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1. Irodalmi dttekintés

1.1 Az izomrost felépitése

Az élolények hely-. helyzetvaltoztato mozgasat. vagy alakvaltoztatsat specialis

fehdrickomplexek dsszchangolt mikidése eredményezi. A mozgdsformak vizsgalatihos

at létrehozo

legrégel nalt ilyen rendszer a gerincesek akaratlagos mozgd

vizizom. A vizizomzat izomrostokbol, az izomrost pedig miofibrillumokbol épiil fel

Egy miofibrillum sorban elrendezett szarkomer egységekbol all ~ fenymikroszkopos

zarkomert vékony s

képe jellemzd hardntesikolatot mutat (1. dbra). - és egy

vastag filamentumok alkotnak. A vékony filamentum fo alkotoja az akiin. a vastag
filamentumé a miozin. Az izom ésszehizodas soran. a két filamentum rendszer ciklikus
kolesonhatasban all egymassal. egymison (6riénd elmozdulisuk, as n. sliding”
mozgis eredményezi a szarkomer rovidiilését (Huxley and Niedergerke 1954: Huxley
and Hanson 1954).

A szarkomerck a vékony és vastag filamentumokon Kiviil szamos egyéb
szerkezeti tulajdonsdggal és szablyozasi funkeioval rendelkezd fehérjekomplexet
tartalmaznak. ilyen pl.: a tropomiozin, troponin. titin. a-aktinin. C protein. M protein ¢s

nebulin.

szarkomer

1. dbra: Egér harantesikolt izom elektronmikroszkopos képe. Az 1 - sav csak
vekony filamentumbdl. a H - zona esak a vastag filamentumhal. az A4 - sav 11 -
zona nelkuli rexze vastag es vekony fiiamentumokboi épui fei



Az 0sssehivzodis folyamatahos. szukséges energidt a miozin molekulan lejats/0do
ATP hidrolizis szolgaltatja. A hidrolizis sordn felszabadulo kémiai energia tgy alakul at

(homendlodib) mechanikai energidvi, hogy a2 izom mole is rerdbe

pontosan felderitett s/erkeseti viltozdsok kovetkesnek be

A kony filamentun s felpitése

Az aktin monomer (G-aktin)

A7 aktin felfedesése és elnevesése Szent-Gyorgyi Albert és Straub F. Brana

nevehes [iz0dik (Banga et al. 1941, Straub 1942). M

hetésen honvervatiy fehérje

minden eukariota sejtben mégpedig két megh 6 formaban: monomer.
mas néven globularis (G). illetve a h poll c10)abol eloallo fil: lis (F)
aktinként

Az aktin monomerekel egvetlen polipeptidianc alkotja. a monomer relativ

molekula tomege meghozelitsleg 43 kDa, Ha 65 szerheretdt legelésor (a

monomer formaban 16rténd  Kristalyositas nehézsége miatt DNaz-1  jelenlétében)

Kabschnak és munkatarsainak sikerilt meghataroznia (2. abra) (Kabsch et al. 1990)

szubdomen IV

sz2ubgomen 11

2. dbra: Nviil hardntcsikolt izombol prepardlt akiin monomer szerke:
szalagmodellje (Kabsch 1990)

A7 aktin szerkerete két nagy alegységre bonthat6. ezek tovabbi két subdomenbol

alinak. A nagy alegységek két egvmishoy. kozel hizodo polipeptid



szalon keresztiil kapesolodnak dssz¢ az aktin monomer “also” részén. z a meglehetosen

flexibilis kapesolat Iehetové teszi. hogy a ket alegység egymishoz. képest clmozduljon

A nagy alegységek koot meglevo hasitek Kation-. ¢s nukicotidkotd heliyei rendeiiesik

is krtilmények kozon Mg® (Kopp et al 1990

A kot kation fiziolo

Kushmerick et al. 1986: Tsien ctal. 1982). de a monomerek képesek egyvértéki és mas

Kétriekii ationok megkdtésre is. A7 egyetlen nagy affinitist kationkoto hely mas-mas
Kationra cliérd aflinitast mutat: Ca® = Mn® > Cd¥ = Mg’ > /n°" = Ni' o Sr
sorrendben (Loscalzo and Reed 1976; Strzelecka-Golaszewska 1973 Strzelecka-
Golaszewska et al. 1978a: Strzelecka-Golaszewska et al. 1978b). Emelleu iéteanch
cayéb. Kisebb affinitasi kationkdts helyek is. de ezek nem mutainak eltérd affinitist

se befolyas

ezekre a Kationokra (Carlier et al. 1986). Az aktin Kationkot al van a

nukleotidkotd képességére. cltivolitva a Kationt (valamilyen kelitképzovel) az aktin

affinitasa a nukleotidokhoz drasztikusan lecsokken (Gershman et al. 1991: Kuehl and

Gergely 1969: Waechter and Engel 1977). a nukleotid hidnya pedig gyors

denaturdciohoz vezet (Kinosian et al. 1993). Abban az esetben. ha a monomerek Ca’ -t

Kotnek. kritikus koncentriciojuk (aminél alacsonyabb koncentricio esetén nem

alakulnak ki filamentumok) egy nagysigrenddel nagyobb. mint Mg*-mal telitett
monomercké (Kinosian et al. 1991). tovibba a Mg®'-t koo allapotban az aktin

monomerekhez asszocidlt ATP hidrolizise felgyorsul (Carlier 1987).

Az aktin filamentum (F-aktin)

cgy nem kovalens polimer, az

A k polimeri

aktin fi jon létre. A fi a k helikalis

i balmenetes hélixként. aminek a

amit kétféle modon lehetséges leimi: vagy egy egys

monomerenkénti menetemelkedése 2.75 nm és egy teljes menet (periodus) 36 nm. amit

13 monomer hoz létre. vagy egy kétszali jobbmenctes hélixként. aminck a

monomerenkénti menetemelkedése 5.5 nm és [élperiodus hossza 36 nm (Aebi ¢t al.

1986: Holmes et al. 1990: Milligan et al. 1990). A filamentumon beliil a monomerek
bdomén |

ligy kednek el hogy a szubd 111 és 1V a hélix belsejében. mig a

es 1l a periferian fogial heiyet (iioimes etai. 1990, Lotens cial. 1995

Az izomban megtaldlhato vékony filamentumot az aktin polimer és a vele szoros



pesolatban allo ponin komplex alakitja ki. A tropomiozin hét aktin
monomert térd. két a-helikalis linebol dsszecsavarodott feherie. amely o hirom

troponin alegységgel  (troponin-L.  troponin-C ¢ troponin-T)  részt  vesz a7

izomkontrakeio szubilyozdsiban azdltal. hogy Iehetdve e
miozin aktinhoz valo kotodésct az izom dsszehazoddsa sordn.
Az uktin mind az izomban (a vékony [ilamentum részeként). mind a

keletdlis rendszerben d kus atrendezodésre képes szerkezetet alkot ez tesz

a scjt alak;

hogy av. izom Gsszel szabilyozdsiban

alamint szamos sejten beliili transzport folyamatban fontos szerepet t6ltsén be.

1113 Az aktin-polimerizicio folyamata és szabilyozasa

Az aktin kil i alakuldsinak egyik elsd modellie a
gombszerii K spirilis eltételezte (Hanson and Lowy
1963). A fi i gyensilyban van a Kkel. ami biztositja a
i hosszinak  szaba dltozdsdt (Rickard and Sheterline 1986). A

mechanizmus az un. ..treadmilling”. melynek sorin az aktin filamentum épilo végén Gj
monomerek kapesolodnak a polimerhez. mig ezzel dtellenes végen monomerck
disszocidlodnak a filamentumrol (Wegner 1976). A miozin fragmentumokkal (IHIMM
vagy S1) dekordlt aktin filamentum elektronmikroszkopos képe alapjdn a gyarapodd
Véget barbed end"-nek. mig az dtellenes véget pointed end"-nek nevezk el A
filamentumba beépiild monomer ATP-t és Mg~ tart kéitéshen. A nitvekvd véghez valo
asszocidciot kovetden az ATP hidrolizalodik. majd az anorganikus foszfat polimerbol
alo kilépése utan (Komn ct al. 1987; Pollard and Weeds 1984) — a monomer a

végigérve a  filamentumon  —

disszocialodik a filamentum ..pointed™ v lier 1987: Carlier 1992) A kialakulo

filamentumban a protomerek Gbbsége (Kivéve az éppen belépo. még ATP-t Koto.
tovibba az ATP hidrolizis utan a Pi-t még el nem eresztett monomereket) cgységesen
ADP- tartalmaz. Létrehozhato azonban aktin polimer gy is. hogy kiinduliskor a
monomerek ADP-t tartanak kotésben (mert az ATP jelenléte a monomerekben nem
esszencidlis a polimenzicio folyamatahoz). liyen kiinduiisi - feitéteick mefiew a

polimerizdcio lassabban jatszodik le. de a Kialakult filamentumokban a protomerck



ebben az esetben is ADP-t tartalmaznak. Jamney ¢és munkatirsai dsszchasonlitottik a
Kilonbiszo Kiinduldsi monomerekbol polimerizalt aktin filameniumo flexibilitisat. és

Kilonbséget tapasztaltak a kettele filamentum kozott A

a kovetkezietdsre jutottak.

hogy « polimerizici sordn a hidrolizissel (elszabaduld en

nergia elasztikus enereikent

warolodik a filamentumban, & fontos szerepet jatsshat a filamentum ¢ az aktinkdtd

fehérjék Kapesolatdnak Kialakulkisaban (Janmey etal. 1990)

A polimerizicio sordn a filamentum K¢t vege eltero atfinitast mutat a kulonbizo
nukleotidot tartalmazo monomerekre nézve. Az épiilo vég az ATP-t. mig az atellenes
vég az ADP-( kistd monomerekhez mutat nagyobb affinitdst. 2 a killonbséy biztositja a
filamentum ¢piilését (Pollard 1986). valamint jellemz ..polaritast™ ad a polimernek. A

ATP-G-

mechanizmus fiziologias koriilmények kozow feliételez egy kozos ADP- és /

aktin készletet, amely a monomerek utanpotlasat biztositja. éppen ezért fiziologids

Imények  kozott.

y az ADP- o

disszocidcioja a leglassibb lépés. ezért a polimerizicio scbesség-meghatirosd Iépése.

Fiziologids dsség mellett a spontin képesek polimeriziciora,
viszont nem izom-eredetil dllati sejtben a monomer formaban lévé aktin mennyisége a

teljes aktin dcid 50%-at is ezért a sejtben jelenlévo aktinkoto

fehérjék (pl.: profilin, timozin. kofilin. DNaz-1) a polimerizicié szabalyozisiban nagy

szerepet jatszanak azzal, hogy meggatoljak. vagy éppen elosegitik a monomerek és
filamentumok kapesolodasat (Hitchcock 1980: Nishida 1985: Polzar et al. 1989: Tellam
1986). A polimerizicio alatt végbemend ATP hidrolizis pontos mechanizmusa. és a

filamentumképzés sordn betdltott szerepe nem teljesen tisztazott.. A kationok mindsége

befolyasolja a polimerizcio folyamatit. Ca™-mal telitett aktin monomerek magasabb
kritikus koncentracional és lassabban is polimerizalodnak mint a Mg -t tartalmazo

aktin [(Cooke 1975: Cooke and Murdoch 1973

yengar et al. 1964: Pollard and Weeds
1984: Tobacman and Korn 1983). A homérséklet nem befolyasolja a monomerek

kritikus §

iojat, de bb homérsckleten gyorsabb a polimerizicio. ha

ébként adott a folyamath ikséges sszes feliétel
Mindezekbdl Kitimik. hogy a kérnyezeti paraméterek. az aktinkéto fehérjek. a

X Léite

nukleotid- ¢és

ittesen

és még szimos fel nem deritett faktor egy

biztosit az aktin-

hatdrozzik meg az aktin-polimerizdciojdt. ami tovibbi lehetdségeh

polimerizicio mechanizmusanak és szabalyozasanak kutatdsd



1.1.2 A vastag filamentum

1.1.2.1 A miozin molekula

a  szekvencia  analizsnek  koszonhetoen.  mara

A miozin - elnevezds.
gytijtéfogalomma valt. A miozin szuperesalad tagjai molekula motorok. vagyis olyan
molekulik amik képesek az aktin filamentumhoz Kapesolodni és azon clmozdulni

ik

Homoldg szekvencidik alapjdn legaldbb 15 esalidra kiilsnithetok el. ezek ozl az
legjobban ismert és tanulmdnyozott csaldd a miozin 11, amely csalidba a vizizomzat

il felépitd. altal innak nevezett motorfehdrie is tartozik.

vastag
A megkiizelitoleg $20 kDa molekul aii miozin molekula két 220 kDa-os

-os konnyiilinchol ¢piil fel (Lowey et al. 1969:

nehézlanebol és két par 15-22 KD

Weeds and Lowey 1971). A molekula nagy mértékben aszimmetrikus. mert a nehézlane

N-termindlis szakasza két globuldris szerkezetdi miozin fejet hoz létre. mig a C-

termindlis régio egymas koré tekeredett hosszi szuperhelikilis rudat alkot

Kialakuldsakor a miozin Ggy

A vas

egymishoz. hogy a fejek a

régiot alakitanak ki. A vastag filamentumok

fejmentes kozé

el, mig a rid részek egy
hossza gerincesek vdzizomzatiban meglehetosen egységes, 294 vagy 300 miozin
molekula talilhato vastag filamentumonként (Kensler and Stewart 1983: Luther et al
1981).

Megfeleld Korilmények kozott limitdlt proteolizissel a miozin - a két globularis

oldédd — nehéz meromiozinra (HMM) -a

fejet tartalmazo. kis ionerdsségnél is

s ionerdsségnél nem oldodo —~ kénnyl meromiozinra (LMM)

molekula gerincét alkoto.

hasithato. A HMM tovabbi emésztésével megkapjuk a két miozin fejet. mas néven
szubfragmentum-1-et (S1). s a ket fejet emészads elott osszekapesold rovid rad darabot.

as

zubfragmentum-2-t (S2) (3. d@bra).




sénck termékei

3. dbra: A miozin molekula limitdlt proteo

Az S1 tovibbi limitdlt proteolizisével hirom fragmentum nyerhetd. melycket

50 kDa (kozépso) és 20 kDa (C-

kDa (N-terminali

molekulatomegiik alapjin 2 X
terminalis) fragmentumnak neveztek el (4 dbra) (Balint et al. 1975: Margossian and
Lowey 1973a; Margossian and Lowey 1973b; Momet et al. 1979). A hérom fragmentum
nem alkot egy-egy miikidési egységet. kozosen alakitjak ki a miozin egyes funkcionalis
doménjeit. Az S1 két nagy doménre oszthatd. a motor és a konnyiilinckstd (regulicios)
doménre. A motor doménen aktin- és nukleotidkotd régio taldlhato, mig a

az esszencidlis (ELC) és a regulacios (RLC

Konnyéldne

A konnyiilancok vizsgdlata sordn szimos elnevezést hasznaltak auol fiiggoen.

hogy mi volt a vizsgilati technika. Az esszencidlis konnyiline a nevét abbol a

megfigyelésbil kapta. hogy alkalikus korilmények kozot elvilaszthato volt a miozintol

és igy a miozin elvesziette ATP hidrolizalo k¢ é. tehat a konnyulane jelenlétct

esszencidlisnak itélek az ATPiz aktivitds megrzéschez. Bar azota ¢z a7 dllitas
megdolt. az elnevezés mégis megmaradt (Sivaramakrishnan and Burke 1982: Wagner
and Giniger 1981). Ugyanezt a kénnyilancot nevezik alkalikus konnyilanenak is. utalva
a miozintol valo elvalasztds korilményeire. (Mivel ennek a konnyilinenak két

is Iétezik meg & k Al-gyel és A2-vel jeloliék oket) TTa a

moickulatomegiik alapjan nevesich el a honnydlancokat. akkor az LCT & LO3 v



m—

ELC izoforma ¢és LC2 a regulacios konnyiilanc. A regulacios konnyiilanc (RLC) nevet a
simaizomban betoltott szabalyoso serepérdl hapta. és mivel cltavolithato DTNB
Kezeléssel, DTNB honnyiilnenak is nevesteh (Weeds 1969

A rontgenkrisaallografias strukturdja alapjdn a motor domént hét Predé épiti e,
evek hialakitésaban mind a hirom (25 hDa. 50 hDa. 20 kDa) proteolitihus fragmentum

itekot hoznak letre a

részt vess. A Pelemeseh szamos a-hélixszel horuhéve eoy
nukleotidhotd. és az ahtinkotd hely hosont tgy. hopy as kettesseli as 50 KDa-os
fragmentumot és létrejon egy also. un. aktinkotd régio és egy folsd régio. (Rayment el al

1993). Ez a folsd régioja az 50 kDa a 25 kDa-os

Kozosen alakitja ki ast a nagy szerkezeti cgységet (ami magdban foglalja a P-reds 6
sélit). amelyen az ATP kotdhely talilhaté. Az ATP Kotshely fontos része a y-fos/fat

Kotd7seb, aminek jelentds szerepe van az. ATP hidrolizis folyamataban

0 Ka fels

fragmentum

C terminalis

aktinkotc
hely

squlécios
E Konnyutanc
fragmenty

Kinnyilan

4. dbra: Csirke hardntesikolt izom miozin §1 szerkezetének szalag modellje. A 20
kDa-os fragmentum soiétzold, az S0 kDa-os fragmentum piros és a 25 kDa-os
fragmentum kék. (Rayment 1993,

A miozin molekula fontos régioja a 25 kDa-os fragmentumhoz tartozo megtort hélix
(SH-hélix). ezen a miozin két igen reaktiv cisteinje talilhato: az egymastol tiz aminosay
tavolsigra levd cisztein-707 (SH1) és cisztein-697 (SH2). A két aminosay jelentdsége a
helyzetében és a reaktivitasaban van. mert megfelels korilménvek kozott szelektiv

jelolést tes/nek lehetove. és kozel helvezkednek el az in. konverter régiohoz.



—_—

A konverter régio az SH- és a konnyilanckoto domén (amin a két Konnydline
Jokalizalodik) kozot helyezkedik el. nevet az erdiwvitelben bewhon kulesfontossigl

szerepérdl Kapta (Houdusse and Cohen 1996: Xie et al. 1994). A Konnytiinekow

antrak

(regulicios) domén a kontrake e

aloszin

1.2 Az izomrost mikidése

= ATPdz ciklus és az aktomiozin kapesolat

A vastag filamentumbol Kinyulé miozinfejek és az aktin filamentum ciklikus

chizodishoz sziikséges energidt

kolesonhatasa felelds az izomrost rovidiiléséért. Az Oss

in a miozin

a miozinfeiben Iejatszodo ATP hidrolizis szolgdltatja, A hidrolizis sc

konforméciovaltozisok sorozatin megy keresztiil. ennck eredményeként megviltozih a

miozinfej aktinhoz viszonyitott helyzete, és bekovetkezik az izom rovidiilés
A hidrolizis egymast kovetd lépéseit leiro modellekben az egyes lépések a

miozin egy-cgy elkiilonithetd konformdcidjanak felelnek meg. Biokémiai modszeickkel

tobb mint hét allapot kiilsnboztetheté meg. Az dltalunk hasznalt EPR spektroszkopia

atat teszi lehetové ezért

esak a hossza ideig stabil - vagy stabilizalhato ~ lépések viz

t hasznaltuk

az dllapotok jellemzéséhez (leirasihoz) Bagshaw és Trentham modellj

(Bagshaw and Trentham 1974). A modell négy miozinallapotot kiildnit el a7 aldbbi

séma szerint:

M+ATP > M* ATP <> M** ADP.Pi <> M* ADP+Pi &> M+ADP+Pi

ahol az M a miozint, a M* ATP. M** ADP.Pi és az M*. ADP pedig a hidrolizis ciklus
koztes allapotait jelentik. A kontrakcios ciklus elso lépéscként a miozin megkdti az

ATP-. és disszocialodik az aktintol. A szabad miozinfejek hidrolizaljik az ATP-t. majd

visszakotodnek az aktinhoz. eloszor egy nem specifikus. gyenge (in. weak binding)

kotéssel. majd egy sztercospecifikus. erds. (un. strong binding) kétéssel. mikszben

cleresztik a hidrolizis termékeit. Ahhoz, hogy ezt a mechanizmust megértsiik ismerniink

Kell az egyes dllapotokhoz tartozo molek erkezeteket. Mivel nem minden dllapot

vizsgalhato a spektroszkopiai modszerchhel Rozvetlendl ezért a
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esek. amik miatt alk

olyan anyagok sriiksé
nem (vagy csak lassan) hidrolizalva. stabilizaliak a miozin-nukleotid komplexet. liyen
ukleotidanalog az AMP.PNP (nem hidrolizdlo ATP). vagy a lassan hidrolizalo 7-A 1P
amelyek az MPATP dllapot vissydlatdra alkalimasak & as AL BeF, vagy 2 VO3
amik a fos/ation stukturalis analogiaként az M*#ADPPE dllapotor “mimikdljik’

(Fisher etal. 1995 Smith and Rayment 1996).

A Kiilo: 5 rontgenkrisztallografias ¢s krio-clektronmik credmények

szerint a akeios ciklus

az ATP meg inditja. Az ALP

Kkétésekor a miozinfej y-foszfat kdtdzsebe “razdrodik™ a terminalis foszfatra (iin. closed

16lsd részének részleges zarodi

kDa-0s

allapot). ez az 50 kDa-os fragmentum also

eredményezi. Az also Gs fols6 szegmens elfordul néhiny fokkal az 50 és
szegmens hatdran 1év6 hélix kortil & ezzel zirodik a nukleotid kitohely. Ezzel
egyiddben az 50 kDa-os fragmentum also régiojaban talalhato hossza a-hélix az un.
switch-2 hélix. és a “kifele” es6 végéhez kapesolodd hurok (switch-2 hurok) 24°-kal
fordul el. a konverter domén elforduldsa pedig 70%-0s (Holmes 1996: Holmes 1997). Ez

a felerosodott valtozas tevodik at a miozin regulicios doménjére hozza létre az

elmozdulast az aktin mentén.

A miozin aktinhoz t6rténé asszociaciojakor elos

/or az 50 kDa-os fragmentum
alsé régioja kotodik nem specifikus gyenge kitodéssel az aktinhoz. majd a f51s6
szegmens ¢s a 20 ¢ 50 kDa-os szegmens hatirdn 1évi hurok aktinhoz Kapesolodisa

létrehozza a specifikus eros kotodést és ezzel egyidoben kinyitja a y-foszfat koto zsebet

(Gn. open dllapot). Valoszinisithetd, hogy az open-closed dtmenet inditja ¢l az ATP

hidrolizisét.  Kisérletek azonban azt  mutatjék. hogy az dtmenettel  jiro
Konformacioviltozis ¢s az ATP hidrolizis folyamata clkilonil cgymdstol (Malnsi-
Csizmadia ct al. 2001).

frodalmi adatok szerint nukleotidmentes valamint ATP és ADP dllapotokban a
konformacio open. mig ADP.Pi. ADP.AIF, ¢s ADP.Vi dllapotokban a konformacio

closed. AMP.PNP és ADP.BeF, dllapotokban a konformacio heterogén. azaz a két

6 kozot homérséklettdl és ionerosségtol fliggd dinamikus egyensuly alakul

almes 1000}




lataink sordn 1étreiéve molekularis  szinta

il a7 i

viltozasok  vizsgdlata ¢s a7z izmokat felépitd cgyes  komponensek  dinamikai

wlajdonsigainak megismerése volt, Kisérletinhben a7 ceyes Komyereti paraméterck

altozdsaval jard konformaciovaltozdsokat kévettiih myomon elektron paramagneses

rezonancia és Muoreszeencia spekiroszkopia modszerével

(i) A aktin monomerek  polimerizicio-képességét sok Romyezeti - fuktor
befolyasolia. és a polimerizicio szabilyozdsa napjainkban is jelentds kutatasi teriilet. Az
eukariota sejtek ¢letében betdltott sokoldali szerepe miatt a polimerizicio sorin
bekovetkezo  konformaciovaltozasok Ielderitese. a  konformacio valtozast  kivalio
gyakorolt hatasa

tényezok meghatirozisa s a viltozds polimerizicio scbességére

egyarant idoszerii kutatdsi t¢ma.  Kiscrleteink célkitiizése volt a monomercken

nak vizsgdlata.

végbemend nukleotidesere szerkezetre gyakorolt hat

(i) A monomerck fiziologids koriilmeények kozot ATP-t tartanak kotésben a
polimeriziciot megelzoen. viszont “in vitro™ az ADP-G-aktin is polimerizilhato. A

Kialakult filamentumban a protomerck az épiild vég Kivételével ADP tartalmuak.

Vizsgilataink célja volt annak drozasa, hogy van-e szerkezeti és/vagy dinamika

kiilonbség az ATP-aktinbol illetve az ADP-aktinbol polimerizalt aktin filamentumok

kozott.

(if)) Az izomkontrakeié sorin a miozin fejen nagyobb mérvit szerkezeti
valtozasok jatszodnak le. A diffrakcios szerkezetet meghatirozd modszerek a minta

loszldsanak felelden statikus informéaciot nydjtanak a dinamik

folyamat

kristdlyba "z s dllapotairol. A dinamikai vizsgdlat ceyik lehetséges

modja. hogy mozgisra érzékeny spektroszkopiai szondakat helyeziink ¢l a miozin

molekula kitintetett helyeire, olyan szerkezeti egységek kizelébe. amelyek valoszinileg

jelentés  viltozason mennek  keresztil a  hazdsi - ciklus  soran Kisérleteinkben

paramigneses  szondakkal Jelditik a miozin motor domenjenck  cisziein-707-es

aminosav oldallancal izomrostban, ¢s a reguldcios domén esszencidlis konnytlincan
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talalhato  cisztein-177-¢; 4
cin-177-cs aminosav  oldallancot.  izomrostba  diffundaltatott S1
) ltato
olekulan. Izomros s70
m omrosttal végzett vizsalatainkban celunk volt a Kontrakeio alati ATP
a akeio alatti

hidrolizis cgyes hossza Eletideji lépdsei s b
oyes hossza életidejil Iépései sordn bekdvetkezo konformacios vl k
rmacios valtozisok

i8]

detektdldsa &s azoh wonosiidad @ Rontrakeids <
akeids ciklus st szerkesen

allapotaival.
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3. Anyagok és modszerck
3.1 Izomrost
301 lzomrostok prepardlisa

A glicerinnel kezelt rostokat ny Gl mscudus proas i7mibol prepariiiuk (Rome

1972). A 3 mm széles 4-5 cm hosszi rostokat tivegbotra kotve 0 "C-on 30 percig

.2 mM

aztattuk 0.1 mM PMSF tartalmi rigor oldatban (80 mM KCL 5 mM My

EGTA, 25 mM lrisz.HCL pH 7.0). Ezt Kovetoen 30 percig 50 VIV % glicerint
Itk 30

tartalmazo rigor oldatba helyeztiik at. Az oldateserét hiromszor ismé
percenként, végiil a rostokat felhasznalasukig (1 hét - 1 honap) 50 V/V %-os glicerint
tartalmazo rigor pufferben. -20 “C-on taroluk

3.1.2 Izomrostok jelolése

A rostkitegek spinjelolését un. jelold kozegben végeztiik (80 mM K-propiondt.

25 mM Trisz.HCL 5 mM MgCla. 2 mM EGTA. 2 mM pirofoszfat. pH 6.5). A jelolés

specificitasanak novelése ¢rdekében cloblokkoltuk a rostokat alacsony ionerdsségit

pufferben DTNB-vel (Roopnarine and Thomas 1994: Zhao et al. 1995). (1 mM DTNB.

1 mM TA. 5 mM MgCl. 20 mM MOPS. 1 éra, 0 °C. pH 7.5). A folosleges

blokkoldt 2 x 10 perces rigoros mosissal tavolitottuk ¢l (80 mM K-propiondt. 25 mM
Trisz.HCL 5 mM MgCly, 2 mM EGTA. pH 7.0). A jel6lés 20 percen keresztiil zajlott 0

9C-on. Jeldléskor a rost beesiilt miozintartalmara szamitout kétszeres molaris (oloslegi

MSL vagy TCSL paramégneses jelslot hasznalunk (Belagyi et al. 1994). A folosley

neses

el6lét 3 x 10 perces rigoros mosdssal tavolitotuk el a rostokrl. A paramd

szondaink ilyen feltételek mellett a miozin fej cisztein-707-es (SH1) reaktiv aminosav
oldallancahoz kapesolodtak.

Mivel a TCSL. jellé nem csak cisztein. de lizin jeloléscre is alkalmas. ezért az

SH jelolés specificitsanak kozvetett bizonyitékaként a jelolést megeldzden. de mar a

DTNB blokkolist kovetoen, 0.1 mM N-ctil-maleimiddel (NEM) kezeltiik a rostokat, Az

ik

L,

N-etii-maleimid a jeidiéshes seiihséees hémiai tlajdois

cggyakrabban haszndlt MSL jeloloével. esak nem szolgaltat FPR jelet. ezért alkalmas



arra, hogy meghatdrozzuk a nem specifikusan kitods TCSL jeldIGk ardnyt. Abban a

ben, ha alkalmaztuk az NEM kezelést a TCSL jelolést m

eset 1676¢n. @ spektrumok
intenzitasa crosen redukalodott. megjelent egy gyengen immobilizaiodon  irakcio.

vitekal

v lecsikk

valamint a jel616 t hooy o

TCSL nem lizin oldallinehos hapesolodott. a rostokat a jeldlést megelizden lizin

blokkolé TNBS-sel kezeltiik és kezelés nem hefolyasolta jelentosen az FPR spektrumok

iranyliiggesct.

3.1.3 Nukleotidesere izomrostokon

Az izomkontrakcios ciklus dtmeneti dllap galatdhoz nukleotidok
és analogjaikat haszndltunk. A spinjellés utan a rostokat 0 “C-on 13 percig rigor
oldatban tartottuk. Ezt kovetden az ADP dllapot kialakitasihoz 5 mM MgADP-t

tartalmazo. az ADP.Pi allapot mimikalasahoz 5 mM MgATP-t és 4 mM Na:VOs-ot
tartalmazo mig az ATP allapot mimikalasahoz 3 mM AMP.PNP-t tartalmazo rigor

oldatban Gjabb 15 percen keresztiil inkubaltuk a rostokat a mérést megeldzoen.

3.2 Miozin

3.2.0 Miozin prepardldsa

A miozint nyil vazizombol nyertik Margossian és Lowey modszere szerint

(Margossian and Lowey 1982). Az izmot ledardltuk. majd 2x15 perces extr halast

(extrahalo puffer 0.3 M KCL. 0.15 M kalium-foszfat puffer. 2 mM M 2. 0.2 mM ATP.

0.2 mM DTT. 0.23 mM PMSF. pH 6.5: 4 °C) kivetden gézen dtszirve. a szirletet

tizszeresére higitottuk jéghideg desztilllt vizzel. Az ony ionerosség hatdsira a
miozin filamentumokat képez. és fehér. pelyhes csapadék forméjdban elvilaszthato az
oldattol (12 000 g. 30 perc. 4 'C). A csapadékot feloldottuk. (0.5 M KCL 50 mM

ki

ium-foszfit. 1 mM DTT. pH 6.8) majd 50 000 g-n lecentrifugdltuk (4 °C. 30 pere). A

feliiliszot tistitas céljabol jéghideg desztilllt vizzel 1.5 - szeresére higitva tdira

Kicsaptuk. majd 100 000 g-n centrifugdltuk (4 °C. 1 6ra). és a pelletet magas ionerdsségi

oldattal felszuszpendaltuk (0.5 M KCL 0.5 M Kalium-foszfat puffer. T mM MgCl. 1
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mM DTT. pH 6.8). A fehérie | iciol fény

6 méréssel hatiroztuk meg

280 nm-en. az abszorpcios koefficienst 0.53 mg:mi™'-em "onek véve (Lowry etal. 1951).

e70 terfogatiy 100 Ye-0s giicerint adiunk.

A tarolashoz a prepardtum térfogataval meg

és -20 °C-on tarolhwk

3.2.2 Ssubfragmentum-1 prepardlisa

A szubfragmentum-1-et (S1) a miozin limitalt proteolizisével nyertik (Weeds

and Taylor 1975) dgy. hogy emésziés cldt a miozint (15-20 mwml) &szakin it

dializaltuk Kicsapo pufferrel szemben. (0.12 M NaCl. 20 mM NaxHPO,. 1

mM EDTA. pH 7.0: 4 °C). Az emésztés TLCK kezelt o-kimotripszinnel (0.05 mg/ml)
tortént. 10 percig. 25 "C-on. Az emésztés leallitasdhoz 0.2 mM PMSF-et hasznaltunk.
majd az elegyet centrifugaltuk (100 000 g. 1.5 6ra. 4 “C-on). A feliluszoban volt az S1.

a pellet pedig az cmésztetlen miozin és a kinnyii meromiozin (1.MM) volt. A feliluszot

tisztitas ibol ¢jszakan dt dializaltuk (30 mM TES. 0.1 mM PMSE. pHl 7.0: 4 "C).
majd centrifugaltuk (100 000 g. 1.5 ora. 4 °C). Az S1 koncentriciojat fényabszorpeio
méréssel hatdroztuk meg 280 nm-en. az abszorpeios koefficienst 0.745 mgml!-em'-
nek. a molekulatomegét 115 000 Da-nak tekintettik Térolashoz az S1 oldatot ¢jszakan
4t dializaltuk 60%-osan telitett ammonium-szulfat oldattal szemben (25 mM TES. 5

mM EDTA. 02 mM PMSF. 1 mM DTT. pH 7.0. 4 °C). A kisozott fel

centrifugalassal iilepitettik (100000 g. 1 6ra. 4 °C) majd a feliluszot ledntve

légmentesen lezartuk, Felhasznalisig 20 °C-on taroltuk.

3.2.3 Esszencidlis konnyiilane jelolése

A limitdlt proteolizissel nyert miozin fejek esszencidlis konnyilancat MSI
szonddval jeldltik Kasprzak és Smyczynski modszerét modositva (Kasprzak et al. 1989:
Smyczynski and Kasprzak 1997). Jelolés elou a mintat éjszakin at dializaliuk (100 mM

HEPES. pH 8.0. 4 °C). A jelol

sz¢

cktivitdsnak ¢rdekében jelolés elott a reaktiv

cisztein oldallancokat 5-szords molaris talsilyban levd FDNB-vel blokkoltuk (1 éra. 0

“C). A blokkolast a minta Sephadex G-25-8s oszlopon valo dtsziirésével allitottuk le. Az

oszlopot NaCl tartalmi pufferral mostuk a sze io elott (250 mM NaCl. >0 mM

20




S pHl 7.0). A jelilés 1.2-szeres molaris jelol6 felesleg mellew 1 ordn dt. 0 “C-on

TE

sajlott, A jelolést rigor putferben (80 mM KCL 25 mM Trisz HCL 5 mM MeCla. 2 mM

EGTA. pHl 7.0: 4 "C) &jszakan dt tant dializissel allitoutuk fe. A jefoicsi arinyt ami 0. 83

- 0.95 mob/mol volt, az ST koneent

wmok kettos

cidjanak valam
integral érickének meghatirozisibol szamitottuk, A jeldlés specificitasit ATPaz
aktivitdas méréssel. valamint SDS-potiakritamid g¢l clektrotorezissel ellenoriziik (Ajtai

etal. 1990 Lacmmli 1970),

33 Aktin
3.3.0 Aktin prepardlisa

Az aktin prepardlasa két lépésben wonént. Elsd lépésben hésziilt az aktinforgics
(Feuer ct al. 1948). Az aktinforgdcs elodllitisahoz a nyul vizizom darabokat FDTA-val
Kioblitett daralon ledardltuk. majd tizenst pereig kevertiik KCI pufferben (3 ml/mg. 0.15
M KH>PO,. 0.15 M K;HPO4. 0.1 M KCL ptl 6.5: 4 °C). Ezt kovetden a forgdcsot tiz

NalCO; oldatban kevertik (2 1, 0,05 M NaHCOs, 4 °C)és gézen atszirtik, ezi

perci;

Kivette az EDTA-val torténé mo (11, 1 mM EDTA. pH 7.0z 10 perc. 4 °C). majd 2 x

5 perc deszillalt vizben valo mosds ). végil 5 x 10 perees acetonos mosds (1 1.
szobahomérsékleten). Az igy kapott forgacsot éjszakan dt elszivo fiilke alatt szdritottuk,

és felhasznalasig ~20 "C-on taroluk

A masodik lépésben az aktin izoldlisa tortént aktinforgiesbol. kozvetlendl a

Kisérletek elott (Mossakowska et al. 1988: Spudich and Watt 1971). Az aktinforgacsbol

30. majd sziirés utdn 10 percig alacsony ionerdsségil oldattal vontuk ki az aktint (20

ml/g. 2 mM TriszHCI, 0.2 mM Na>ATP, 0.5 mM DTT. 0.2 mM CaCly. 0,005 % NaN:.

pH 8.0: 0 °C). Ezt kvette egy tisztito centrifugdlas (20 000 g. 30 perc. 4 °C). A
feliiluszot 2 oran at polimerizdltuk (50 mM KCl. 2 mM MgCl. 4 °C). majd a

tropomiozint kisoztuk KCl-dal (0.6 M KCI végkoncentricio) ¢l ords gyenge heves
mellett. Az polimerizalt aktint centrifugalassal pelletaltuk (100 000 g. 2 ora. 4 "C).
kétoranyi duzzasztas utin homogenizaltuk és éjszakin at dializaluk ATP tartalmu

alacsony fonerdsségii oldattal szemben (A-oldat). hogy depolimerizalodjon az aktin (2

o NN pli 8 4 °C

mM [nsz.HCL 0.2 mM NapATP. 6.2 mM Cal

Kovetoen  centrifugalassal (100 000 g, 2 ora. 4 °C) tavolitouuk el a nem




depolimcri lodott 1i kat. A G-aktin } dciojat fotometriaval hataroziuk

meg, az abszorpeios koeflicienst 290 nm-cn 0.63 mg-ml '-em '-nek (Houk and Ue 1974)
és amolekula tomegét 42 300 Da-nak tekintettiik (Elzinga et al. 19/3)

3.3.2 A= aktin spinprabaval vali jelolése

A jelolést aktin polimercken végeatiih (2 ni G-aktin koneentracio), mert

ilyen korilmények kozott a jelold a filamentum felszinéhez kozel lévo ciszteins-374-cs
aminosav oldallinchoz specilihusan RStodik. A reakeio 0 “C-on, 1 mol aktin monomer

1.2 mol MSL ardny mellett 1 éran keresztil. folytonos keverés kozben ment végbe. A
jeloleést ultracentrifugalassal (100 000 g, 2 ora. 4 °C) allitottuk le. A pelletet duzzasztas

utin homogenizdltuk. majd éjszakan dt A-oldattal szemben torténd  dializalassal

depolimerizdltuk. Az gy Kapott jeldlt G-aktint ultracentrifugalassal  tisztitottuk

(100000 g. 2 6ra, 4°C).

3.3.3 Az akiin fluoroférokkal torténd jelolése

F-aktinon tortént. hogy szelektiven

A jelolés IAEDANS jelolo esetén is
jelolhessiik a cisztein-374-es aminosav oldallancot (Miki et al. 1987b). A reakcio
szobahdmérsékleten. 1 oran keresztil 1 mol aktin monomer: 10 mol IAEDANS jelolo

ssal allitottuk

ardny mellett ment végbe. A jeldlést 1 mM MEA jelenlétében centrifuga

le (100000g. 2 6ra. 4 "C). A centrif

ast kovetden a pelletet duzzasztotuk.

homogenizaltuk. majd ¢jszal A-oldattal szembeni dializissel depolimerizaltuk. A

ket ultracentrifi K (100 000 g. 2 dra. 4 °C). A jelslési

jelolt "
ardany meghatarozasakor az IAEDANS abszorpeios koefficiensét 336 nm-en 6100 M
em"nck tekintettik (Houk and Ue 1974),

A glutamin-41-es aminosav oldallancot monomer aktinon jeloltik FC-nel

(Takashi 1988). A jelolés 4 "C-on. | mg/ml 1Gaz jelenlétében. 16 ordn keresztiil zajlouw

lizszeres moldris feleslegben 1évé FC jelslo mellett. A jeldlés leallitasahoz az aktint
polimerizaltuk (végkoncentricioban 100 mM KCl és 2 mM MgCly). majd centrifugaltuk
(100000 g. 2 ora. 4 °C). A depolimerizacio megegyezett az MSL és IAEDANS

jelolésnél leirtakkal. A jeldlési ardny meghatdrozasakor a I-C abszorpeios koetticienset




493 nm-cn 75500 M+ e -nek tekinteuik (Hudson and Weber 1973; Lorand et al.

1983)
Az

aktin cisztein=3 /4-cs aminosav - oldaliancinak AAF-fel Giient jeldlésct

on v 5lést 20-25 dran keresztiil 4 °C-on vegezuik. a jeiolo

monomer akti

avezett az FC jeldlésnél leirtakkal A

aktin molardny 15 - 1 volt A jelolés leallitisa m

wirozdsihos a7 IAF abszorpeios Kofficiensét 496 nm-en

jelolesi ardny me

77000 M+ em™ -nek wekintettik (1akashi 1979).

Az intermonomer FRET vizsgalatokhoz a nem jeldlt. a donorral jeldlt ¢s az
akceptorral jeldlt monomereket (ismerve a jelolési aranyokat) megfelels aranyban
ssszekeverve, majd polimerizilva hoztuk létre a méréseinkhez sziikséges donor.

akeeptor. aktin koncentriciot a filamentumban.

3.3.4 Kation- és nukleotidesere aktinon

A Kation- ¢s nukleotidesere aktin h wrtént. A prepardlasi cljards

Kb 6uias Koriil X

a kationt a

miatt kalciumot és ATP-t koto

_ra cseréltik EGTA és MgCly hozziadasaval (0.2 mM EGTA

és 0.1 mM MgCl vé sban, 10 perc. szobah kleten) (Nyitrai et al.

Strzelecka-Golaszewska et al. 1993). A kationcserét kovette a nukleotidesere.

amit ADP-gliikoz-hexokindz rendszerrel végezil Kk (I mM ADP. 30 U/ml hexokindz.

25 mM glitkoz. 1 ora. 4 “C) (Drewes and Faulstich 1991).

3.3.5 A=z akiin polimerizicidja

Az aktin polimerizaciojakor az ATP-t. vagy az ADP-t kotd monomert tartalmazo

mintakhoz 2 mM MgCl-ot és 100 mM KCl-ot adwunk (végkoncentraciok). Mivel az

ADP -t tartalmazo monomerek polimerizicioja lényegesen lassabb, ezért az

dinamikai sajatsigokra vonatkozo ket megelozo polimeriziciot

szobahémersckleten. 12 oran keresztiil végeztiik. Ha a mérések falloidin jelenléicben

dekében — az aktin

torténtek. akkor a mérések eldtt - a fil K sta
filamentumokat  szobahomérsékleten, 4 oran  keresztiil inkubaltuk a  monomer

taiioidinnei

koncentraciojaval egyezo mennyise,




3.3.6 ATPdz aktivitds mérés

A rostok es o miozin feiek ATPaz aktivitisit az ATP lidiolizisehor heletkesd

anorganikus fos7fit mennyiségének meg asival s k. A megh Lkét

szinviiltozason alapuld modszerrel séuestiik cl.

I'rentham ¢s munkatirsai altal kidolgozott piruvit-kinds - fahtat-d

Kapesolt optikai médszert rostok ATPiz aktivitasinak meg asihoz alkalmaztub

(Trentham et al. 1972). A reakcid NADII-t, foszfocnol-piruvitot, piruvit-Kindzt ¢s

laktat-dehidrogenazt tartalmazé kézegben jitszodott le (100 mM KCL 20 mM MOPS. 1

mM MgCly. 0.5 mM EGTA. 0.15 mM NADH. 1 mM toszfoenol-piruvat. 20 U/ml
-AlPaz

piruvat-kindz. 40 U/ml laktat-dehidrogeniz, 0.5 mM ATP. pHl 7.0. Mg

meghatarozishoz: és a C M«:‘! meghatdrozashoz 1 mM CaCls -ot is tartalmazott). A
mérés sordn a NADII fopydsdt kovettik nyomon 340 nm-en tiz percen keresztil.
szamitogéphez Kapesolt fotométerrel (Shimadzu UV-2100). A méréshez hasznalt
megkozelitdleg 8-10 mg (nedves) tomegl rostkitegek platina vizra voltak feltekerve
dgy. hogy ne kerlljenek a fényitba. és enyhén megfesziilienck. A mérés folytonos
keverés mellett toriént. A NADH fogyasanak mértékében az abszorpeiot az ido

cgyenest kaptunk. melynek meredekségebol hataroztuk

fliggvényében dbrizolva ¢
meg az ATP hidrolizis mértékét. A szamolds sordn feltételeztik. hogy a rostok szraz.
tomegének SO % -a miozin. A NADH abszorpcios koefficiensét 340 nm-en

6.22:10° - M"-em-nek tekintettiik

Miozin ¢és SI molekulak ATPaz akiivitdsanak méréséhes Lanzetta és

munkatarsai altal kidolgozott anorganikus foszfat meghatarozas modszerét hasznaltuk

(Lanzetta et al. 1979). A vizsgdlat soran az ATP hidrolizis 0.02 mg ml fehérjét

tartalmazo pufterben jatszodott le (K/EDTA ATPaz esetén 0.6 M KCL 50 mM TL:
10 mM EDTA. mig

-ATPiz esetén EDTA helyett 9 mM CaCly volt a pufferoldat

Ssszetétele). A mintaban 1. 2. 4. 6, 8. perc alait keletkezett Pi mennyiségét

molibdendtot és malachit zoldet tartalmazo oldat 660 nm-en detekalt abszorpeidjdnak

mérésével hatdroztuk meg. A keletkezett anorganikus foszfat mennyisége egyenesen
aranyos az abszorpeio mértékével, a keletkezeu Pi K icioja kalibracios gorbe

meghatarozh:



3.4 Spektroszkopi

A molekulak mo. wiajdonsagainak vizspilaida WHHITIC spektiosekdpiai

hogy a vizsgilt anyagnak

modszer dll rendelkesésre, A modszerck kozos wlajdonsiy

érés sordn eloallo

drzassal 0renG Kolesonhatasat detektalja, A w

az elektromagneses st

spektrum alakja fige a molekula mozgisitol. Aol fiiggoen. hogy milyen idotarammal
jellemezheto a molekula forgisa (cgységnyi térsziggel vald elfordulisa). mis és mis

spektroszkopiai modszer alkalmas a vizsgdlatra. A 5. dbra a molekula forgsi sebességet

és a tanulményozasara alkalmas néhany spektroszkopiai modszert mutatja.
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3. dbra: Néhany spektroszkipiai modszer “idéablaka’

A vizsgdll fehériék st lis ¢ d az
elektronparamagneses (EPR) vagy elek spi (ESR) spekiroszkopia
valamint a {1 eszeencia ck K Od: ¢ altuk
3.4.1 EPR spekiroszkipia

A EPR  spekuroszkopia az elek kolesonhatisokat  vizsgalo

5d X

“ktroszkopiai soran a vizsgalt rendszernek

. egyike.

rendelkeznic kel pirositatlan spinii clektronnal. A biologiai rendszerek nchiny
Kivételtsl eltekintve altalaban nem  rendelkeznek  stabilan (tartosan) jelen levé
parositatlan elektronokkal. - czért kozvetlen EPR spekiroszkopiai vizsgdlatra nem

alkalmasak. A kivételek kozé egyes fémionokat tartalmazo fehériék tartoznak pl

heme

aplazmin. szuperoxid dizmutiz. st

clobin, mioglobin, cer




al nem rendelke: biologiai rendszerek  EPR

A pa I

lolés vagy a spincsapdazas technikdjit kell alkaimazni

alatal ezért a

Munkankban spinjelolést alkalmaztunk. melynek soran egy stabil paramagneses jeiolot

inosay oldalld

kototunk Kovalensen cgy célaott a
jelolok dltaliban nitrosid s/abadgy Kot tartalmazd. piperidin. pirrol. pirrolidin vagy
oxazolin molekulik. A jelold molekulin megklonbztethetd a spektroszkopiailag aktiv
rész. ¢z a nitroxid esoport, amely a parositatlan clektront Lartalmazza, valamint a
Kkémiailag aktiv rész. amellyel a molekula kapesolhato a célzott aminosav oldallanchoz.

érhez

A jelslén taldlhato parositatlan clektron 2pm molekulapdlydjanak magneses

yiszonyitott orienticidja meghatirozza a mégneses témel vald kapesolatdt. Fz

(ikrozodik a detektdlt spektrum alakjaban és a esiesok helyében. Ha teljesil az. hogy a

jelils mereven  Kapesolodik a  fehériéher. akkor a Kapott  spektrum azon

ssit, rend mintan beliili irdnyitottsigit tikrozi.

amelyhez a jelold kismolekula kotodott

R spektrumok analizise

alt objektum forg:

Az EPR spektrumok alakjdbol kovetkeztetni lehet a vizs

wlajdonsdgaira. Sebességiik szerint a forgasok harom csoportba sorolhatdk:

- A gyors forgis tartoménya. ahol a rotaciés korreliciés ido (z) 10 P10 s

kG261t a gyok forgasa izotrop. a spektrumvonalak jol elkiiloniiltek és keskenyek. Ebben
az esciben a spektrumbol a rotaciés korrelcios ido az alibbi egyenlettel szamolhato

(Eletr and Inesi 1972: Kivelson 1960):

1= 665 10" AL (1 /L)' -1)

ahol 1, a rotdcios korreldcios idd. AH. az alacsony teri esiies seélessége. 1. az alacsony

intenzitdsa (6. dbra).

terii és 1. a magas terii st
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_ A lassit forgds tartomdnya. ahol a 1 107 - 107 s-os tartominyba esik. a
spekirumyonalak Kiszélesediek. ebhen a7 esetben a rotdcios korrelacios idot a Goldman

formula segitsézével saanmothatjuk (Goldman ctal. 1972
T al-2A, 200"

ahol 2A°,, a minta spektrumanak hiperfinom csatolisi allandoja (6. abra). a 2A,, pedig a
mozgdsmentes dllapothoz. az tn. rigid limithez tartozd hiperfinom esatolasi dllandd
értéke. Brown diffiiziot feltételezve a konstansok énékei: a = 5.4 10775 és b = -1.36

(Goldman et al. 1972).

§ konvenciondlis

6 dbra: A gyors (4) és a lassii (B) forgds tartomdnydra jellem:
EPR spekirumok. A jelolésck a rotdcios korreldcios idd szamitdsdhoz sziikséges

paramétercket jelolik

- az igen lasst forgas tartomdnya (ST EPR technika). ahol a 7 10" - 107

Kkozotti. Ibben az csetben a spektrumok detektalisa is és drtckelése s cler az

—

clobbickiol. A spektrumok mérése soran a mikrohullimi  teljesitményt tigy

d: részleges telitodése (félszaturicios érték).

megvalasztani. hogy .

al cltolt abszorpeios

és ilyen korilmények kozott a masodik harmonikus 90"-os fiz

k. A rotacias korrelicios ido meghatdrozasihoz a spektrumban

C/C és H/H) kell dsszehasonlitani

osztikus csiiesok ardnyait (L

megjelend di




spin jelolt hemoglobin rendszer ST EPR - spekirumainak segitségével - Késvitet

Kalibricios diagrammok értekeivel. A kalibracios diagrammok a hemoglobin rendszerre

szamitott  rotdcios  Korrelacios idoket tartalmazzak - feliereierve a hemogiobin

b 1988: Hyde and Dalton 1970: Marsh 19X1

gombszinumetiidjat (Horvd

Thomas ctal. 1975)

L J N Ngune 10 MT

\
B W

HH

7. dbra: Az igen lassii forgds tartomanydra jellem=i szaturdcio transzfer (ST)
EPR spekirumok. L és L7, C és C H" és H a rowiciis korrelcios idi
meghatdrozdscho= s=iikséges diagnos=tikus csiicsokat jelolik

¢

Spin  szondaval  jelolt  fehérjcinket Bruker  ESP  300E  tipusu
1 d czonanc| rel . K lis EPR

mérésekhez 100 kHz modulaciot, 0,1-0.2 mT modulacios amplitadot és 20 mW

ikrohulldma teliesi Itunk

A szaturdcio transzfer EPR (ST EPR) technikaval a spektrumokat 63 mW

mikrohullimu teljesitményen. 50 kHz moduldcié ¢ 0.5 mT modulacios amplitido

mellett. 100 kHz out-of-phase detektdlassal rogzitettiik

cencia spekiroszkipiai mérésck

reszeencia méréseinket Perkin-Flmer 1.SSOB tipus spektrofluorométerrel




végeztik. Az IAEDANS fluoreszcencia emisszidjanak  idofiiggését 350 nm-es
gcr_jcmé\i hullamhossz mellett 480 nm-en detektaiuk. Az optikai rés 3 nm volt mind a

gerjesziési mind az emisszios oldalon. Kation- es nukleotidesere hatdsat a Jjeioit

tenzitds  viltozdsival koveuik

monomer aktinon a nyomen, A

Kationesere  trejouét az intenzitds valtozds megszinése jeleste. Tz
nukleotidesere a megleleld mennyiséet ghitkdz, ADP és hexokinaz hozzaadasaval. Az
JALEDANS fluoreszeencia intenzitdsit méréscink soran cgy oran keres/tiil kovetwk

nyomon. Ahhoz hogy a nukleotidesere folyaman esetlegesen bekovetkezd nem kivint

hatasokat jellemezni tudjuk. mertiik az egyes k k killon-kulon hozziadd
detektalhatd valtozasokat

A donor (IAEDANS) ¢s az akceptor (FC) molekuldk kozou 1étrejove
fluoreszeencia rezonancia energia transzfer (FRET) hatasfoka (E). a donornak. akeeptor

lekulak  jelenlétébe valamint hianya mért  fluoreszeencia  intenzitdsaibol

szamolhatd:

E = (Foa/Fp) /B

ahol Fyy a donor fluoreszcencia intenzitésa akeeptor nélkiil. iy a donor fluoreszcencia

intenzitasa akceptor jelenlétében és B az akceptor molekula jeldlési aranya.

IAEDANS emissziojt 470 nm-en mértiik, hogy czzel elkeriiljiik az akceptor jarulékat a

mért emissziohoz.

A donor ¢s az akceptor kézoi tavolsig FRET hatasfokbol  torténd

meghatirozisihoz ismerniink kell a Forster-féle kritikus tavolsagot (Ro). (Definicio

féle Kritikus tavolsignak az a d keeptor (R) tavolsg felel meg

szerint a F 8.
ok 5

ahol a transzfer hatds % -nak adodik). Az Ry meghatirozhato az alabbi egyenlet

szerint:

Ro® = (8.79 - 107 gy I

ahol n a Kozeg wrésmutatoja. k” az orientacios faktor, ¢y a donor fluoreszeencia
Lvantnmhatasfoka akeeptor nélkiil. és 1 az atfedési integral a donor emisszios ¢és a7z

akeeptor abszorpeids  spektruma Kozt Az aktin - filamentum - vizsgalatakor - a
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(wrésmutatd éntéke (n) 1.4, az orientacios faktor éntcke pedig (x%) 2/3 volt. A donor

fluoreszeencia k ok | " N

400 nm ¢s 700 nm hullimhossz tartomdnyban detektdltuk. referencianak Kinin-szulfat
oldatot hasznattak (hinin-szalfit 1 M-0s NaOIl oldatban).
Ila meghataroztuk a transzler hatdstokot (E) és a Kritihus Farster tivolsigot

donor Wkeeptor rendszerben

(Ro). akhor a donor-akeeptor tivolsig (R)

meghatirozhato a kovetkezo cgyenlet alapjan
E =R/ (Ry" + R

latba hozhat6 az energi; ferre jellemzd sebességi allandd

A FRET hatasfok k
amely megfeleld  paraméter a  lokalis  Nuktuaciok

varhato  ériékével

Kromolekulikon wrténd vizsdlatdhoz (Somogyi et al. 1984). A normalizdlt FRET

hatasfok (/) felirhato az alibbi alakban:

2/ oA

eti mérésckbdl meghatarozhato.

gy <ke> kis

Az IAEDANS steady-state cia anizotropidja érzékeny a fluorofor

ios komponensek (Fyv.

ira. Ertékét a polarizalt em

mikro-komyezetének valtozi

Fuii. Fiiv és Fy. ahol a V (vertikalis) és H (horizontalis) index a gerjesziési illetve

emisszios irnyokat jelzi) ismeretében az alabbi képlet alapjan hatéroztuk m

r= (Fyy = GFvi) / (Fyy + 2GFvi)

ahol G =

optikai rés mindkét oldalon 3 nm-cs volt.

v/ Fin. A gerjesziési és emisszios hullamhossz 350 illetve 480 nm. és az

A ¢l B és tropia lecsengés ¢ | ISS K2

S Fluorescence Instrumentation. Champ

multifrekvencias fazis-fluoriméterrel (IS

) an. keresztkorreldcios modszerrel végeztik. Fényforrasként 300 W-o0s xenon-

s7beik ival Juliliuk. A modul

mpat alkalmaztunk. fényét Pockel-cella

frekvenciat fluoreszcencia ¢lettartam mérésekben 2 és 80 MHz K626t miy anizotropia



ecsengds mérésekor 2 és 120 MHz kozou viltoztattuk. Referenciaként frissen készitett
2

glikogén oldatot (0 ns) hasznaltunk. A vizsgalt minta {luoreszeencia

paramdtercit
illesztéssel hatdaroztuk meg (ISS187 Decay Analysis Sotware) Az ilieszies josagat az

ftasdval jellomeztik (Lakowier 16

dn, reduhali g3 étcheh sz

avenlet alapjin

paraméterch segitségevel az dtlagos Muoreszcencia élettartam az alibbi

szamolhatd

e (E Rt w) (ST

ahol 7, a f1 ia ¢lettartam k mig o, a komp
jeloli. Az anizotrépia lecsengés vizsgilatakor 6bb exponencidlis folyamat dsszegét
tételeztiik  fel (Belford et al. 1972). Példaul  két  exponencidlis - komponens

alkalmazasakor az anizotropia lecsengés a kovetkez alakban irhato fel:

r(1) = 1o g1 exp (-Vp1) + 22 exp(-/p2)]

ahol 1 a hatdranizotropia. @1 és @2 a rotdcios korreldcis idok valamint g, és g2 a

Khe delh litadok

Az aktin filamentumokban talalhato cisztein-374-es aminosav oldallanc radialis

koordindtdjit a FRET kisérletek segitségével hatiroztuk meg 22 °C-on. A Kisérlet sordn

ez a cisztein oldalline vagy donor. vagy akceptor molekulival volt jeldlve. és a

monomerek megfeleld ardnyban valo dsszekeverésével eloallithato volt a kivant donor -

akeeptor ardny. A polimeriziciot kévetben a radidlis koordindta a FRET hatasfok

akeeptor molardnytél fliged bol volt (Az akeeptor molardny

alatt az akceptorral jelolt monomer ak a

dnyat értjilk a b

levé tcljes aktin monomer koncentraciojahoz viszonyitva). A meghatdrozds menete
feltételezi a monomerek random becpiilését a filamentumba polimerizaciokor (Moens
and dos Remedios 1997). A donor-akeeptor elrendezés definidlasihoz 6t monomert
vettiink figyelembe dgy. hogy a kézponti monomert donor molekulaval jeldlinek

tekintettiik. aminek m szamu Iehetséges akceptor szomszédja van (ahol m 0 és 4 kozotti

miatt). Hven

aktin fila ban vald

ocometriai feltételek mellett 16 lehetséges elrendezidés alakulhat ki, Az akeeptor



J6lve. m akeeptor esetén egy elrendezideés valoszinisége az alabbi

molardnyat y-val |
egyenlet szerint szimolhatd
" o

P - )

Adott akeeptor mofarany (1) eselén o teljes transzfer hatasfok az cgyes hatdsfokok

sulyozott sszegével kaphato meg
E =2 (pn )

ahol Ey a transzfer hatdsfok az m-dik elrendezodésben. A szamolds soran figyelembe

kell venni annak a lehetoségét. hogy egy donor t6bb akeeptorral s Iétrehozhat

fer hatasfoka modosul

fert. Ezért az

X (RY/RW)*/ {1+ 5 (Ro/ Ra)'

ahol R, jelenti az individudlis donor - akceptor tavolsagot. Az egyes donor és melleties

szamolhaté. igy az Gsszesitett transzfer hatasfok ¢értéke megadhato. A

akceptor tavolsag

lasokhoz az aktin fi geometriai is figyelembe kellett venni.

5 A -nek és az aktin

ezért az aktin genetikai hélixének fél menetemelkedését 27
monomerek relativ fordulasit a hélix mentén 166°-nak tekintettiik. Ha a radidlis

gok (R,) az alabbi egyenlet szerint

Koordindta r. akkor az cgyes (individualis) tivols

szamolhatok (Taylor ctal. 1981):

(1-cos (n < 166°)° + r'sin® (n x 166") + (n x 27.5)

R,

ctet algoritmusként haszndlva a szimuldlt adatok illeszthetok a Kisérleti

Az egyen!
eredményekhez. Az illesziési cljris sordn az egyetlen meghatarozando  (szabad)

goritmushoz MATLAB 5.2 programot

paraméter a radidlis koordindta. Az illeszto a

hasznaltunk. (MathWorks Inc.. Natick. MA. USA).



4. Eredményck

onomercken

4.1 Ercdmények aktin

Konvenciondlis EPR technikaval vizsgaltuk a nukleotidesere aktin monomerne
gyakorolt hatisit. Vizsilatainkban a ciszicin-374-cs aminosavin maleimid spinjelolt
G-aktint hasznaltunk. A megfeleloen merev kapesolat lehetove tette az aktin

monomerck rotdcios mozgasvaltozasinak nyomon kovetését a nukleatidesere sordn. A

kisérletekben a jeld arany 091 * 0,07 mol/mol. a nem specilikusan Kotodou
(mobilis) jelolé mennyisége kevesebb mint 5 % volt. A hiperfinom csatoldsi dllando

I'P-G aktin esetén 6.40 mT-nak adédott 20 "C-on. ez 19.6 ns-os rotacios korrelacios

idonek felel meg. ami jo egyezést mutat a korabbi mérési adatokkal (Nyitrai et al. 1997).

A hipertinom csatolasi allando (2A",,) ido ¢s érséklet fliggését a nukleotidesere

clinditasatol kovettiik nyomon.
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homerséklet ('C)

X dhra: Nukleotidesere hatisa  az ADP-G-aktin  hiperfinom  csatoldsi
dllanddjdra. A hiperfinom csatoldsi dllands iddheni valtozdsdt k litG Gauss
fiiggvény maximum helyét (teli kor) és féléricks=élességét ires kor) dbrdazoluk a
homérseklet fiiggvényében. A beillesztent dbra a hiperfinom csatolasi dllando
valtozdsdt mutatja az idé figgvényéhen. Nulla iddpillanatmak a nukleotidesere
inditdsdt tekintertiik




20 "C alatti homérsékleten a nukleotidesere nem gyakorolt mérhetd hatast az

aktin monomerek hiperfinom csatolasi allandojara. azonban 20 es 35 "C kozou a

csatolasi allando jelentds viltozist mutatott. A nukleotidesere inditasat kévetoen 2A 7,

pere chteliével leesokk

ériéke novekedett, majd né

értéket. Neégy kiilonbiizo homersékleten meghatirozva a hiperfinom esatolisi llando

30 ¢s 35 7C) az adatok Gauss fiiggvénnyel kozelithetok

értekénck idofliggését (20,
voltak. Valamennyi homérsckleten elvégeztik az illesziést. és a gorbékhez tartozo. a
maximum  helyeit valamint a félértékszélességeket a homérscklet  fiigaveényében
abrazoltuk. (8. dbra). Lithato. hogy a homérséklet emelkedésével a 2A°,, szelsoerteke
hamarabb allt el6 és a félértékszélesség csokkent

Az dtmeneti aktin populicio meghatirozasihoz a kiinduldsi (ATP-G-aktin)
spektrumbol kivontuk a viltozas maximuman gyijott spektrumokat digitdlis spektrum

manipulicio segitségével (9. dbra). A kilonbség spektrumokban azonositottunk

olyan aktin populdciot. melynek a esatolisi llandgja (6.779 = 0.04 mT) meghozelitette
a filamentdlis aktinban mérhetd értékeket (6,787 mT). A két populicio aranya a

spektrumok kettés integraljdval meghatrozhaté volt, aranyuk: 0,500 £ 0.086.

keotd csere

ATPGaktn

kuionoseg spekrum

9. dbra: MSL jelolt Mg-ATP-G-aktin konvenciondlis EPR spekirumai. A legfelsi
spektrumot a nukleotidesere inditdsdt kovetd 30. perchen rogzitetuk. A kozépsi
spektrum a nukleotideserét megeld=6 dllapotot mutatia. A kilonbségi spektrumot
digidlis spektrumanalizissel. a két spektrum eqymdshl tortént kivondsdival
dllitornik elé. A= igy azonositotr aktin populdcié csatoldsi dllanddja 6.779 mT
voli
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Fluoreszeencia spektroszkopiai vizsgalataink sordn az aktin monomerek cisztein
374-es aminosav oldallancahoz IAEDANS volt fluoroforként kovalensen kapesolva. A
fluorofér steady-state {luoreszeencia anzotropiaga a nukieotideserét kovetd egy ordban

- Mg esere

nem mutatott valtozast. azonban a tluoreszeencia
eredményeként 10 %o-hal - megndvekedett viszont  nukleotidesere  hatdsara

megkozelitoleg 35 % -kal esokkent az elsé oraban. 20 "C-on (10 dbra). A esokkends 8-

ozzaadasakor

9 % -a kozvetlenil a nukleotideserchez  sziiks homponensek

jelentkezett. ami a kontroll kiscrletek eredménye szerint a fehérje oldat megvaltozott

skkend tendencia az

optikai tulajdonsagaibol adodott. Az elso oraban tapasztalt

inditast kiveto 12, oraban is nyomonkdvetheté volt.

nukleotd csere |

kation csere I |
09

relativ fluoreszcencia intenzitas

08

07 —

o 20 w0 0 80
ido (perc)

kapcsolt IAEDANS
isa  kation  és

aktin cisztein-374-¢s aminosav oldallancdho:
molekula — fluoreszcencia — intenzitdsdanak — idébeli  valt
nukleotidesere hatdsdra. A gerjesztési hullamhoss= 350 nm. az emissziis
hulldmhoss= 480 nm, az optikai rés mindkér oldalon 3 nm volt.

10, dbra

A folyamat kinetikajanak meghatarozdsihoz egy. két és harom exponencidlis

K fiiggvényeket illesztettiink az adatokhoz. A legjobb illesztést két

exponencialis  komponenst  tartalmazd fiiggvény  credményezte.  Eszerint - az

intenzitascsokkenésért két folyamat felelds. amelyek megfeleltethetok két. kilénbe

1 6do. konformaciovaltozasnak. A gyors folyamat féléletideje 25 perc

mutat

20 °C-on. mig a lassit komponensé orikban mérhetd. és kinetikdja jo cayezé

masok aitai kozoit eredményekiel (Diewes and Faulstich

o).

220



A fluoreszeencia sordn a cisztein-374-es

aminosavhoz kotott IAEDANS molekula donorkeént szolgalt. ¢s a FC-t hasznaliunk

akeeptorként. ami az aktin szubdomen 1l-n- talalhato - glut I-es aminosavhoz

rol 679

)

atdasfok a Kationes:

Kapesolodott kovalensen, A ¢

ezelt a Kordabban kozolt adatokkal (Nyitrai ¢t al. 1998). majd a

nott, ami me;

nukleotidesere sordn tovabb emelkedett 72 %era 200 "C-on. A transzfer hatisfok

novekedés harmine pere alatt lezajlott. ezt Kovetoen mar nem detektaliunk valozast (77

dbra).
" .
|t A mhml‘l.
O
7 v"n;"m
¢ i
5 /
3
3
H
£
ot
¢
£
o s | !
k |
|
w W )
idd (perc)
11, dbra: A FRET hatdsfok valiozds idéfiiggése kation és mukleotidesere sordn
20 “C-on. Az aktin cisztein-374-es aminosavdhoz kapesolt IAEDANS molekula
donorként és a glutamin-41-es aminosavhoz kapesolt FC molekula akceptorként
s=olgalt, A gerjesiési hullamhoss= 350 nm, az emiss=iés hulldmhossz 430 nm az
optikai rés 3 nm volt
Az IAEDANS szeencia  élettartamina hatarozisihoz  a
nukleotid ét Kovetd 10.. 35.. 60. percben inditottuk a méréseket. Az igy kapott

atlagos fluoreszeencia ¢lettartam csokkend tendenciat mutatott 17.4 + 0.4: 16.7 + 0.4:

164 + 0.3 ns. Ez a csikkend tendencia cgyezést mutat az IAEDANS steady-state

hi kinetikdjaval. Az ATP-vel telitett aktin monomerek

atlagos fluoreszeencia Clettartama 19.1 + 0.3 ns volt. Mivel a nukleotidesere sordn

bekovetkezd valtozas a cserét kovetd 15-20 percben befejezodik. ezért az élettartamra és

A roticios  honcldcios o vonatkozd  mdrdsek  ered;

osszehasonlitdst tesznek lehetdvé.



A fluoreszeencia anizotrépia lecsengés méréseinket szintén a nukl

Kovetd 10.. 35.. 60, perchen inditottuk. Az eredményekbol megdllapitotuk. hogy ket
aktin populdcid van jelen a mérés soran. Az egyik populaciot a — Me-AT P-G-aktinnal

megegyesd Nuoreszoencia éle

Gvel rendelkera aktn

otja. mig a masik populicio egy hosszabb 52 + 5 ns-os rotacios korrekicios idovel
alkoy L £y

rendelkezd formabol dll.

i cencias mérésekkel ¢ a nukleotidesere hatéhonysagat.

mérve az ATP Roncentrcisjanak  valtozdsat aktin monomerck jelenlétében  ¢és

hidnydban. A mérések kortlményei megegyeztek a spektroszkoy sekevel. Aktin

int

tavollétében a kezdeti 200 pM-os ATP koncentricio 30 masodperce alatt a mérhetd s

alid csokkent hdmérséklendl fiiggetlenill. ezzel szemben aktin jelenlétében a kezdeti

{ felvaltotta cgy lassabb. ami feltdtelezéseink szerint abbol adodott,

ayors ATP fogya

hogy csak a monomerck dltal kdtésben tartott ATP disszocidcioja utan valt

hozzaférhetivé a glikoz-hexokindz rendszer szamara. Ha az igaz. hogy a lassubb ATP

fogyds a Kben kotott ATP viségének f lasaval,

akkor Kalkuldlhatova valik az ATP-t kotd aktin monomerek koncentricioja. és igy a

teljes  monomer koncentrcié ismeretében az ADP-t kotd  aktin monomerek

koncentracioja is. Az igy szamolt ADP-aktin koncentraciokat mutatja — egyebek

mellett —a 12, dbra,

relativ valtozas

} o

- Q:‘uv

ido (perc)

12 dbra: A FRET hatdsfok- (dsszefiiggd vonal). a hiperfinom csatoldsi dlland-
(iires kor). és a szamitott ADP-aktin koncentracii (teli kor) relativ valtozdsdanak
dsszehasonlitasa az idd figgvenyében. A relativ viltozas szamitdsakor a 20 °C-
on gviljtonr egyes adatsorokat osztottuk az adatsorhoz tartozo  legnagyohh
Srtckkel Nulla iddpill ka cotidesere inditdsar 1ek




n filamentumon

ak

4.2 Eredményel

£l6 sejtekben az aktin hét alapyvetd formdban Iehet jelen: monomer s filamentozus

gyl jar as ROt aktinn mono

aktinként. Az aktin polimerizic
aukleotidjdnak hidrolizisével. bir az ATP jelenléte a monomerben nem esszencidlis.
mert 4z ADP kot monomerch s polimerizilhatok,  Monomercken  trtént

ként a kétféle (kilont ) nukleotidot tartaimazo

ukleotidesere vizsgal k foly

beli kiilonbségdt  vizsgaltuk

kbol polimerizilt

fluoreszeencia spektroszképia modszerével.

1004

fuoreszcenca mentis

50 a7 500
Pukgmnossz (om)

Suoresccenca ot (. unts)

o
400 25 50 a7s 500
hutmhossz (om)
13, dbra: Az JAEDANS molckula ATP (@) és ADP (b} tartalmii aktin
monomerbGl - polimerizdlt filamentumaiban mért — emisszios intenzitdsa 22 "C-on.

Akceptormentes (i), 0.24 (i) ¢ 0.39 (iii) akceptor molardny mellett (az akeeptor

koncentréciojanak —ardnva a - fi b 1évG teljes  aktin - koncentrdcichoz

viszonvirva).



Az IAEDANS fluoreszeencia intenzitisit vizsgilva azt tapasztaltuk. hogy az

ATP-t tartalmazo  monomerekbol  polimerizilt aktin - filamentum  fluoreszeencia

intenzitasa nagyobb volt mint az ADP tartalmi monomerbdl polimerizdlt filamentumé.

cuzitds manitumdnah cioloddsa is megi;

valamint az wobbi i

jelenléteben a donor Muoreszeencia intenzitasa leesokkent a tellepo Huoreszencia

rezonancia energiatranszfer hatasara (713, dbra).

Az akeeptor molardnyanak fiiggvénycben vizsgalva a FRI | -hatastok valozasit.

az cisztein-374-es aminosav radidlis hoordindtdja meghatdrozhatovi vilt. Audl figgsen.

kiinduldsi monomerek milyen nukleotidot tartalmaztak a FRET-hatasfok

hogy
k tend kiilonbség i (14. dbra).
80— . .
* |
60 ° i
. o
o {
o 1
.
o 7 P {
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00 02 04 06 08
akceplor moarany
14 dbra: ATP (tele kor) vagy ADP (iires kor) nukleotid tartalmii monomerbil
polimerizdlt aktin filamentumok FRET hatasfok valtozdsa az akceptor moldris
ardny viltozdsinak fiiggeényéhen (az akceptor koncentrdcidjanak ardnva a
filamentumban 16vé  teljes aktin koncentrdaciohoz viszonvitva). Az illesziést
MAT 5.2 segitségével végeztiik. A beillesztett dbra a FRET hatdsfok
vdltozdsit  mutatjia az - akceptor  molardnydnak — fiiggvényében,  fulloidin
jelenlétében ATP (tele négyzet) vagy ADP (iires négyzet) tartalmic monomerbdl
polimerizdalt filamentumok esetén. A= egvenes és a szaggatott vonal a
falloidinmentes mérési eredményeket tikrozi az adott filamentumon.
Abban az esetben. ha a filamentumokhoz falloidint adtunk (ami stabilizilja a
fil és clolja a eril egyensulyt a Ml felé) a

altozott

ik filamentum cset

transzfer hatasfok nagysdga sem az cgyik sem a md

dnak tendencididban meglévé

entés mértékben, és a transzfer hatd

jele




snbség is ita két fil

Kozow (14, betétdabra). A FRET hatasfokanak

falloidintol valé fiiggetlensége egyiittal bizonyitotta. hogy a polimerizicio sorin a

il kba. A radidlis koordina lasak

monomerck random épiiliek be a

meg kellew hatdroznunk az IAEDANS-IAF fluoiofdn pan hiitihus Torster tdvolsd

mindk¢t tipust filamentumban. £z ATP monomerbol polimerizilt filamentumban
47.74 A-nch. mig ADP monomerbdl polimerizdlt filamentumban 40.83 A -nek adadott
Ezeknek az adatoknak az ismereteben a cisziein-374-¢s amiosav radialis Koordinataja
ATP-G-aktinbol polimerizilt filamentum esetén 17.3 £ 11 A mig ADP-G-aktinbol
polimerizdlt filamentum esetén 16.7 + 1.4 A volt. ami jo egyezést mutatott Korabban

koz1t adatokkal (Moens et al. 1994).

L
N )
!
2 .
[ o 3 * }
100{3 !
5 10 15 20 25 30 35

homérseie (C)

15, dbra: ATP (tele kor) vagy ADP (iires kor) nukleotid tartalmic monomerbol
polimerizalt — aktin ~ filamentumokon  mért  f* valtoz.
fiiggvényéhen. Az aktin osszkoncentrdcidia 30 uM. az akceptor moldris ardnva
0.66 és a donorral jelolt monomer koncentrécida 3 uM volt a filamentumban. A
heillesztett dbra a himérsékl i FRET iter falloidin itéh
bekivetkezd valtozasat mutatja ATP (tele négyzet) és ADP - (iires négvzet)
nukleotidot tartalmazo monomerekhdél polimerizalt aktin filamentumok esetén. A
szaggatolt és egyenes vonal falloidin mentes ATP és ADP filamentumon mért
értékeket mutatja.

isa a  homerséklet

Afi ! it hoz vizsgaltuk a

normalizalt FRET hatdsfok (/') homérsékletfiiggését a 6 és 34 "C kozotti homérsékleti

1

tése

Kiesi volt (20%). mig ugyancbben a homérsékleti tartomanyban az ADP-F-aktin f




valtozasa 1bb mint 100%-nak adodott (/3. d@hra). Abban az esetben. ha falloidint is
adwnk a filamentumokhoz. akkor a relativ /™ esak kis mériékben volt homérseklet fiiggd
mind a7z ATP-. mind a7z ADP monomerbol poiimerizait aktin tilamentum eseten (/3
betétihra)

43 Ercdményck izomrostokon

Konvenciondlis és szaturdcio transzfer EPR technikiakat alkalmaztunk a miozin

fejen az ATP hidrolizis soran bekdvetk formacios valtozasok

Ehhez a miozin Katalitikus doménjén talalhatd legreaktivabb ciszteint, a cisztein-707-ct

jeloltik TCSL és MSL jelolével, glicerinezett izomrostban, Kisérleteinkben a
kontrakeids ciklus négy dllapotit modelleztiik, a nukleotidmentes rigor allapotot. a
hidrolizist megelozd M*ATP dllapotot, a_ hidrolizist kévets M** ADP.Pi dllapotot.

valamint a rigort megel6z8 M*.ADP dllapotot

How x

16, dbra: MSL jelolt izomrostok konvenciondlis EPR  spektrumai
il 1= izomrostok hoss=tengelye pirhuzamos (felsé dbra) és merdleges

(alsé dbra) dlldsii volt a magneses 1ér irdanydra.

Rigor allapotban a fejek csak  egyféle modon  kotddhetnek az  aktin

filamentumhoz (Fajer 1994: Thomas and Cooke 1980). ha MSL probaval jeldltik a

rostokat a jelolok egységes iranyitottsagot. nagyfoku rendezettséget mutattak (/6. dbra).

szigszords 6° volt



17, dbra: TCSL jelolt izomrostok konvenciondlis EPR \/u'/\/runmi rigor
imrostok hossztengelye parhuzamos (felsi dbraj és merileges

dllapotban. -
(alsé dbray u//uu/ volt a mdgneses (ér irdnydra.

Ia a rost jeldléséhez TCSL jelolot hasznaltunk. az EPR spektrumok szintén

nagyfokii rendezettséget mutattak (Belagyi et al. 1994) (17, dbra). de a jelolé kitintetett

irinydnak a rost hossztengelyével bezirt szoge 75%-nak. és a szogszords 16° -nak

adodott.

18, dbra: TCSL jelolt izomrostok hossziengelyénck a mdgneses (ér irinyira
parhuzamos dllishan mért konvenciondlis EPR spektrumai  rigor és ADP

dllapotban




Az MSL szondaval jelélt rostokhoz MgADP-t adva nem tapasztalhato viltozis.

a miozintejek globalis orientacioja valtozatlan marad. Ezzel szemben TCSL szondaval
jelolt rostokat vizsgalva a jelolok Kituntetett iranya es a rostiengely altai bezart s70g 75

16l 56"

skkent és o seigsroris

megmaradt a rostokban (/8 dbra).
Ha ATP-t ¢s ortovanaditor cgyiittesen adunk rigor allapothan levo rostokhoyz.
ami az ADP.Piallapotnak lelelietheto meg, tartosan disszocialtathayiuh @ miozm lejeket

az aktin filamentumoktol, Az igy detektdlhatd spektrum egyetlen komponensbél all.

amit a 1610k dezetl alkot. A fejek disszociaciojat az L

és C/C diagnosztikus paraméterek

okkenése mutatja (19, dbra)

TesL

st

19, dbra: TCSL (fels6 kettd) és MSL (alsd) jelolt izomrostok ST EPR spektrumai
rigor és ADP.Vi dllapothan. L és L™, valamint C és C* a rotdciis korrelicios idi
kus csiicsokat jelolik Az izomrosiok
hoss=tengelve a mdgneses tér irdnydira merdleges dlldisii volt

szamoldsdhoz  szitkséges  diagnoszi

Abban az esetben, ha a rostokhoz AMP.PNP-t (nem hidrolizalo ATP analog)

adtunk. mimikdlva ezzel az ATP dllapotot. a miozinfejek rendezettsége (figgetlenil a

jelolo fajtajatol) megvaltozott. ami a miozin fejek belsé struktirdjaban bekovetkezett

konforméciovaltozasra utalt. ¢s a spektrum egy random ¢és egy rendezett jelolo
populdcio cgyiittes jelenlétét mutatta (20 dhra). A rendezett frakeio megkozelitoleg

50%-a volt a teljes jell6 koncentracionak



AP PP

e
maradvany
spektrum \/ .

20, dbra: MSL jelolt izomrostok AMP.PNP (folsG) és rigor (kozépsd) dllapotban
PR spektrumai. A rostiengelvek parhuzamosan dlltak a

mért konvenciondlis
mdgneses (ér iranydra. A maradviny spektrum a rigor spektrum AMP.PNP

spektrumbdl tortént kivondsaval jott létre.

Osszehasonlitva az MSL jelolt és TCSL jelolt rostok AMP.PNP spektrumait azt

szocidlodott

tapasztaltuk. hogy mindkét jeldlo esetén a random populdcio megfelel a dis

miozinfejek populaciojanak. azonban a rendezett frakeiok eltémek egyméstol. Digitalis

lacioval kivonva a dezetlen frakciot a spektrumokbol. a 0 a

megmaradt komponens irdnyfigeése. Az MSL jelolt rost esetén a rendezett frakeid

orientdcioja tokéletesen megfelelt a rigor dllapotban meghatarozott orientacionak.

mintha a miozin fejek aktin kotése megmaradt volna (20, dbra). Ezzel szemben TCS]
rostok esetén a rendezelt frakeid orientdcioja az ADP allapotban megtaldlhato

orientacioval volt megegyez0 (21. dbra)



Aop

kulonbség
spoktrum \

e f P
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spokirum L

21, dbra: TCSL jelolt mrostok konvencionalis EPR spektrumai. Legfelsi
spektrum az AMP.PNP kezelést kovetden detekidlt spektrum. Az alatia levd
spektrum a rostok ADP kezelést koveld dllapotat tiikrozi. A kiildonbség spekirum
az ADP spektrum AMP.PNP spektrumbol toriént kivondsaval jou létre. alakja
random médon orientdlt spin jelolék jelenlétére wtal 4 maradviny spekirumor a
kiilonbség  spektrumbol - a - ADP.Vi - spektrumot (nincs  feltiintetve)  kivonva
dllitottuk elé.

Homogenizalt izomrostok rigor és AMP.PNP dllapotban mért EPR spektrumait

onlitva a hiperfinom csatolasi allando csokkenését tapaszialjuk AMP.PNP

ami dvekedett rotacios mobili utal. A hiperfinom csatolasi allando

AMP.PNP dllapotban 6.667 £ 0.03 mT (n = 4). mig rigor dllapotban 6.780 + 0.02 mT

(n=6) volt. A Goldman formulaval szimithato roticios korrelacios ido AMP.PNP

allapotban levé rostok esetén révid (t = 0.14 ps). ami vagy a miozinfejek
disszocidcijira, vagy az AMP.PNP kotésekor a jelolt szegmens komyezetében

megndvekedett mobilitasra utal.
4.4 Eredmények izomrostba diffundiltatott S1-en

Kisérleteinkben az izoldlt miozinfej (S1)  kdnnyilanckotd  doménjén
clhelyezkedd esszencidlis konnyiiline (ELC). cisziein 177-cs aminosav oldallincit
jeloltik MSL. jelolovel. majd diffunddltattuk glicerinezett izomrostba. Az igy kapott

rendszeren vizspaltuk az ATP hidrolizis ciklus egyes Iépései sordn bekdvetkezd



konformicios valtozasokat a konnyilane kot domén kornyezetében.
Oldatban mérve az ELC jelol ST spektrumait, a jelold nagyfoki rotacios
mobilitast mutatott. azonban a rostba ditfundaltatast kivetoen a jeiolo mobifitasa

okbol - renderett

& oo speku

kévethestethettiink (22 dhra)

Nukleotidmentes rigor allapotban a miozin fejek orientaltan Kapesolodtak az

aktin filamentumokhoz. Spektrumszimulicio szerint a dilfazor kovetoen. a jelGlo

. a sz0gszords o ~ 6",

e 9

Kitintetett iranydnak a rost hossztengelyével bezart s:

és ajelold egy v = 65° -0s nyilasszogil kipban mozog

Hpark

Hperk i H

22 dbra: MSL jelilt (cisztein-177-es aminosav oldallincon jelolt. izomrostba
diffundéltaton) SI konvenciondlis EPR  spekirumai  rigor dllapotban. A
rosttengelyek irdnya a mdgneses ér irdnydval pairhuzamos (felsé spekirum) és
merdleges (alsé spektrum) dlldsiiak. A folytonos vonallal jelolt spekirumok a
mért, mig a szaggatott vonallal jelolt spekirumok a szimuldcioval elddlliton

spektrumok

ADP jelenlétében az MSL szonda - esivagy az SI aktinhoz tortént

kapesoladasinak — orienticidja és rotacios mobilitisa megfelell a rigor dllapotban
meghatarozott érickeknek. Fz az credmény megegyezik a kordbbi megfigyelésekkel.
miszerint az ADP kotodése dltal kivdltott konformaciovaliozasok nem befolydsoljdk

L Fajer etal. 19900235 dbra).

tavoii régiok mobilitasal (Beidgyi et ai. i



23, dbra: MSL jelolt (cisztein-177-es aminosav oldallincon jelolt. izomrostha

diffundiltaton) S1 konvenciondlis EPR spektrumai ADP és rigor dllapotban. A=
mosan helyezkedick

izomrostok hoss=tengelye a magneses 1ér irdnvdval pirhuz

Az ADP.Pi dllapot modellezéséhez ATP-t és ortovanadatot adtunk a rostokhoz
A vanadat miozinnal alkotott komplexénck életideje hossza, ezért elterjedten hasznaljak
az ADP.Pi nukleotid allapot mimikalisahoz. ATP ¢és ortovanadat jelenlétében a

figgd d ége megszint, a spektrum intenzitasa lecsokkent.

X X
¥ Y

jelezve. hogy a fejek nagy része tartosan
6 folyadékkd a kezelés soran (24.dbra)

disszocidlt az aktin fi ktol és

in-177-cs aminosav oldalldncon jelilt. izomrostha
ATP ¢és la

24 dbra: MSL jelolt (ci

il I konvenciondlis EPR spekrume
1 folytonos vonal a mdgneses tér irdnyival parhuzamos. a
a merdleges spekirumvonalat jeloli. A
kb

jelenlétében,
szaggatott vonal a magneses 16r irdnya

sckirmok syengiiléive az ST ok abtingd] volid divezociicid
kirnyezetbe vald kidiffindldsdnak kiszonhets,




5. Kovetkeztetések

internalis dinam

5.1 Nuklcotidesere ha

Az aktin két formaban, monomer & polimer. vagy filamentdlis aktinként

taldlhato meg  ¢l6 sejtekben. A filamentd formdbol  felépiilo  aktin halozat

kialakuldsanak ¢s Gjrarende: k szabalyozasat sok faktor befolyasolja a sejtben.

Faktor lehet a monomerekben kotott nukleotid és kétértéki kation mindsége, mert

jelentisen befolyasolja a monomer polimerizicios készségét és a monomer — polimer

egyensulyt (Carlier et al. 1986: Kinosian et al. 1991: Nyitrai et al. 1997: Rickard and

Sheterline 1986). Kisérletemnkben A 1P-ADP csere hatasat vizsgaltuk az aktin monomer

erkezeti és dinamik lajdonsagaira  EPR ¢ fluoreszeencia  spektroszkopia

modszerével.
Az EPR eredményeink azt mutattak. hogy a nukleotidesere sordn létrejitt egy

dtmeneti aktin populdcio (8. 9. dbra). ami lényegesen nagyobb rotdciés Korreldcios

idovel jellemezhetd, mint az ATP-Mg-G-aktin. Korabbi Kkozlemények alapjan

feltételezhettiik. hogy az altalunk haszndlt MSL jelold rigiden kapesolodott az aktin

cisztein-374-¢s aminosav oldallanchoz. ezért a rotécios korreldcios ido a teljes monomer

gy cgy nagyobb domén mozg

(Mossakowska et al. 1988: Thomas et al. 1979). Nukleotidesere soran az atmenetileg
tapasztalt megnivekedett csatolasi allandd és az ehhez tartoz6 rotacios korreldcios ido

nem  szarmazl aktin- monomert6l. vagy a bekovetkezs  belso

nak

konformécio valtozistol. Figyelembe véve a hiperfinom csatolasi allandé valtozas

kinetikdjat ¢s a steady-state fluoreszcencia anizotropia nukleotideserére  vald

érzéketlenségét. valamint korabbi eredményeket (Drewes and Faulstich 1991: Kasprzak

1994). az aktin fi jelenléte a nukleotid soran Kizarhato volt. Mindezek

alapjan az ATP ADP csere sorin a hiperfinom csatolasi allando értékének atmeneti
novekedése egy jelentés mennyiségl. de atmencti oligomer aktin  populicio

k utalt.

Ité ésiink itd az a koribbi megfigyelés. hogy az

aktin monomerck cgymashoz valo affinitasa nagyobb a kiilénbsz6 nukleotidot (ADP

ATP) egyarant tartalmazo keverékoldat esetén. mint barmelyik egynemi oldatban



(Pantaloni et al. 1985).

Az aumeneti oligomer  popul élettartama - homérséhletliiggo.  életideje

percekben merheto voit. Az ATP Koncentricio mérések  eredménye  afapiin

0 nem sehesse aroza lepese

az oligomer populicio Kialakuldsinak. A homérseklet kozvetleniil befolyasolta az

alacsonyabh homersekleten a folyamat lassit. sajnos 20 °C

oligomerizicio schess
alatti homérsekleten a Kiilonbozo hiperfinom esatolisi allandoji spektrumok jelentos
atfedése miatt a valtozds pontosan nem volt kévethetd.

A nukleotidesere sordn létrejove konformaciovaitozist FRET méréseink is
alatamasztottak. A transzfer hatasfok a csere inditdsat kovetd fél oran beliil elérte 72 %-

os maximum ¢értékét. Mérési eredményeinkbol arra kovetk hettiink. hogy az ATP-

ADP csere folyaman az aktin monomeren konformaciovaltozas jatszodik le. melynek
credményeként a két altalunk jeldlt aminosav oldalliane (cisztein-374. glutamin-41)

Iz a Konformaciovaliozds valosziniileg megegyezik az

kozelebb Keriilt
TAEDAN

emi:

sorin gyors konfor

jellemzett, 25 perc koriili életidével biré komponenssel.

Szemben a hiperfinom csatoldsi llando véltozdsanak idofiggésével. a FRET

hatasfok értékek nem atmeneti. hanem tartos valtoza

ra utaltak. Ennek megfeleléen a

transzfer hatasfok kedése nem azh a nukleotid soran leja do
oligomerizcio f al, hanem a K olyan ését feltételezi az
igomereken beliil, ami nem yez effekiiv p K670t energia transzfert.

Feltchetden az ATP-ADP csere dltal indukalt oligomerizacioban a szomszédos
monomerek kapcsolodasi régidja eltér a filamentumban talalhatotol. erre abbol
kovetkeztethettiink, hogy 4ltaldnos esetben a filamentumot felépité  monomerek

aminosav kozel keriil a

kor a szubdomén I-cn yezkedd cisztein-374

szomszédos monomer szubdomén 1l-n taldlhato glutamin-41-hez (Holmes et al. 1990:

Milligan et al. 1990). és ¢z Ichetévé tchetné az dtmencti oligomer popula

detektala

A nukleotidescre alatt bekovetkezo ADP-Mg-G-aktin koncentricio valtozasanak

b litva a spek ko dményckkel. tovibbi adatokat kaptunk

az intra- és intermolekuldris valtozasokrol. A FRET hatasfok parhuzamosan nott az,

ADP-Mg-G-aktin honcentraciojanak nvekedésével. ami - ké



inditisit kivetoen — a glutamin-41 ds a cisztein-374-es oldallincokat tartalmazo régiok

egymashoz valo kozeledését jelezte. Ezzel szemben a hipertinom csatolast allando

novekedése  késéssel kovette az  ADP-Mg-aktin - Koncentraciovaltozdsit, ami  az

rmdeioviltozdst kKovets) lassabb Kia

oligomerch {intramuonomer ko
(12 dbra).

Vizsgdlatainkat kiterjesztettiik aktin filamentumokra, shol a polimeriziciot

meg elvégeztik a . valamint a nukleotideserct, ha ADP-Mg-G-aktin

volt a Kiindulasi monomer, Ahhoz. hogy a kisérleti adataink ériékelhetoek legyenck.

biztosnak kellett lenniink abban. hogy az aktin jelentds hinyada filamentozus formaban

volt a mérésekkor. Eppen ezért egy meglehetdsen hosszi. 10-12 6rds polimerizacionak
tettik ki az aktint szobahomérsékleten, ami elegendd idot biztositott a megfelels
monomer-filamentum egyensily kialakuldsanak (Pollard 1984). A vizsgilatok seran az
aktin egy része (a kritikus koncentracionak megfeleléen) monomer formiban voli jelen.
és nagy valoszindséggel ATP. vagy ADP  monomertdl [lggben mis-mas

k acio A jelenlévo zavard hatasanak csokkentése érdekében

onylag nagy kiinduldsi aktin koncentraciot (30 M) hasznaltunk a polimerizalashoz.

és a FRET hatasfok méréseket falloidin jelenlétében is égeztiik. A falloidin

stabilizal6 hatdssal van az aktin filamentumokra ugy. hogy csokkenti a monomerek

a ozus forma

disszocidciojat. eltolva ezdltal a

felé (Barden et al. 1987; Dancker et al. 1975: Miki et al. 1987a; Moens et al. 1994:

soran megbec:

Steinmetz et al. 1997), igy elové tette a

szarmazo fluoreszeencia paramétereket. Mivel a falloidin jelenlétében Kapott FRET

hatasfok értékek nem véltoztak jelentosen 22 “C-on sem az ATP-t. sem az ADP-t

tartalmazo polimerizalt  fi lyik

akeeptor

molaranyt  vizsgalva, ezért a  monomerek hatasa

a vizsgilatink  sordn
elhanyagolhatonak tekintettiik.

Az IAEDANS  fluoreszeencia  spektrumainak  nukleotidfiiggésébol — arra
kovetkeztettink, hogy a kiilonbozo  kiindulasi  monomerbol  polimerizalt  aktin

filamentumok  cisztein-374-cs  aminosav  oldallancanak fehérje  kormyezete  eltérd

konformacioval rendelkezik. A nukleotidok IAEDANS intenzitisira gyakorolt hatasa a
filamentumban 6 egyezést mutatott Korabbi. ken kapott imé: kkel
(Gaszner etal. 1999)
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A homérsékletfiiggd  FRET  Kiscrleteink  ¢riékeléséhez  elfogadotinak kel
tekinteniink azt a feliételt. hogy a donor ¢s akeeptor molekuldk relativ mozgdsinak

litado novekede Ikedé

a hémérscklet el. a flexibilisebb fehérje formaban

nagvobb. mint a rigidebb formibun (Somogyi ¢t al. 1984). Lzért a homdérscklet
emelkedésre a <k> és igy a Kisérletileg meghatirozhat #° értékei nagyohb valtozast
mutatnak a makromolekuldk flexibilisebb formaiban. Fz a felteves magaban foglalja

annak lehetdségét, hogy a homérséklet Konformaciovaltozs jitszodik le a

molekuldban. Azonban mind a monomer mind pedig a polimerizdlt aktinon végzett

DSC mérések kizirjik szignitikans konformacio valtozas bekdvetkezését a 0 — 50 °C

kozotti homérséklet tartoméanyban (Lorinczy et al. 1998) A DSC technika elsosorban

globalis  konformdciovaltozasokra  ¢rzékeny tehat.  a jelolt helyek kozvetlen

ato ki Ki

erkezeti viltozds nem érlettel nehéz

kornyezatében ietrejott loks

alitamaszani eanck ellenkezgjét. de a relativ /* homersekletfingo crickeinek egyenletes

tendencidgja mindkét filamentum  esetén mégis arra enged kovetkeztetni. hogy a

homérsckletemelkedés nem okozott sem lokalis sem zlobalis konformaciovaltozast az

aktin filanicntumbar.

A hémdrséklettiggs FRET vei szerint az

Kkapesolat a szomszédos monomerek kozott lazabb az ADP-Mg-G-aktinbol polimerizalt

filamentumban, mint az ATP-Mg tartalmii monomerbdl polimerizalt esetén. Falloidin

b asakor a k kozotti lecsdkkent mindkét tipusi filamentum

esetén, de jelentdsebb valtozast okozott az ADP-t tartalmazo monomerbol polimerizalt

filamentumadl, ami az ATP-Mg-G-aktinbol polimerizalt filamentum falloidin nélkiil

meglévd nagyobb rigiditasat mutatta. Falloidin jelenlétében mindkét filamentumra
Kapott relativ /" értékek nagyon hasonloak voltak. ami — a falloidin aktin filamentumra

gyakorolt — cgységes merevitd hatdsara utalt, figgetenil a kiinduldsi nukleotid

tartalomtol. Mindezen eredmények azt mutattak., hogy a falloidin hatasa a filamentum

strukturdjira Osszetett, egyfelol 2 ia fil ban meglévo i
latokat. masfelol lecsokkenti a K fil Ol 6rténd di iaciojat




sok a miozin f

5.2 Nukleotid-indukalt konform: égiojaban

Az utobbi évek szerkesel meghatirozis teriiletén clért credményei lehetové
tettek zamunkra a4 molekularis dinamikai jelenségek éncimezését az altalunh has il
EPR technika soran  alkalmazot mozgdsra érzékeny  spektroszkopiai szondak

sevel. Kisérleteink az ATPz ciklus mecl A pontosabb meg wre

iranyultak. Ennek  érdekében  a miozin motordoménjének  ¢s  kdnnyulanckoto

K komyezetében lejatszodo nukleotid-indukdlt konforméciovaltozisokat

vizsgdltunk. Paraméagneses szonddinkat az izomrost miozin fején taldlhato legreaktivabb

lis oldallancan

cisztein oldallanchoz. a cisztein-707-hez, valamint a izoldlt S1 esszenci

talalhatd  cisztein-177-es  aminosav

Vizsgilatainkhoz a7 izomrost kozvetlen jellésekor egyarant hasznaltunk TCSE és MSL

jelslot

Korabbi kisérleti eredmények azt mutattak. hogy (az altalunk is hasznalt) jelolé:

cisztein

cljgrés soran az MSL molekula a miozin
Kapesolodik (cisztcin-707), ennck eredményeként megvaltozik a miozin molekula
ATPaz aktivitdsa (Bobkov et al. 1997: Crowder and Cooke 1984). bizonyitva ezzel a

at. A munkank sordn az izomrost jeloléséhez haszndlt TCSI

jelolés szelektivitd

molekula kapesolodhat a miozin reaktiv lizin oldallincahoz is (lizin-84). Abban az

esetben, ha ¢z a lizin oldallanc TNBS-sel blokkolt. a miozin Mg* ~ATPiz aktivitisa

hiszszorosara nivekszik (Fabian and Muhlrad 1968). Kisérleteinkben a TCSL jelslés

nem névelte meg a rostok Mg* -ATPaz aktivitasat. Ez a tény valamint az. hogy az MSL
és TCSL jelolt rostok hasonld iranyfiiggést mutattak arra engedett kovetkeztetni. hogy a
Kétféle jelolé a miozin molekula ugyanazon pontjara kapesolodik. Kilonbség
mutatkozott azonban a két jelold kittntetett irdnyanak a rosttengellyel bezart szoge (9).

orasban valo eltérést

valamint a szogszordsa () kozott. A 9 szogben s a sz0

és a jelalt ponthos vald

megmagyarazhatia a két jelold eltérd kémiai strukird

kapesolodasuk eltérd modia.

K jonalis és ST EPR méréseink soran, nukleotid (rigor) &

a glicerinezett izomrostokon mért EPR spektrumok nagy foku iranyfiiggo rendezettséget

St jeldld esetén AMP PNP hozzandisira (mimikalva az M*.ATP

allapotot). a spektrumok jelentés viltozdst mutattak a miozinfejek orientaciojaban



Megeloz6 munkak szerint MSL jelolt rostokban AMP.PNP hozzdadasira a Kereszthidak

fele ¢rintett a valtozasban. A viltozds eredménye dinamikus rendezetlenség, mig

orientalt allapotban maradt frakeio minden spektralis tulajdonsagaban megegyezik a

walatok eredménye azt mutatta, hogy

rigor dllapottal, A rontgenditfrakeios viz jozin

fej AMP.PNP hatdsira disszocial az aktin filamentumrol. ugyanakkor a mechanikat

vizsedlatok szerint. AMP.PNP - jelenlétében a7 izomrost rugalmas fesziilisége nem

viltozik a rigor dllapotban mérhetd rugalmas hez képest (Fajer ctal. 1988). Ez

modositja a a feliételesést. hogy a miozin fejek mintegy fele a rigor dlapotban marad

AMP.PNP jelenlétében is. Viszont az is Kisérleti tény, amit az EM m

velés mutatott
hogy az AMP.PNP relaxalt dllapoti cross-bridge orienticiot eredményez (Reedy et al
1992). Az dltalunk vizsgdlt TCSL jelolt rostban detektdlhato volt az 50 %-nyi
rendezetlen frakeio. de a rendezett dllapotban maradt fejektdl szirmazo. spektrum

K az ADP d k feleld konformaciot tiikrézte. Az MSIL. és TCSI

jelolokkel kapott eredmények mégsem ell doak. mivel az MSL szonda

.= 1.2) mint a TCSL (L1 = 0.83). igy

merevebben kapesolédik a miozin fejhez (1
az MSL spektrumok a telies miozinfej orientaciojars] kozvetitenck informaciot,

fl i K lodasaval érzékeny lehet a belsd

szemben a TCSL a ami

struktira kis viltozasaira. Az AMP.PNP hozzaadasaval megnott a spinjeldlok rotacios

mobilitasa, ami a miozin és az aktin kozotti klesonhatas megvaltozasara utalt. valamint

dltozasra, ami a nukleotid

a TCSL szonddval nyomon kovethetd lokalis k

kotés hatasara kovetkezett be. A rontgendiffrake M vizsgalatok szerint a miozin

fejek azonos modon viselkednek ellentéth pek opiai ¢s mechanikai

mérésekkel. Az ellentmondas csak gy oldhato fel, ha feliételezziik. hogy egy dinamikus
cgyensily dll fenn a sziercospecifikus (ADP jellegil) és nem sztereospecifikus

s jellege csak

(AMP.PNP jellegti) kolesd asok kozott. és a

spektroszkopiai modszer szamara teszi lehetové a két allapot megkiilonboztetését.



6. Osszefoglalis

Munkink  sorin  elektronparamégneses  rezonancia  és (luoreszcencia
spekiros/kopia  modszer  alkalmazasival  vegeztink  vizsgdlatokat  kontratilis

fehérjerendszereken és az azokat felépitd molehulikon.

Aktin monomereken végzett kisérleteinkben a nukleotidesere hatasit vizsgaltuk

az aktin polimerizicioja sorin. Az EPR és fluoreszcencia spekiroszhapiai adatok szerint

legalabb  két { atmenet  detektalhatd  az  aktin merckben  a
nukleotidesere inditasdt kovetden. Az cgyik cgy gyors konformaciovaltozas. aminek

c és a cisztein-374-es aminosav

eredményeként a glutamin-41-es aminosav. oldall
oldalline kizelebb keriil egymashoz. Az igy letrejové uj konformdcio egy olyun
oligomer populicio Kialakulasit segiti clo. ahol a monomerek Kapesoloddsa eltér a7
aktin filamentumban azonosithatétol. A masik konformicios dtmenet lassibb. hatésa a
nukleotidesere inditisat kovetd néhany ordban is detektalhato még. Ezek az eredmények
segitségil szolgdlnak ahhoz. hogy megértstk az akin monomerek dltal Kottt
nukleotidok (ADP vagy ATP) szerepét az aktin polimerizaciojanak szabilyozisiban.

Aktin filamentumokon végzett fluoreszeencia spektroszkopiai Kisérleteinkben a

f kor killonbozo nukleotidot (ATP-t vagy ADP-) tartalmazo
kbol polimerizilt fi \ ibilitd sgiliuk. Eredményké
ithattuk. hogy litva a kétféle fi (apasztalhato az

intermonomer  flexibilitisban. A korabbi kapott dményeknek

megfelelden az TAEDANS fluoreszcencia intenzitdsa kisebb volt ADP-G-aktinbol

polimerizalt fi esetén. A nukicotid kovetkeztéh \
létrejovd konformacioval s eltérd C| er k ashoz vezethet a kétféle
i ban. Ennck ko énye lehet a kétféle filamentum  dinamikai

(t tapasztalt fle:

Glicerinezett izomrostokon végzett EPR vizsgalataink sordn a miozin molekula

1 talalhato legreaktivabb cisztein oldallincot. a cisziein-707-et. MSL vagy

lakkal jeloltiik. A kontra s ciklus iepeéseit nukicotidokkai vagy




Vizsedlataink |

hogy barmelyik jelolot alkalmaztuk is.

rigor a jelolok iranyflige pet mutattak. de kitunteteut iranyuk ¢és

szdgszorasuk kiilonbozow. Fz a ki 520 a jelolok eltéro keman strukturajavai ¢s a

jelolo kapesolodisinah ¢ltéid modjaval

hasznalt nem hidrolizalo ATP analog  (AMP.PNP)  hatdsdra. hereszthidak  fele

Ronformicioviltozis kovetkeztében rendezetlen allapotba k masik fele

mig

rendezett dllapotban maradt. A random frakeio megfelel az ADP.Pi allupotot hizehto

(mimikald) ADP.Vi dllapotnak. azonban a rendezett frakeio, auol fiiggden. hogy melyik

jelol6 segitségével detektdltuk. eltérd

dést mutatott. MSL jelolo esetén ez az

SL jelold esetén az ADP allapu rendezet

allapot a rigor. T ek felelt meg. A kétféle

jelolorol megallapitottuk. hogy mig az MSL jelolo rigid kapesoloddsa miatt a teljes

miozin fej orientic nyGjtott informéciot. addig a TCSI jelold  lazabb

Kapesolodasa miatt a belso struktirdban végbemend valtozasok kizvetitéscre alkalmas,

Glicerinezett  izomrostba  diffundaliatott  ELC jelslt  S1 molekuldk

immobilizalodtak az aktin felszinén és spektrumaik iranyfiiggo rendezettséget mutattak.

A rigor és ADP allapot ko:

nem jott létre lényeges kiilonbség. ATP és ortovanadat

jelenlétében a fejek tartosan disszocialtathatok az aktin fi

A nukleotidesere sordn feltételezett dtmeneti aktin populicio (az oligomerizicio)

vizsgalhaté lenne fényszorasi kisérletekke

Az ADP- ¢és ATP-tartalmi aktin monomerekbdl —polimerizalt  filamentumok

flexibili

asbeli killonbsége megnyilvanulhat az.

ktin gélben spontdn  kialakuld

(makroszkopikus) rendezetiségben is. ami tovabbi EPR mérésekkel vizsgalhato lehet.

Az i konnytlancjelslt S1 esetén tovibbi feladat lehet TCSL

alkalmazasaval a stabilizdlhato nukleotid allapotok vizsgdlata.
Ezek ¢s tovabbi felvethetdo problémak illetve Kisérletek természetesen  tijabb

Kérdésekhez vezetnek. amelyek hosszi idore Kijelolik a munka folytatisanak irdnyait
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