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1 BEVEZETES

A miozinok nagy és szertedgazo szuperfamilidjaba tartozo aktin alapu motorfehérjék nélkiilézhetetlen
alkotéi a kualénféle celluldris folyamatoknak. Részt vesznek tdbbek kozott a sejtosztdédasban,
sejtmozgdsban, a stressz rostok és a lamellipodium kialakitasaban, citoszkeletalis fehérjék
rogzitésében vagy a vezikularis transzportban.

A miozinok k6z0s tulajdonsdga, hogy aktin filamentumokat kotnek és az ATP hidrolizis kémiai
energidjat felhaszndlva mechanikai er6t képesek generalni. Szerkezetiikre altalanossagban jellemz6 a
harom alegység: (a) az ATP-t hidrolizalé és az aktint ATP-fliggé mddon kété motor domén, (b) a
konnytlancok kotéséért felelGs nyaki régio, valamint (c) a valtozatos megjelenési és funkcidju farok
domén. A motor domén a molekula leginkabb konzervalt része, ez aldl kivételt csak néhany felszini
hurok illetve az esetleges N-termindlis extenzié jelent. A nyaki vagy konny(lanc-kot6 domén ismétl6dé
IQ-szekvencia motivumokat tartalmaz, miozin tipustdl fliggéen 1-7 kozétti szamban, amihez
kalmodulin, vagy kalmodulin-szerl konny(ilancok kétédnek (1). A farok domén mind hosszat, mind

szekvencidjat tekintve igencsak eltéré a kiilonb6z6 miozincsaladok esetén.

1.1 Konvencionalis miozinok

A konvencionalis miozinok hexamer felépités(i fehérjék. A motor domént és a nyaki régiét is magdba
foglalé két identikus nehézldnc farok doménje egymadsba csavarodva ugynevezett coiled-coil
szerkezetet alkot, |étrehozva ezaltal a miozin dimert. A nyaki régidkhoz két-két kis moélsulyd konnyd
lanc kapcsolddik: a szabalyozasért felelGs, ~20 kDa-os regulatérikus konnyf(ilanc (RLC), illetve a nehéz
lanc stabilizalasaban szerepet jatszo, egyel6re még kevéssé ismert funkcidju, ~17 kDa-os esszencialis
konnytlanc (ELC).

A kinetikai vizsgalatokhoz elsGsorban a funkcionalisan aktiv, de amellett oldhaté fragmentumot:
az ugynevezett nehéz meromiozint (HMM) alkalmazzdk, amely a két motor domént tartalmazza egy
rovid coiled-coil szakasszal Osszekapcsolva, valamint a konnydlancokat. Kisérleteinkben, a
konvenciondlis miozinok koézil, teljes hosszlUsagu vazizom miozint (skMyo2) és HMM-t (skHMM),

illetve rekombinans nem-izom miozin 2A és 2B HMM-t (nmHMM2A, nmHMMZ2B) hasznaltunk.

1.2 Nem-izom miozin 2 izoformak

A nem-izom miozin 2 (nmMyo2) az allati sejtek egyik legfontosabb alkotdja, az aktin citoszkeleton
atrendezédésében kulcsszerepet jatszd, a sejtek minden életszakaszdban meghatarozd jelentdséggel
biré6 motorfehérje. Gerincesekben hdrom izoformdja ismert, dgymint nmMyo2A, nmMyo2B és

nmMyo2C, amelyek kiilonb6z6 génekrdl irédnak at (2, 3), ezek kozil a nmMyo2A vagy a nmMyo2B



hidnya sulyos fejl6dési rendellenességhez és embrionalis letalitashoz vezet (4). Jéllehet az egyes
izoformak nagyfoku szekvencia homoldgiat mutatnak és bizonyos koriilmények kdzott képesek atvenni
egymas funkcidjat, a vitalis folyamatokban betoltott szereplik, valamint a sejten belili lokalizaciéjuk

kiilonbozik egymastdl, amihez eltérd kinetikai tulajdonsagok is tarsulnak. A nmMyo2A és nmMyo2B
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fordulnak el6 az izoformdk: vérlemezkékben vagy a lépben kizardlag nmMyo2A, mig példaul

idegszovetben tulnyomoérészt nmMyo2B talalhaté (6, 7).

1.3 A miozin ATPaz ciklus

A miozinok kdzos tulajdonsdga, hogy katalizaljdk az ATP hidrolizisét és az igy felszabaduld energiat
mechanikai munka végzésére forditjdk. Az ATP hidrolizis, az aktin kotés és az er6 generdlas tobb
kinetikai lépésen keresztiil valosul meg, amelyek sebességi dllanddi jelentSs eltérést mutatnak az egyes
miozinok kdzott.

Aktin kot6dése a miozinhoz nagysagrendekkel megndveli az ATPaz ciklus reakcidsebességét.
ATP hidnydban az aktin és a miozin szoros komplexet alkot (ez az ugynevezett rigor allapot). ATP
kot6dése lecsokkenti a miozin affinitdsat az aktinhoz, a fehérjék disszociallnak és a miozin fej
konformacio véltozassal az aktin filamentumra meréleges allapotba keril (pre-powerstroke). Az ATP
hidrolizise Ujra lehet6vé teszi az aktin kot6dését, ami aztan egy alternativ kinetikai utat biztosit a
hidrolizis termékeinek kibocsatasara, fokozva ezaltal a miozin ATPaz aktivitasat. A P; kibocsatassal
egyid6ben az eddig gyengén keresztkotott aktin er6sen keresztkotott dllapotba kerll a miozinnal és
megtorténik az er6 generalds (power stroke): a miozin fej konformacié valtozasa elmozditja a hozza
kapcsoldédd aktin filamentumot. Véglil az ADP kibocsatasaval az aktin-miozin komplex Ujra rigor

allapotba kertil és felszabadul az ATP-kotd zseb (8, 9).

1.4 Foszforilacio és defoszforilacio

A miozinok megfelel6 mikodését az él6 sejtben szamos szabdlyozasi folyamat teszi lehetévé. A
jelent6sége. Ezen miozinok ATP hidrolizald aktivitdasat els6sorban a regulatérikus konnydlanc Ser19
aminosavanak foszforilacidja szabalyozza, ami konformacié valtozast indukal a kénnyllancon és a
konverter doménen, megndvelve ezaltal a miozin aktin-aktivalt Mg**ATP4az aktivitasat és elGsegiti a
miozin filamentumok kialakuldsat (10, 11). Az aktivalasért tobb kindz enzim is felel6s, amelyek koziil az

egyik legfontosabb a Ca?*- és kalmodulin-fiiggd miozin kénny(ildnc kindz (MLCK) (11).



A foszforildciéhoz hasonléan, a vele ellentétes hatdsu defoszforilacié ugyanannyira esszencialis
a sejt megfelel6 mikodéséhez. A foszforildlt Ser és Thr aminosavakat defoszforildlé protein foszfataz
enzimkomplexeket két tipusba, Ugymint: PP1 és PP2 lehet sorolni a termostabil foszfatdz inhibitorral
szembeni érzékenységik alapjan (12). A miozin foszfatdz (MLCP) heterotrimer holoenzim a miozin
regulatérikus konnyllanc defoszforildlasat végzi, szerepe esszencidlis példdul a simaizmok
os 1-es tipusu katalitikus alegységbdél (PP1c), a 110 kDa-os nagy célzo alegységbdél (MYPT1) és egy 20

kDa-os esszencialis alegységhbdl (M20) épdil fel.

1.5 GFP-jelolt miozinok

A kilonboz6 fehérjék in vivo sejten bellli elhelyezkedését gyakran vizsgdljak fluoreszcens fehérjékkel
fuzionalt konstrukcidk bejuttatdsaval. Ezeknek a vizsgalatoknak a feltétele, hogy a fluoreszcens, flzids
fehérje élettani tulajdonsagaiban megegyezzen a nativ analdgjaval. Miozinok in vivo nyomkovetésére
alkalmazhatnak GFP-vel (vagy rokon fehérjékkel) fuzionalt nehézlancot (15), de elterjedt a konny(ilanc
jelolése az N- vagy a C-termindlisokon. Mivel a kdnny(lanc univerzalis a Myo2 csalddban, a konny(lanc
jelolésének az elénye, hogy kilonb6z6 nehézlancokat illetve azok mutdcidit is jeldlni lehet egyetlen
fluoreszcens konstrukciéval. Bakulovirus expressziés rendszerben pedig a miozin nehéz lanc
koexpresszalhatd és kopurifikdlhaté a kilonb6z6 konnylilancokkal. Nem-izom miozin 2 vizsgalata
esetén a sejtekbe bejuttatott GFP-fuzids RLC tranziensen expresszalddik és kicserélve az endogén RLC-t
kovethet6vé valik a miozinok lokalizacidja vagy mozgdsa (16—19). Kimutattak, hogy a C-terminalis GFP-
jelolt RLC képes in vivo foszforildlddni, foszforilacié hatasara aktivalddni és beépllni a miozinokba (17).
Nem vizsgaltak viszont, jollehet alkalmaztak (18), az N-terminalis GFP-fuziés RLC-t tartalmazé miozinok
kinetikai tulajdonsagait. Munkankban tobbek kdzo6tt arra voltunk kivancsiak, vajon a 28 kDa-os GFP,
fuzionalva a 20 kDa-os regulatérikus konny(lanc N-terminalisara, befolydsolja-e a nem-izom miozin 2

normalis m(ikodését és regulaciojat.

1.6 Nem-konvencionalis miozin 16

A nem-konvenciondlis miozin 16 (Myol6) fehérje tobb szempontbdl is az érdeklédéslink
kozéppontjaba kerilt. Egyrészt azon kevés miozinok egyike, amelyik a sejtmagban is megtalalhato,
ezért feltételezziik, hogy a sejtmag aktin hdldzatdnak dinamikus atrendezésében, esetleg nukledris
transzportfolyamatokban jatszhat szerepet. Masfel6l a Myo16 fehérjék N-terminalis része nagyfoku
homoldgiat mutat a MYPT1 szerkezetével, ezért valdszinlsithet6 a részvétele a defoszforilacids

szabalyoz6 folyamatokban.



1.7 Miozin 16b szerkezete

A Myo16 pre-motor doménje eltér minden korabban leirt miozinban megtaldlhaté doméntél, ugyanis
nyolc nagymértékben konzervalt ismétl6d6 szekvencia elemet, Ugynevezett ankyrin ismétlédéseket
tartalmaz. Kozvetlenll megel6zve az ankyrin ismétlédéseket egy négy aminosavbdl allé KVxF motivum
taldlhatd, ami a protein foszfatdz 1 katalitikus alegységének (PP1c) a kanonikus kdt&helye.

A motor domén hasonlé a tobbi ismert miozinhoz, tartalmazza az ATP- és az aktin-koté helyeket.
A rovid nyaki régié egyetlen IQ motivumot tartalmaz, ami — mas miozinok esetén — altaldban
kalmodulin kotésére szolgald hely (1), de jelenleg nem all rendelkézésiinkre informacié arrdl, hogy mi
lehet a Myol6 konny(ilanca, pedig ennek az ismerete a szabdlyozas megértése szempontjabdl
elengedhetetlen lenne. A Myo16-nak két splicing variansa ismert: a rovidebb, farok nélkili miozin 16a
(Myo16a) és a teljes hosszlisagu miozin 16b (Myo16b) izoforma. A Myo16b farok doménje tartalmaz
egy hosszabb prolin-gazdag régiét, ami feltételezhet6en a profilin aktin-két6 fehérje rogzitésére
szolgal. Bioinformatikai analizis alatdmasztotta, hogy nagy valdszinliséggel a teljes farok domén

rendezetlen szerkezet( (IUPRED, (20)).
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Miozin 16b sematikus szerkezeti képe az aminosav poziciokkal.

1.8 Miozin 16b feltételezett funkcioi

Egyel6re kevés informacidval rendelkeziink arrél, hogy a kdzelmultban felfedezett Myo16, egyedi
szerkezeti elemei révén, milyen élettani folyamatokban jatszhat szerepet. A Myo16 a torzsfejlédés
soran az eml@sokben jelent meg, ott is viszonylag késén (21), ez is valdszinUsiti, hogy szerepe inkabb
specialis funkcidk ellatasara alakult ki.

A predominans Myo1l6b izoforma legnagyobb mennyiségben az agyban és néhany periférids
idegszovetben expresszaldodik, azon belll is elsGsorban az idegrendszer érési idG6szakaban.
Patkanyoknal ez az utolsé embrionalis és 1-2. posztnatalis hetekre esik, ami a neurondlis migracid, az

axonok hosszabbodasanak és a dendritek elaboracidjanak az idészaka (22).



A sejtmag kiilonboz6 alkotdelemeit vizsgdlva, a Myo16b kolokalizaciét mutatott a proliferdlé sejt
nukledris antigénnel (PCNA) és a ciklin A-val. Amennyiben a Myol6b-t tulexpresszaljak: a sejtek
nagyobb része marad S-fazisban és késik a G2 fazisba torténé atmenet (23). Ezek alapjan
valészinlsithetd, hogy a Myol6b-nek jelentés szerepe lehet a sejtproliferacidban és a sejtciklus
szabdlyozasaban. A Myol6b kolokalizaciét mutatott a profilinnel is, s6t valdszinlsithets, hogy a
Myo16b farok domén a profilinen keresztll képes kétédni az aktinhoz. Feltételezhetd, hogy a Myol6b
egyik lehetséges funkcidja az aktin polimerizacids dinamikajanak szabdlyozasa a profilin kotésén
keresztdil.

Egyre tobb adat tdmasztja ald azt a feltételezést, hogy a Myol6b fontos szerepet jatszhat az
idegsejtek fejlédési szakdban. A Myo16b a farok doménjén taladlhatod két Tyr foszforilaciéjat kbvetben
adaptor fehérjékhez kapcsolddva szabdlyozza a PI3K jeladtviteli utat, egylttesen aktivalva a WAVE-
komplexet, ami az aktin citoszkeletalis halozat atrendez6déséhez vezet, elsGsorban az Arp2/3-fliggb
aktin polimerizacié révén (24). A PI3K jelatviteli ut alapvet6 fontossagu az idegrendszer megfelelé
m(ikodéséhez, zavara szamos neuroldgiai és pszichiatriai korkép hatterében fellelheté (25). Genetikai

vizsgalatok szignifikans dsszefliggést mutattak ki a Myo16 gén variacidja és a skizofrénia kozott (26),

sz

1.9 Miozin 16b homoldgia a MYPT1-gyel

A Myol6 osztalyba tartozd fehérjék N-terminalis pre-motor extenzidja (My16Ank) szamos, mas
miozinnadl nem taldlhatéd szekvenciaelemet tartalmaz: miozin foszfatdz N-termindlis elemet
(MyPhoNE), KVxF konszenzus motivumot, nyolc ankyrin ismétlédést, valamint egy PKC foszforilacios
helyet. Az ankyrin ismétl6dések alapegysége az él6vilaghan el6forduld egyik leggyakoribb fehérje
szekvencia motivum, ami klaszterekbe szervez6dve fordul el8. A {6 funkcidja ennek a tandemszerlen
ismétlédé konzervalt motivumnak a fehérje-fehérje interakciok elésegitése (28, 29).

Jéllehet a My16Ank domén mas miozinokkal nem, viszont a miozin foszfatdz holoenzim célzé
alegységével (MYPT1) nagyfoku hasonldsagot mutat. /n vivo koimmuno-precipitaciéval korabban mar
kimutattak, hogy a Myo16b két6dik a miozin foszfatdz katalitikus alegységeihez: a PP1ca és PP1cy-hoz.

Feltételezések szerint a Myo16b szallithatja a PP1c alegységeket a sejtmagba (22).



2 KERDESFELVETES

Munkank soran a kiilonb6z6 csalddba tartozd miozinok foszforilacids/defoszforilacios szabalyozasi

folyamatainak néhany fontos aspektusat tanulmanyoztuk.

Els6ként a nem-izom Myo2-t vizsgaltuk Ugy, hogy a szabalyozasért felelGs regulatérikus konny(lancot

GFP-vel fazionaltuk az N-terminadlison. Azt szerettiik volna megérteni, hogy:
e hogyan befolydsolja a GFP-RLC a miozin motor funkcidjat;

e megfelel6 szubsztrat-e a GFP-RLC a foszforilacidért elsésorban felel6s MLCK-nak.

Kutatdsainkban a nem-konvenciondlis Myo16 bioldgiai funkcidjat is vizsgdltuk, abbdl a szempontbdl,
hogy az N-terminalis ankyrin domén (My16Ank) hogyan vesz részt a szabalyozasi folyamatokban. A

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:
e hogyan vesz részt a My16Ank a miozin motor funkcié szabalyozasaban?
o koti-e kozvetleniil a My16Ank a miozint illetve az aktint?
e milyen a Myl6Ank interakcidja a PP1c izoformaival?

e hogyan befolydsolja a My16Ank a PP1c defoszforilacids aktivitasat?



3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 NmMHMM2A expresszidja és tisztitasa bakulovirus/Sf9 rendszerben

A GFP-fizids RLC-t tartalmazé nem-izom miozin HMM2A-t (GFP-nmHMM2A) bakulovirus/Sf9
expresszids rendszerben allitottuk el6 (30). Az egyszerl és hatékony tisztitas érdekében a HMM2A
nehézlanc C-termindlisa Flag epitdpot tartalmazott. A kdnnydlancokat is tartalmazé6 HMM2A-t Flag
affinitds kromatografia segitségével valasztottuk el a tobbi fehérjétél, majd MonoQ-Sepharose

ioncseréld kromatografidval koncentraltuk, FPLC segitségével.

3.2 Myl6Ank expresszidja és tisztitasa E. coli rendszerben

GST-(TEV)-My16Ank fuzids fehérjét ER25.66 E. coli kompetens sejtekben expresszaltuk. A sejt-
lizdtumbdl GSH affinitds kromatografidval tisztitottuk a fehérjét, majd TEV protedz segitségével
eltdvolitottuk a GST-taget. A GST-tagrdl levagott Myl6Ank-t Q-sepharose anioncserélé kromato-

grafidval valasztottuk el a GST-t6l és a TEV protedztdl.

3.3 Steady-state ATPaz esszé

A miozinok steady-state ATP4z aktivitdsdt NADH-csatolt esszével mértiik valtozd szubsztrat
koncentraciék mellett, alacsony ionerejd pufferben, 22 °C-on (31). Nem-izom miozin aktivaldsdhoz a
RLC-t foszforildlni kellett 10 nM MLCK-val, 0,1 uM kalmodulin, 0,2 mM CaCl, és 0,2 mM ATP
jelenlétében (32). A foszforilacié vagy a mérés kezdete eldtt tortént (15 perc preinkubacio, RT) vagy a
mérés kezdete utan kovetlenil a kiivettaban. A mérési adatok gytjtése Beckman, Jasco, illetve Cary
4000 UV-Vis spektrofotométerekkel tortént. Az adott szubsztrdt koncentriciéhoz tartozé
reakcidsebesség értékekre illesztett Michaelis—-Menten egyenlet megadta a maximalis
reakciosebességet (Vmax) és a félmaximalis reakcidsebességhez tartozd szubsztrat koncentracio, vagyis

a Katpase konstans értékét (33).

3.4 Foszforilacids esszé

A vad tipusu, illetve GFP-jelolt nmHMM2A RLC foszforilaciéjanak id6fiiggését kilonbozé MLCK
koncentracidékon végeztiik, 25 °C-on. A reakcid MLCK hozzaadasaval torténé inditdsa utan kilonb6z6
id6pontokban a fehérjéket jéghideg acetonnal kicsapatva haladéktalanul megallitottuk a reakciot. A
foszforilalt és foszforildlatlan RLC elektroforézissel elvdlaszthatéd egymdstdl 40% glicerint tartalmazé

10%-o0s poliakrilamid gélen (34).



Az RLC foszforilacid id6beliségét hasonld reakcid korilmények kdzott vizsgaltuk 0,2 mM radioaktivan
jelolt [y-*?P]ATP felhasznaldsaval (35). A reakcid HMM hozzaadaséaval indult, majd kilénbdz6
id6pontokban mintat vettiink, amit szlr6papirra cseppentettiink. A szlrépapirt 5% triklor-ecetsavat
és 2% natrium-pirofoszfatot tartalmazé oldatba meritve precipitaltuk a fehérjéket a membranra,
megallitva az enzimatikus reakciot. A szlir6papirokat szaritas utdn szcintillacids folyadékba helyeztiik

és a minta aktivitasat Beckman LS6500 szcintillacids szamlaloval mértiik.

3.5 Invitro motilitasi préba

In vitro motilitasi proba sordn a felszinhez rogzitett miozin fejek aktin mozgatd képességét vizsgdltuk
(36—38). Az esszé soran nitrocelluldzzal boritott folyadékcelldba eldszér 0,1-0,2 mg/ml miozint, majd
20 nM TRITC-jelolt, falloidinnal stabilizalt F-aktint juttattunk. Végil a folyadékcellat nagy viszkozitasu,
anti-photobleaching hatasu GOC-oldattal 6blitettiik 4t. Nem-izom miozin motilitdst ATP jelenlétében
is csak abban az esetben figyelhettliink meg, ha az RLC-t foszforildltuk 0,2 mM CacCl,, 0,1 uM kalmodulin
és 28 nM MLCK-t tartalmazé GOC oldattal. Video felvételeket Zeiss Axioplan mikroszkdppal

készitettiink.

3.6 Koszedimentacios esszé

Aktin-My16Ank  koszedimentdcids esszében  F-aktint inkubaltunk  kilonb6z6  Myl6Ank
koncentracidkkal, skHMM jelenlétében vagy anélkiil, majd a mintdkat ultracentrifugaltuk. SkMyo2—
My16Ank koszedimentacids esszében a teljes hosszusagu vazizom miozint (skMyo2) alacsony ionerejd
pufferben dializaltuk, valtozéo My16Ank koncentracié mellett. Alacsony ionerd mellett a miozin coiled-

« sy

ultracentrifugalassal valasztottuk el.

3.7 Steady-state anizotrdpia

Fluoreszcencia anizotrdopia méréseket Horiba Jobin-Yvon fluoriméteren végeztiik. Az aktin—-My16Ank
kotési kisérletekben IAEDANS-jel6lt monomer G-aktint vagy IAF-jelolt filamentdlis F-aktinhoz

kevertiink kilonb6z6 koncentracidju My16Ank-t. Az anizotrépiat 20 °C-on mértiik.
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3.8 Feliileti plazmon rezonancia

Fellleti plazmon rezonancia segitségével vizsgaltuk a My16Ank interakciéjat skHMM illetve PP1c
izoformakkal. A méréseket Biacore-3000 késziiléken végeztik (Biacore AB, Sweden). Myl6Ank-t
kovalens amin-csatolassal rogzitettik a szenzorchip felszinére, a GST-My1l6Ank pedig a felszinre
el6z6leg kovalensen rogzitett anti-GST antitestekhez kot6dott. Az egyik interakcidés partner
immobilizdldasa utdan a masik partner fehérjét (PP1ca, PP1cS, illetve skHMM) a mozgd fazisban

aramoltattuk a felszinek felett és detektdltuk a rezonancia szignalt az id6 fliggvényében.

3.9 Foszfataz aktivitas mérés

A PP1c izoformék enzimatikus aktivitdsat 1 uM radioaktiv [y-2P]ATP-vel foszforilalt simaizom miozin
regulatdrikus kénnydlanc (32P-RLC) defoszforildldsan keresztiil vizsgaltuk (39). A PP1c el6zetesen 10
percig preinkubalddott kdl6nb6z6 koncentracidju My16Ank jelenlétében, majd a reakcid a szubsztrat
hozzdaddsaval indult. A defoszforilacids reakcidt 200-200 pl 6%-0s BSA és 20%-os TCA hozzdadasaval
terminaltuk. A precipitalédott fehérjék centrifugdldsa utan a feliiliszéban taldlhaté szabad 32P;
aktivitasat szcintillacids szamldaléval (Perkin) mértik. A kisérletekhez rekombinans PP1ca-t, PP1c6-t,

valamint szovetbdl izolalt nativ PP1c-t hasznaltunk.

3.10 Statisztikai modszerek

Kis elemszamu mintdk esetén (pl. az ATPAaz aktivitds Vimax €s Katrase értéke) a vad-tipusd mintatdl valo
eltérés szignifikancidjat kétmintas Student t-prébaval hataroztuk meg (40). Normal eloszlasu, ismert
varianciaju, figgetlen mintak (pl. in vitro motilitasi proba sebesség értékei) 6sszehasonlitasakor két-
mintds z-prébaval dolgoztunk. A kinetikai folyamatok 6sszehasonlitasat Khi-négyzet prébaval végeztik
A szamitott paramétereket a szignifikancia tablazat szabadsdgi fokoknak megfelel6 értékével

hasonlitottuk 6ssze (41).
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4 EREDMENYEK

4.1 GFP-RLC csokkenti a HMM ATPaz aktivitast

A GFP-RLC hatdsit a miozin enzimatikus aktivitdsara steady-state Mg2*ATPaz aktivitds mérésen
keresztilil vizsgaltuk, emelkedd aktin koncentracié fliggvényében. A konvenciondlis miozinok k&zos
tulajdonsaga, hogy ATPAz aktivitasuk aktin jelenlétében jelentésen emelkedik. A simaizom és a nem-
izom Myo2 esetén ezenkivil az RLC foszforildldsa is elengedhetetlen az aktivalashoz (42).
Foszforilalatlan allapotban a GFP-nmHMM2A bazalis (aktin nélkil mért) aktivitdsa megegyezett a
kontroll WT-nmHMM2A aktivitasaval: ~0,03 + 0,01 s™*. MLCK-val vald foszforildlds utan az ATPaz
aktivitas jelentésen megemelkedett és az aktin koncentracid fuggvényében Vima = 0,20 + 0,02 s (atlag
+ SE, n=9 fliggetlen mérési sorozat eredménye alapjan) maximalis reakcidsebességet ért el. Ez @ Vimax
érték azonban Iényegesen elmaradt a WT-nmHMM2A esetében mért és korabban kozolt (43) értéktdl,
ami a jelen mérési sorozatban 0,39 + 0,02 s'-nak adddott (dtlag + SE, n=8). Az eltérés szignifikans:
kétmintds t-prébaval p << 0,001. A reakcidok Kares, értékében, ami a félmaximalis reakcidsebesség
eléréséhez sziikséges szubsztrat koncentraciot — leegyszerdsitve az enzim és a szubsztrat egymashoz
vald affinitdsat — jelenti, nem mutatkozott szignifikans eltérés: a GFP-nmHMM2A Karps, értéke 9,53 +

1,37 uM mig a kontroll érték 7,97 + 0,84 uM-nak adddott (kétmintas t-prébaval p > 0,1).

4.2 GFP-RLC lassabban foszforilalodik

A kovetkez6kben azt vizsgdltuk, hogy vajon a RLC foszforilacidja, amit fizioldgias koriilmények kozott a
miozin kénnydlanc kindz (MLCK) végez, megvialtozik-e a GFP-fuzié hatadsara. A foszforilacié mértékét,
és sebességét kiilonboz6 modszerekkel vizsgdltuk, 6sszehasonlitva a kontrollként alkalmazott WT-RLC-
vel. Az eredmények azt mutattak, hogy a GFP-RLC teljes mértékben képes foszforildlédni, de lassabb
kinetikaval, mint a WT-RLC.

Afoszforilacié kinetikajat radioaktiv [y-3?P]ATP beépiilésén keresztiil vizsgaltuk, kilénbdzé HMM
szubsztrat koncentrdciék mellett. Az eredmények nem mutattak jelent6s kilonbséget a Vmax
értékekben (20,6 + 0,3 st a vad tipus, 18,4 + 1,9 s* a GFP-RLC esetén), viszont a Ku értéke kis
mértékben névekedett a GFP-RLC foszforildldsa esetén a WT-RLC-hez képest (2,1 £ 0,2 uM a WT-RLC,
3,6 £ 0,6 uM a GFP-RLC esetén). Ez a kiilonbség a Khi-négyzet prébat elvégezve azonban nem bizonyult
szignifikdnsnak (x%(60) = 18,96; p > 0,05). Azt viszont tlkrozik az eredmények, hogy alacsony HMM
koncentracid estén a GFP-RLC-t tartalmazé nmHMMZ2A lassabban foszforildlodik, mint a WT-

nmHMM2A.
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4.3 In vitro motilitasi proba GFP-jelolt HMM2A-val

A miozin motor funkciérdl fontos informacidkkal szolgal a motor fehérjéket egyedi molekula szintjén
vizsgald in vitro motilitasi proba. A felszinhez kététt nem-izom miozin fehérjék csak akkor képesek a
fluoreszcensen jel6lt aktin filamentumokat transzlokalni, ha az RLC foszforilalddik a Ser19 aminosavon.
ATP jelenlétében, de MLCK kezelés nélkil nem volt megfigyelheté motilitds sem a WT-nmHMMZ2A,
sem a GFP-nmHMM2A esetén. Foszforildciot kovetben az aktin filamentumok elmozdultak a felszinre
rogzitett miozin fejek mentén 0,35 + 0,06 um/s sebességgel a WT-nmHMM2A (n=79 egyedi filamen-
tum mozgasat analizélva) és 0,29 * 0,05 um/s a GFP-nmHMMZ2A (n=155) esetén. Habar a kiilonbség

kicsi, mégis szignifikansnak bizonyult a két mintds z-prébaval kiértékelve (p < 0,01).

4.4 Myl6Ank fokozza a vazizom miozin ATPaz aktivitasat

A nem-konvencionalis Myo16 funkcidja még kevéssé ismert. Azt azonban az eddigi vizsgalatok is
valészinUsitik, hogy fontos szerepe lehet a foszforilacids szabdlyozasi folyamatokban, els6sorban a N-
terminalis ankyrin domén (My16Ank) révén. Vizsgalataink targya a rekombinans, izolalt My16Ank,
amely azonban nemcsak a foszforilacid/defoszforilacié folyamataban vesz részt, hanem, ahogy nem
vart eredményeink mutattak, a miozin motor funkcid szabalyozdsdban is.

Jéllehet, a My16Ank szerepe a Myo16 fiziolégids m(ikddése soran nem volt teljes koérlen ismert,
a motor doménhez vald fizikai kozelsége okan feltételeztiik, hogy szerepe lehet a motor funkcid
szabalyozasaban. Mivel a Myo16 motor domén nem allt rendelkezésiinkre, ezért modell rendszerként
vazizom miozin HMM (skHMM), valamint nem-izom miozin 2B HMM (nmHMM2B) fragmentumokat
hasznaltunk. A vazizom miozin motor domén ~52%-os homolégiat mutat a Myo1l6 motor doménnel,
az aktin- és az ATP-kot6 domén pedig nagy mértékben konzervalt.

Méréseink sordan a skHMM bazalis aktivitdsa az irodalmi adatoknak megfelel6en, My16Ank
maximalisan 13 uM My16Ank hozzaaddasara sem.

Mivel a miozinok legfontosabb partner fehérjéje a filamentalis aktin (F-aktin), amelynek
kotédése nagymértékben fokozza a miozinok ATPaz aktivitasat, megvizsgaltuk a My16Ank hatasat a
skHMM aktin-aktivalt Mg*ATPaz aktivitdsdra. A steady-state Mg2*ATP&z reakcié maximalis reakcio-
sebessége My16Ank nélkiil Vimax = 0,41 s*-nak adddott, ez megfelel a standard relaxalé kérilmények
kozétt, Ca**-mentes kdrnyezetben mért értéknek (45). Ugyanakkor a Mg*ATPaz akivitds 15 puM
My16Ank hozzdaddsara 0,66 s~*-ra ndvekedett, mikézben a hozzatartozé Michaelis konstans (Katpase)

értéke 5,1 + 0,7 uM-rél 7,1 £ 0,4 uM-ra nét.
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4.5 Myl6Ank hatasa a foszforilacio regulalt nmHMM2B ATPaz aktivitasara

A vazizom miozin motor doménnel végzett mérések utan elvégeztiik a kisérleteket nem-izom miozin
2B fragmentummal (nmHMM2B) is. Valasztasunk azért esett erre a miozin tipusra, mert aktivalasahoz
nem elég az aktin jelenléte, hanem (akdrcsak a nmHMM2A esetén) a regulatdrikus konny(lanc (RLC)
foszforilacidja is sziikséges (11). Masfel6l, a nmHMM2A a Myo16-hoz hasonldan szintén elsésorban
idegszovetben fordul eld.

Megfigyeléseink szerint a My16Ank jelenléte nem befolyasolta a foszforilalatlan nmHMM?2B
aktivitdsat, a bazadlis aktivitdasban nem mutatkozott eltérés. A Myl6Ank nem zavarta meg a
foszforilacids folyamatot: MLCK, Ca%* és kalmodulin hozzdadasara az RLC foszforildlédott és az ATPaz
aktivitds jelent6sen megndtt, mégpedig a My16Ank koncentracidjanak fliggvényében.

Ezt kbvetben, a Vmax €s a Katps; meghatdrozasa céljabdl, kiilonb6z6 aktin koncentraciok mellett
végeztik el a méréseket. Eredményeink azt mutattdk, hogy az alapesetben mért — és az irodalmi
adatokkal megegyezd (31) — 0,17 st aktivitds My16Ank hozzaadasara jelentésen, Vimax = 0,22 s7t-re
novekedett. Ezzel szemben a Karps; érték nem valtozott meg szignifikdnsan. A My16Ank hatdasat illetéen
a nem-izom miozinnal végzett mérések hasonlé eredményre vezettek, mint a vazizom miozinnal

tapasztalt megfigyelések.

4.6 Myl6Ank koti a vazizom miozint

A My16Ank hatdsa a miozin motor domén ATPaz aktivitasara csak ugy valésulhat meg, ha a My16Ank
kolcsonhatdsba keriil vagy a miozinnal, vagy az aktinnal, esetleg mindkettGvel egyszerre. Ezek a
kolcsonhatdsok kot6désen keresztiil johetnek létre. Els6ként a My16Ank és a teljes hosszusagu
vazizom miozin (skMyo2) kolcsdnhatasat vizsgaltuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a My16Ank
koszedimentalédott a skMyo2-vel, mig Ghmagaban oldatban maradt, igazolva, hogy a My16Ank képes
kotédni a teljes hosszusagu skMyo2 molekuldhoz, korilbelil 1:1 sztéchiometriai aranynal telitve azt.
A disszociacids egyensulyi dllandé (Kp) értéke 3,01 + 0,20 uM-nak adédott.

A kovetkez6kben fellleti plazmon rezonancia médszert alkalmazva vizsgaltuk, hogy a My16Ank
a teljes hosszusagu miozin melyik részéhez kotddve fejti ki hatdsat. Ehhez a vazizom miozin HMM
fragmentumat hasznaltuk. A My16Ank domén és a skHMM disszociacids egyensulyi allanddja (Kp),
2,4 £ 1,4 uM-nak adddott. Ez az eredmény jol egyezik a kordbbi méréseknél kapott értékkel, amit a
My16Ank és a skMyo2 koszedimentacidja alapjan mértiink.

Megfigyeléseink alapjan arra kovetkeztettlink, hogy a My16Ank képes kot6dni a vazizom
miozinhoz. Mivel a kot6dést a HMM fragmentumnal is tapasztaltuk, feltételezhetjik, hogy a My16Ank
kotShelye a miozin motor doménen vagy a regulatorikus és esszencialis konny(lancot tartalmazé nyaki

régidban talalhato.
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4.7 Myl6Ank nem koéti az aktint

Mivel a miozin 16 N-termindlis extenzidja befolydsolja mind a vazizom, mind a nmHMMZ2B aktin-
aktivalt ATPaz aktivitasat, felveti annak a lehetGségét, hogy a Myl6Ank kozvetlendl is képes lehet
aktint kotni. Elsé kisérletlinkben koszedimentacids esszé segitségével vizsgaltuk a My16Ank és az F-
aktin kolcsonhatdsat, de a Myl16Ank nem koszedimentdlddik F-aktinnal, valdszinUsithet6en nem
kotédik hozza.

Ezt a megfigyelést steady-state fluoreszcencia anizotrépia mérések segitségével ellendriztik,
valamint az is vizsgaltuk, hogy a filamentdzus aktin helyett a My16Ank esetleg kotheti-e a monomer
aktint. Eredményeink azt mutattak, hogy mind az IAF-jeldlt F-aktin, mind az IAEDANS-jeldlt G-aktin
anizotrépidja valtozatlan maradt a névekvé Myl6Ank hozzdaddsa esetén, meger@sitve a korabbi

megfigyeléseket, hogy a My16Ank kozvetleniil nem kotédik aktinhoz.

4.8 Myl6Ank erdsen koti a PP1c izoformakat

Kordbbi vizsgdlatok kimutattak, hogy a posztnatalis patkdny kisagy lizatumban taldlhaté Myol6
koimmunprecipitalddik a protein foszfataz katalitikus alegységeivel: a PP1ca és PP1cy izoformakkal (de
nem a PP1cdé-val) (22). A kélcsbnhatas ténye 6nmagaban nem volt meglepé annak tikrében, hogy a
Myo16 N-terminalis régidja, az ankyrin domén (My16Ank) fehérje szekvencidja homoldgiat mutat a
protein foszfataz 1 regulatérikus alegységével (MYPT1).

Hogy meghatdrozhassuk a My16Ank szerepét a foszfataz komplex aktivalasaban, in vitro
korilmények kozott vizsgaltuk a My16Ank és a kiilonb6z6 PP1cizoformak kdlcsdnhatdsat. A méréseket
fellleti plazmon rezonancia mddszerrel végeztiik. Kilonb6z6 koncentraciéju (0,5-5 uM) tisztitott
PP1lca és PP1cd oldatokat injektdltunk az immobilizdlt My16Ank felszin folé és detektaltuk az
asszociaciét, majd a — szabad PP1c elvondsat kévet6 — disszociaciot jellemzé rezonancia jelet.

Eredményeink alapjan a tisztitott My16Ank domén szubmikromolaris affinitassal, er6sen koti
mind a PP1ca (Ko = 540 £ 209 nM), mind a PP1c¢6 (Kp = 606 + 173 nM) izoformakat. Ezek az értékek
ellentmondanak a korabban kozolt mérési eredményeknek, amelyek szerint, a Myol6b

koimmunoprecipitdl a PP1ca és PP1cy izoformakkal, de nem kot&dik a PP1cé izoformdhoz (22).
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4.9 Myl6Ank csokkenti a PP1c foszfataz aktivitasat

A protein foszfatdz holoenzim (PP1) defoszforilacids aktivitasaért a katalitikus alegység (PP1c) felelGs,
szabalyozasaért pedig a regulatdrikus alegység. A regulatérikus (mas néven: célzd) alegység
kapcsolddasa a katalitikus alegységhez egyrészt fokozhatja az enzimaktivitast és biztositja a specifikus
szubsztrat megfelel6 kozelségét, masrészt viszont gatolhatja azoknak a szubsztratoknak a
defoszforilacidjat, amelyeket elsésoban a szabad PP1c defoszforilal.

A Myl16Ank valamint a a MYPT1 kozott fennalldé homoldgia alapjan feltételeztiik, hogy a
My16Ank kot6dése a PP1c-hez fokozhatja a simaizom P-RLC defoszforilacidjat. A méréshez sziikséges
radioaktiv 3*P-RLC szubsztratot Ca*- és kalmodulin-fligg6 MLCK segitségével éllitottuk eld, [y->?P]ATP
felhasznaldsdval. A PPlc aktivitasat a defoszforilacié soran felszabaduld 32P; mérésén keresztil
kovettik. A vizsgalatok sordn kiilonb6z6 PP1c izoformdkat teszteltlink, ugymint rekombinans PP1ca-t
és PP1c6-t, valamint nyul vazizombdl izoldlt, tobbféle izoforma keverékét tartalmazé nativ PP1c-t.

A varakozasokkal ellentétben azonban a My16Ank domén jelenléte koncentraciétdl fliggden,
szignifikdnsan csokkentette a PPlc Osszes izoformdjanak katalitikus aktivitdsat. 1 puM My16Ank
hozzdadasa esetén mintegy 40%-ra mérsékl6dott a kiindulasi — My16Ank mentes — referencia aktivitas.
Az eredmények azt mutattak, hogy a Myl6Ank komplexet alkotva a PPlc-vel gatolja a P-RLC
defoszforilacidjat, aminek lehetséges magyarazata, hogy a My16Ank elfedi a kotd felliletet a PP1c

felszinén.
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5 ATEMABAN ELERT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kutatadsaink soran megallapitottuk, hogy az N-terminalis GFP-fuziés regulatérikus konnyl lancot
tartalmazé nem-izom miozin 2A (GFP-nmHMM2A):

o koexpresszalhatd és tisztithatd a bakulovirus/Sf9 rendszerben — hasonldan a korabban mar leirt,
kontrollként hasznalt vad tipusd WT-nmHMM2A-hoz

e a GFP-nmHMM2A reguldcidjat a GFP nem akaddlyozza, az RLC defoszforilalt allapotaban a
miozin inaktiv

o foszforilacié hatdsara a GFP-nmHMM2A aktin-aktivalt steady-state MgATPaz aktivitdsa
megnoévekszik, de a Vmax (0,20 * 0,02 s72) értéke elmarad a WT-HMM2A esetében mérttél (0,39
+0,016 s7%), mikdzben az aktin affinitast kifejez6 Katps, értéke szignifikdnsan nem véltozik

e a GFP-RLC szubsztratja a MLCK enzimnek és képes teljes mértékben foszforilaléddni, de a
foszforilacid lassabb kinetikaval jatszddik le

e a3 GFP-RLC kevésbé alkalmas szubsztratja az MLCK-nak, mint a WT-RLC, a Ky érték, habar nem
szignifikdnsan, de magasabb (3,6 £ 0,6 uM a GFP-RLC, 2,1 £ 0,2 uM a WT-RLC esetén)

o egyedi molekuldk szintjén vizsgadlva a GFP-nmHMM?2A aktin filamentumokat mozgatd in vitro
motilitasi sebessége 0,29 + 0,05 pum/s szignifikdnsan elmarad a WT-nmHMM?2A esetén mért
0,35 + 0,06 pm/s sebességtdl.

A nem-konvencionalis miozin 16 motorfehérje N-terminalis ankyrin doménjének (My16Ank) kinetikai
vizsgalata soran, modell rendszerként vazizom, illetve nem-izom miozin 2B-t hasznaltunk.
Megallapitottuk, hogy a My16Ank:

e képes kotédni a modell rendszerként hasznalt skMyo2-h6z (Kp = 3,01 £ 0,2 uM) és a skHMM
fragmentumhoz (Kp = 2,4 £ 1,4 uM)

e nem valtoztatja meg a skHMM bazalis aktivitasat, viszont fokozza a skHMM aktin-aktivalt
steady-state ATP4z aktivitdsat, 15 uM My16Ank jelenlétében a Vmax 0,66 + 0,009 s~X-ra ndvekszik
a My16Ank mentes rendszerben mért 0,42 + 0,012 s7* értékrél

e nem befolydsolja nmHMMZ2B foszforilacidjat

o fokozza a foszforilacid regulalt nmHMMZ2B aktin-aktivalt steady-state ATP4az aktivitasat, 11,7 uM
My16Ank jelenlétében a Vimax 0,23 + 0,008 s1-ra névekszik a My16Ank mentes rendszerben mért
0,17 £ 0,06 s* értékrél

e nem kotédik sem a globuldris, sem a filamentaris aktinhoz és nem befolydsolja az aktin
polimerizacié dinamikajat

e ~50% homoldgidt mutat a miozin foszfataz regulatérikus alegységével (MYPT1)

e erésen kotddik a PP1ca (Kp =540 + 228 nM) és PP1cS (Kp = 606 + 249 nM) izoformakhoz

e csokkenti a kiilonb6zd PP1lc izoformak defoszforilacids aktivitasat a foszforilalt RLC

szubsztrat irdnyaban (a kiindulasi aktivitas ~40%-ra).
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6 MEGBESZELES

Az é16 sejt egyik legfontosabb szabalyozo és jelatvivé mechanizmusa a foszforilacié és a vele ellentétes
defoszforilacid. A miozinok m(ikédésében is alapvets jelentéségli mind a regulatérikus konnydilanc,
mind a nehézlanc foszforilacidja és az ezekhez sziikséges enzimek megfelel6 miikodése és egyensulya.
Munkank soran a miozinok szabalyozasaban szerepet jatszé foszforilacids-defoszforilacids folyamatok
néhany aspektusdt vizsgdltuk kilonbozé tipusd miozinok esetén. Elsé kisérletsorozatunkban a
konvencionalis miozin 2 motorfehérje foszforildciés dinamikajat vizsgaltuk a regulatérikus kdnnydlanc
fluoreszcens GFP-vel torténd jelolése esetén. Masodik projektiink a nem-konvencionalis miozin 16
specialis ankyrin doménjének (My16Ank) a karakterizalasa volt, amely a protein foszfataz katalitikus

alegységéhez kotve feltételezhetben részt vesz az intracelluldris fehérjék célzott defoszforilalasaban.

6.1 GFP hatasa az RLC miikodésére

A nmMyo2A motorfehérje tulajdonsagait és élettani funkcidit intenziven vizsgaltdak az utdbbi
évtizedekben, szdmos kilonboz8 in vitro és in vivo technika felhaszndldsaval. Az egyik igéretes,
kénnyen alkalmazhaté technika a nmMyo2A in vivo kévetésére a fluoreszcens fehérjével fuzionalt RLC
expresszidja a sejtekben, ami asszocidlodik az endogén nmMyo2A-hoz és beéplil a filamentumokba.
Nem vizsgdltdk azonban azt, hogy ez a GFP-RLC fuzids fehérje az endogén konny(ildnchoz hasonléan
viselkedik-e a miozin enzimatikus aktivitdsanak és motilitasanak szabdlyozasaban.

A nmMyo2A regulatérikus konnyllancanak foszforildcidja nemcsak az enzimaktivitast
szabalyozza, hanem a miozin filamentumok 6sszeszerel6dését is (46). Defoszforilalt allapotban,
fiziolégids ionkoncentracid mellett a nmMyo2A ATP hidnydban filamentumokat képez. ATP
hozzaadasara a filamentumok depolimerizalédnak és a szolubilis miozin kompakt szerkezeti allapotot
vesz fel, melyben a farki rész visszahajlik a miozin fejéhez, kialakitva az inaktiv off-konformaciot (46—
48). Az RLC foszforilacidja stabilizalja a miozin filamentumokat ATP jelenlétében is.

Joggal feltételezhetjiik, hogy ha a regulatérikus konnylilanc amino-termindlisara egy
nagyméretl GFP molekulat kapcsolunk —aminek mélsulya csaknem masfélszer akkora, mint az egész
regulatdrikus konnyllanc — akkor az megzavarhatja a miozin normalis m(ikodését. Példaul elrejtheti a
Ser1l9 aminosavat az MLCK foszforilalasa el6l, megakadalyozhatja a miozin off-konformacio kiala-
kuldsat vagy mas modon interferalhat a miozin normalis enzimatikus vagy mechanikai funkciéjaval.
Vizsgalataink azt mutattdk, hogy a foszforildlatlan GFP-RLC-t tartalmazé miozin Mg?*ATP4z aktivitdsa
aktin jelenlétében is nagyon alacsony, ami azt valdszinUsiti, hogy a GFP-jelolt fehérje is képes felvenni
a kompakt off-konformaciét. A nmHMM2A-hoz kététt GFP-RLC, mint az MLCK szubsztratja, nagyjabdl

hasonlé maximalis sebességgel (Vmax), Viszont magasabb Ky értékkel foszforildlédott, mint a WT-
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NnMHMM2A. Ez a némiképp csokkent affinitas az MLCK enzim és a GFP-RLC szubsztrat kozott azt is
jelentheti, hogy alacsony miozin koncentracion a foszforilacié Iényegesen lassabban jatszédhat le, mint
a WT-nmHMM2A esetén, mig magas miozin koncentracio esetén a kiilonbség nem jelentds.

A GFP-nmHMM2A Mg**ATP4z aktivitdsat a foszforilacié jelent8sen névelte, ami ismételten
aldtamasztotta, hogy a kiméra fehérje a foszforilacio révén jél szabalyozott. A GFP-nmHMMZ2A aktin-
aktivalt Mg**ATPaz aktivitds maximalis reakcidésebessége azonban lecsékkent a WT-nmHMM2A-hoz
viszonyitva, annak csak mintegy a felét érte el, mig a HMM és az aktin kozotti affinitast jellemz6 Kares,
értéke szignifikansan nem tért el a kiilonb6z6 kdnnydlancok hasznalata esetén. A GFP-nmHMM2A-val
boritott felszinen elmozduld aktin filamentumok motilitasi sebessége is lassult a WT-nmHMM2A-hoz
képest. Az a megfigyelésiink, hogy az aktin-aktivalt Mg**ATP4z aktivitist nagyobb mértékben
csokkentette a GFP fuzidja a konnydlanccal, mint az aktin filamentumok motilitdsat, magyarazhaté
azzal, hogy a két folyamatot az ATPAz ciklus eltéré kinetikai lépései szabdlyozzak. A nmHMMZ2A aktin-
aktivalt Mg**ATPaz aktivitasat a foszfat kibocsatds (49), mig az aktin filamentumok mozgatasat az ADP
kibocsatds sebessége limitalja.

Azok a kiilonbségek, amiket a GFP-fuzids RLC kinetikdjdban és foszforilaciés dinamikajaban
taldltunk, alldspontunk szerint nem olyan jelent6sek, hogy megkérdGjelezzék ennek a fuzids fehérjének
a haszndlatat a sejtbioldgiai vizsgdlatokban. Az a tény, hogy a jelen munkankban vizsgalt GFP-
nMmHMM2A enzimatikus aktivitasat a foszforilacié szabdlyozza, nagymértékben valdszin(siti, hogy az
intracelluldris kornyezetben GFP-RLC-t tartalmazod teljes hosszlisagl nmMyo2A is képes off-allapotba
kerilni, ami elengedhetetlen feltétele a miozinok sejten beliili dinamikus atrendez&désének.
Végeredményben, az N-termindlis GFP-vel jel6lt RLC drasztikusan nem befolyasolja a nmMyo2A in vitro
tulajdonsagait, ezaltal igazolhatd ennek a fluoreszcens fuzids fehérjének a haszndlata a miozinok

intracellularis kovetésére.

6.2 A miozin 16 ankyrin domén biokémiai karakterizalasa

< sz

kulcsszerepet jatszhat fontos élettani folyamatokban. Els6ként a Myl6Ank lehetséges szabalyozd
hatdsat vizsgaltuk a motor funkcidra vazizom miozin (skHMM) és nem-izom miozin (hnmHMM2B)
modell rendszerekben. Eredményeink azt mutattak, hogy a Myl16Ank nem befolyasolta a miozin
bazalis ATP4az aktivitasat, de meglepé mddon, az aktin-aktivalt ATPaz aktivitast jelent6sen fokozta.
Mivel a Karps, érték szignifikdnsan nem valtozott My16Ank jelenlétében, ezért az aktin-miozin kapcsolat
fellazulasa, és emiatt egy gyorsabb disszociacido nem valdszin(Gsithet6. Ezért feltételezziik, hogy az ATP
hidrolizis valamelyik termékének a kibocsatdsa lehet az a megvaltoztatott kinetikai Iépés, aminek

eredményeként magasabb Vmax értékeket talaltunk a névekvé My16Ank koncentracié mellett.
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Tobbféle médszerrel is kimutattuk, hogy a My16Ank képes kot6dni a miozinhoz. Jéllehet ez a
kapcsolat meglehet6sen gyenge, mindenképpen azt jelzi, hogy a miozin rendelkezik My16Ank
kotShellyel, ami a skHMM-mel végzett mérések alapjan feltehet6leg a motor doménen vagy a
koénnydlancokon taldlhato.

Azt is igazoltuk, hogy a My16Ank nem koti az aktint sem monomer, sem filamentaris formaban,
igy azt is kizartuk, hogy a Myl6Ank az aktinon lév6 miozin-két6helyet mddositand. Mindezeket
Osszevetve, az aktin-aktivalt ATPaz aktivitas névekedése magyardzhaté azzal, hogy a My16Ank az aktin-
miozin csatolast moddsitja, hatékonyabbd téve a fehérje-fehérje kolcsonhatdst. Ennek egyik
lehet6sége, hogy a My16Ank beépiil a motor doménbe és részévé valik az aktin-kotd felszinnek. Ez
magaba foglalja annak a lehetGségét, hogy a nativ Myo16 szerkezetében az ankyrin domén fontos
szerepet jatszhat az aktin és a miozin interakcid kialakitasaban.

A protein foszfatdz (PP1) enzimek meghatdrozd jelent&ségliek a fehérjék foszforilacids-
defoszforilacids szabdlyozasi ciklusaiban. In vitro kisérleteinkkel kimutattuk, hogy az izolalt My16Ank
domén erdsen kot6dott a PPlca és PPlcd alegységekhez, nagyjabdl azonos affinitassal.
Altalanossagban megallapithatd, hogy a My16Ank a PP1c alegységgel komplexben protein foszfataz
holoenzimként viselkedhet. Kisérletlinkben foszforildlt regulatérikus konnyld lancot (P-RLC)
hasznaltunk, mint a My16Ank—PP1c komplex lehetséges szubsztratja. Méréseink azonban azzal a
meglepd eredménnyel végzddtek, hogy Myl6Ank jelenlétében a (rekombinans vagy nativ mdédon
elGallitott) Osszes kiilonb6z6 PPlc preparatum enzimaktivitasa szignifikdnsan csékkent a P-RLC
szubsztrat irdnydba. Ez egyfeldl azt jelenti, hogy a P-RLC nem a preferalt szubsztratja a My16Ank—PP1c
komplexnek. Szerkezeti oldalrél viszont magyarazhatjuk ugy ezt a megfigyelést, hogy a My16Ank
kompetal a P-RLC-vel a PP1c-n taldlhatd két6helyekért. A lecsdkkent PP1c enzimaktivitas a My16Ank
jelenlétében mindenképpen arra enged kovetkeztetni, hogy a My16Ank—PP1c komplexnek nem a P-
RLC a specifikus célmolekuldja.

Vizsgalataink azt mutattdk, hogy még mindig szdmos kérdés var megvalaszoldsra, ha meg
szeretnénk érteni a Myol6b sejten bellil bet6ltott szerepét. A Myol6b komplexet alkotva a PP1c
katalitikus alegységgel protein foszfatazként viselkedhet, ahol maga a Myo16b lehet a célzé alegység,
ami felel@s a PP1c specificitdsdért a — jelenleg még nem azonositott — célfehérjék defoszforilacidjaban.
A My16Ank—PP1c komplex természetes szubsztratjanak a megtalalasa (ami lehet akar maga a Myo16
is) valészin(leg komoly adalékkal szolgalna a Myo16b sejten bellli funkcidjanak megértésében.

Korabbi vizsgalatok alapjan altaldban ugy gondoltuk, hogy a néhdny miozin csaladban fellelhet6
N-terminalis domén szerepe elsGsorban a miozin fej és az aktin kdzotti kapcsolat erGsitése. Kutatasi
eredményeink azonban rdvilagitottak arra, hogy az ankyrin domén fontos szerepet jatszik a Myol6b
motorfehérje funkciéjdban: felel6s a PP1c alegységgel vald interakcidért és kdzponti szerepet tolt be

az intracelluldris szabalyozasi folyamatokban.
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