozin
géneket, hogy mutans aktin/miozin fehérjéket expresszald torzseket kapjanak. A
mutacionak, olyan helyen kell érintenie a fehérjéket, mely a pozicidjukbol adodoan részt
vesznek az aktivacid folyamataban, igy tehat, az aktin negativ toltésii N-terminalisaban és
a miozin egy pozitiv toltésti lizinjében lokalizalt. Az én munkdm volt a mutéciodt

tartalmaz6 aktin gének létrehozésa.

crer

Az eredetileg Cys-Asp-Asp-Ala régiot mutacio segitségével tudtam semlegesiteni, és
létrehoztam Cys-Asn-Asp-Asn és Cys-Asn-Asn-Asn aminosav szekvencidju aktin
N-terminalist. A megvalaszoland6 kérdések kozott ott szerepel az is, hogy vajon, milyen
mértékben befolyasolja az aktivaciot az aktin negativ toltése, illetve annak hidnya.
Természetesen ez a kérdés érvényes a miozin aktivacios hurok pozitiv toltésének szerepére

1s, azonban ennek a mutacionak a génbe valo bevitelét az SZBK-ban végezték.

A semleges toltések mellett, pozitiv toltéssel rendelkezd aktin N-terminalis
konstrukciot is kellett késziteni. Hasonld modon és technikaval Cys-Lys-Asn-Lys, és Cys-
Lys-Lys-Lys aminosavakat tartalmazo6 enyhén, ill. teljesen pozitiv szekvenciat alkottam. A
kisérlet kezdetekor felmeriilt kérdések koziil talan a legizgalmasabb, hogy vajon mi
torténik akkor, ha felcseréljiik a két fehérje toltését? Vajon hasonl6 aktivacié megy végbe,
ha a miozin aktivacios hurka a negativ toltésli, és az aktin N-termindlis a pozitiv? Lehet-e
latni fenotipusos kiilonbséget a vadtipusu, illetve a felcserélt toltéseket tartalmazo torzsek
kozott? Esetleg, akarcsak a null mutans torzsek ezek is ropképtelenek lesznek? Mivel a
kisérletek még folynak Szegeden, igy ezekre a kérdésekre sajnos nem tudok

megfigyelésekkel alatdmasztott valaszokkal szolgalni.

12. A powerstroke és a ,,return stroke”

K.C. Holmes egy cikkében (Holmes ¢€s mtsai, 2004) azt irja, nagyon ugy tiinik,
hogy a powerstroke esszenciaja a relé hélixben rejlik. Pontosabban, a hélixben talalhato

torés megléte, majd a relé hélix egyenesitése a meghatarozo. Ez a folyamat, mely soran a
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vezet, ami pedig az er6kar forgasara gyakorol hatast.

A relé hélixben jelen van a torés a pre-powerstroke allapotban, ellenben a poszt-

rigor ill. rigor-szeri allapotokban a relé egyenes. Az ATP kotés a pre-powerstroke
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allapotot kedveli, mivel ilyenkor a switch 2 és a nukleotid y-foszfat interakcioba kertilhet,
mely segiti a switch 2 zaroédasat. Raadasul ebben az allapotban a miozin, mint aktiv ATPaz
torés, amely pedig az aktin filamentum sikjaban elforgatja a konverter domént kb. 60°-val.
Ez valoszintileg a miozin fejnek a powerstroke-bol valo visszatérése (,,return stroke”), azaz

a feltoltése.

Azt a feltételezik, hogy a pre-powerstroke konformacioéban 1évé miozin aktinhoz
kotédése, a torés kiegyenesitése altal visszaforditja ezt a folyamatot. Ez ugyanis, az er6kar
hatasara a torés megjelenik a relé hélixen, eltavolithatd példaul a switch 2 bezarasaval.
Mindazonaltal, a nukleotid-mentes miozin V szerkezete azt mutatja, hogy ez ugy is
feloldhato, hogy a switch 2-t kozel zart konformacioban hagyjuk, és a B-lemezeket hajlitjuk
meg. Tehat két mechanizmus is van a relé hélix kiegyenesitésére. A switch 2 zarasa ugy
tinik a powerstroke-bol vald visszatérés, azaz a ,return stroke” tUtvonala. Maga a
powerstroke valdsziniileg a switch 2 észreveheté kinyilasa nélkiil zajlik, mivel az, zarva

van a pre-powerstroke ill. a rigor-szeri allapotban is

13. Az aktomiozin hatarfeliilet

Az interakcié pontos mechanizmusdnak a megértéséhez, ismerniink kell atomi
részletességgel a miozin erds-kotési allapotanak szerkezetét. A felsd és als6 50 kDa
szubdomének elemei a flexibilis 2-es hurok tagjai, ami a két szubdomén kozott talalhato az
S1-ben. Ez a hurok az aktin-DNaz I kot hurokkal egyiitt esszencialis részét képezik a
hatarfeliiletnek. Tovabba megjegyzendé, hogy az S1-ben talalhat6 4-es hurok (364-380 as.
szekvencia) és a kardiomiopatias hurok (400-418 as. szekvencia) egymashoz kozel
helyezkednek el, valamint a 3-as hurok (567-577 as. szekvencia) elmozdul az aktink6td
felillet felé. Ezek sejtetését, az akto-S1 komplex MDFF modszer finomitisa meg is
erdsitette, nevezetesen, hogy az interakcié nemcsak egy aktin monomerrel torténik. A 11.
abran is lathato, hogy a nagyobb hatarfeliilet az S1 és az AC3 kozott van, de az S1 és AC1
IS kolcsonhatasban all egymassal, mely megnoveli az érintkezési feliiletet, ezaltal talan

stabilizalva az erds kotést (Holmes és mtsai, 2004; Lorenz és Holmes, 2010).
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13.1 Az S1 és AC3 kozotti kdlesonhatas

A stabil érintkezési feliilet a S1 és az AC3 kozott kb. 1,385 A, mely szamos,
potencialis elektrosztatikus interakciot és H-kotést jelez. A jelentdsebb érintkezési feliiletet
a miozin als6 50 kDa szubdoménje biztositja, nevezetesen, az interakcié a szubdomén
499-532-es aminosav szakasza és
az aktin 337-351, valamint
140-149 kozotti hélix  kozott
valosul  meg. Az aktin
aminosavak melyeknek szerepe
van az kolcsonhatasban; Leul40,
Tyrl43, 11e341, 11e345, Leu349,
Phe352 ¢és feltehetbleg a Phe375.
A miozin V aminosavai, melyek

részt vesznek; Lys502, Met503,
Glu511 LyS5 14 Met515 narancssargaval van jelolve. A miozin tobbi része, a konverter és az erokar is sérga

11. Abra

Aktin-S1 komplex szerkezete. Az F-aktin ot alegysége (AC1-ACS) zold szinekkel

van dbrazolva, miga miozin felso és alsé 50 kDa szubdoménje pirossal, valamint

szinii, mig a konnyiilincok bama sziniiek. A két aktin monomer, amellyel koleson-
Pro516. hatésban &1l a miozinm, az AC3 é az AC1 (Lorenz és Holines, 2010).

A kardiomiopatias hurok az aktin Pro333-Tyr337 kozotti aminosav szakaszaval,
valamint az Ala26-Ala29-es résszel all interakcidoban. A miozin V osztilyban a
kardiomiopatias hurok megfeleld iranyultsagban fekszik, igy nem kell jelentdsen atrende-
z6dnie az interakcid soran, sét az is lehetséges, hogy a 4-es hurok (ami a miozin V-ben a
342-349-ig talalhatdé aminosav szakasz) atrendezddik, és ennek a kotohelynek a részévé
valik. Mind a két kotéhely ugyanazon az aktin monomeren fekszik. Ellenben a miozin V
3-as hurok régidja (540-544 as.) gy tiinik, gyenge szekunder kapcsolatot alakit ki a
szomszédos aktin monomerrel. Megjegyzendé az is, hogy a 2-es hurok alapvetd
aminosavakat tartalmaz6 N-terminalis vége, kozel taldlhatdo az aktin szubdomén-1 savas
aminosavaihoz (1-4, 24-25 as.). Ugyan a rendezetlen 2-es hurok jelent6sen hozzajarul az
aktinnal valo interakciohoz, még nem vilagos, mennyire specifikus, illetve mennyire

kritikusak ezek az interakciok a rigor hatérfeliilet kialakitasdban.

Tobb hidrofob interakcid is torténik a két fehérje kolcsonhatasa sordn, a
kardiomiopatids hurok a Glu4ll aminosavon keresztill kozvetlen elektrosztatikus
kolcsonhatasban van az aktin 336-os lizinjével. Igen kritikus 405-6s arginin glutaminna

mutalodasa (az emberben ezt a 403-as argininnel azonositottak), mely a familiaris
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hipertrofias kardiomiopatidban az aktin aktivalta miozin ATPaz csokkenését eredményezi.
Ez az aminosav ugyan nem a hatarfeliileten talalhatd, elfordul az aktint6l, mindazonaltal
valoszintileg sohidat képez a Glu631 aminosavval, amely a 2-es hurok része. Eppen ezért,

crer

stabilizalasan keresztiil (Holmes és mtsai, 2004; Lorenz és Holmes, 2010).

A kutatok egy Gj H-kotésrél is beszamoltak a S1 Asn410 és az aktin (AC3) Tyr337
kozott, s6t egy esetleges kapcsolatot is talaltak a 4-es hurok és az aktin kozott, mely a
C-hurok nevet kapta. A HMM harom régiojaba mutaciot vittek ( ez a hidrofob régio,
kardiomiopatias hurok, és 2-es hurok teriileteit érintette), és mindegyiknél szignifikansan
csokkent vagy akar teljesen megszilint az aktin aktivalta miozin ATPaz miikodés. Az Gsszes
akto-S1 érintkezd feliiletén talalhatd mutaciot megtalaltak, mely lehetséges kapcsolatot

létesit az aktin aminosavaival (2. tablazat).

2.Tablazat

A lehetséges elektrosztatikus interakciok és H kotések a miozin S1 és az AC3, valamint AC1 aktin
monomer kozott (Lorenz és Holmes, 2010).

Lehetsége elektrosztatikus interakcidk Lehetséges H kotések
AC3 - 51 ACT - 51 AC3 - 51 ACT - 51
ASP24 - GLU629 LYS50 - GLU576 GLY23 N - LYS637 O LYS50 NZ - ASN552 OD1
ASP25 - LYS640 ARG95 - GLU576 ASP24 N - GLY635 O ARG95 NE - PRO570 O
ARG28 - GLU629 GLU99 - LYS569 LYS328 NZ - ARG371 O ARG95 NH1 - ALA575 O
ARG147 - GLU373 TYR337 OH - ASN410 OD1 ARG95 NH2 - LYS572 O
GLU167 - LYS544 SER348 OG - LYS637 O GLY46 O - LYS553 NZ
ASP311 - ARG371 THR351 N - PRO529 O GLY48 O - LYS553 N
LYS328 — GLU372 THR351 OG1 - PRO529 O GLN49 OE1 - SER549 OG
GLU334 - LYS642 GLY23 O - GLY638 N TYR91 O — ALA571 N
ARG335 - GLU372 ARG28 O — ASN410 ND2
LYS336 — GLU411 SER145 O - GLY643 N

GLU167 O - LYS544 NZ
GLN314 OE1 - ARG371 NH1
ILE329 O — ARG371 NH2
GLU334 O - LYS642 NZ

13.2 4 S1 és ACI kozotti kapcesolat

A szubfragmens-1 jelentds kapcsolatot létesit az AC3 mellett az AC1 aktin
monomerrel is. Ronald Milligan vetette fel az interakcio lehetéségét a 3-as hurok (567-577
as.) és az aktin kozott. Tobb kisérlet és kinetikai tanulmany is tamogatta azt az elképzelést,
miszerint a hatarfeliilet teriileten van egy luk, és alatta egy un. miozin ,uj;” keriil
interakciéba az aktinnal. Erre az attriblitumra ,milligan Osszekottetésként” szoktak

hivatkozni.

Ugyanezekben a cikkekben (Holmes és mtsai, 2004; Lorenz és Holmes, 2010)
leirtak mas lehetséges AC1 és a S1 kozotti H kotést is. Az egyik a miozin 543-554

aminosav szakasz ¢és az aktin DNaz I ko6t6 hurok kozott van, mig a masik a3-as hurok,
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illetve a Tyr91 és Arg35 kozott talalhatd. Mindazonaltal, a jelentés kapcsolatot a Milligan
Osszekottetés adja a Glu576 és az aktin Arg91 (AC1), valamint a Lys569 és a Glu99 (AC1)
kozott.

14. A kontrakcio kinetikajanak vazlata

A parallel utvonalakon zajlo biokémiai reakcioknal, bizonyos feltételek kozott ki
kell valasztani egyet a hatékony biologiai funkcié érdekében. Elméletileg az ttvonal
szelekcid lehet termodinamikai vagy kinetikai. A termodinamikai Utvonal szelekciorol
akkor beszélhetlink, amikor a rendszer a legkisebb szabad energia utjat koveti. Kinetikai
utvonal szelekcid kizardlag nem-egyensulyi helyzetekben torténhet, mikor akadalyozva
van a legkisebb szabad energia utjan keresztiili aramlés, igy a rendszer kénytelen egy
magasabb szabad energidju, alternativ Utvonalat haszndlni. Ez a szelekcié a biokémiai
rendszerek altal gyakran hasznalt ,kapcsold” mechanizmus, ahol a reakciokat a hasztalan
utvonal helyett, az effektiv felé vezetik. Az aktomiozin interakcid soran éppen €z a
szelekcid6 a magyarazat, melyet A. Malnasi-Csizmadia ¢és M. Kovacs cikke

(Malnasi-Csizmadia és Kovacs, 2010) alapjan ebben a fejezetben 6sszefoglalok.

14.1 4 haszontalan erokarcsapas kinetikai gatlasa

A miozin ATP kotése utan, egy gyors konformacios egyenstly alakul ki a le és az
fel allapotok kozott, melyek az atomi szerkezetiik alapjan a mar emlitett switch 2 zart, ill.
miozin kizarolag fel allapotban képes. Igy mind a ciklus, mind a miozin feje ,,feltoltott”
allapotba keriil. Aktin hianyaban a ciklus sebesség meghatarozo 1épése a fel-bol a le
allapotba torténd hasztalan karlecsapas. Ez a miozin-ADP-P; komplexben zajlik, és nem a
P; felszabadulas utan, mint ahogy korabban gondoltak. A P; tdvozasa csak le allapotban
lehetséges, és a termék szabadon bocsatasa tobb nagysagrenddel gyorsabb, mint a

sebességet meghatarozo fel-le szerkezeti atalakulas.

Az ATP és az ADP-P; allapotok kozti erdkar lengése, valamint a switch 2
konformacios valtozasa kapcsolva van. Ez a motor domén hosszu relé hélixének libikoka-
szerli mozgasaval jar. A relé hélix kozepén egy fenilalanin csoport egyfajta aldtdmasztast
formal, valoszintileg a billenés itt torténik. Ez a csoport szerkezetileg a relé/konverter és a

transzducer™ régioval 4ll kapcsolatban. Az utobbi szerkezeti elem fontos szerepet t5lt be a

1% A miozin S1-ben talalhaté 7 szalas B-lemez a kapcsolddd hurkokkal.
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kar lengésében. A valtozas a transzducer P-lemez torzids torzsében talan hozzajarul a
szabadentalpia valtozassal zajlé powerstroke-hoz. Ez a modell azt is magaban foglalja,
hogy a nem aktin-kotott allapotban az erékar lengésének konformacios tutvonala
kiilonbozik attol, amely a powerstroke alatt torténik. A haszontalan erékar lengés a
»feltoltési 1épés” forditottja, azzal a nagy kiilonbséggel, hogy az elébbi ADP-P; kotott, mig
az utobbi az ATP kotott miozinban zajlik. Attol fliiggetleniil, hogy még nem teljesen
egyértelmil az, hogy miért lassabb négy nagysagrenddel a haszontalan erdkar lengése, mint

a feltoltési lépés, ez a kinetikus kiilonbség, dontd jelentdségli a hatékony erdgeneralashoz.

14.2 Az aktin aktivdlas és a powerstroke

Az aktin legaldbb két nagysagrenddel felgyorsitja az ADP-P;-kotott miozin erdkar

lengését. Ez elég nagy kontrasztot mutat a feltdltési 1épés aktinkotott forméjdhoz képest,

Hidrolizis - Ujra kotés
. R — > —_—
Erékar € g)\‘ ¢ &0)\‘
fel allapotban . 5.
"Felhuzasi" Effektiv
1épés powerstroke
Erékar i ™
le allapotban @ X . e
.
\
Nukleotid
csere
= «
ATP
Pi * < ADP
Rigor allapot

12. Abra

Az aktomiozin motor mechanokémiai ciklusa. A miozin fej és az aktin filamentum zo6lddel, ill. kékkel van
jelolve. A hasznos munka ciklus alatt, az erdsen kotott aktomiozin rigor komplexet ATP kotés valasztja szét
(alul kozépen). A felhuzasi 1épés alatt, mely ATP- miozin k6tott formaban torténik, a miozin erdkar a /e
allapotbol fel pozicioba mozdul (bal szEéls6). A post-hidrolitikus, fel erokar allapotd komplexbol (felil
kozépen) kétfelé folytatodhat a ciklus. Ha az erokar visszaleng, amig nem ko6todik aktinhoz, akkor haszon-
talan ciklus lesz végeredmény, mivel elhasznalt egy ATP-t tényleges erogeneralas nélkiil (k6zépen). Az
effektiv powerstroke soran az erokar mozgasa akkor torténik, mikor a miozin Gjra ko6todik az aktinhoz.
Miutan az erdkar lecsapasa befejezodott, a hidrolizis termékei kicserélodnek egy 0j ATP molekulara
(Malnasi-Csizmadia ¢s Kovacs, 2010).
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ahol csupan csekély a hatasa az aktinnak. Ebbdl kifolyolag az aktin aktivacionak
meghataroz6 szerepe van a rendszer effektiv (azaz aktinkotott) powerstroke-on keresztiil
zajlé iranyitasaban, még akkor is, ha kezdetben alacsony aktin affinitasi (ADP-P;)
allapotban volt. A reakcid aramlasa elsOsorban az aktinkotott allapotban torténd
erOkarcsapas felé van terelve, a kinetikus Utvonal szelekcion keresztiil. Mivel a nem
aktinkotott allapotban zajlé haszontalan ciklus kinetikailag blokkolva van, az uralkodd
reakcioaramlas az aktinkotott allapot felé terelddik, annak ellenére, hogy az utvonal
termodinamikailag kevésbé kedvez6 a mar emlitett miozin-ADP-P; komplex alacsony aktin

affinitdsa miatt.

14.3. A harom effektiv utvonal

Hatasos mechanikai 1épés csak akkor zajlik, ha az er6kar lengése, akkor torténik
mikor a miozin fej az aktinhoz kotott. Mindamellett, szamos tGtvonal van, melyek képesek
hatékony powerstroke-ot produkalni. Ennek harom kulcs eseménye; az aktin kotése,
szerkezeti valtozas soran az erds aktin kotés (0sszekapcsolva az arok zarddasaval), és az
erOkar lecsapodasa. A folyamat gyenge aktinkotd (nyitott arokkal), fel miozin allapotbol
indul, mig a végén egy erbs aktinkotott (zart arokkal), le erékar helyzetben végzodik.
Szamos eredmény azt mutatja, hogy az erdgeneradlasa (igy a f0 erdkar lengés) a P;
felszabadulas eldtt torténik, igy az Osszes részlépés akkor zajlik, mikor a miozin fej ADP-
Pi komplexben van. A powerstroke eseményt a nukleotid csere koveti, mely gyakorlatilag
irreverzibilis a kovetkez6 ATP molekula szoros kotésének koszonhetben, igy az a

kovetkezo mechanokémiai ciklus felé huzza a rendszert.

A harom lehetséges effektiv utvonal koziil mindegyiknél meg kell eléznie az
aktinkotésnek az erékar lecsapodasat. A dontd szerepe az aktin aktivacionak, hogy
megakadalyozza a haszontalan ciklus felé torténd éaramlést, feltéve, ha a sebességi
allanddja az utdbbinak legalabb 100-szor alacsonyabb, mint annak az er6kar lengésnek,

amelynél a miozin aktink6tott forméaban van.

Az hatékony powerstroke felé vezetd utvonalak koziil az egyik az aktinkotd arok
zarddasaval kezdddik. Ez alatt a 1épés alatt erds aktinkotd allapotban keriil a miozin fej,
mely igy ezutan az aktinhoz tud kotédni, és elvégzi az erdkar lengését (13. abran a
narancssarga nyil). Mindazonaltal az dramlds ezen az utvonalon keresztiil elég csekély,
mivel az els6 1épés igen kedvezdtlen, ugyanis az arok nyitott-zart atmenete a nem

aktink6tott miozin komplexben torténik.
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A masik két effektiv powerstroke felé vezetd utvonal, aktinhoz vald kotddéssel
kezdddik, mely igy gyengén csatolt, fe allapoti aktomiozin komplexhez vezet. Ebbdl az
allapotbol a két ut elvalik. Az egyik gyors arok zarddassal folytatodik, melyet pedig az
erOkar lecsapodasa kovet (13. abran a piros nyil). A harmadik Gtvonal soran, az erékar
lengése megtorténhet, mig a miozin fej gyengén kot az aktinhoz (13. abran kék nyil). Az
aktomiozin interakci® utdlagos megerGsitése a  poszt-powerstroke intermedier
stabilizalasaban jatszik szerepet, feltéve, hogy az arok gyorsabban zarodik, mint ahogy az
aktin levalik. A rendelkezésre allo kinetikai €s termodinamikai adatok alapjan, az utobbi
két utvonal jelentds aramlast képes kozvetiteni. Igy a hatisos powerstroke valoszinii

parhuzamos reakcios utakon halad keresztiil.

Nukleotid

csere j

Er6kar csapas

| - - i
= Sy
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ATP

hidrolizis "W . A Nukleotid
g\\ Haszontalan erOkar csapas g __csere

13. Abra

csapas

Powerstroke utvonalak. Az ATP hidrolizist kévetden a miozin fej gyenge aktinkotd, fel erdkar
allapotban van (bal, alsd sarok). Harom lehetséges utvonal vezet hatasos powersitroke-hoz, melyek
narancssarga, piros és kék nyilakkal vannak feltiintetve. A narancssarga utvonalnal a harom
kules esemény sorrendje a kévetkezo: az arok zarddasa, aktin kotés, majd az erdkar lecsapasa.
A két masik utvonalnal az els6 1€pés az aktin kités, melyet a piros Utvonalnal az arok zarddasa,
majd az ertkar lecsapasa kovet. A kék nyillal jelolt utvonalnal viszont az er6kar mozgasa nyitott
arokkal torténik (azaz gyenge aktinkoté allapotban), melyet a hasiték zarédasa stabilizal. A
haszontalan ciklus felé vezetd erdkar mozgasata sziirke nyil szemlélteti (Malnasi-Csizmadia és
Kovécs, 2010).
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A motorfehérjék mutacioja és a hipertrofias kardiomiopatia

15. A motorfeherjék hatekonyvsaga

A fentebb talalhato 4 miozin motorfehérje c. fejezetben mar sz6 volt a miozin
szupercsalad rendkiviili alkalmazkodd képességérdl. Azért rendkiviili, mert az igen
kiilonb6z6 feladatokra evolvalodott osztalyok, ezeket a valtozatos funkcidkat annak
ellenére tokéletesen ellatjak, hogy az alapfelépitésiik megegyezik. Példaul, ha megnézziink
egy vezikulumot szallité és egy kontrakcioban résztvevd miozint, rogton szembetiinik,
hogy teljesen mas sajatossaggal kell rendelkezniiik, hogy hatékonyan ellassak a
feladatukat. Maguknak a fehérjéknek a hatékonysaga roviden abban rejlik, hogy a vastag
filamentumba szervez6dé miozin-11 (MYOII) fejek terhelési aranya mas, mint az aktin

minusz vége felé 1épegetd miozin-VI-nak.

A MYOII alacsony terhelési arannyal rendelkezik. Mivel a vastag filamentum
mentén sok fej talalhatd, az a célravezetd, ha ezek csak rovid ideig vannak aktinkotott
allapotban, hogy ne gatoljak egymast. Ha sok fej kotddne a vékony filamentumhoz, vagyis
sok miozinkotd hely lenne foglalt, a tobbi motordomén nem tudna hova koétédni és nem
tudna kontrakciot eredményezé erékar lecsapast végezni. Eppen ezért, ennek a miozin
izoformanak a sebesség meghatarozo 1épése maga a fej erdgenerald lecsapasa, azaz a

powerstroke.

Ezzel szemben, ha a miozin-V vagy miozin-VI motorok alacsony TA-0sok
lennének, nem lennének képesek hatékonyan ellatni a feladatukat. Ezek a 1épegetd szallitd
miozinok két motor doménnel rendelkeznek, éppen azért, hogy az egyik mindig aktinkotott
allapotban legyen, ezzel megakadalyozva a ,sinr6l” vald disszociaciot, valamint, a
szallitott vezikulum elvesztését. Ebbol kovetkezik, hogy az ilyen tipusti miozinoknak
magas TA-val célszerii rendelkezniiik, mert ez biztositja ezeknek a processziv motoroknak,
hogy valamelyik fej mindenképp aktinkotott allapotban legyen, és igy nagy tavolsagot

tudjanak megtenni az aktin filamentum mentén.

16. Hipertrofias kardiomiopatia kezeléesenek nehézsegei

Lathatjuk tehat, hogy rendkiviil Osszetett folyamatok allnak a motorfehérjék
miikddésének hatterében. Ennek kovetkeztében, ha barmiféle probléma meriil fel a

fehérjék interakciojaban, annak sulyos kovetkezményei lesznek az emberi szervezet
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szdmara. Naponta tobb ezer mutacio torténik a sejtjeinkben, példaul a fehérje expresszio
soran, melyek nagy részét, kiilonbozoé javito molekuldk detektalnak, és helyre hoznak.
Azonban el6fordulnak olyanok is, melyek atjutnak ezeken a védelmi rendszereken.
Lehetséges, hogy nem okoznak semmilyen betegséget, de az is el6fordul, hogy komoly
koros allapotot indukalnak. Ebben a fejezetben a szivizomban eléfordulé mutacié altal

indukalt betegségrol lesz szo.

Az emldsok szivében két miozin izoforma expresszalodik, az a- és B- kardialis
miozin. Az ¢léz6 fejezet alapjan nem meglepd, hogy a szivizomban alacsony terhelési
arannyal rendelkez6 fehérjék talalhatoak. Ezek relativ aranya valtozik fajok, fejlettség, és
hormonalis allapot szerint. Az egészséges emberi sziv 10%-ban a-kardialis miozinbol,
valamint 90%-ban B-kardialis miozinbdl all, és annak ellenére, hogy ezek aminosav szinten
93%-ban megegyeznek, funkcionalisan tavol allnak egymadstdl. Tanulmanyok azt is
Kimutattak, hogy a két kardialis izoformat kiilonb6zé aranyban tartalmazo szivek
kiilonb6z6é kontrakcios sebességgel rendelkeznek, vagyis a kifejezddésiik relativ szintje

kozvetleniil szabalyozza az izom 0sszehuzddasat.

Kardiomiopatia (CMP) azoknak a szivbetegségeknek az 6sszefoglald neve, melyek
a sziv pumpafunkciojanak gyengiiléséhez vezetnek, és ez visszavezethetd az izom sajat
betegségére. A  hipertrofids  kardiomiopatia (HCM) a leggyakoribb  6rokolt
kardiovaszkularis betegség. Vilagszerte a HCM minden 6tszdz emberbdl egyet érint, és
megnyilvanulhat csokkent életmindségtol kezdve akar korai, hirtelen szivmegallasban is. A
hipertrofids kardiomiopatidt (azaz a szivkamra megnagyobbodast) eredményezd
pontmutaciok 30%-a a MYH7-ban lokalizalt, amely a human B-kardiadlis miozin
nehézlancat kodold gén (B-MyHC). Ennek a betegségnek a klinikai fenotipusa tehat
kiilonféle lehet, de tipikus morfologiai elvaltozas a balkamra hipertrofiaja. Ez a hipertrofia
hogy a kardiomiopatia genetikai alapjait mar értjiik, jelenleg specifikus gyogyszeres
kezelés nem létezik, amely mérsékelné a szarkomer funkciondlis zavaranak forrasat,
nevezetesen, nincs olyan orvossag, mely helyreallitana maguknak a szarkomer
proteineknek a miikodését. A {6 pillérei a gyogyszeres terapianak a béta-, ¢és

kalciumcsatorna blokkolok, valamint a dizopiramid.
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Terapias szempontbél, ha megcélozzuk az upstream'’ elemét a potencialis
miokardidlis hipertrofiat, de nem foglalkozik a kontraktilis apparatus mdogottes koros
miikodésével. A probléma egyik megolddsa az lenne, ha kismolekula kezelésekkel
kozvetleniil megcéloznank a kontraktilis apparatust. A Cytokinetics Inc altal kifejlesztett
potencialis szivbénulas elleni gyogyszer, mely a specifikusan kot a B-kardialis miozinhoz,

¢és aktivalja annak erdgeneralas képességét, erre tokéletes példa.

Visszaveti a hatasos kezelések kifejlesztését, hogy a HCM mutans proteinek ugyan
a szarkomer részei, de rendkiviil valtozatos funkcidokat lathatnak el. Tobbek kozott
rendelkezhetnek enzimatikus, erégenerald szerepekkel (pl.: B-MyHC és az asszocialt LC-
k), valamint szerkezeti és regulacios funkciokat is ellathatnak (pl.: tropomiozin, troponin és
a miozinkotd protein C). Szintén neheziti a kezelést, hogy egy pontmutacid hatasat a -
kardialis miozin er6generalasara, illetve kinetikajara, nem lehet megjosolni kozvetleniil a
fehérjén beliili elhelyezkedésébdl. Klinikai szempontbol azokat a mutaciokat, melyek
csokkentik a kontraktilis er6t, masképp kell kezelni, mint azokat, melyek novelik azt.
Mindenesetben tudnunk kell, hogy a ketté koziil, mely nagy kategdriaba sorolhatd a
mutacio, mivel ez teszi lehetdvé a célzott kezelést. Azokat a fontos informaciokat, melyek
sziikségesek a legjobb terapias modszer kivalasztasahoz, az egymolekula, valamint egysejt
modszerek kombinalasa biztositja. Ezeket a technikakat rendkiviil jol 6sszefoglalja egy par
éve megjelent cikk (Sivaramakrishnan €s mtsai, 2009), melyek koziil néhanyat alabbiakban

kiemelek.

Az in vitro motilitas teszt eréssége abban rejlik, hogy egyszert kisérleti felszerelés
¢és kis mennyiségli (<1 ng) tisztitott fehérje kell hozza. Kitling elsé sziird a pontmutacid
hatdsanak azonositdsahoz, de ezt a motor funkcidk tanulmanyozasdhoz hasznalni, terhelés

hianyaban a legalkalmasabb.

A steady-state ATPaz mérések nagyobb mennyiségii (~1 mg) fehérjét igényelnek.
Ez a stop flow kinetikai mérésekkel egyiitt széles korben hasznalt technika. Ezzel elemezik
az egyes lépések kinetikajat, melyek az aktomiozin kinetikus ciklusa folyamén jatszédnak
le. Eldnye ennek a jol megalapozott vizsgdlatnak, hogy az ATP ciklus idejére és a

latszolagos aktin, illetve ATP affinitasra kifejtett hatasat jellemzi a mutacionak.

' Az utvonalban eldl talalhaté elem. Egy biokémiai Gtvonalban fenotipusosan megnyilvanulé mutacié
upstream helyezkedik el, hiszen az itt taldlhatd tud csak hatni a tobbire, mert a kifejez6dés az Gtvonalon
downstream halad.
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Az optikai csipesz fontossaga abban rejlik, hogy kdzvetleniil meg tudja mérni a
miozin funkcidjat érintd mechanikai terhelés, valamint a miozin erégeneralasat befolyasold
mutacio hatasat is. Hatranya, hogy igen kifinomult miiszerek sziikségesek a kétsugaras
optikai csapddhoz ¢és a felszereléshez. Megjegyzendd, hogy ezzel a technikaval mutattak,
ki azt is, hogy az a-kardidlis miozin, a - izoforma altal kifejtett erdnek csupan felét képes

produkalni.

Az egysejt modszerek hasznalatanak jelentdsége abban rejlik, hogy molekularis
szintli eredményeket értelmezni tudjuk az izom in vivo funkcidjanak szintjén is. Ma mar
akar egyetlen szivizomsejt altal eldidézett kontraktilis er6t is meg tudunk mérni. A single
cell dynamic force-length measurement (egyedi sejt dinamikus er6-és hossz mérése) soran,
a mutacio egyetlen szivizomsejtre kifejtett hatasat lehet vizsgalni. Rdadasul szarkomer
szinten a pontmutaciok hatasa is igen jol jellemezhet6 ezzel a technikaval. Azonban, ehhez
a vizsgalathoz is kifinomult miiszerek sziikségesek, és mivel a sejt el6készitése kényes, igy

a reprodukalhato mérés érdekében miiszakilag hozzaértd egyént igényelnek.

Amennyiben elég fiatal korban képesek lennénk az erdgeneralast optimalizalni,
ezeknek a pont mutacidknak a downstream pleiotrop hatasa'?, melyek hipertrofidghoz és
halalhoz vezetnek, enyhithetd lenne. A minél pontosabb ismerete az aktomiozin
kemomechanikai ciklus egyes 1épéseiben fellépd valtozasoknak, melyeket a mutaciok
okoznak, kulcs fontossagu a potencialis gyogyszerjeloltek specificitasaban. Példaul, ha a
mutacio fokozza az ADP tavozast, az a TA csokkenéséhez vezet, és ezért fogyni fog az
atlagos szama az aktinkotott allapotban 1€vé miozin fejeknek minden egyes kontrakcid
alatt, mely végiil a szarkomer erdgeneralasnak csokkenéséhez vezet. Mas részrdl, ha a
mutacié a Pj tavozasat serkenti, noveli a TA-t, és ezaltal fokozza a szarkomer altali
erogeneralast. A hatdéanyagok sziirése annak érdekében, hogy minél pontosabban
visszaallitsdk a mutaciok miatt megvaltozott kinetikai 1€épéseket, remélhetdleg hamarosan

elérik a kivant terapias hatast.

2 Mivel gének tobbségének van mésodlagos, illetve jarulékos hatasa, igy tobb tulajdonséag, fenotipus
kialakitasdban jatszanak szerepet, és ezt a jelenséget nevezik pleiotrépianak.
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Osszefoglalis

Az izomszovet kutatasa mar az 19. szazadban elkezd6dott, és a 20. szazad masodik
felében a kezdetleges eszkdzoket felvaltottak a korszertsitett mikroszkopos technikak. A
fehérjék kristalyositasa felfedte a miozin enzimatikus ciklusa alatt zajlo aktomiozin
molekularis konformacio valtozasait. Az izom kontrakcid felderitésében tobb magyar
kutatonak, mint Szent-Gyorgyi Albertnek, Bird Endrének és Balint Miklosnak is nagy

szerepe Volt.

Az aktomiozin interakcidé szamos részletére fény deriilt az alapos szerkezeti és
kinetikai vizsgalatok soran. Nagyszer(i meglatas volt a kontrakcié azon kritériuma, hogy az
erOgeneralasahoz sziikséges miozin er6kar lecsapasnak akkor kell torténnie, mikor a
miozin aktinhoz kotott allapotban van. Azonban vannak nem teljesen tisztazott folyamatok
Is az aktomiozin kemomechanikai ciklusban, mint példaul az ATP hidrolizisébdl szarmazo

fosztat felszabadulasanak utvonala a nukleotidk6té helyrdl.

Az eddig ismert 6sszes miozin izoforma meglehetésen konzervativ ATPaz ciklussal
rendelkezik, csupan oly sajatos modositasok figyelhetdek meg, melyek lehetdvé teszik a
kiilonb6z6 funkciok ellatasat. A ciklus intermediereit az aktin affinitasuk szerint
hatarozzdk meg. Attol fliggden, hogy egy miozin izoforma mennyi id6t tolt alacsony,
illetve magas aktin affinitdsu allapotban, a motorfehérjét alacsony vagy magas terhelési
arannyal (duty ratio) jellemezhetjiik. Ez a paraméter fontos mechanikai kiilonbségeket, és
funkcionalis soksziniiséget biztosit ezen fehérje csaladnak, amely igy alkalmas rendkiviil

valtozatos feladatok hatékony elvégzésére.

Annak ellenére, hogy a miozin régéta tanulmanyozott motorfehérje, nem ismerjitk
az aktinnal valo interakcidjanak szamos alapvetd részletét. Tobbek kozott nem tudjuk,
hogy az aktin aktivacié molekularis hatterében mi zajlik, pedig ez a miozin enzimatikus
ciklusnak alapveté molekularis mechanizmusa. Minél részletesebben ismerjik a ciklus
egyes lépéseit, annal tobb kérdés meriil fel a miozin szerkezetvaltozasaval, illetve ennek a
valtozasnak a hatterében allo molekularis mechanizmusokkal kapcsolatban. Ha tisztaban
lennénk az egyes mutacioknak a kontrakciora kifejtett hatasaval, akkor az izomszovet
betegségeit, illetve koros elvaltozasait célzott modon lehetne kezelni. Mindemellett, ha
elég fiatal korban optimalizalni tudnank a hibés fehérje erdgeneralasat, a szervezetet érintd

karos hatasa a mutacioknak enyhithet6 lenne.
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Summary

Research on muscle contraction has already started in the 19th century. At the
second half of the 20™ century the rudimentary tools were replaced by advanced
microscopic techniques. By the crystallization of the proteins, actin myosin molecular
conformational changes that occur during the enzymatic cycle of myosin could be
revealed. There were several Hungarian researchers, like Albert Szent-Gyorgyi, Endre Biro

and Miklés Balint who had crucial roles in the muscle discoveries.

Several substeps of muscle contraction were revealed by the detailed investigation of
actomyosin interaction by structural and kinetic techniques. An important finding was that
the criterion of muscle contraction is that the swing of the myosin lever arm has to occur
during actin attached state, which leads to powerstroke. Additionally, there are some
unrevealed processes within the actomyosin chemomechanical cycle, for example the
pathway of the phosphate release from the nucleotide-binding pocket that follows the

hydrolysis.

The actomyosin ATPase cycle appears to be conserved for all myosin isoforms, with
specific modifications that serve the different functional adaption of the isoforms. The
intermediates of the actomyosin cycle are defined by weak-or strong actin-binding states,
according to their affinities for actin. Depending on how much time a myosin isoform
spends at low or high actin affinity states throughout the cycle, the isoform is characterized
as a low-duty-ratio or high-duty-ratio myosin, respectively. This parameter is defines the
mechanical differences and functional diversity of myosin isoforms to perform effectively

in a wide variety of tasks.

Myosins have long been studied, yet we do not know important details of their
interactions with actin. For example we have no knowledge of the molecular background
of actin activation, which is the most fundamental aspect of myosin’s enzymatic cycle.
Despite revealing more and more substeps of the cycle, more and more questions arise
about the structural changes in myosin and the molecular mechanism behind these changes.
If we were aware of the effects of each mutation that occur in myosin altering its
mechanical performance, the diseases of the muscle tissue or pathological deformations
could be treated in a targeted manner. Nevertheless, if we were able to optimize the force
producing capability of defective motor proteins at a young enough age, the harmful effects

on the body caused by mutations, could be alleviated.
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