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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATP: adenozin-trifoszfat

CaM: kalmodulin

ELC: esszencialis konnyti lanc (light chain)

FRET: Forster Resonance Energy Transfer

GTD: (miozin-V) globularis farok doménje (globular tail domain)
HC: nehéz lanc (heavy chain)

HMM: nehéz meromiozin (heavy meromyosin)

1Q motivum: apo-kalmodulin k6td motivum (konszenzus szekvencia: IQxxxRGxxxR)
kDa: kilodalton

LC: konny@ lanc (light chain)

LMM: kénny(i meromiozin (light meromyosin)

MD: motor (katalitikus) domén

MHC: miozin nehéz lanc (heavy chain)

NMR: nukleédris magmagneses rezonancia

RD: regulécios (konnyli 1anc-ko6td) domén

RLC: regulaciés konnyt lanc (light chain)

S1: szubfragmentum-1

S2: szubfragmentum-2

SH3: Src homolodgia domén 3

Tm: tropomiozin



., Ami mozgasban van, az sem abban a helyzetben nem mozog,
amelyben van, sem abban, amelyben nincs.”

Eleai Zénon

BEVEZETES

Dolgozatomban a gerinces izomszovetekben végbemend izomkontrakcié €s relaxacio
folyamatanak molekularis szinten torténd szabalyozasarol irok, kiilonds tekintettel a Ca?* jel
okozta molekularis valtozasokra a vaz- és szivizom troponin komplexben, és annak tovabbi
kovetkezményeire. A miozin-II és egyéb, a miozin szupercsaladhoz tartozé motorfehérjék
miikodését, szerkezetét, illetve az aktin szerkezetét csak vézlatosan tekintem at. A f6 hangsulyt
tehat a gerinces harantcsikolt sziv- és vazizom troponin-komlex molekularis szerepe, mikodése
kapta, mindemellett kitérek a gerinces simaizomban torténd szabalyozasra is.

Eldszor bemutatom a kiilonb6z6 izomszoveteket, és az azokat felépitd fehérjéket, majd
ratérek a molekularis mitkodések leirasara. A molekulak szerkezetének leirasanal bemutatok
néhany nem konvencionalis miozin motort, illetve azok szabalyozasara is kitérek. A molekularis
torténéseket a kiilonb6z6 modelleken keresztiil irom le. A munkdm soran Osszegytilt adatokbol
egy spekulativ kdvetkeztetést is felvazolok.

Az izomfehérjék molekularis bioldgiai kutatasa elengedhetetlen feltétele a kiilonbozo
izmokat érintd, f6leg genetikai hatterii betegségek, rendellenességek gyogyitasanak. Az in vitro
kisérletekbdl kikovetkeztetett modellek azonban nem biztos, hogy szdzszazalékosan megfelelnek
a valddi, in vivo torténéseknek. A tropomiozin (Tm) és troponin (Tn) komplex szabalyozo
szerepét két kiilonbozé magyarazd modellel irtak le eddig. A sztérikus-blokkolas-modell-ben
az aktomiozin ATP-az szabalyozasaban a kozvetlen regulator a Tm, melynek elmozdulasaval az
aktinon 16v8 miozin-kotd felszinek hozzaférhetévé vélnak, illetve elfedédnek®. A hipotézis a Tn-
komplexnek minddssze ennek az elmozduldsnak az eldidézésében ad szerepet. A masik a
kooperativ / allosztérikus modell, amely a Tm-et allosztérikus regulatorként irja le?. A Tm az
egész vékony filamentumot haromféle (blokkolt, zart, nyitott) allapotban képes tartani, azaz ezek

kozott az allasok kozott a Tm ,,kapcesolja” ide-oda a vékony filamentumot. Ez a modell, uagy

! Gordon és mtsai, 2000
% Gordon és mtsai, 2000



tlinik kozelebb all a valosdghoz. Az utdbbi idében azonban, az egyre tobb mérésnek, és az egyre
finomabb mikroszkopos technikédknak kdszonhetden ez a hipotézis is sokat finomodott.

Simaizom esetében is kétféle modellel irjak le azt a lehetséges mitkddési elvet, amellyel a
simaizom miozin-II molekula mas fehérjék altal, nem foszforilacids mechanizmussal
szabalyozdodik (meg kell jegyezni mar itt, hogy a simaizom kontrakcid ,,bekapcsolasa” nem
torténhet meg a miozin regulacidés konnyli lanc foszforilacidja nélkiil, tehdt az aktin-
filamentumhoz kotott szabalyozas csak a masodik szintje a regulacionak). Az egyik a
kozelébe, akar kaldezmon vagy kalponin is bekotddhet (a két fehérje nem ugyanoda tud
bekotédni az aktinon), azaz a két molekula az S1 kompetitora®. A masik a
kooperativ/allosztérikus modell, amely szerint a kaldezmon allosztérikus inhibitorként
szabalyozza az aktint”,

Az izomkontrakcid és relaxacid molekularis szinten torténd szabéalyozéasanak feltarasa
nem egyszeri feladat. A molekularis torténések gyorsasaga, a molekuldk térszerkezetének
nagyfoku érzékenysége a kornyezeti tényezokre nagymértékben megnehezitik a valds, in vivo
torténések tokéletes feltérképezését.

A bioldgiai makromolekulak szerkezetének rontgen-krisztallografias, NMR (nuklearis
magneses rezonancia) spektroszkopias vagy egyéb eljarassal torténd vizsgalatakor figyelniink
kell arra, hogy a mintat ne érje til nagy sugarzas, vagy mas, az eljaras soran hasznalt anyagok ne
modositsak a molekulat, annak térszerkezetét, illetve a molekulak kozotti kapcsolatokat. A krio-
eletronmikroszkdpia segitségével olyan mintdkat vizsgalhatunk, melyek a preparacid soran
minimalis mértékben sériilnek, és elhanyagolhatoan deformalodnak. Igy kozelebb keriilhetiink a
fiziologias koriilmények kozott felvett konformaciokhoz €s szerkezeti véltozasokhoz®.

Az egyre kifinomultabb technikdk alkalmazasa elengedhetetlen feltétele a hatékony
adatgylijtésnek, hiszen minél pontosabban ismerjiik a molekuldris torténéseket, annal
hatékonyabb modszereket dolgozhatunk ki a kiilonb6zd, izmokban fellépd rendellenességek
gyogyitasara is.

Szakdolgozatom célja nemcsak a molekularis torténések Osszefoglalasa, hanem annak a
hangsulyozasa is, hogy a kisérletekbdl felallithatd modelleket dllanddan finomitanunk sziikséges

a legtjabb technikak alkalmazasa soran felhalmoz6dé adatok segitségével.

* Alahyan és mtsai, 2006
* Alahyan és mtsai, 2006
® Zhou, 2008



1ZOMSZOVETEK

A legtobb sejt képes valamilyen mozgasra, tehat van olyan molekularis rendszere, mely
képes kémiai energiat mechanikai energiava alakitani, azaz olyan fehérjéje, amely
kemomechanikai transzduktorként funkcional. Az evolicid soran a mozgatasra specializalodott
un. motorfehérjék két {6 tipusa jelent meg; a linedris motorok és a rotaciés mozgast eléidézo
rotorok®. Ez utobbi a baktérium flagellumban illetve az ATP-szintazban figyelhetd meg. A
linearis motorfehérjék minden sejttipusban eléfordulnak, lehetnek citoszkeletalis motorok,
polimerizacidés motorok, nukleinsav motorok, vagy egyéb specialis mozgatast végzd motorok. A
citoszkeletalis motorok koziil a legnagyobb mennyiségben az aktin filamentum mentén mozgo
miozin motor, az izomszovetet alkotd sejtekben talalhatd. Az evolucid soran a citoszkeletalis
motorfehérjék bizonyos sejtekben specidlis térbeli elrendezddésre tettek szert, létrehozva az
izomszovetet. Evolucids szempontbdl tehat az izomfehérje egy szélsdségesen specializalodott
motorfehérje, amely a tobbsejtli €16 rendszerek mozgatasara alkalmas. Bar a flagellum motorok,
az ATP-szintazban 1évé motor, a nukleinsav motorok vagy a polimerizacidos motorok sokkal
korabban jelentek meg az ¢éldvilagban, mikodésiik feltérképezése joval az izomfehérjék utdn
tortént.”

A gerincesekben az izomszovet két fo tipusat kiilonboztetjik meg: a hardntcsikolt
1zomszovetet és a simaizomszovetet. A harantcsikolt izomhoz tartozik a vazizom, a visceralis
harantcsikolt izom, és a szivizom. Bar a két f6 izomtipus fénymikroszkdpos képe eltér
egymastol, az azokat felépitd két f6 molekula, az aktin és a miozin szerkezete alapjaiban
ugyanaz. A kiilonb6z6 izmok kozotti strukturdlis kiilonbségek féleg a molekuldk
elrendezddésének, €s a szabalyozo fehérjék meglétének vagy hidnyanak koszonhetdek.

A simaizomszdvet az izomszdovet legdsibb forméjas. Lassu, de hosszu ideig fenntarthato
mozgésa kevesebb energiat igényel, mint a vaz- vagy szivizom mitkddése. Szdvettani egysége az
egyetlen palcika alaki magot tartalmazo, ors6 alaku miocita, azaz simaizomsejt. A miocitakban

haromféle filamentumot figyelhetiink meg: vékony, vastag és intermedier. A két eldbbi felelds a

® Berg ¢és mtsai, 2003
” Ennek oka a kutatasi modszerek fejlédésében keresendd. Az izomfehérjéket viszonylag egyszertien lehetett ugy
izolalni, hogy in vitro is képesek legyenek 6sszehuzodni és elernyedni. Ezzel ellentétben a citoszkeletalis motorok
vizsgalata csak a géntechnologia segitségével, a rekombinans fehérjék eldallitasaval kezdddhetett meg.
8 1y 1.1

Rohlich, 2006

Fony¢ és Ligeti, 2008



mozgasért. A vékony filamentum G-aktinokbodl kialakulo, un. F-aktin szalbol all. A vastag
filamentum ,,épitékéve” a miozin-11 motorfehérje (mas néven konvencionalis miozin), amelyhez
specialis M-vonal és egyéb proteinek kapcsolédnak. Az intermedier filamentumot fdleg
dezminek alkotjak, melyek merev fehérjék, és a kontraktilis elemek stabilitasat fokozzak. Az
erek faldban az intermedier filamentumok dezmin mellett vimentint is nagy mennyiségben
tartalmaznak. A vékony és vastag filamentumok nem rendez6dnek miofibrillumma, bar a sejt
tengelyével koriilbeliil parhuzamosan, rozettaszerii elrendezédésben figyelhetéek meg; 1 miozin
filamentumot 12-15 aktin filamentum vesz korbe. A vékony filamentumok két helyen régziilnek;
a plazmamembran belsd felszinén 1€vé szubszarkolemmalis plakkoknal, és a citoplazmaban
elhelyezkedd sotét csomoknal (dense plaque). Mindkét esetben a-aktinin koti az akitnszalakat
annak a pozitiv végénél, azaz a két kiillonboz6 struktiirabol és iranybol kiinduld szalak ellentétes
polaritasuak. Ez azt is jelenti, hogy a két kiilonb6zd helyen 1évd struktira nem tudja megkdtni
ugyanazt az aktinszalat. A vastag filamentumokat felépité miozin molekuldk egymassal a
farokrésziiknél kapcsoldédnak bipolaris modon; a filamentum kozépso része, és két, a fejeket

tartalmazé oldals6 részei rendelkeznek kiilonb6z6 polaritassal.

\,(o_:—”_\ \YQE C
Uncontracted State

Attachment *

to cell Wall
=
>
Contracted State

1. abra

Simaizomszoévet molekularis felépitésének sematikus abraja. % A simaizomban nem rendezédnek
szarkomerbe a filamentumok. A vékony piros vonal az aktint jeldli, kozépen a piros kdrként a sotét
csomok, feketével a sejtmembran melletti szubszarkolemmalis plakkok lathatok. A zold téglalapok a
miozin filamentumok. A Contracted State, Uncontracted State rendre az 6sszehtizod6 és relaxalt

allapotot modellezi.

? http://www.answers.com/topic/smooth-muscle



A harantcsikolt izomrost — a vazizom ¢€s zsigeri harantcsikolt izom funkcionalis egysége
— tobb, hosszli, henger alaku sejt fizi6jabol alakul ki'®. Ezekben a motorfehérjék oridsi
mennyisége a sejtmembran kozelébe tolja az ellapult sejtmagot. A hardntcsikolat elnevezés a
kiilonbozo festési eljarassal megjelend szerkezetre utal. A sotéten festddod, kettdstord anizotrop,
vagyis A-csik a miozin molekulak teriilete. A vilagosan fest6dd, izotrop, vagyis I-csikok pedig a
vékonyabb aktin filamentumok. Az I-csik kdzepén fut a Z-vonal, az A-csik kozepén pedig a
vékonyabb H-csik, ennek a kozepén pedig az M-csik figyelhetd meg. A két Z-vonal kozotti rész
a szarkomer, a miofibrillumok szerkezeti egysége. Egy izomrostot kb. 1000 db miofibrillum épit
fel. A szarkomerekben tehat a vékony és a vastag miofilamentumok szabalyos elrendezddése

hozza létre a harantcsikolatot.

Szarkomer
» Akti .

Copyright @ 2001 Banjamin Cummings. an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

2. abra

Szarkomer!

A szivizomszovet nagyon specialis harantcsikolt izom. A kontraktilis rendszer azonos
elrendezédést mutat a vazizomzattal’>. A vékony és vastag filamentumok szarkomerekbe

rendezddnek, €s jol lathatoan hozzak létre a harantcsikolatot.

1 Réhlich, 2006
Fony6 ésLigeti, 2008
* hitp://www.mkk.szie.hu/dep/aeet/tanweb/termelet/hus/hus/text_hus.htm
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Az idegsejt axonjardl érkezé akcids potencial hullam a harantcsikolt izomszovetben a
mioneuralis Szinapszison (neuromuscularis junkcid) keresztil a szarkolemmara jut. Innen
azonban az ingeriiletnek a miocita mélyebb rétegeibe is el kell jutnia. Ezt teszi lehetévé az Gn. T-
tubulusok rendszere. A T-tubulusok a szarkolemma betiiremkedései a miofibrillumok kozotti
térbe, azokra merdlegesen, azaz transzverzalisan irdnyulva. Minden szarkomerhez két tubulus fut

az A-csik két szélénél.

i

!

| Motor |
‘ neuron
. axon
Synaptic vesicles
4 =Y containing acetylcholine

Sarcolemma

(o
s

1l

v

Motor end plate

N AR RO Sk wti ti,
e ———— e
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3. 4bra

Neuromuszkularis junkeié. ** Motor neuron axon- a motoros neuron axonja; axon terminal —
axonvég; kék golyok — acetilkolin tartalmu szinaptikus vesiculumok; motor end plate — motoralis
véglemez; teminal cisternae — terminalis ciszternak; T-tubule — T-tubulus; sarcolemma -

szarkolemma

Az ingeriilet-kontrakcio atkapcsolas (excitation-contraction coupling) folyamatanak
masik fontos egysége a szarkoplazmatikus retikulum (SR), mely a miofibrillumokkal nagyrészt
longitudinalisan futd6 csovek multiplikalisan 6sszekapcsolodd rendszere. Kiilondsen sok
anasztomoézis figyelhetd meg az A-csik H-zonajaban. A csévek mindkét végén tagulatok,
terminalis ciszterndk vannak. Az I-csik magassagéban két ciszterna két oldalrdl kozrefog egy T-

tubulust. Ezt a harmas struktarat nevezziik triddnak. Egy szarkomerhez két tridd tartozik. A

12 R$hlich, 2006
Fony6 és Ligeti, 2008
" http://www.unm.edu/~Ikravitz/Exercise%20Phys/neuromuscular.html
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terminalis ciszternak Ca®" raktarak, benniik a Ca®* a kalszekvesztrin fehérjéhez kotddik. A T-
tubulus membranjan végigfutd ingeriilet konformécié véltozast idéz el6 a membranban
elhelyezkedé dihidropiridin-receptorokon. A dihidropiridin-receptor dihidropiridinnel illetve
annak szarmazékaival gatolhato, fesziltségfiiggd receptor, mellyel szemben a terminalis
ciszternak membranjaban egy rianodin-receptor talalhaté. A rianodinnal gatolhatd receptor
valgjaban egy kalciumion-csatorna. A dihidropiridin-receptor konformacié valtozasa a rianodin-
receptor konformacid valtozasat, ezaltal megnyilasat eredményezi. Az SR felében a rianodin-
receptorokkal szemben nincs dihidropiridin-receptor, ezek a csatornak a Ca®" hatasara nyilnak
meg. A depolarizacié utan az SR Ca-ATP-aza visszapumpalja a kalciumionokat az SR

lumenébe.

Sarcolemma
——————————————————————————————————————
-

Terminal
Ca™ stores cistemnae
o SR

Sarcoplasmic reticutum (SR)

e
ATP

Sarcomere e e

4. abra
A rianodin és dihidropiridin receptorok elhelyezkedésének sematikus vazlata.'*
DHPR - dihidropiridin receptor; RYRI — rianodin receptor; sarcolemma — szarkolemma; Ca®* store — Ca**
raktar; sarcoplasmic reticulum (SR) — szarkoplazmatikus retikulum (SR); terminal cisternae of SR —az SR

terminalis ciszternaja; sarcomer — szarkomer az aktinnal (vékony vonalak) és a miozinnal (vastag vonalak)

A szivizom T-tubulus rendszere és SR-je gyengébben fejlett, de hasonlo szerkezetli. Az
elébbi a Z-vonal magassagéaban éri el a miofibrillumokat, az utdbbiban pedig ciszternak helyett
kisebb tagulatok (sacculusok) figyelhetéek meg. Triad helyett itt diadrol beszélhetiink, ugyanis a
T-tubulus mellett csak az egyik oldalon futnak az SR tagulatai.

A simaizomban az SR ciszternai kozvetleniil a szarkolemma alatt fekszenek, és nem sok
kalciumiont raktaroznak. A Ca?*-ok ebben a szovetben az extracellularis térbél érkeznek a sejt

belsejébe.

* http://www.bmha.co.uk/about%20mh.html
10



IZOMFEHERJEK

A miozin szupercsalad legalabb 35 osztalyt foglal magébanls. A human genom 39 miozin
gént kodol, melyek 12 csaladhoz tartoznak. A gerincesek izmaiban a vastag vagy miozin
filamentum - atméréje 15 nm - 270-350 miozin molekulabdl épiil fel, mely a legtobbet
tanulmanyozott, in. konvencionalis miozin, vagy miozin-l1l molekula. A miozin szupercsalad
fehérjéi ATP-az aktivitast mutatnak, a P-hurok NTP-az szupercsalad tagjai. Az atlagosan 500
kDa-os miozin-Il fehérje heterohexamer, azaz két nehéz (~200 kDa), és négy konnyi lanc (~20

kDa) épiti fel®

. A mai tudasunk szerint a molekula funkcidja alapjan altaldban minden miozint
harom doménre kiilonitiink el: motor doménre, regulaciés doménre és farok doménre. A
vizsgalodasok kezdetekor azonban a molekula részeinek elnevezését annak fragmentumokra
torténd feldarabolhatdsaga alapjan tették meg. Ezeket az elnevezéseket ma is haszndljuk, mivel
nagyjabol ezek is megfeleltetheték az egyes molekularészek funkcidinak. Tripszinnel vagy
kimotripszinnel kezelve a miozin-11 molekulat, két fragmentumra tudjuk azt felbontani: egy
nehéz meromiozinra (HMM, heavy meromyosin), és egy konny{i meromiozinra, azaz LMM-re,
(light meromyosin) *’. A HMM papainnal tovabbi két részre bonthato, az Sl és az S2
szubfragmensekre. Az S1 szubfragmentum (az N-terminalis régio) tartalmazza a molekula két,
globularis szerkezetl feji részét. Itt talalhaté az ATP-4z aktivitasért felelds rész, illetve az aktin
kotohely, azaz ez a molekula motor doménje (MD). Masrészt itt talalhatok a konny(i lancok
kotéhelyei, vagyis a regulacios domén, melyet nyaki régionak is neveznek. Ennek a régionak az
IQ motivumahoz kétddnek be a konnyiildncok. Az IQ motivum a kalmodulin csalddba tartozé
fehérjek kotéséért felelds szekvencia. Az IQ elnevezés a konszenzus szekvencia két elso
aminosavara utal (izoleucin és glutamin).

Az LMM (a C-terminalis régio) két a-hélix altal kialakitott coiled-coil szerkezetii rad
struktra, mely ionos kotések révén filamentum képzésére képes mas miozin molekulakkal. A
hosszi hélix szerkezetet a gyakran el6forduld alanin, leucin és glutaminsav aminosavak
biztositjak. A tobb mint ezer aminosavbol allé radbol teljesen hidnyzik a prolin, igy a lanc a-

helikalis szerkezete nem tud megtdrni. A szuperhelikdlis struktirat a két lanc megfeleld, 20 A

' Siththanandan és Sellers, 2011
'® Nyitray, 2009
Y Balint, 2002 és Szabo, 2004
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kozelsége is biztositja, mivel ebben a tavolsagban a két hélix oldallancai un. hidrofob varratot
képesek 1étrehozni. Az egyes miozin-11 molekulak filamentumma valo 6sszekapcsolodasaban az
ionos kolcsonhatasoknak, sohidaknak van fontos szerepe. Ezt egyszeriien bizonyithatjuk
besozassal. Besozaskor az a-hélixek oldallancai koriil megjelennek az ellentétes toltéssel
rendelkez6 ionok, és learnyékoljak az oldallancok toltéseit. igy azok a masik miozin molekula
oldallancaihoz mar nem tudnak ionosan kotddni. llyenkor a miozin filamentumok miozin
molekulakka esnek szét.

A miozin-1l kiilénb6z6 paraldgjai vannak jelen a vaz-, a sziv- és a simaizomban, illetve
egyéb, nem-izom tipusu sejtekben. Ezek koziil a vdz- és a szivizom miozin-1l a Tm-Tn-
komplexen keresztiil szabalyozodik, a tobbi miozin viszont kdzvetlen szabalyozas alatt all (az
ATP-az aktivitasuk ,,alaphelyzetben gatolt). Gerincesekben koriilbeliil 15 féle miozin-I1 fordul
el6. Nevében a romai kettes szam a molekula két feji részére utal.

A nem konvencionalis miozinokrol is érdemes par szoban emlitést tenni, bar ezek a
miozinok az izomszovetek felépitésében nem vesznek részt. Ezek a miozinok a sejten beliili
egyeéb mozgasokat képesek eldidézni. Minden miozin motorrodl altaldban elmondhat6, amit mar a
konvenciondlis miozinr6l leirtakban olvashatd, hogy funkciojat tekintve harom kiilonbozd {6
régiora oszthat6: a motor doménre (aktin és nukleotid kotés), a nyaki régiora (emeldkar, 1Q
motivumok, amelyekhez kalmodulin, vagy kalmodulin-kénnyi lanc fehérjék kotédnek), és a
farok régiora, amely a legvaltozatosabb a kiilonb6z8 miozinokban®®.

A miozin-V egy nagyon hosszll nyaki régioval rendelkez6 molekula. Ez a hosszu nyaki
régi6 6 db IQ motivumot tartalmaz, amelyekhez kalmodulin alegységek kotédnek™. A nyaki
régid hossza hatarozza meg az emeldkar hatékonysagat. Miné€l hosszabb a nyaki régid, annal
nagyobb erdkifejtésre képes a miozin motor. A nyaki régi6 hosszat pedig az 1Q motivumok
szama hatarozza meg, igy elmondhatd, hogy a miozin-V egy erételjes motor. A molekula
szerkezetének masik érdekessége a szegmentalt coiled-coil struktraju farokrész globularis vége
(GTD - globular-tail-domain), amelyhez a kiillonb6z6 szallitott fehérjék, vagy mas szallitando
molekulak kotédnek. A miozin-V Gn. processziv motorfehérje, ami azt jelenti, hogy az ATP-az
ciklusban nincs olyan Iépés, amikor mindkét miozin fej disszocial az aktin filamentumroél, azaz a
két fej koziil az egyik mindig kotott allapota. Ezaltal a miozin-V egyfajta ,,1épdeld” elérehaladast
produkal. Mieldtt disszocial az aktinrol, kortilbeliil 50 1épést képes megtenni, melyek hossza
egyenként 36 nm. Ennek a molekulanak a mikodéséhez is fontos a Ca** jelenléte. Ca®" nélkiil a

molekula sokkal tdmérebb, ,,3sszehajtogatott”, szedimentacios allandoja 14 S, Ca?* jelenlétében

' Sjththanandan és Sellers, 2011
' Siththanandan és Sellers, 2011, Hartman és Spudich, 2012
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11 S. Az 14 S-es formaban a két fej visszahajlik a farok régidhoz, és a GDT-hez kapcsolodik.
Ezt egy-partikulum vizsgalatokkal igazoltak. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a visszahajlott
allapot regulaciés mechanizmusa allosztérikus. A Ca®* azonban énmagaban nem aktivalja a
molekulat. S6t, ha a kalmodulin-kénnyti-lanchoz kot, akkor a kalmodulin disszocial a nyaki
régio 1Q motivumarol, igy az nem lesz képes az erdgenerald rigid konformacié megtartasara. A
valddi aktivitasért valdszintlileg a miozin-V szallitmanyhoz vagy egyéb felszinhez vald kotodése
a felelés, ami miatt a molekula olyan konformacidba keriil, amelyben méar képes produktivan
kotédni az aktinhoz. A molekula egyébként gombakban és gerincesekben altalanosan el6fordul,
utobbiakban harom paralogja van. Ezek koziil a miozin-Va a melanoszémakat, az mRNS-eket, a
szinaptikus vezikulumokat ¢és egyéb, a sejtek membranforgalmaban részt vevé vezikulumokat
szallit. A miozin-Vb a glutamat-, és acetilkolin-receptorok szallitasat végzi, mig a miozin-Vc a
transzferrin receptor szallitdsaval kiilonb6z6 membrantranszport folyamatokban vesz részt.

A miozin-VI szerkezete a tobbi miozin csaladhoz hasonléan szintén harom doménbdl all:
motor domén, nyaki és farok domének®. A motor domén feji régiojanal egy kiallo hurok van. Az
itt talalhat6 Thr406 foszforilaciojaval aktivalodik az aktomiozin ATP-4dz, és a molekula mozogni
kezd. A nyaki régio specialitdsa az, hogy csak egyetlen IQ motivumbdl all, ahova tehat csak
egyetlen kalmodulin képes kotddni. Ennek a kalmodulinnak szintén fontos szerepe van a
molekula szabalyozasaban. Ha a kalmodulin Ca®*-ot kot, konformacié véltozason esik at, aminek
a hatasara a miozin fejek ATP-az aktivitasa gatolva lesz, a molekula nem tud mozogni. Az
inhibicionak tehat nem feltétele az, hogy a kalmodulin disszocialjon a molekularol. Mivel az
aktin filamentumokon — ellentétben az Gsszes tobbi miozin motorral - a negativ vég felé képes
haladni, a sejt perifériajatol centralis irdnyba képes mozgatni a vezikulumokat. Emellett fontos
szerepe van a sejtmigracidban, a mitdzisban, a Golgi-komplex szervezddésében. A molekula
stabil monomer, bar coiled-coil farokszerkezete alapjan dimernek josoltak. Dimerként a miozin-
VI szintén processziv motor. A szdvetekbdl izolalt monomer alak azonban mar nem processziv
motorként funkcional.

A miozin-Vll-nek emlésokben két génje van?'. Emberben a miozinVIla muticioja
velesziiletett siiketséget és retina rendellenességet, késébb teljes vaksagot okoz (Usher-
szindroma.) A molekula nyaki régidja 5 db IQ motivumot tartalmaz, a farok régio tobbféle
doménbdl all. Egyfejiiként ATP hidnydban nem lehet megkiilonbdztetni a molekula két végét,
mivel a feji rész csak ATP kotése utan tekeredik fel. A szabalyozas tulajdonképpen az aktin-

affinitds modosulasan keresztiil torténik. Csak nagyon magas aktin koncentracion aktivalodik.

*%Yoshimura, 2001
*! Siththanandan és Sellers, 2011
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Ennek oka valoszinlileg az, hogy a molekula farok része is képes, bar nagyon kis affinitassal
kotddni az aktinhoz. Ha ez — magas aktin koncentracion - megtorténik, a molekula
kihajtogatodik, felveszi az erdgenerdlashoz sziikséges konformaciot. Minden bizonnyal a
kihajtogatodast egyéb fehérjékhez, vagy a membranhoz vald kotddése is eldsegiti. Dimerként
szintén processziv motor, rdadasul a miozin-V-nél hatékonyabban miikddik. Monomerként
viszont nagyon lassu. A miozin-VII a fiilben a hanghullamok érzékeléséért felelds szorsejtek
sztereociliumainak integritasat, és azok érzékelését biztositja®’. Mutacioja Usher-szindromat idéz
eld, amely nemcsak siiketséggel, de vaksaggal is egylitt jardO genetikai betegség. A
sztereociliumok mukodésében a miozin-XV, miozin-I, miozinVI, és a miozin-VII is fontos
szerepet jatszik.

A miozin-IX egyetlen feji részével is processziv motorként miikddik, raadasul az aktin
filamentumon mindkét irdnyban képes haladni®®. Funkci6ja még nem teljesen tisztazott, talan a

citoszkeletalis atrendezddések soran lehet feladata.

Miozin-I

Miozin-IT
Miozin-IIT

Miozin-V

Miozin-VI

or

Miozin-VIL
® oo e * -

Miozin-IX

Miozin-X

Miozin-XV
o & Y

5. abra

Kiilonb6z6é miozin nehézlancok sematikus szerkezetei. %

*2 Nyitray, 2009
% Nyitray, 2009
** Nyitray, 2009
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A miozin-II altal felépitett filametumban a molekulak ,,fejt61-farokig” elrendezésiiek, igy
a filamentum bipolaris®®. Az S1 feji részek a filamentum sikjabol kb. 14.3 nm
menetemelkedéssel, spirdlis elrendez6désben allnak ki az aktin molekuldk irdnydba. A
filamentumba vald rendezddés egyébként a motorfehérje mitkodésének alapja, a miozin csak
szupramolekularis komplexként képes erokifejtésre (azaz n. ,,cSoportos motor’) 26,

Az Sl-ben taldlhatd nyaki régidhoz kotddik a kettd konnyl lanc; fejenként egy
esszencialis (ELC) és egy regulaciés (RLC) *. Mindegyik kiilon-kiilon kb. 20 kDa. Mind a
kétféle konnyii lanc az EF-kéz csalad tagja, de csak az RLC kot fémiont, de nem specifikusan
kétérteki kationt, ami a sejten beliili koncentraciokat ismerve csak Mg?* lehet. Szerkezetiik a
kalmodulinhoz hasonlit. A miozin nyaki régié a-hélixe ezaltal merevebb, vastagabb, stabilabb
lesz.

A vastag filamentum egyéb fehérjéi az M-vonal fehérjék, a H- és X-fehérjék, a C-protein
és a titin?®. A C-proteinek 7-8 csikban helyezkednek el a szarkomer A-sivjaban. Feladatuk
valdszinlileg a miozin polimer egyben tartasa. Az M-proteinek szintén az A-sav koril
elhelyezkedve, a filamentumok kozotti tamasztogerendakként funkcionalnak. A H- és X-
proteinek szerkezete nagyon hasonlit a C-protein szerkezetéhez, ebbdl kovetkeztethetiink arra,
hogy valdszintileg feladatuk is hasonlo.

A titint 6riasi mérete miatt szoktak a ,harmadik filamentum”-ként is megnevezni. Ez a
természetben eléforduld legnagyobb fehérje molekula, a tobb mint 1 pm hosszusagaval, a Z-
vonaltol az M-vonalig atéri a szarkomert. Bar mérete nagy skalan mozoghat, hiszen rengeteg
izoformaja van, - 600 kDa — tol a 3,7 MDa - ig el6fordul - csak gerincesekben talaltak meg. Nem
gerinces allatokban hasonlo funkciot bet6ltd, de nem titin szerkezetli molekulakat figyeltek meg.
A titin szerkezete alapvetden két f6 doménbdl alakul ki; az Ig-hez hasonld doménekbdl és a
fibronektinhez hasonlé doménekbs1?’. Mindketté 7-8 lemezbél 4116 B-szendvics szerkezetii. A C-
terminusanal a titin egy kinaz domént is tartalmaz, emellett szamos olyan domént is, melyek
szerkezete semmilyen mas eddig ismert fehérjéhez sem hasonlithatd. Mind a két végén talalhatok
potencialisan foszforilalhatdo egységek. Ezek az egységek és a kinaz domén arra enged
kovetkeztetni, hogy a titin jelatviteli folyamatokban is szerepet jatszhat.

A titin a Z-vonal végén, lg-szerli doménekkel kotédik az aktinhoz, és az Gn. Szuper-

ismétl6do (super-repeat) zonakkal, tobb ponton keresztiil, foleg az A-csik mentén, Szorosan

> Gordon és mtsai, 2000

*® Nyitray, 2009

?’ Berg és mtsai, 2003

*® Gordon és mtsai, 2000

* Tskhovrebova és Trinick, 2003
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kapcsolddik a vastag filamentumhoz, azon beliil a miozinhoz, a C-proteinhez és az M-
proteinekhez®. Ezek a szuper-ismétlédé zénak kiilonbozé szamu Ig- és fibronektin-szerii
doménekbdl épiilnek fel. A kozvetlen miozin kotésért valosziniileg a fibronektin-szeri domének
a felelések. A titin a miozin filamentum feliiletén, azzal parhuzamosan, azaz nem arra
rdcsavarodva helyezkedik el. A titin a vastag filamentum tomegének 25-30%-at teszi ki,
jelentésen ndvelve annak atmérdjét és flexibilitasat.

A titin egyik 6 funkcidjat az un. molekularis vonalzo elmélet irja le, mely szerint a titin
az egy olyan templat molekula, amely megszabja a vastag filamentum hosszat®'. A mechanizmus
még nem ismert, de tobb adat is bizonyitja, hogy a titin ,,meghibdsodédsa” a vastag filamentum
teljes hidnyat okozza.

Az érett izomban a kontrakcios-extenzios ciklus alatt a titin a szarkomer kdzepén tartja a
vastag filamentumot, ezzel biztositva az erdeloszlas egyenletességét a szarkomer két oldalan®,
Amikor az izomhossz valtozik, az I-csik Z-vonalanal a fesziiltség az aktin szalr6l a titinre
adodik. A titin az izomdsszehtizodaskor szintén 6sszehuzodik, az izom elernyedésekor pedig
elernyed. Akér felére vagy kétszeresére is képes megvaltoztatni sajat hosszat. A megnyulas soran
eldszor a molekula random-coil szerkezeti egységei tekerednek ki, mivel ezeknek kisebb a
mechanikai stabilitdsa. Majd ezeket kovetik a f-lemezek. Az még nem bizonyitott, hogy a -

lemezek fiziologias koriilmények kozott reverzibilisen tudnak-e letekeredni, vagy sem.

6. abra

Elektronmikroszképos felvétel a titinrél.>> Nyualbol vett vazizom izolatum. A bal kép karbon
szubsztraton uranil acetattal negativan festett, a jobboldali csillam szubsztraton szaritott preparatum. A molekula
1pum hosszi és 4nm atmérdjii. A nyilak a molekula C-terminusanal 1évo kicsit szélesebb feji végre mutatnak, ahol a

titinhez M-proteinek is csatlakoznak. A szarkomerben ez a kis fejecske az M-csiknal talalhato.

* Tskhovrebova és Trinick, 2003
3! Tskhovrebova és Trinick, 2003
32 Tskhovrebova és Trinick, 2003
3 Tskhovrebova ésTrinick, 2003
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A 42 kDa-o0s G-aktin két doménbdl, és négy szubdoménbdl épiil fel, melyek egyrészt
kozrefognak egy kalciumion-kotd, masrészt egy ATP/ADP-koté zsebet*. A harmadik és
negyedik szubdomén nagyobb, mint az els6 és a masodik. A két utobbi helyezkedik el a
periférian, és ezek azok a domének, melyek a miozinnal kapcsolatot tudnak létesiteni. Az
interakcidt foleg az els6 domén hozza létre, amelyben megtalalhatd az egész aktin molekula N-
terminalis és C-terminalis régioja is. Minden G-aktin 4 masik G-aktinhoz is kotddik; az adott
szalban 1évo két szomszédos molekulaval, illetve még két aktinnal a szomszédos szalbol. A
szarkomerekben 380 darab G-aktin alkot egy F-aktin szalat. Az aktin szal unipolaris, egy un.
szakéllas plusz véggel, és egy hegyes minusz véggel rendelkezik®. A 9 nm atméréjl vékony
filamentumhoz csatlakozik a tropomiozin és a troponin komplex. [lasd 10. abra]

A tropomiozin (Tm) fehérje lehet homo- vagy heterodimer ( 2 x 33 kDa ) *°. A két o-
helikalis lanc egy coiled-coil szerkezetet alkot, melynek stabilitasat a lancban 1év6, szabalyosan,
heptad ismétlodo egységekben elhelyezkedd hidrofob aminosavak biztositjadk. A kétszer ~2804
aminosavbol allé Tm molekula 6sszesen 7 darab G-aktint ivel at. A Tm lanc legaldbb két gén
terméke, és szovettipustdl fiiggden maés szerkezetet mutat, a gének kiilonbozd mértéki
expressziojanak fliggvényében. Példaul simaizomban és szivizomban a Tm sokkal flexibilisebb,
mint harantcsikolt izomban. A Tm-aktin koétéseket mind a troponin-komplex, mind a miozin
képes befolyasolni.

A troponin-komplex (Tn-komplex) harom alegységbdl épiil fel, ezek: a troponin-C
(TnC), troponin-I (Tnl), és troponin-T (TnT) *. A TnC a Ca®* -ot kitd alegység, melynek két,
globularis C- és N-terminalisa egy hosszabb centralisan elhelyezkedd a-hélixet fog kozre. A két
globuléris régidban két Ca®* koté EF-kéz motivum van. Az EF-kéz hélix-hurok-hélix tipusu, és
magnéziumion kotésére is képes, melyet relaxalt allapotban meg is kot a molekula. A C-
terminalison 1év6 harmadik és negyedik kotézseb Ca?* s Mg2+ affinitdsa magasabb, mint az N-
terminalis kot6zsebeké. Fontos kiilonbség, hogy a szivizom TnC, azaz ¢cTnC (cardiac troponin-
C) az N-terminalison csak egyetlen Ca** kotéhelyet foglal magaba. Talan ennek is koszonhetd,
hogy a szivizomban a kalciumion kotddése utan a c¢TnC szerkezeti valtozasok nem olyan

nagymérviiek, mint a vazizomban. A szkeletalis, vagyis sTnC-ben (skeletal TnC) a konformacio

3% Gordon és mtsai, 2000
* Berg és mtsai, 2003

3 Gordon és mtsai, 2000
37 Gordon és mtsai, 2000
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véltozasok a Ca?* bekotddésével azonos idében torténnek, mig a cTnC-ben iddbeli eltolodassal,
¢s a konformaci6 valtozas nem teljesen megy végbe.

A Tnl alegység mind az aktinhoz, mind a TnC-hez és a TnT-hez is kotédik®. A Tnl az
aktin inhibitora, vagyis hozza kotédve gatolja az aktint a miozinnal valo interakcioban, igy
tulajdonképpen gatolja az aktomiozin ATP-az aktivitasat. Mind a C-terminalis mind az N-
termindlis a-hélix szerkezet képes kotddni a TnC két lebenyéhez. Ezen kiviil a C-terminalis az,
amely az aktinhoz is kotodik.

A TnT kotddik a Tm-hez, a masik két Tn alegységhez és az aktinhoz is, ezaltal
osszetartva a Tm-Tn-aktin komplexet, melyben a molekulak aranya 1:1:7%°. A molekula
aszimmetrikus szerkezetli; van egy globularis C-termindlisa (TnT2), és egy hosszan megnyult N-
terminalisa (TnT1). A TnT2 kotédik a TnC-hez, a Tnl-hez és a Tm-hez. A TnT1 régi6 a Tm C-
termindlisa mellett fut végig Ugy, hogy a szomszédos Tm N-terminalisat is eléri. A Tm ezen
szakasza felelds a molekula flexibilitdsaért, és az aktin-affinitasért. Ezért feltételezhetd, hogy a
TnT befolyassal van a Tm ezen tulajdonsagaira. A TnT-nek is sok izoformaja van, melyek
szamat az alternativ splicing tovabb noveli. A TnT1 régié nemcsak a Tm-mel, de az aktinnal is
kapcsolatot 1étesit. Ezek a kotések kalciumion fiiggdk, és sokkal er6sebbek, mint a TnT2 régio
aktin és Tm kotései.

Csaktgy, mint a vastag filamentumnak, a vékony filamentumnak is van egy vonalzd
molekulaja, a nebulin fehérje. Bar 800 kDa-javal meg sem kozeliti a titin méretét, az aktin
filamentum kialakulasaban legalabb annyira fontos szerepet tolt be. A human magzati nebulin
kozel 5500 aminosavbol épiil fel, melyek nagy része un. szuper-ismétlédd szekvencidba
rendez3dik®®. A koriilbeliil 150 darab szuper-ismeétlodé szekvencia 35 aminosavbol all, és 7
tipusba sorolhatd. (Az érett nebulinban a szuper-ismétlodések szama mar csak 22). A C-
terminalison egy SH3 domén is taldlhat6. Az SH3 domén prolin-gazdag polipeptidekhez képes
kot6dni, és altaldban szignal transzdukcioban van szerepe*. A nebulin molekula masodlagos
szerkezete tobbnyire a-hélix. A nebulin kotédik az aktinhoz, a tropomiozinhoz, a troponinhoz
vagy a kalmodulinhoz. Ennek kovetkeztében a nebulinnak regulacios szerepe is lehet. Ezt
tamasztjak ala a kiillonbozé kinaz-konszenzus szekvencidk is. Fiziologias ionerén, szilard
fazisban vizsgalva a nebulin és a miofibrillalis fehérjék kapcsolatat, kideriilt, hogy a nebulin
leginkabb az F-aktinhoz, majd a troponinhoz, és leggyengébben a tropomiozinhoz kot. A

kalmodulin a troponinhoz hasonlé erésséggel kotddik a nebulinhoz.

*% Gordon és mtsai, 2000
** Gordon és mtsai, 2000
%0 Wang és mtsai, 1995
* Berg és mtsai, 2003
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A nebulin tehat egyrészt megszabja a vékony filamentum hosszat, de regulacios
fehérjeként is mikodik. Nemcsak az aktinhoz, de a miozin fejekhez is képes kotddni. Az a
fragmentum rész, amely az ATP-azzal atfedd, blokkolni képes az ATP-az aktivitasat, és lassitja
az aktin elcstszasat. A Ca®" mind az aktin, mind a miozin kotédésének affinitasat csdkkenti.
Tehat a nebulin az izom inaktiv allapotdban a miozin fejeket rogziti az aktinhoz, mig aktiv
allapotban - kalcium és kalmodulin, illetve ATP jelenlétében - elengedi a fejeket, és gyorsitja a
miozin elcstiszasat az aktinon. Nebulin hidanyaban izomgyengeség alakul ki.

Chandra és mtsai nebulin knock-out egercken (NEB KO) vizsgaltak a nebulin regulacios
szerepét. A NEB KO miofilamentumban csokkent a Ca®" szenzitivités, csokkent az aktivitas és
az er6kifejtéshez sziikséges energia is novekedett a vad tipushoz képest*.

A nebulinnak az izom maximum erékifejtésére gyakorolt hatasa kénnyen értelmezhet6®,
A nebulin ugyanis megszabva a vékony filamentum hosszat, befolyasolja annak a szakasznak a
hosszat is, ami a vastag filamentummal atfed. Az atfedd zéna nem lehet sem nagyobb sem kisebb
egy optimalis értéknél, de minél hosszabb a vékony filamentum, annal nagyobb lehet ez az
optimalis atfedd rész. A NEB KO vékony filamentum természetesen Szignifikansan révidebb a
vad tipusndl, maximum erdkifejtése is Sokkal gyengébb.

A nebulin keresztkotésekre gyakorolt hatdsat a Brenner-féle fapp — Japp mutatokkal
vizsgaltak*. Az fapp a filamentum nem erégenerald allapotabol az erégeneralo allapotba vald
atmenet kinetikai éallanddja, mig a gupp az el6z6 atmenet forditottjaé. A NEB KO-ban
egyértelmiien nott gapp mértéke fipp rovasara. Ez mutatta, hogy a fesziiléshez sziikséges energia a
NEB KO-ban novekedett. Mivel a nebulin az aktin 1-es szubdoménjével all kapcsolatban, a
szintén ehhez a doménhez csatlakozé miozin kotddését nagymeértékben befolyasolja; gyorsitja az
vilagitanak rd, hogy a nebulin ko&tddése nem sztérikusan reguldlja az aktomiozin komplex
kialakulasat. Ezen eredmények alapjan kitiinik, hogy a molekula szabalyoz6é miikodése
0sszhangba hozhato6 a kooperativ/allosztérikus modellel.

Az aktin szalhoz egyéb, szerkezeti stabilitast ado, vagy mas funkciot betolté fehérjék is
kotédnek. Az oa-aktinin mindkét f6 izomfélében megtalalhatod, feladata az aktin filamentum
kihorgonyzasa (a Z-lemez egyik f& komponense). Sziv- és vazizomban a Z-lemez magassagaban,

mig simaizomban a s6tét csomok és szubszarkolemmalis plakkok koriil lokalizalodik. A fimbrin

*? Chandra és mtsai, 2009
* Chandra és mtsai, 2009
* Chandra és mtsai, 2009
* A modell targyalasat lasd a tovabbi fejezetekben.
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¢s a kofilin a filamentum képzésében jatszik fontos szerepet. A fimbrin az aktin egységek
polimerizacidjaban, a kofilin a szétszerelésben vesz részt.

A kalponin ¢és a kaldezmon a gerinces simaizom ¢€s a nem-izom miozin-ll
szabalyozasaban fontos szerepet betolté fehérjék. A kaldezmon (CaD) egy konzervalt, aktint,
miozint és Ca®*-ot koté fehérje46. Alternativ splicing-gal két izoforma alakulhat ki: h-CaD (azaz
heavy, nehéz) és az 1-CaD (azaz light, konnyii) izoforma. Az el6bbi simaizomban, az utobbi nem
izomsejtekben és dedifferencialodott simaizomban talalhatdé meg. Az aktomiozin ATP-az
inhibitora, mivel gatolja az aktin-miozin interakciot. Emellett képes stabilizalni a vékony
filamentumot azaltal, hogy blokkolja az aktin alegységek polimerizaciojat.

A kalponin (CaP) aktin és Ca®" kotésére képes protein. Harom izoformaja kiilonbozé
gének altal expresszalodik: simaizom (h1-CaP), neutralis (h2-CaP) és savas (CaP). Mind a
harom izoformédnak az N-terminalisdn van egy Un. CaP homoldg (CH) doménje, azaz ez egy
nagyon konzervativ rész, ellentétben a C-terminalis variabilis, harom ismétl6dd egységbdl alld
doménjével. Megkiilonboztetiink még egy Tnl-hez hasonlé domént is, melyen keresztiil a

kalponin az aktinhoz kapcsolodik.

A Ca” JEL VEGSO KOVETKEZMENYE: A MIOZIN FEJ
MUKODESENEK ,, KILENDULO EROKAR” MODELLJE

crer

A Ca* koncentracidjanak emelkedésével az sTnC négy, a cTnC harom Ca?* jont képes
megkdtni. A fémion kotddésének kovetkeztében mindkét tipusu TnC kiilonb6z6 konformaciod
valtozadson megy keresztiil. Ez a szerkezeti valtozas a TnT révén, hatassal lesz a Tm molekula
komplex a Tm allosztérikus regulatora. A Tm elmozdul az aktin szal mentén, szabadda téve az
aktin miozin fejet koto oldalat. Az S1 fejek igy képesek bekotddni az aktin alegységek megfeleld
helyére. El6szor gyengébb, majd erésebb ionos kotések alakulnak ki.

A JKilendiilé6 erékar” modell szerint ezek az erésebb kotések olyan konformaciod
véltozasokat idéznek eld, melynek soran a miozin nyaki része elfordulva mozgasba hozza az
emelékart, mely magival rantja az aktint’’. A erégeneralashoz az aktomiozin ATP-iz

szolgéltatja az energiat. A folyamat a kovetkezd 1épésekbdl all: Az aktomiozin komplex megkot

*® Kim és mtsai, 2009
* Gordon és mtsai, 2000
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egy ATP-t, majd az aktin disszocial. A miozin fejen megtorténik az ATP hidrolizise, ADP és P;
keletkezik, mikdzben az er6kar az un. felhtizott allapotba keriil. A miozin azonban ,,rossz
enzim”, nem akarja elengedni a termékeit. Ennek a 1épésnek az allosztérikus aktivacidjat végzi
az Ujra bekot6do aktin, melynek hatasara az S1 el6szor a foszfatot, majd az ADP-t is elengedi.
Az erégeneralés, az emeldkar ,,lecsapasa” a P; elengedésével egy idOben torténik. Ezt a 1épést
hivjuk munkaiitemnek. Az er6generalas utdn az ADP is levalik. A ciklus Gjra elkezdddhet. A
ciklus sordn mind a miozin, mind az aktin dtmegy egy gyengén kotd — erdsen kotd, azaz egy

rendezetlen-rendezett allapoton.

FEHERJE-FEHERJE KOLCSONHATASOK AZ AKTIN FILAMENTUM
REGULACIOJA SORAN

Vassylyev és mtsai nyulbol vett sTnC, sTnl kristalyszerkezet vizsgalataik soran
megallapitottak, hogy amikor a TnC nem k&t kalciumot, de komplexet alkot a Tnl-vel, a TnC a-
hélixe, mely a két lebenyt Osszekoti, a kozépsé 5 aminosavaknal letekeredett, és 90°-ban
meghajlo®®. Ezért van a TnC-nek Ca®* nélkiil a Tn-komplexben globuléris szerkezete. A teljesen
onallo TnC alegység szerkezete nyujtott. EQy 31 aminosav hosszi Tnlj.47 a-hélix rész a TnC
felszinéhez fesziil, és stabilizalja annak globularis szerkezetét. Ennek a Tnlj.47 a-hélixnek a C-
terminalisanal 14 aminosav rendezetlen szerkezetii, és nincs kapcsolatban a TnC-vel. A TnC+l
komplex kialakulasahoz egyébként a TnC-nek elegendd csak a C-terminalisan 2 Ca?*-ot kétnie.

Vassylyev és mtsai vizsgalatai szerint tehat a Tnl;47 féleg az N-terminalis részével tobb
polaris és van der Waals kotést is 1étesit a TnC mindkét lebenyével. A Tnl 3-12 aminosavak az
N-, mig 13-33 aminosavak a C-lebenyhez kotédnek. Mindemellett a C-lebenynél 11
hidrogénkotés és 38 van der Waals kotés is talalhato. A van der Waals kotések a Tnly.gz
amfipatikus C-terminalisa és a TnC C-lebenyének hidrofob zsebe kozott alakulnak ki. Igy egy
er6s hidrofob mag 1étesiil a TnC+I komplexben, amelynek fontos szerepe van a két alegység
egymasra taldldsaban, felismerésében. Ami még lesziirhetd ezekbdl az informéciokbdl az az,
hogy az N-lebeny kotddése gyengébb. Mindossze 4 db direkt hidrogénhid, és 3 db vizmolekula

altal létesitett hidrogénkotés alakul ki ezen a részen. Az itt talalhatd interakciok minden

*8 VVassylyev és mtsai, 1997
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bizonnyal csak stabilizaljak a mar kialakult szerkezetet, a felismerésben, azaz a két alegység elsd
érintkezésben nem vesznek részt.

Vassylyevék a TnC-t tobb szempontbol is a kalmodulinhoz hasonlénak talaltak, de voltak
Iényeges kiilonbségek is. A kalmodulinnak is két Ca®" kotd lebenye van, melyeket a-hélix kot
Ossze. Ez az a-hélix a kalmodulin esetében is ugyanugy hurkolddik a target fehérjével alkotott
komplexében, mint a TnC-Tnl-ben. Azonban a kalmodulinban a két lebeny hidrofob kotézsebei
egymas felé, illetdleg a molekula kozepe felé néznek. Ez az elrendezés lehetéveé teszi, hogy a
kalmodulin egyszerre mind a két lebenyével kotédni tudjon ugyanannak a célfehérjének az a-
hélixéhez két kiilonbozd régioban. Ezzel ellentétben a TnC-Tnl komplexben a TnC két
lebenyének hidrofob kotdzsebei a két ellentétes oldalon helyezkednek el, és a molekuldbdl kifelé
néznek. Ezért a TnC két lebenyének hidrofob kotézsebei nem képes egyszerre ugyanazt az a-
hélixet megkotni, viszont ehelyett képes egyszerre két kiilonb6zé a-hélixhez is kotddni*®. Ez a
masik a-hélix a Tnl inhibitor hélixének kdzelében helyezkedik el, a Tnl C-terminalisanal (Tnlge-
18). Itt talalhatdé a Tnl regulacioés régidja (Tnlge.127), amely az aktomiozin ATP-az
aminosavak), mely a TnC C-lebenyéhez szeret k6tddni, és egy C-terminalis régiobol (108-127
aminosavak), amely er6sen kotédik a TnC N-terminalisahoz. Ha a regulacios régié C-terminalisa
bekotddik a TnC N-lebenyének a hidrofob zsebébe, akkor az nem képes egyéb kotéseket
Iétesiteni. A folyamat a kovetkezd: ha a TnC N-lebeny kalciumiont kot, akkor nyitott allapotba
kertil, és be tud kotddni a Tnlrq. Ha a Ca?* disszocial TnC-r6l, akkor az zart allapotba keriil. A

Tnleg kilokddik a hidrofob zsebbdl, és igy hozza tud kotddni az aktinhoz.

* Nincs tehat ellentmondas a fentebb leirtakkal, hiszen a Tnl; 47 hélix szakasz nem hidrofob, hanem polaris és van
der Waals kotésekkel rogziil mindkeét lebenyhez.
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7. abra

A sTnC+1 komplex szerkezeti modellje. *° A szerzék Molscript-tel dolgoztak. A két nyitott lebeny piros

(C), ill. z6ld (N), mig a Tnl a-hélixei cidnkék (1-47) ill. sarga (regulacids régid) szintiek. A Ca**-okat a fekete
golyok jelolik.

Ishikawa ¢és mtsai 1999-ben krioelektronmikroszkopos vizsgalatokkal, 2,5-3nm-es
felbontason probaltak elészor feltarni a szkeletalis aktin-tropomiozin-TnC-Tnl komplex Ca?*-ot
kot és nem kotd trimenzios szerkezetét® . Ca?* nélkiil a troponinC+1 komplexe merdleges a
vékony filamentum tengelyére, és teljesen eltakarja az aktin C- és N-terminalisat, vagyis az 1-es
szubdomént. A Ca?* kitédésekor a troponinC+ V-alakava konformalodik. A V-alak egyik karja
a vékony filamentum hegyes vége felé néz. Ezzel a konforméacios valtozassal az aktin C-
terminusa szabadda valik. A troponin-komplex (Tn-komplex) detektalasa nehezebb feladat volt
a tropomiozin (Tm) feltérképezéséhez képest, mivel a Tn-komplex nem koveti az aktin helikalis
szimmetriajat, igy a helikalis szimmetriat alkalmazé rekonstrukcios eljarasokkal nem lehetett
feltarni a Tn-komplex pontos helyét. A biokémiai vizsgalatok szerint, ha az aktin TnT hianyaban
megkdtotte a Tm-TnC+1-komplexet (0,7:1 aranyban), az aktomiozin ATP-az aktivitas barmilyen
Ca?* koncentraci6 mellett, teljesen géatolva volt.

A Tm-Tn-komplex regulacids szerepét kétféle modellel is probaltak leirni. Az egyik az

un. sztérikus-blokkolas-modell, mely szerint, ha a TnC nem kot kalciumot, a Tm sztérikusan

*% Vassylyev és mtsai, 1997
> |shikawa és Wakabayashi, 1999
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gatolja az aktin miozinkotd oldalat®®. Ezt a modellt rontgendiffrakcids vizsgalatok eredményei
alapjan allitottak fel. Megfigyelték, hogy a Tm — a TnC Ca?* kétésének hatdsara — egy vizszintes
elmozduléssal az aktin kiilsé, 1-es és 2-es szubdoménjének felszinérdl a belsd, 3-as és 4-es
szubdomének felszinére cstszik. Mas modszerekkel azonban ez az elmozdulds nem volt
detektalhatd. A masik a kooperativ / allosztérikus modell, melyet szintén rontgendiffrakcios, és
fluoreszcens energia transzfer vizsgalatok adataibol allitottak fol, és amely valoszintlileg
kozelebb all a valosaghoz, mint az eléz8 sztérikus modell®. A modell szerint a Tm haromféle
allapotban tarthatja a vékony filamentumot:

a) blokkolt allapot, melyben az aktin nem képes megkétni a miozin-ADP-P; komplexet

b) zart allapot, melyben mar gyengén képes kotni a M-ADP-P;-t

C) nyitott allapot, melyben létrejon az erésen koté aktin-miozin-ADP-Pj-komplex, és

megtorténik az erdgenerdldo munkaiitem 1épése.

Ishikawéaék megfigyelései is ezt az utdobbi modellt igazoltak. Vizsgalataik szerint Ca?*
hianyaban az aktin kiils6 és belsé szubdoménjei kozotti tavolsag sokkal kisebb, mint amikor a
TnC kalciumot kot>*. Ez utobbi esetben a Tm kb. 1,5 nm-rel kdzelebb keriil a belsé doménekhez.
Ez a tavolsag TnT jelenlétében tovabb csokkenhet, azaz a Tm elmozduldsa TnT jelenlétében
nagyobb mértékii. (A kisérleteket TnT nélkiil végezték.) Véleményiik szerint a Tm sziikséges az
aktin-TnC+I kotés létrejottéhez, de a trimenzids térképen lathatd, hogy a Tm nincs kdzvetlen
kapcsolatban a TnC+l-vel. Lehetséges, hogy a Tm olyan konformaciés valtozast idéz el6 az
aktinon, melynek hatasara az képes lesz a TnC+I kotésére. A TnC+l lefedi az aktin C-terminusat,
igy az nem tud kotddni a miozin Sl-hez. Ez a stddium tehat megfeleltethetd az allosztérikus
modell blokkolt allapotanak.

A Ca?* -TnC+l-komplexben a TnC+1 kar V-alakot vesz fel, a Tnl a TnC-hez két jobban,
az aktin csak az N-terminusaval kotédik a komplexhez, igy a C-terminusa felszabadul. Az aktin
az N-terminusaval TnT jelenlétében is kotve marad a Tn-komplexhez, bar a kotés sokkal

gyengeébb lesz. A TnT valosziniileg megkonnyiti az aktin nyitott dllapotba valo atallasat.

> Gordon és mtsai, 2000
> Gordon és mtsai, 2000
> Ishikawa és Wakabayashi, 1999
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8. abra

A vékony filamentum krioelektronmikroszkopos szerkezeti képe™. a) aktin-Tm-TnC+I-komplex Ca?* nélkiil. b)

Ca®*-mal. c) aktin-Tm-komplex

Manning ¢és mtsai szimulacidos kisérleteikkel modellezték szivizom, azaz cTn-
komplexben kalcium kotésére bekdvetkezd konformacié valtozasokat™®. Eredményeik szerint a
cTn-komplex két {6 régidra oszthatd; egy stacionarius, globularis mag doménre, és egy nagyon
variabilis régiora. A globularis magot a cTnC, a cTnl és a cTnT egy része alkotja. A nagyon
variabilis régié a cTnT azon része, amely a Tm-hez kapcsolddik.

A hosszq, coiled-coil szerkezetii Tm nagyon flexibilis. Manningék szerint valojaban nem
a teljes vékony filamentumnak, csak a Tm-nek van héaromféle allapota az allosztérikus
modellnek megfeleléen: blokkolt, ha a Ca®* nem kotédik a c¢TnC-hez, és az aktin sem a
miozinhoz; zért, ha Ca** k6t6dik ¢TnC-hez, az aktin pedig gyengén kot a miozinhoz; nyitott, ha
Ca®" kot a ¢TnC-hez, és a miozin erésen koti az aktint. ATP-az aktivitast csak a nyitott
allapotban lehet megfigyelni.

Manningék modellje nem a szokasos 7:1:1 —es aranyt javasolja az aktin-tropomiozin-
troponin-komplexhez. Egy Tn tulajdonképpen két Tm-et képes kotni, ahhoz viszont 14 aktin
tartozik. Igy a helyes arany szerintiik a szupramolekularis komplexben 14:2:1. A teljes cTn-Tm-
Tm-komplex Osszesen 28847 db atomot, 1781 aminosavat, 4 vizmolekulat és 3 Ca®" -ot
tartalmaz.

Modelljiik, a Ca®* aktivalas kétvillis mechanizmusa a kovetkezd: A kalciumion
bekotddik a cTnC N-lebenyének fémiont kot zsebébe. Ekkor a Tm zart allapotban van. Ha a
Ca’* disszocial az N-lebenyrdl, annak konformacidja megvaltozik. Ekézben azonban a C-lebeny
statikus marad. Amikor tehat az N-lebeny kalciumion mentes, a cTnl switch (kapcsolo) peptidje
fluktuaciokat gerjeszt a cTnl inhibitor és mobilis doménjében. A cTnl mobilis doménjének

rendezetlen mozgasa a Tm ekvilibriumat a blokkolt allapot felé tolja, azaz a miozin nem kot

** Ishikawa és Wakabayashi, 1999
*® Manning és mtsai, 2011
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aktint, igy nincs erégeneralas sem. A Tm blokkolt allapota a cTnT-n keresztiil is stabilizalodik.
A cTnC N-lebenyének valtozasa ugyanis a cTnl-cTnT kar rotacidjat is el6idézi. Az elfordulas

kihat a TnT linker részére, mely rész kotédik a Tm-hez, és azt a blokkolt allapotban tartja.
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9. abra
A vékony filamentum modellje a kikapcsolt (zart) allapotban. * Sziirkével az aktin, pirossal a cTnC,

kékkel a cTnl, sargaval a cTnT, naranccsal és zolddel az atfed6 Tm-ek lathatok.

A cTnC l-es és II-es Ca?* kotdhelye Ca? hianyaban fluktudl, ezért szerkezete nehezen
meghatarozhato. De a fémion kdtddésekor a cTnC N-lebenye képes megkdtni a cTnl kapcsold
peptidjét. Ez a kotés a ¢Tnl inhibitor és mobilis doménjeit elhlizza az aktintdl, a Tm-nek pedig
megkonnyiti a nyitott allapotba keriilését.

A szivbetegségek koziil sok genetikai eredetii, a szivizom elvaltozasaira vezethetd vissza.
Ilyen példaul a fiatalok korében hirtelen halalhoz vezetd hipertrofias kardiomiopatia, mely a
szivizom megnagyobbodasaval jar. A szivizomszovetet érintd betegségek minél alaposabb
feltérképezése érdekében a legtobb izomtanulmany a szivizomrol értekezik.

Solaro és mtsai szivizom szerkezeti vizsgalataik soran nem csak a cTnC-cTnl, de a cTnT
szerkezetét 1s alaposabban tanulményozték58. Diasztoléban az erdgenerald kereszthid
kapcsolatok gatoltak, relative alacsony az ATP hidrolizis mértéke. Ennek elsd, kozvetlen
inhibitora az immobilizalt Tm. A Tm rogzitését a cTnl aktin k6té peptidjei illetve a mobilis
doménje okozza. Ez utobbi valoszintileg kozvetleniil is kotddik a Tm-hez. A TnT N-terminalisa
szintén kotédik a Tm-hez, igy ez a rész is hozzajarul a Tm rogzitéséhez. A cTnl az inhibitor
régidjaval az aktinhoz kotédik. Ezen kiviill még egy masik aktin koto rész is van a cTnl-ben a

kapcsold peptid kozelében. Ez a masodik aktin kot hely és a ¢Tnl C-termindlisa felelds a

*” Manning és mtsai, 2011
*% Solaro és mtsai, 2011
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relaxalt allapot stabilitisanak fenntartasaban. Amikor a cTnC N-lebenye is megkdti a Ca®" -ot,
akkor egy hidrofob folt keriil az N-lebenynél a cTnC felszinére, melyhez a cTnl kapcsold régidja
kotédik be. Ez a régio korbe van véve aktin koté részekkel. A kapcsold régio bekotddése a
cTnC-hez olyan konformacié valtozassal jar, melynek eredményeképpen a c¢Tnl elengedi az

aktin-Tm komplexet és a cTnT-t. Igy a Tm képes elmozdulni az aktinon, szabadda téve a miozin

S1 kot zsebeket.

TnT C-Term

Tnl Mobile
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Tnl N-Term
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10. abra
Ca’* okozta valtozasok a vékony filamentum struktirajaban. *° Bal oldalon a relaxalt, jobb oldalon a Ca**
iindukalta aktiv allapot. Sziirkével lathat6 a drapp szinii F-aktin felszinén futd6 Tm, mely relaxalt allapotban a Tnl

aktinkotd régiojaval és mobilis doménjével is kotédik. Ca®* hatasara ezek a kotések elengednek, igy a Tm el tud

A TnT hipervaridbilis N-terminalisa, vagy farok doménje - szintén fontos eleme a
diasztolés relaxacio stabil fenntartdsanak. A farok domén Tnl hidnyaban is képes gatolni a
miofilamentum aktivitasat. Egyedi-részecske rekonstrukcios elektronmikroszkopos vizsgalatok
soran kidertilt, hogy alacsony Ca®* szint mellett a Tm beékelédik a ¢TnT farok doménje és a
cTnl aktin kot6 peptidje k6zé. A cTnT masik fontos része a cTnC-t €s a cTnl-t 6sszekotd I-T Kar,

melynek coiled-coil szerkezete van.

>% Solaro és mtsai, 2011
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Solaro-¢k a Tn-komplex foszforilaciojanak kovetkezményeit is vizsgaltak. A cTnl-ben
tobb aminosav is képes foszforilalodni. In vitro a protein kindz-A -D és -G két szerint, a Ser23 és
Ser24 —et képes foszforilalni. A foszforilacié utan a ¢Tnl kevésbé koti a ¢ TnC-t, azaz a felsorolt
protein-kinazok befolyasolhatjak a kereszthidak keletkezését, ezaltal a kontrakciot. Mutacios
kisérletekkel azonban igazoltdk, hogy a szerinek foszforilaci6ja csak helyi szerkezeti
valtozasokat okoz a 25-35-0s szegmensben.

Solaro megjegyzi, hogy vannak olyan vizsgalatok (Baryshnikova, 2008) amelyek arra
engednek kovetkeztetni, hogy a c¢Tnl foszforilaciéja nem befolyasolja a cTnC regulacios oldali
Ca®" kotését, azaz a foszforilacio relaxaciora kifejtett hatdsa nem a Ca*" -on keresztiil torténik®.
hatdsa van a relaxaciora, illetve a szarkomer hosszara. Szkeletalis Tnl-ben a 144-es pozicioban
egy prolin van.

A cTnT-ben a Thr206 —os foszforilacio befolyasolja a maximalis fesziilést, az aktomiozin
ATP-4z aktivitasat, illetve a filamentumok Ca®* szenzitivitasat.

A vékony filamentum fehérjéinek defoszforilacidjat a PP1 és aPP2A foszfatdzok végzik,
melyek a Z-lemez koriil lokalizalodnak.

Zhang és mtsai a Tnl-t funkcioi alapjan 6 kiillonboz6 régiora osztottak fel®.
1. specialis N-terminalis extenzid 1-30 as, csak cTnl-ben
2. N-terminalis 34-74 as cTnl; 1-40 as sTnl
3. TnT kotd régio 80-136 as cTnl ; 50-106 as sTnl
4. Ip (inhibitor protein) 128-147 as cTnl ; 96-115 as sTnl®
5. Sp, azaz switch vagy kapcsolo régié 148-163 as cTnl ; 116-131 as sTnl
6. C-terminalis régid 164-210 as cTnl ; 132-180 as sTnl

% Solaro és mtsai, 2011
®! Zhang és mtsai, 2011
®2 Az Ip és a kapcsolé peptid koriilbeliil megfeleltethetd az sTnleg-nek.
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Residues
23-24

mobile domain

base of I-T arm

11. abra
A cTnl szerkezeti modellje®. Kék szinnel a Ca®*-telitett, mig pirossal a Ca®*-ot nem k6t6 konformacio lathato. A

legnagyobb elmozdulast a mobilis domén produkalja.

A Tnl gének kozott a C-terminalist kodold 8 db exon a legkonzervativabb, ami ennek a
régidonak az esszencialis funkcidjara utal. A legtobb izom rendellenesség ennek a teriiletnek a
mutacidjara vezethetd vissza. Ilyen példaul a szivizom merevségével jard restriktiv
kardiomiopatia. Ez a C-terminalis a harantcsikolt izom mindharom fajtajaban (gyors, lassu, sziv)
mas izoformaban van jelen: a cTnl-ben a legrovidebb, de itt van egy extra N-termindlis extenzio.

Vizsgélataik soran Zhangék egy olyan cTnl-t allitottak eld, amelynek nem volt N-
terminalis extenzioja, igy sikeriilt csak a C-terminalis okozta elvaltozasokat figyelemmel kisérni.
ca® hianyaban a Tnl gyengén kotédik a TnC-hez. A c¢TnC-cTnl kotés Ca®* jelenlétében Tm
nélkil is szignifikansan erésodik. Ha nincs kalcium, akkor a cTnl C-terminalisa az aktin-Tm-
komplexhez kdot, mig Ca?* jelenlétében a ¢cTnC-hez kotddik be, azaz egyfajta kapcsoloként
véltogatja az allasat a Ca?* koncentraci6 fiiggvényében. A cTnl C-termindlisa alacsony Ca?*
szint mellett - tehat az aktinon keresztiil - megkoti a Tm-et, igy megakadalyozza annak
elmozdulasat, illetdleg nyugalmi helyzetbe keriilését. Ezéltal azonban az aktomiozin ATP-4z
aktivitas is gatolt, igy az izom relaxalt allapotban marad.

A Ca’*-szint emelkedésével a Tn-komplex olyan konformacié valtozasokat szenved,
melynek eredményeképpen a Tm felszabadul a Tn-ko6tésbol és vizszintesen elmozdul az aktin

szalak felett. Igy az aktinon a miozinkoté domének keriilnek a felszinre. A kereszthidak 1étrejotte

® Manning és mtsai, 2011
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utdn megtorténik az ATP hidrolizise, illetve az erégeneralds. Ezt az elképzelést japan kutatok
nem tartjak valdszinlinek. Az 6 modelljiiket a késébbiekben targyaljuk.

Paul és mtsai egy-partikulum analizissel vizsgalta a Tn-komplex elhelyezkedését a
vékony filamentumban®. A vékony filamentum trimenziés szerkezete alapjan elmondhato, hogy
110+7 A atlag vastagsagll. A két aktin szal jobbkezes aktin hélixet alkotva csavarodik egymads
mellett. Kozottikk egy tisztan latszo hasadék van. Jol lathato az aktin alegységek kétlebenyes

strukturdja is. A Tn globularis része rafekszik az aktin-szalakra.

Pointed

Barbed
12. abra

A vékony filamentum trimenzios szerkezetei egyedi-partikulum rekonstrukcios eljarassal (A-F), és
helikalis rekonstrukciés eljarassal (G-J) ®°. A kép tetején a pointed, a hegyes véget, a barbed, a szakallas véget
jeloli a filamentumban. Lilaval, ill. naranccsal lathato a cTn-komplex, melynél a globularis rész jol kivehetd,

sargaval pedig a Tm.

A troponin egy vesszO alaki molekula, mely a filamentum hegyes vége felé
elvékonyodik. A globularis rész a Tnl, TnC, és a TnT2, mely a szakallas vég felé¢ néz. Az

elvékonyodé farokrész a TnT1, melyen keresztiil kapcsolodik a Tn a Tm-hez. Ez a kapcsolodas

* Paul és mtsai, 2009
® Paul és mtsai, 2009
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tehat a hegyes végnél torténik. A helikalis I-T-kar az aktin-szalakkal parhuzamosan all. A TnC
N-lebenye az aktin 1. szubdoménje felett taldlhato. A TnC két lebenyét Osszekotd rész

A tropomiozin is polaris; C-termindlisaval kotodik a TnT1-hez, mig az N-terminalissal az
aktinon keresztiil a Tn globularis részéhez is csatlakozik.
deaktivaciot kétfazisunak talaltak®®. Az elsé lépésben egyszerre harom dolog torténik. A ¢Tnl
mobil doménje gyorsan az aktinhoz kotddik, mikdzben a cTnC N-lebenye konforméacid valtozast
szenved, azaz bezarul a ¢Tnl regulacios doménjét koté zseb, igy az disszocial a cTnC-rél. Ez a
harom esemény, vagyis az elsd fazis, kinetikailag 6ssze van kotve egymassal, és nagyon gyors.
A masodik lépésben, mely sokkal lassabban torténik, a cTnl inhibitor régidja a cTnC-rdl
lekapcsolddik, és atvalt az aktinhoz vald csatlakozéasra. Ez a 1épés minden bizonnyal a kereszthid
kinetika fontos regulacios 1épése. Tehat azt mondhatjuk, hogy a szivizomban a troponin érzékeli
a mioplazma kalciumion szintjének valtozasat, és forditja le a Ca®" jelet az izom kontrakcidjara
keletkezésén at torténik.

A Ca?* bekotédésekor a ¢TnC N-lebenye kinyilik, igy a ¢Tnl regulaciés régidja vissza
tud kotddni. Ekozben a cTnl inhibitor régidja levalik az aktinrél, és ez is rakotédik a cTnC-re.
Ezek az események lehetdvé teszik a Tm elmozdulasat az aktinon, igy annak S1 kot zsebei
felszinre tudnak keriilni, kialakulnak a kereszthidak. A kereszthidak kotodésének feedback
Resonance Energy Transzfer) vizsgalataik soran. Ezzel a moédszerrel a fehérjékben talalhatod
reaktiv ciszteineket jelolik meg megfeleld fluorofor donor és akceptor parral, majd azok
tavolsadganak valtozasabol kovetkeztetnek az adott fehérje konformaciods valtozasaira.

Az erésen kotddd S1 strukturalisan befolyasolja a cTnC-cTnl érintkezd feliiletét azaltal,
hogy a cTnl-t messzebbre tolja az aktintol. A régi dogma, mely szerint a szivizomban a
relaxacid/kontrakcid mechanizmusat a Ca?* jel reguldlja, nem allja meg teljesen a helyét. A Ca*
disszociacid indukélta valtozasok a Tn-komplexben sokkal gyorsabbak, mint a kereszthid
ciklusok kinetikdja, azaz tal gyorsak ahhoz, hogy befolydssal legyenek a kereszthidak
elszakadasara. A FRET vizsgalatok kimutattdk, hogy a vékony filamentum kiilonbdzd részei
kiilsnbdz8 Ca?* szenzitivitast mutatnak. A mérheté strukturélis véltozasok alapjan Xing két

hatarfeliletet kiilonit el: a c¢TnC-cTnl hatarfeliileten torténd valtozasokat és a cTnl-aktin

% Xing és mtsai, 2009
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hatarfeliileten torténd valtozasokat. Mint kideriilt, az utobbi sokkal érzékenyebb a Ca**-szint
valtozasara. Viszont az S1 kot6édése az aktinhoz, mind a két teriilet Ca®" szenzitivitasat
szignifikansan novelte. A kereszthidak vékony filamentumra kifejtett hatasa még nem teljesen

tisztazott, tobb kisérletet kell elvégezniink a torténések alaposabb megismerése érdekében.

N-terminus
of ¢cT'nl
of ¢cTnl

3
N-terminus

Cys374
Actin

Myosin Head
(81)

/2]
pet

TnT1

Deactivated State Activated State
13. abra
A cTnC (kék) harmadlagos, és a ¢Tnl (z6ld) masodlagos szerkezetének Ca* (sarga golyo) indukalta
valtozasai.® Deaktivalt allapotban a cTnC-nek csak a C-lebenye kot két Ca?*-ot, mig aktivalt allapotban az N-
lebenyhez is kotddik egy Ca®*. A cTnT-bél csak a TnT1 fragmentum lathaté. A FRET a lila nagybetiivel jeldlt

ciszteinek kozotti tdvolsagok valtozasat mérte.

A hipertrofias  kardiomiopatia  (hypertrophic  cardiomiopathia, HCM) olyan
szivizomtultengéssel jard szivelégtelenség, mely a fiatal sportolok korében az egyik
leggyakoribb hirtelen halalok®. Sajnos, azon fiatalok is veszélyeztetettek, akik egyaltalan nem
sportolnak, de kialakul naluk a betegség. A rendellenesség autoszomalis, domindns 6roklédési.

A HCM-ben szenvedd betegekben a bal kamra fala erdteljesen megvastagszik, felléphetnek

®7 Xing és mtsai, 2009
® Pinto és mtsai, 2009
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miocita rendellenességek, fibrozis (rostos szoveti elfajulas), sovény hipertrofia, abnormalis
diasztolias funkciok. Eddig 17 miofilamentéris génrél® deriilt ki, hogy koze van a HCM
kialakulasadhoz. Ilyen gének példaul a cTnT — t kddoldé 1q3 lokuszon 1évé, a a-tropomiozint
kodolod 152 lokuszon 1€vd, vagy a -MHC génje.

Pinto’® és mtsai négy olyan mutaciot vizsgaltak, amely a ¢cTnC-ben okoz elvaltozasokat.
Ezek mindegyike bizonyos mértékben felelds a HCM kialakuldsaért, melyet bal kamrai
elduguléds is kisérhet. Ez nehézlégzéssel, mellkasi fijdalommal, ajuldssal is egyiitt jarhat. A
vizsgalt négy cTnC mutacid a betegek felmenéi k6zo6tt nem fordult el6, azaz de novo keletkeztek
a paciensek egyedi ¢élete soran. Ezek a mutansok a kovetkezok: A8V; C84Y; E134D; D145E.
Pinto és mtsai ezek Ca®" szenzitivitasat vizsgaltak. A ¢TnC mutinsok és a t5bb Tn alegység
emberi génekbdl E. coli-val eléallitott fehérje volt. A tobbi filamentum protein nyalbol (vazizom
F-aktin) és disznobol (Tm, szivizom miozin) szdrmazott. Az igy Osszeallitott rendszer sokkal
érzékenyebb a Ca?* -ra mint a nylUzott izom, hiszen itt nincs meg a vékony és vastag
filamentumok k&zotti rendezettségi allapot.

Tehat ahogyan ezt mar az elézéekben megallapitottuk, ha a Ca?* nem kotddik a ¢TnC N-
lebenyének II. kotézsebéhez, akkor az N-lebeny — melyet szoktak regulaciés doménnek is
nevezni — levalik a ¢Tnl C-terminusardl, igy a ¢Tnl C-terminusa az aktinhoz tud koét6dni, azaz az
izomkontrakcié ekkor gatolt. Ha a Ca®* bekdt a ¢TnC N-lebenyének II. kotézsebéhez, akkor a
cTnl C-terminalis is kotddik az N-lebenyhez. Ezaltal az aktin felszabadul. Ezzel egy idoben a
Tm is elmozdul az aktinon, felszabaditva a miozin kot6-helyeit. Az aktomiozin komplex
kialakuldsa izomkontrakciohoz vezet. Az ATP-dz aktivitas tehat szorosan kotott a ¢cTnC N-
termindlis torténéseihez, amit az is bizonyit, hogy ha eliminaljuk a cTnC N-lebenyének az N-
hélix részét, akkor az ATP-az aktivitas regulacidja teljesen megsziinik. A vizsgalt mutansok is
ezekben az eseményekben okoznak valtozast.

A Mg* kotésére is képes C-termindlis — vagy strukturalis domén — felelds a cTnC
vékony filamentumhoz vald rogziléséért. A Tn-komplexben 1€vé cTnC Ca®" kotd affinitasa
jelentésen megnd az 6nallé cTnC-hez képest, azaz a komplexbe kotddd cTnC konformacidja
nagymértékben valtozik. A mutans c¢TnC-ék eredendden mas konformdécidja szintén
nagymértékben befolyasolhatja a ¢cTnC Ca?* affinitasat. Ez azonban hatéssal van az aktomiozin
ATP-4z aktivitasara is. Koziilik a D145E (aszparaginsav glutaminsavra cserélve) ndvelte a
legnagyobb mértékben a vékony filamentumban a Ca* szenzitivitast, illetve az aktomiozin ATP-

4z aktivitasat. Ez a D145E N-lebeny I1.-k6tézseb Ca?* affinitds novekedésének volt koszonhetd.

% Marian és Roberts, 1995
7 Pinto és mtsai, 2009
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A D145E a IV. kotézsebben lokalizalodik, mely rész egyébként nemcsak a cTnC, de mas EF-kéz
motivumokban is a legkonzervativabb egység. Az A8V mutans II. kotdzsebének Ca** affinitasa
a Tn-komplexben csokkent a vad tipushoz képest, de a Tn-aktin filamentumban mar ndvekedett.
A tobbi mutansnal nem volt mérheté eltérés. A Kko-szedimentacidés vizsgalatok azt is
megmutattak, hogy a ¢TnC mutansoknak nincs szignifikans hatasa a Tn-Tm-aktin interakciora,
vagy az ATP-4z inhibicidjara.

A cirkuléris dikroizmus az a jelenség, hogy a kiilonb6z6 anyagokon athaladé balra illetve
jobbra cirkularisan polarizalt fénysugarak, kiilonb6zé mértékben nyelddnek el, ezért elliptikusan
polarizalt fénysugarakat kapunk, melyeknek kiilonb6z6 az amplitiddja. Ennek segitségével
megmérhetjiik a mintakra jellemzd spektrumokat és kovetkeztethetiink a fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeikre. A cirkularis dikroizmus spektroszkopia mérések megmutattak, hogy Ca*
és Mg2+ nélkiil mind a négy mutansnak eltért a masodlagos szerkezete a vad tipushoz képest’".
Mg?* kotédése utan mér csak az A8V, mig a Ca®* kotédése utan az A8V mutans mellett a D145E
is mutatott eltéréseket. Az A8V a-helikalis tartalma nétt, mig a D145E-jé csokkent.

Altalanosan igaz az, hogy a szkeletalis TnC két terminalisa apo (fém nélkiili) llapotban
egymastol eltérd szerkezetli. Az N-termindlisban tobb az a-hélix, mig a C-terminalisban tobb a
random coil szerkezet. A Ca®* kotése a III. és IV. kotdzsebnél megnoveli az a-helikalisok
talstlyat, igy a C-lebeny egy sokkal kompaktabb, globuléris szerkezetet vesz fel’”. Az N-lebeny
konformacios valtozasa ezzel szemben elhanyagolhatd, hiszen eleve tobb o-hélixszel
rendelkezik. Ezek a valtozasok a szivizomban is hasonloak.

A ¢TnC mindkét lebenyében a két Ca?* kotd hélix-hurok-hélix kozott egy rovid
antiparallel B-lemez szegmens talalhato. A vad tipusban ez a B-lemez csak a fémion bekotésével
jon létre, mig a C-terminalisnal megndvekedett a-hélix tartalmi A8V-ben mar apo allapotban is
jelen van mind a két oldalon.

A C84Y az N-terminalis végén van, a flexibilis linker kozelében, amellyel a cTnC a ¢Tnl
regulaciés doménjéhez kotddik. A kotés a Cys84 ¢és a ¢Tnl Alal51 kozotti hidrogén-hiddal
alakul ki, amely a mutans Tyr84 utan is megmarad, de mivel a Tyr mérete nagyobb a Cys-nél, a
két teriilet tavolabb kertil, igy a kdtés nem annyira stabil.
hez kotédik. A mutécio az itt torténd foszforildciés mechanizmusok megvaltoztatasa révén képes

ndvelni a cTnC Ca®" affinitasat.

! Pinto és mtsai, 2009
72 Pinto és mtsai, 2009
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Egyébként mind a négy mutans sokkal szorosabban kototte a Ca**-ot, és nehezebben
engedte el, mint a vad tipus. A lassibb disszociacio altal a sziv hosszabb ideig marad
diasztoléban.

Végiil a legfrissebb FRET eredményekrdl is érdemes emlitést tenni. Miki és mitsai
kutatasai szintén az aktin-Tm-Tn-komplex trimenzios képét probaltak feltarni Ca**-mal és
anélkiil FRET technikat alkalmazva’. Csirke sTnT-t és nyul Tn-komplexet hasznaltak egyetlen
ciszteint tartalmazé mutansokat eléallitva. A FRET spektroszkopot egyfajta optikai vonalzoként
alkalmazva, 10-70 A-nyi tavolsagban meg tudtdk mérni az izomfehérjék aminosavainak térbeli
kapcsolatait. Az el6z6 kutatasoknak megfeleléen a Th-mag domén legnagyobb tomegét Ok is a 3.
és a 4. aktin szubdomének kozelében detektaltdk. Ha a Ca®* disszocial, akkor a Tn mag domén
az aktin kiilsé szubdoménjei felé mozdul el kb. 4A-nyit, kozelebb keriilve igy az F-aktin
kozponti tengelyéhez. Ok is megallapitottak, hogy a nyilhegy alaku I-T kar az aktin szakallas
vége felé néz, és aktiv izomban kb. 30°-o0s szoget zar be az aktin filamentummal. Relaxalt
allapotban ez 40°-ra moédosul. A TnC N-terminalisa az aktin 2-es szubdoménje felé néz, és Ca?*
kétésekor kb. 70°-ot zar be az F-aktin tengelyével, mig Ca®* nélkiil ez 60°-ra modosul. Az I-T kar

C-termindlisa egy hélix-koteget alkot a Tm 179-189 szegmenssel, ami arra enged kdvetkeztetni,

crer

> Miki és mtsai, 2012
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14. abra

A Tn-mag domén és a Tm helyzete az F-aktinhoz viszonyitva Ca”" jelenlétében’. A G-aktinok a
koriilbeliil egymas alatt elhelyezkedd sotét- és fémes zold, kék és rozsda, sziirke és fémes bordo globularis
egységek. A Tmygr.195 citromsarga hélix részletként, a Tnl ciankék, a TnT biborként lathato. A TnC a jobb oldali

vilagoszold globularis egység.

Miki-ék szerint a FRET mérések nem igazoltak a sztérikus blokkolas modelljét, miszerint
a Tm Ca®* hianyaban elcsuszik az aktin szalon és fizikailag eltakarja az ott 1évé miozin kotd
helyeket. Ezt a hipotézist egyébként a rontgen diffrakcids adatok sem igazoljak 100%-osan.
Valosziniibbnek latszik az, hogy a regulaciét az aktin-Tn-Tm interakciok megvaltozasa, illetve

ezek eredményeképpen 1étrejovo konformacios valtozasok okozzak.

SIMAIZOM ES NEM-1ZOM MIOZIN-II SZABALYOZAS

A simaizom és a nem-izom miozin-1l szabalyozasa eltér a harantcsikolt izométol. Sét,
valdjaban az sem mindegy, hogy milyen allat simaizmardl beszéliink. Mollusca simaizomban
példaul az ELC koti a Ca**-ot, és az RLC stabilizdlja ezt a kotést’™. A Ca®* kotése itt
aktivaciohoz vezet. Physarum nyalkagomba esetében azonban az ELC Ca®" kotése gatolja a
kontrakciot. Mas gerinctelen miozin-11 molekula akar kett6s szabalyozas alatt is allhat; nemcsak

az RLC, de a Tn-komplex is aktivan részt vesz a regulacioban.

" Miki és mtsai, 2012
7> Nyitray, 2009

36



Gerinces simaizomban a kalmodulin (CaM) koti meg Ca**-ot, aminek kovetkeztében a
miozin konnyli lanc kindz (MLCK) aktivalédva foszforildlja az RLC-ben a Serl9-es
aminosavat’®. Tehat ennél az izomnal a miozin molekulék kdzvetleniil szabalyozodnak és a fenti
foszforilacio a kontrakcié eldfeltétele. Az inaktiv miozin-11-nek — ellentétben a filamentum
képzésére alkalmas 6 S forméaval — 10 S szedimentacids allandoju a szerkezete''. Ez azért van,
mert az egyébként kifeszitett a-hélix farok rész 1/3-a kb. 50-100 nm-re a fej-nyak kapcsolodas
helyétdl visszahajlik a fejek irdnyaba, pontosabban a két fej koz¢, annak a teriiletnek a kozelébe,
ahol az RLC-k lokalizalédnak, igy sokkal nagyobb lesz az iilepedési sebessége. Az 10 S-es
miozin-1l nem mutat enzimaktivitast, benne a nukleotid k6t6zseb szorosan kot egy ADP-t és egy
foszfatot. Ezt az allapotot nevezik off-state —nek, ellentétben az on-state-tel, ahol a miozin
farokrésze egyenes, igy képes kotddni mas miozin-II molekulaval, létrehozva ezaltal a

filamentaris struktlrat, és az er6generalashoz sziikséges feltételeket.

6S 10S

15. abra

A miozin-1I kiilonbozé allapotai’®. A 6 S szedimentacios allandoju alak képes polimerizalodni vagy

e

’® |kebe és mtsai, 2007
77 Lowey és mtsai, 2010
’® |kebe és mtsai, 2008
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Taylor és mtsai elektronkriomikroszkop segitségével azt is lathatova tették, hogy ebben
az inaktiv allapotban a két fej egymashoz illeszkedik’™. Az egyik, blokkolt fej aktin kotéhelye a
masik fej konverter ill. ELC koté régidjahoz kapcsolodik. Mivel igy a foszfat kotés

felszakadasahoz és az aktivaciohoz sziikséges mozgésok gatoltak, az ATP-az aktivitas blokkolt.

C SN

16. abra
Foszforilalatlan simaizom HMM krioelektronmikroszképos modellje®. A blokkolt feji rész piros, a

szabad f6leg lila, zold konverter résszel, az ELC kék. A visszahajlo S2 ciankék.

Ha az RLC foszforilalodik, akkor a negativ toltéstobblet kovetkeztében a farok-fej kozotti
interakcio gyengiil, a visszahajlo konformacié destabilizalodik. A farokrész konnyebben felveszi
a kifeszitett a-hélix szerkezetet. A kialakult filamentumok S1 részei bekotddnek az aktin 1-es
szubdoménjének megfeleld helyére. Elkezdddhet a kereszthid ciklus.

Egy még nem bizonyitott hipotézis szerint simaizomban a filamentaris szerkezet mérete
nem dalland6é, mint a hardntcsikolt izomban, hanem gyors adapticiora képes81. Nagyobb
erdkifejtés esetén a 10 S miozin-11 monomer készletbdl foszforilacioval novelhetd, igy elérhetd
az erOkifejtésnek megfeleld hosszusagu filamentaris szerkezet. Ha az igénybevétel csokken, a
defoszforilacioval a filamentumbol Gijra miozin-1l monomerek disszocialnak.

Simaizomban a Tn-komplex helyett mas fehérjékkel torténik a filamentumhoz kotott

regulacio (amely az esetek tobbségében a gerinces simaizmoknal a fentiek alapjan csak modulalo

”® Lowey és mtsai, 2010
% Lowey és mtsai, 2010
* Lowey és mtsai, 2010
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hatasu, un., méasodlagos szabalyoz6 rendszer). Ezek a fehérjék nem vesznek részt a vékony
filamentum felépitésében, attol fiiggetleniil tudnak kotddni az F-aktinhoz. Ilyen példaul a
kalponin, amely k6tddve az F-aktinhoz gatolni tudja az aktomiozin ATP-az aktivitasat. Tang és
mtsai kalponin mutansokat eléallitva vizsgalta a kalponin simaizomban bet6ltott regulacios
szerepét®. A kalponin Serl75 —os aminosavat a protein kindz C (PKC), vagy a kalmodulin
dependens protein kindz II foszforildlja, melynek kovetkeztében a fehérje aktin affinitdsa
csokken. A defoszforilaciot a 2A vagy a 2B defoszfatdz végzi. A defoszforilalt enzim nem az
aktin S1 affinitasat csokkenti, hanem a kereszthid kotések Vmax-at. A PKC és a CaMPKII
kizarélag Ca®", kalmodulin, foszfolipid, és DAG (diacil-glicerol) jelenlétében foszforilal.
El-Mezgueldi és mtsai szerint a kalponin aktivitasat Ca®* kotd fehérjékhez, példaul
kalmodulinhoz valé kotédése is gatolja®®. Kiilonbozd eljarasokat (proteolizis, peptid szintézis,
rekombinans technologia) alkalmazva hataroztak meg, a kalponin aktin kot6 (Vall42-Tyrl82),
¢s az ATP-az gatlasaért felelds (142-147, VKYAEK) szekvenciait. Az aktinon egy erls és egy

gyenge miozinkotd hely talalhato.

® Tang és mtsai, 1995
# El-Mezgueldi és mtsai, 1996

39



17. abra

Vazlat az aktinon (arany) és a miozinon (eziist) 1évé erds (zold) és a gyenge (piros) S1 koté

helyekr§1®. Lathato, hogy az aktinon a két kotési hely jol elkiilonithetd.

Az erbésen koto rész a kalponin kotd régio kozelében van. A kalponin tulajdonképpen a
MgATP-miozin kompetitora az aktinon, de csak az erésen koté zsebnél. A miozint gyengén kot
aktin részhez a kalponin nem kotddik. A kaldezmon ¢és a troponin az aktin 1-es szubdoménjéhez
kotédve a gyenge kotéseket gatolja. Az erds kotések ebben az esetben a Tm altal blokkolodnak.
Mindemellett meg kell jegyezni, hogy in vivo nem a kalponin a simaizom miozin ATP-az
legfébb regulatora.

A masik fontos simaizom miozin ATP-az regulator a kaldezmon. Ennek a fehérjének a

funkcidjat Alahyan és mtsai eredményei alapjan ismertetem®.

Mig a fentiekben emlitett
kalponin 1:1, a troponin 1:7, addig a kaldezmon 1:14 aranyban képes gatolni az aktint. A
kaldezmon az aktint egyfajta inaktiv allapotba kapcsolva, kdzvetve nem engedi az aktin-S1-

ADP-Pi-r6] disszocialni a foszfatot.

# Thomas és mtsai, 2009. A kép nem a targyalt cikkhez tartozik, viszont id6szeriibb és pontosabban mutatja a
gyenge és erds kotdhelyeket az aktinon.
% Alahyan és mtsai, 2006
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Simaizomban a vékony filamentumnak harom helyett csak két allapota van, egy aktiv és
egy inaktiv. A simaizom kontrakcidja a Ca®* 4ltal legalabb két szinten szabalyozodik: Egyrészt a
Ca’* a CaM-hoz kétédve foszforilalva aktivalja, az MLCK-t. Az aktivalt MLCK foszforilalja az
MLC-t, melynek végeredménye a kontrakcio. Az MLC defoszforilaciojat egy kiilon enzim, az
MLC-foszfataz végzi. Masrészt a kaldezmon aktinhoz valo kotdédésével gatolodik az aktomiozin
ATP-az aktivitasa. Ez utobbi folyamatot két modellel is probaltak leirni. A kompeticiés modell
szerint a kaldezmon ugyanarra az oldalra kotédik az aktinon, ahova az S1-ADP-P;-komplex.
Emiatt a komplex nem tud izomerizalodni a foszfatot gyengén kot allapotba, igy azt nem tudja
elengedni. Ezt a modellt igazoljak azok az eredmények, melyek szerint a kaldezmon nem gatolja
a keresztkotések kialakulasat, viszont csokkenti a stady-state ATP-az Kp-jét, azaz egyensulyi
allandojat. A kooperativ allosztérikus modell szerint a vékony filamentum off-state-jében
kizarolag gyenge keresztkotések alakulhatnak ki, amelyek viszont nem elegenddek az
aktomiozin ATP-az aktivalasahoz. Az on-state-ben 1év6 vékony filamentum azonban egyarant
képes gyenge és erds kotéseket is 1étesiteni a miozin Sl-ekkel, igy az ATP-az aktivitas is 1étre
tud jonni.

A kaldezmon tulajdonképpen egy olyan allosztérikus inhibitor, amely a vékony
filamentumot az on-state-bol az off-state-ba képes kapcsolni. A szignal vékony filamentumon
valo terjedésében a Tm-nek van fontos szerepe. Alahyan-¢k kisérletei ezt a modellt igazoltak. A
kaldezmon a stady-state ATP-az Vmax-at csokkenti azaltal, hogy az off-state-ben 1év6 aktin miatt
az aktin-S1-ADP-P; nem tudja elengedni a foszfatot. Magas kaldezmon koncentracional mar a
kereszthid kotések is gatlodnak, de az elsddleges inhibicié az izomerizacid gatlasan keresztiil

torténik.

KOVETKEZTETESEK

Az izomkontrakcidt befolyasold molekuldris torténések leirdsara kiilonbozo
modelleket allitottak fol. A hardntcsikolt izom szabdlyozé mechanizmusat két hipotézis irja le.
Az egyik a sztérikus blokkolas modellje. Ennek lényege, hogy a Tm relaxalt allapotban
sztérikusan blokkolja az aktinon a miozin S1 fejek kotésére szolgald, 1-es szubdoménen 1évo
hidrofob/hidrofil régiokat. Ez a modell egyszertien elképzelhetd, és a rontgendiffrakcids és

elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményei alapjan magyarazhato is. De a kinetikai és
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részben a szerkezeti vizsgalatok iS egy masik modellt szintén alatamasztanak. Ez a
kooperativ/allosztérikus modell, mely szerint a vékony filamentum haromféle allapotban lehet:
blokkolt, amikor nem kot Ca2+-0t, ¢s nem kot S1 fejeket sem; zart, amikor Ca®*-ot kot, de még
csak gyengén koti az S1 fejeket; és nyitott, amikor a Ca®" mellett erésen képes kotni a miozin
fejeket. ATP-az aktivitas, illetve erégeneralas csak ebben a stadiumban lehetséges. Lehetséges,
hogy nem a teljes vékony filamentum, csak a tropomiozin keriilhet harom allapotba az aktin
viselkedésének megfeleléen. Bizonyos adatok ugyanis arra engednek kovetkeztetni, hogy a Tn-
komplexnek nincs haromféle allapota, csak kettd, annak megfeleléen, hogy az izom relaxalt vagy
erégenerald allapotban van-e.

Emellett Ggy tlinik, hogy torténik sztérikus gatlas is az aktinon, de nem a Tm, hanem a
TnC-Tnl altal. A Tm a sztérikus gatlas aldl felszabadult aktin molekulat tartja olyan
konformacioban, melyben a molekula konnyebben koti meg a miozin S1 fejeket. Ezt a
mozzanatot erésiti @ TnT is a Tm-en keresztiil, Gigy, hogy fokozza a Tm elmozdulasat, ezaltal
stabilizalja a Tm aktint aktivalo allapotat.

Simaizomban az RLC foszforilacioja altal okozott konformdaciés véltozasok valtjak ki az
erégenerald ATP-4z aktivitdst. Emellett azonban, egyéb fehérjék kozremiikodésével itt is
torténik allosztérikus szabalyozas. Az aktin filamentumnak ebben a szdvetben csak kétféle
allapota lehetséges, egy off-state, melyben az izom relaxal, és egy on-state, melyben az izom
kontrahal. Ennek a két allapotnak az atkapcsoldsaban jatszik fontos szerepet a kaldezmon, mely
szerepet a kompeticios modellel irtak le. A kaldezmon ugyanarra az oldalra kétédve az aktinon,
ahova az S1-ADP-P;-komplex, annak tulajdonképpen kompetitora. Am a kaldezmont koté aktin
1épés megszakad, az izomkontrakcio gatolt.

A simaizom esetében is leirtak egy kooperativ allosztérikus modellt, mely az
aktomiozin kotések erdsségének valtozasara vezeti vissza a kontrakcio-relaxacio szabalyozasat.
A vékony filamentum off-state-jében kialakuldo gyenge keresztkotések nem elegendbek az
aktomiozin ATP-az aktivalasahoz, azaz az izom relaxalt allapotban van. Az on-state-ben 1évé
vékony filamentum azonban a gyenge kotések mellett erds kotéseket is ki tud alakitani, a miozin
S1-ekkel, amely elengedhetetlen feltétele az ATP-az aktivitasnak, ennek eredményeképpen pedig
a kontrakcionak. A kaldezmon bekdtddve az aktinhoz, annak egyensulyi allapotat az off-state
iranyéba tolja el.

A kalponin mint kompetitor a S1-Mg-ADP.P;-komplexszel verseng az aktinon 1év6 erds

koto-helyekért. Bekotddve tehat gatolja az aktomiozin ATP-4z aktivitést.
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Ugy tiinik tehat, hogy a simaizomban a kompeticionak nagyobb szerepe lehet a
szabalyozasban, mint a harantcsikolt izomban. Ha feltessziik, hogy a simaizomban mind a
kalponin mind a kaldezmon a kompeticios modell szerint szabalyoz, meg tudjuk magyarazni a
kétféle izom eltérd ATP-az aktivitdsat. A kompetitor molekuldk altal torténd szabalyozas
tartosabb, hosszabb ideig elnyult hatdsu lehet. Ezt még fokozza a miozin szintén idigényesebb
foszforilacidja (reverzibilis kovalens szabalyozas 1évén). Itt ugyanis nem arrdl van szd, hogy a
kiilsé kornyezet bindris modon hatarozza meg, hogy milyen folyamatsor hajtoédik végre. Bar a
a kontrakciot itt is nagyobb mértékben idézi el8, a Ca®* jel nagyobb koncentracié-intervallumban
mozoghat anélkiil, hogy a torténéseket befolyasolna. Ez arra vezethetd vissza, hogy a kompetitor
molekuldk végil is a véletlen folyaman is képesek bekotddni adott kdtohelyre, tehat bar az
affinitds az egyik molekula irant a Ca?* szint valtozasaval novekedhet, illetve csokkenhet, a
kotédése mind a két molekuldnak lehetséges marad. Igy adott esetben, ha a Ca®" szint
novekedése az S1-ADP-P; —komplexnek a kotédését segiti eld, ez még nem jelenti azt, hogy a
kalponin vagy a kaldezmon egyaltalan nem tud bekdtddni az aktinhoz. Ennek az eloszlasnak
koszonhetden egyes vékony filamentumok aktivaljak az aktomiozin ATP-azt, egyesek éppen
inaktivaljak. Az is lehetséges, hogy a Ca®* szintjének nincs semmilyen befolydsa az aktinnak a
két kompetitorhoz val6 affinitasara, hanem a miozin S1-ek eleve nagyobb affinitassal kotédnek
be. A 1ényeg, hogy emiatt a versengés miatt nem minden aktomiozin ATP-az miikddik egyszerre
a sejtben, és ezért az egész izomszovet ugyanannyi id6 alatt kevesebb ATP-t hasznal, kevésbé
erdteljesen kontrahdl, mint a harantcsikolt izom, ahol a sejtben 1évd aktomiozin ATP-azok kozel
azonos litemben reagalnak a Ca** jel valtozasaira.

A haréantcsikolt izomban tehat a Ca®* szint véltozasa és bekotddése a TnC-hez olyan
konformécio valtozasokat idéz eld, amely csak egyféle lehetdséget enged meg: a kinyilo TnC-
hez a Tnl megfeleld részének bekotdodését, mely elinditja az erégeneralashoz sziikséges
konformacios valtozasokat (a folyamat erdsen kooperativ). De talan még szebben latszik a
relaxacios valtozdsokon a torténések determinicidja: a Ca** elengedésével a TnC N-lebenye
bezarul, a Tnl kapcsolé régioja kilokodik, igy az csak az aktinnal Iétesithet interakciot. A
kalciumion alacsony szintje egyértelmiien meghatdrozza ezeket a torténéseket, eldidézve ezzel a
relaxéciot.

Természetesen a Ca®* jel binaris regulacios szerepe a simaizomban is megtalalhato. Sot,
ez a fontosabb szabalyoz6 mechanizmus. Emellett azonban a kaldezmon és a kalponin nagyban
befolyasolhatja (modulalhatja) a torténéseket, hiszen az RCL foszforilacioja ugyantigy eldsegiti a

két szabalyoz6 fehérje bekotddését, mint az ADP-P;-S1-komplexét. A harantcsikolt izomban
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azonban eddig még nem talaltak a szabalyozas finomhangoldsat végz6 aktin kotd fehérjéket.
Talan azért, mert ezek nem is léteznek. Viszont megjegyzendd, hogy a miozin regulacios konnyii
lanc itt is foszforilalodik, ami nem a kontrakcio bekapcsolodasaért felelds (azt egyértelmiien az
aktin filamentum ,,végzi”’), hanem csak az munkavégzés hatékonysagat modulélja a maximalis
erOgeneralas befolyasolasan keresztiil. Talan ezért is tud a harantcsikolt izom sokkal
hatékonyabban, gyorsabban, azonos idé alatt tobb ATP-t felhasznalva miikodni, melynek
kovetkeztében azonban sokkal hamarabb el is farad.

A kakukktojas azonban a szivizom. A szivizom harantcsikolt izom révén a tropomiozin-
troponin-komplex altal ,binaris jelleforditassal” szabalyozodik, mégis bar sokkal nagyobb
erdkifejtésre képes, mint a simaizom, nem farad el. A nagyobb erdkifejtést a fentiek alapjan lehet
magyarazni, viszont a faradhatatlansagot nem, de talan azt nem is kell. A faradas akkor
jelentkezik, ha a sejtben elfogy az ATP. Szivizomban ez nem torténik meg olyan kdnnyen,
hiszen a szivizom mindent képes oxidalni, legyen az cukor, ketontest, szabad zsirsav, emellett a
tiid6hoz kozeli elhelyezkedése miatt oxigénellatasa is jo. Tehat bar a szivizom sejteknek nem is
lenne idejiik kreatin-foszfat vagy egyéb energiaraktar felhalmozasara, arra azoknak nincs is
sziiksége az allandd bdséges energia és oxigén utanpodtlds miatt. A faradds ebben a szdvetben
nem, vagy csak nagyon extrém €hezés esetében johet létre.

Sok adat azonban itt is a kaldezmon allosztérikus inhibitorként valé miikodését tamasztja
ala®. Ennek alapjan sajnos a font leirtak nem tiinnek valésziniinek. Addig azonban, amig a
kaldezmon szerepe teljes mértékben nem tisztazodik, nem vethetjiik el a fent leirtakat sem
szdzszazalékosan. Azt gondolom, hogy a szabalyozé mechanizmusok illetve a szabalyozd
molekuldk kiilonbozOdségének biztosan van valami koze a kiilonbozé izmok kiilonbozo
miikodéséhez, amit a kiilonbozd izmokra hatd gyogyszerek készitésénél azok hatékonysaganak
¢és szelektivitdsuk fokozédsa érdekében nem hagyhatunk figyelmen kiviil. A fent leirtakat az
irodalmi adatok tehat csak részben tdmasztjdk ala, ezért részben spekulativ munkahipotézisnek
tekinthetd. Remélhetdleg a jovO kisérletei eldontik, hogy mennyi valosagalapja van a haromféle
izom miukodésének a regulaciés mechanizmusok kiilonbozdségén keresztiil torténd, legalabbis

részleges magyarazatanak.

% Alahyan és mtsai, 2006; El-Mezgueldi és mtsai, 1996
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OSSZEFOGLALAS

Gerincesekben a két f6, a harantcsikolt és a simaizom tipus molekularis szabalyozasa
nagymértékben eltér egymdastél. A specidlis harantcsikolt izomnak tekintett szivizom
szabalyozasaban is vannak sajatos elemek. Dolgozatomban bemutatom a kiilonb6z6
izomszovetekben, a kiillonbozo feladatok ellatasahoz evollicidosan kialakult miozin-II
motorfehérjét szabalyozd modokat, illetve az ezekrdl alkotott modelleket, kiilonos tekintettel a
harantcsikolt izomban talalhato troponin-komplex szerepére.

Minden gerinces izomban a f0 regulator fehérjék mellett egyéb proteinek is fontos
szerepet jatszanak az izommiikodés szabalyozasaban. Ilyen példaul a nebulin, amelyrdl kideriilt,
hogy szintén az aktin 1-es szubdoménjéhez kotddve az aktomiozin ATP-4z aktivitdsat gatolj a®’,
A nebulinnak a Tm-mel egyiitt szerepe lehet az aktin-Tm-Tn-komplex allapotainak atvaltasaban
IS, mely az aktint aktivalo, vagy inaktivalo allapotba, ezzel pedig az izmot kontrahald vagy
relaxalt allapotba kapcsolja. Ennek azért is nagy a jelentésége, mert ez a mikodés jol illeszthetd
a kooperativ/allosztérikus modellhez, ahol a vékony filamentum hdrom allapot k6zott valtozva,
harom kiillonb6z6 modon képes viszonyulni a vastag filamentumhoz, szabdlyozva ezzel az
aktomiozin ATP-az aktivitasat.

Harantcsikolt izomban a f6 regulator fehérjék a Tm és a Tn-komplex. A TnC N-
lebenyének Ca?* kotése utan a lebeny kinyilik, a hidrofob zsebek a felszinre keriilnek, igy a
Tnlswitcn képes ide kotédni. Ha a Ca?" disszocial, az N-lebeny bezarodik, a Tnlsyich képtelen
kotddni a hidrofob zsebekhez, igy kénytelen az aktinnal kapcsolatot 1étesiteni. A nyitott allasu
TnC a Tnl-vel egyiitt egy V-alakot formalva szabadda teszi az aktin C-terminalisat, vagyis az S1
fejeket megkotni képes teriiletet. A Tm szerepe kérdéses. Lehetséges, hogy a Tm az aktin
konformacio valtozasat, és ezaltal az S1 kotddéseket segiti eld. Az egyre biztosabbnak tlinik,
hogy a Tm nem sztérikusan blokkolja az aktin S1 ko6td 1-es szubdoménjét, mivel ezt a TnC-I-
komplex teszi.

Ezen kiviil a szabalyozasban fontos szerepe van még a Tnl Tm-et kotd mobilis
doménjének, illetve a TnT-t kotd régionak is. Alapallapotban a Tnl mobilis doménje megkoti a
Tm-et, igy az nem képes elmozdulni az aktin felszinén. Emellett a Tnl a TnT-t is rogziti, ezaltal
még jobban stabilizalva a Tm immobilis helyzetét. Az sTnC N-lebenyének két, a cTnC-nek
elegendd egyetlen Ca®*-ot megkotnie ahhoz, hogy elinduljon a konformacié valtozdsok

kaszkadja. A kalciumion hatasara nyitott allapotba keriild6 TnC N-lebeny képes megkotni a

8 Wang és mtsai, 1995; Chandra és mtsai, 2009
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Tnlswitcnh peptidjét, ezéltal a Tnl olyan konformécié valtozdson megy keresztiil, ami a Tm ¢és a
TnT elengedéséhez vezet. A TnC+I kilendiilésével az aktin S1 fejek kotésére képes allapotat a
Tm elmozdulasa erdsitheti, stabilizalhatja is. A TnT mind a TnC+I, mind a Tm altal kivaltott
folyamatokat erdsiti.

Ezekbdl az adatokbol kitlinik, hogy minden bizonnyal nem a sztérikus blokkolas modell
irja le az in vivo torténéseket. A valdsaghoz sokkal kozelebb all a kooperativ/allosztérikus
modell, bar ezt a modellt is finomitanunk kell még.

Simaizomban a szabalyozast foleg a kalmodulin aktivalta MLCK végzi az RLC
ezaltal az inkabb az aktiv, erdgenerald konformaciot veszi fel. Emellett azonban mas fehérjék is
szerepet jatszanak az izomkontrakcio finomhangolasaban. Mind a kalponin, mind a kaldezmon -
az F-aktinon keresztiil - képes gatolni az aktomiozin ATP-4z aktivitdsat. A két aktin kotd
regulacios fehérje kompeticids gatldsi mechanizmusarol, s a kétféle (sima- és harantcsikolt) izom
miikodési kiilonbségének a reguldcidos mechanizmusok kiillonbségébdl is adodo (legalabbis

részleges) magyarazatarol a Kovetkeztetések fejezetben hipotetikus magyarazatot adtam.

ABSTRACT

In vertebrates, there are two main types of muscle tissues: the striated and the smooth
muscle. They have different regulatory mechanism, with different regulatory proteins. In my
thesis | wrote about these mechanisms and proteins. | emphasize the role of the Tn-complex in
striated muscle.

In every muscle, there are some accessory regulatory proteins besides the main ones. The
nebulin, for example, has an inhibitory role on actomyosin-ATP-ase activity by interacting with
actin at subdomain 1. Moreover nebulin, cooperating with Tm-Tn-complex, might have a role in
switching the thin filament between the three different states (blocked, closed, open).. This
function of nebulin fits well with the cooperative/allosteric model.

In the striated muscle, the main regulatory proteins are the Tm and the Tn-complex.
When the N-lobe of TnC saturates with Ca®", it opens and its hydrophobic pockets get to the
surface of the molecule, so the Tnlswiich can be bind. After dissociation of Ca?*, the N-lobe closes

and the Tnlswiwen IS unable to bind to the hydrophobic pocket, it is forced to interact with actin. In
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the open state of TnC together with Tnl can form a V-shape. In this V-shaped form the TnC+I-
complex does not interact with actin. The actin C-terminal end is free. Subdomain 1 of actin is
able to bind the S1 myosin heads. The role of Tm in this process is ambiguous. Probably the Tm
helps the actin with changing it’s conformation and interacting with myosin S1. It seems more
and more certain that the steric blocking model does not fit reality. It is not the Tm but the
TnC+l-complex that blocks the actin S1 binding site stericaly.

Moreover, the mobile domain and TnT-binding region of Tnl have essential roles in
muscle regulation. In the absence of Ca** the Tnl mobile domain interacts with Tm. Tnl binds
TnT as well. TnT linked with Tm, so these interactions make Tm immobile. The N-lobe of sTnC
needs two Ca** while the N-lobe of cTnC needs one Ca®* to start the cascade of conformational
changes. When the Tnl binds to the N-lobe of TnC the Tnl goes through some conformational
changes. These conformational changes lead to the release of Tm and TnT. The S1 binding state
of actin can be stabilized by the movement of Tm. TnT enhances the TnC+l and Tm induced
actions. These data show that the steric blocking modell is not precise enough. The
cooperative/allosteric modell seems to be the one which describes the in vivo processes more
accurately.

In smooth muscle, the main regulator is the MLCK which is activated by CaM. The
MLCK phosphorylates the RLC whose conformational changes results in activation of the
myosin-11 motor. Besides of these events, there are other proteins which have a role in the
regulation, namely, calponin and the caldesmon. They can inhibit the actomyosin-ATP-ase
activity through F-actin. A speculative conclusion of the mechanical and regulatory differences
between the two kind of muscles (smooth and striated) has been included in the Conclusions
chapter.
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