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Bevezetés

Az é6lények mozgisa régdta kutatott teriilete a bioldgidnak. Az alakviltoztatss, a

hely- és helyzetviltoztatdé mozgis az Eletjelenségek lényegi eleme. Ezen
mozgisjelenségek hitterében febérjerendszerek Osszehangolt mikodése 4ll.
A legismertebb ilyen rendszer a szarkomeregységekbdl felépilé izom, amelyet a vékony
€s vastag filamentumok bonyolult rendszere alkot. A vékony filamentum f6 alkot6ja az
aktin, a vastag filamentumé a miozin. Az izomdsszehiz6dis sorfin a ket
filamentumrendszer egymé4son torténd elmozduldsa eredményezi az izomrost rovidiilését.
A folyamathoz szilkséges energidt a miozin molekula dltal katalizdlt ATP hidrolizis
szolgiltatia. A hidrolizis sorin a miozin konformiciéviltozisok sorozatin megy
keresztiil, és viltozik a miozinfejek aktinhoz viszonyftott térbeli helyzete. A folyamat
credményeként a felszabadrlé kémiai energia Bnn_SE.wE energidvé alakul, az izom
rovidil és erdt fejt ki. :

Az izommikodés molekuléris szintd megismerésében ttdrést jelentett a miozin és
az aktin molekuldk aminosavsorrendjének és héromdimenzids szerkezetének
meghatfrozisa. A szerkezetek ismeretében felgyorsultak azok a vizsgélatok, amelyek a
ATPiz ciklus egyes lépéscinek egy-egy konformiciés dllapotot - feleltetick meg.
Biokémiai médszerekkel t5bb mint hét Allapot killonbdztethets meg. Az Shalunk haszndlt
EPR spektroszképia azonban csak a hosszii ideig stabil ~ vagy stabilizélhat6 ~ 1épések
vizsgilatit teszi lehetGvé, ezért ezen néhény 4llapot jellemzéséhez (lefrdsshoz) Bagshaw
és Trentham modelljét haszndltuk, amely négy miozinllapotot kaldnit el az al#bbi 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 4llapotait jelentik. A ciklus els§ lépéseként a miozin megkdti az ATP-t, és
disszoci4l az aktintél. A szabad miozinfejek hidroliziljik az ATP-t, majd visszakiiddoek
az aktinhoz, el6szbr egy nem specifikus, gyenge (Gn. weak binding) kotéssel, majd egy
sztereospecifikus, erfs (Gn. strong binding) kotéssel, mikdzben a hidrolizis termékei




szabadd4 valnak. Ahhoz, hogy ezt a mechanizmust pontosan megértsiik, ismerniink kell
az egyes dllapotokhoz tartoz6é molekulaszerkezeteket. Mivel nem minden allapot
vizsgilhat6 a spektroszk6piai médszerekkel kozvetleniil, ezért a tanulményozdshoz olyan
anyagok sziikségesek, amik szerkezetik miatt alkalmasak nukleotidanalégnak, és nem
(vagy csak lassan) hidrolizélva stabilizdljik a miozin-nukleotid komplexet. llyen
nukleotidanalég az AMP.PNP (nem hidrolizdl6 ATP), vagy a lassan hidrolizil6 ATP-y-5,
amelyek az M*.ATP éllapot vizsgdlatira alkalmasak, tovibbd az AlF,, BeF, vagy a VO,
, amik a foszfition strukturlis analégjaként az M** . ADP.Pi 4llapotot ‘mimik4ljdk’.

Vizsgélatainkat a kontraktilis fehérjerendszer masik f6 alkot6jira, az aktinra is
kiterjesztettik. Az aktin mind az izomban, mind a citoszkeletilis rendszetben dinamikus
trendezddéste  képes szerkezetet alkot; ez teszi alkalmassi, hogy az izom
dsszehiz6ddsiban, a sejt alakviltozdsainak szabilyozisiban, valamint szimos sejten
beliili transzportfolyamatban fontos szerepet toltséa bz. El6 sejtekben két formaban,
monomer (G} és polimer, vagy filamentalis (F) aktinként talilhat6 meg. A kontrakci6s
modellek az aktin filamentumokat passziv résztvevdként kezelik. Kisérleti adatok alapjn
azonban a szerkezetiikben és dinamik4jukban bekdvetkezG véltozdsoknak fontos szerepe
lehet a sejtmikodés és az izomkontrakei6 sordn. A filamentdlis formabol felépilé aktin
halézat kialakulisat és Gjrarendez6dését sok korilmény szabilyozza a sejtben. llyen
korilmény lehet a monomerekben kot6it nukleotid és kétértékid kation mindsége, mert
jelentdsen befolydsolja a monomer polimerizéicids készségét és a monomer — polimer
egyensilyt.

Kisérleteinkben nukleotidok és nukleotid analégok hatdsit vizsgdituk aktin
monomerek, filamentumok, valamint glicerinezett izomrostok szerkezetére, konforméciés

Allapotaira és dinamikai jellemzdire.

Célkitizés

Vizsgilataink célja az izomkontrakcié sorin Ilétrejovs molekuldris szintd
véltozisoknak vizsgilata, tovibbd az izmokat felépité egyes komponensck dinamikai

tulajdonsigainak megismerése volt.

(i) A aktin monomerek polimerizici6—képességét sok komyezeti faktor
befoly4solja, és a polimeriz4cié szabilyozédsa napjainkban is jelentds kutatssi terGlet. A
polimerizéci6 sorin bekovetkez6 konformacidviltozisok felderitése, a konformicié
viéltozist kivalt6 tényezdk meghatirozisa, és e viltoz4snak a polimerizici6 sebességére
gyakorolt hatisa egyarint id@szerd kutatdsi téma. Kisérleteink célkitGzése volt a
monomereken végbemend nukleotidcsere szerkezetre gyakorolt hatisdnak vizsgélata.

(i) A monomerek fiziol6gids korilmények kozott ATP-t tartanak kotésben a
polimerizaci6t megelSzen, viszont in vitro az ADP-G-aktin is polimerizilhat6. A
kialakult filamentumban a protomerek az épilld vég kivételével ADP tartalmiiak.
Vizsgilataink célja volt annak meghatérozésa, hogy van-e szerkezeli és/vagy dinamikai
kiil6nbség az ATP-aktinbdl illetve az ADP-aktinbél polimerizlt filamentumok kozott.

(iii) Az izomkontrakci6é sorin a miozin fejen jelemids szerkezeti viltozdsok
jitszédmak le. A  diffrak-ids - szerkezet-meghatirozé mddszerek a --minta
tdmegeloszlisinak megfelelfen sztatikus informéciét nydjtanak a dinamikai folyamat —
kristilyba ‘fagyasztott’ ~ egyes 4llapotairfl. A dinamikai vizsgélat egyik lehetséges
moédja, hogy mozgisra érzékeny spekiroszkopiai szondikat helyeziink el a miozin
molekula kitdntetett helyeire. CélszerGen olyan szerkezeti egységek kizelébe, amelyek
valészinitleg jelentds viltozason mennek keresztil az izommdkddés sorin.
Kisétleteinkben paramdgneses szond4kkal jeldltik a miozin motor domésjének cisziein-
707-es aminosav oldallincit izomrostban, és a reguldciés domén esszencidlis
konnydlincin talilhatd cisztein-177-es aminosav oldallincit az izomrostba
diffondéltatott S1 molekulin. lzomrosttal végzett vizsgilatainkban oflunk volt a
kontrakcié alatti ATP hidrolizis egyes hosszi életideji lépései sovks. bekovetkezs
konformiciés véltozisok detektilisa és azonositisa a kontrakciés ciklus mir
meghatirozott szerkezeti &llapotaival.

Alkalmazott médszerek

A molekuldk mozgdsi tulajdonségainak vizsgilatsra t6bbféle spektroszkopiai
moédszer ll rendelkezésre. A médszerek kozds tulajdonsiga, hogy a vizsgélt anyagnak az
elektromégneses sugirzéssal torténé kblcsomhatésit detektilja. A mérés sordn el64llé
spektrum alakja fiigg a molekula mozgésit6l. Att6l figgden, hogy milyen idGtartammal




. jellemezhet6 a molekula forgisa (egységnyi térszoggel val6 elfordulisa), més és mis
spektroszképiai modszer alkalmas a viesgilatra, A vizsgdlt fehérjék strukturdlis és
dinamikai tulajdonsdgainak ._.,o__n_sumwma az elektronparamigneses (EPR) més néven
elekironspin rezonancia (ESR) spektroszképia, valamint a fluoreszcencia spektroszképia
m6dszerét hasznéltuk.

EPR spektroszkipia

Rt EPR méréseinket Bruker - 300 E tipusi elektronparamdgneses rezonancia
. spektrométerrel végeztiik. A konvenciondlis EPR méréseinkhez 100 kHz moduléciét, 0,1-
+0,2 mT moduliciés amplitud6t és 20 mW mikrohullimi teljesitményt haszndltunk. A

.- szaturicidtranszfer EPR (ST EFR) technikival a spekirumokat 63 mW mikrohulidmd

. teljesitményen, 50 kHz modutdci6 és 0,5 mT modulici6s amplitid6 mellett 100 kHz ‘out-

. of-phase’ detektdlissal rogzitettik. Aktinon: és esszenciilis kOnnyilincon (5rént
.. jelolésekhez N-(1-0xil-2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinil)maleimid (MSL) paramdgneses

- .jeldlst, mig glicerinezett izomrosthoz MSL és d-izotiociandl-2,2,6,6-tetrametil-

piperidinoxil (TCSL) paraméggeses jel5l6t haszndltunk.
Fluoreszcencia spektroszképia

A steady-state fluoreszcencia méréseket Perkin-Elmer LS50B tipusi
spektrofluoriméterrel, mig az id6figgd fluoreszcencia méréseket ISS K2 tipusi (ISS
. Fluorescence Instrumentation, Champaige, IL USA) multifrekvenciss fizisfluoriméterrel
. .végeztiik. A donor—akceptor tivolsig meghatirozisihoz és a radidlis koordinita valamint
- a transzferhatdsfok szémitssihoz fluoreszcencia rezonancia energjatranszfer technikat
- (FRET) alkalmaziuk. Az akiin Glamentumok kozoti flexibilitdsbeli kulonbségek
.. -meghatdrozisihoz a normalizdlt FRET hatisfok (f° paraméter) hémérséklet hatisira
~t6rténé viltozsit mértik. Aktin monomerek kozti FRET és f vizsgdlatokhoz N-
.+ (j6dacetil)-N’-(5-szulfo-1naftilJetiléndiamin (IAEDANS) donorként és 5-jédacetamido-
- fluoreszcein (IAF) akceptorként, a monomereken belilli FRET mérésekhez pedig
IAEDANS donor és fluoreszceinkadaverin (FC) akceptor fluorof6r pirt hasznéltunk.

Eredmények és kdvetkeztetések

Az aktin monomereken kapott EPR eredményeink azt mutattik, hogy a
nukleotidcsere sorin 1€trejott egy dtmeneti aktin populécié, ami 1ényegesen nagyobb
roticiés korrelicids iddvel jellemezhetl, mint az ATP-Mg-G-aktin. Mivel az iltalunk
hasznilt MSL jel5l6 rigiden kapcsolddott az aktin cisztein-374-es aminosav
oldallancshoz, ezért a roticids korrelécios id6 a teljes monomer vagy gy nagyobb domén
mozgisi tulajdonsdgérdl mnm_mm:m_on informéci6t. Nukleotidcsere sorin az dtmenetileg
tapasztalt megndvekedett csatolasi 4lland6 és az ehhez tartozé roticids korrelicids idé
nem szirmazhatott aktin monomert§l, vagy a monomeren bekdvetkezd belsé
konformiciéviltozistol, mert értéke a filamentumokra jellemz§ értékhez kozelitett.
Figyelembe véve a hiperfinom csatoldsi 4lland¢ véltozdsdnak kinetikdjat, a steady-state
fluoreszcencia anizotrfpia nukleotidcserére valé érzéketlenségét, valamint kordbbi
eredményeket, az aktin filamentumok jelenléte a nukleotidcsere sorin kizarhaté volt.
Mindezek alapjin az ATP-ADP csere sordin a hiperfinom csatoldsi illandd éxtékének
dtmeneti ndvekedése egy jelentés mennyiségd, de Atmeneti aktin oligomer populécié
kialakulisdra utalt. Feltételezésiinket alitdmasztotta az a kordbbi me,mﬁ.o_mu. hogy az
aktin monomerek egymdshoz vald affinitisa nagyobb a Kiilonboz6 tukieotidot (ADP-t és
ATP-t) egyardnt tartalmazé keverékoldat esetén, mint barmelyik egynend our»aﬂb.

Az 4atmeneti oligomer populicié élettartama hSmérsékletfliged, - életideje
percckben  volt mérhetS. Az ATP koncentricié mérések eredménye alapjin
megéllapithattuk, hogy a nukleotidcsere Snmagéban nem wnvow@mm-Eom_.% Kpése az
oligomer populicié kialakuldsdnak. A hémérséklet kozvetlentl befolyssolta az
oligomerizici6 sebességét, alacsonyabb hémérsékleten a folyamat lassd, sajnos 20 °C
alatti hémérsékleten a kilonbdz6 hiperfinom csatolisi 4lland6jG spektrumok jelentds
dtfedése miatt a viltoz4s pontosan nem volt kovethetd.

A nukleotidcsere sordn létrejov konformiciGvaltozist FRET méréseink is
alitdmasztottik. A transzfer hatisfok a csere inditdsét kdvetd fél 6rén beliil elérte a 72 %-
0os maximum értékét. Mérési eredményeinkbll arra kovetkeztethettink, hogy az
ATP-ADP csere folyamén az aktin monomeren konformiciéviltozis jitszodik le, uBBow




eredményeként a két ltalunk jeldlt aminosav oldallinc (cisztein-374, glutamin-41)
kdzelebb keriilt egymdshoz.

Szemben a hiperfinom csatolasi dllandé viltozissnak iddfiggésével, a FRET
hatisfok értékek nem 4tmeneti, hanem tartés véltozadsra utaltak. Ennek megfelelden a
transzfer hatisfok novckedése nem magyardzhaté a nukleotidcsere sordn lejatsz6d6
oligomerizicié folyamatéval, hanem a monomerek olyan elrendezddését feltételezi az
oligomereken beliil, ami nem eredményez protomerek kdzdtti hatékony energia transzfert.
Feltehetden az ATP-ADP csere 4ltal indukdlt oligomerizicibban a szomszédos
monomerek kapcsolddési régi6ja eltér a filamentumban talalhatSt6l.

A nukleotidcsere alatt bekdvetkezé ADP-Mg-G-aktin koncentrécié véltozasinak
id6fiiggését Ssszehasonlitva a spektroszképiai eredményekkel, tovibbi adatokat kaptunk
az intra- és intermolekuldris viltozasokr6l. A FRET hatisfok pirhuzamosan ntt az ADP-
Mg-G-aktin koncentriciGjanak ndvekedésével, ami — kizvetlendl a nukleotidcsere
indit4sit kovetSen — a glutamin41 &s a cisztein-374-es oldallancokat tartalmaz6 régi6k
egymishoz valé kbzeledését jelezte. Ezzel szemben a hiperfinom csatoldsi 4lland6
novekedése késéssel kovette az ADP-Mg-aktin koncentriciGvéltozisit, ami az
oligomerek (intramonomer konformaciévaltozist kovetS) lassabb kialakulisat mutatta.

Vizsgilatainkat kiterjesztettik aktin filamentumokra, ahol a polimeriziciét
megeldzéen végeztiik el a kationcserét, valamint a nukleotidcserét, akkor ha ADP-Mg-G-
aktin volt a kiindul4si monomer. Ahhoz, hogy a kisérleti adataink értékelhetSek legyenek,
biztosnak kellett lenniink abban, hogy az aktin jelentds hinyada filament6zus formdban
volt jelen a mérések folyamén. Ezért hosszan (10-12 6réig) polimeriziltuk az aktint
szobah6mérsékleten, elegendS id6t biztositva a monomer—filamentum egyensily
kialakulisihoz. A vizsplatok sordn az aktin egy része (a kritikus koncentrdcionak
megfelelden) monomer formaban volt jelen. A jelenlévé monomerek zavarG hatdsénak
csokkentése érdekében viszonylag nagy kiinduldsi aktin koncentrdciét (30 pM)
haszniltunk a polimerizdldshoz, és a FRET hatésfok méréseket falloidin jelenlétében is
elvégeztik. A falloidin stabilizilé hatéssal van az aktin filamentumokra dgy, hogy
csokkenti a monomerek disszocidci6jdt, eltolja a monomer—filamentum egyensilyt a
filamentézus forma felé, igy méréseink sorin megbecsiilhetévé tette a monomerekidl
szirmaz6 jarulékot. Mivel a falloidin jelenlétében kapott FRET hatdsfok értékek nem

véltoztak jelentdsen sem az ATP-t, sem az ADP-t tartalmazé monomerekbdl polimerizélt
filamentumok esetén — birmelyik akceptor molarinyt vizsgilva —, ezért a monomerek
2avar6 hatdsét a vizsghlataink sordn elhanyagolhaténak tekintettiik.

Az IAEDANS fluoreszcencia spektrumainak nukleotidfiiggésébdl arra
kivetkeztettink, hogy a kilonbdz kiindulisi monomerbSl polimerizélt aktin
filamentumok cisztein-374-es aminosav oldallincinak fehée komyezete -eltéré
konforméci6val rendelkezik. A nukleotidok IAEDANS intenzitdsira gyakorolt hatisa a
filamentumban jé nwwnumm. mutatott kordbbi, monomereken kapott eredményeinkkel.

A h6mérsékletfiggd FRET kisérleteink értékeléséhez elfogadotmak kel
tekinteniink azt a feltételt, hogy a donor és akceptor molekulik relativ mozgisinak
amplitddé novekedése a hémérséklet emelkedésével a flexibilisebb fehérje formdban
nagyobb, mint a rigidebb formiban. Ezért a h6mérséklet emelkedésre a kisérletileg
meghatérozhat6 f* értékei magyobb véltozist mutatnak a makromolekuldk flexibilisebb
forméiban. Ez a feltevés magsban foglalja annak lehet6ségét, hogy a homérséklet
emelkedésére konformacigviltozds is lejitsz6dik a molekuliban. Azonban mind a
monomer mind pedig a polimerizilt aktinon végzett DSC mérések kizérjék szignifikins
konforméci6 viltozds bekdvetkezését a 0 — 50 °C kozbti g_.:m-mn.in. tartoményban. A
DSC technika elsGsorban globdlis konformiciéviltozdsokra érzékeny, tehdt a jeldlt
helyek kozvetlen kornyezetében Iétrejott lokdlis szerkezeti véltozds nmem Zérhat6 ki.
Kisérlettel nehéz alitimasztani ennek ellenkezdjét, de a relativ f> hémérsékletfiggs
értékeinck egyenletes tendencidja mindkét filamentum esetén mégis arma enged
kovetkeztetni, hogy a hOmérsékletemelkedés nem okozott sem lokdlis sem globilis
konformé4ciévaltozist az aktin filamentumban.

A hémérsékletfiggd FRET méréseink eredményei szerint az intermonomer
kapcsolat a szomszédos monomerek kozott lazibb az ADP-Mg-G-aktinbdl polimeriz4lt
filamentumban, mint az ATP-Mg tartalmé monomerbdl polimerizilt esetén. Falloidin
hozzdaddsakor a monomerek kozotti flexibilités lecsokkent mindkét tipusd filamentum
esetén, de jelentGsebb véltozist az ADP-t tartalmazé monomerbSl polimerizélt
filamentumnil okozott. Mindez az ATP-Mg-G-aktinb6l polimerizilt filamentum falloidin
nélkil is meglévs nagyobb rigiditdsét mutatta. Falloidin jelenlétében mindkét
filamentumra kapott relativ S értékek nagyon hasonléak voltak, ami a m.:&&: — aktin




filamentumra gyakorolt — egységes merevité hatisira utalt, figgetleniil a kiindulssi
nukleotid tartalomt6l. Az eredményekbdl az is kbvetkezik, hogy a falloidin hatisa a
filamentum struktirdjara Osszetett, egyfell megerdsiti a filamentumban meglévd
intermonomer kapcsolatokat, misfel6l lecsokkenti a monomerek filamentumrél torténd

disszocidcidjit.

Az utébbi évek szerkezet-meghatérozis teriiletén elért eredményei lehetdvé tették
szémunkra a mozgdsra érzékeny spektroszképiai szonddk segitségével vizsgilt
Fo_o_nc_wnm dinamikai jelenségek értelmezését. Kisérleteink az ATPiz ciklus
mechanizmusénak pontosabb megismerésére irdmyultak. Ennek érdekében a miozin
motordoménjének és koanyilinckotd doménjének kdrnyezetében lejitsz6dé nukleotid-
indukalt konformiciéviltozdsokat vizsgiltuk. TCSL és MSL paramigneses szonddinkat
az izomrost miozin fején tallhaté legreaktivabb cisztein oldall4nchoz, a cisztein-707-hez,
valamint a izolilt S1 esszenciilis oldallincin talilhaté cisztein-177-es aminosav
oldallinchoz kapcsoltuk.

Konvencionilis és ST EPR méréseink sordn, nukleotidmentes (rigor) illapotban, a
glicerinezett izomrostokon mért EPR spektrumok nagyfokd irinyfiggd RuaaNaz,Mmma.
mutattak mindkét jelolé esetén. AMP.PNP hozziadisira (mimikilva az M*ATP
éllapotot), a spektrumok jelents véltozést mutattak a miozinfejek otientici6jéban.
Megel6z6 munksk szerint MSL jeldlt rostokban AMP.PNP hozzdaddséra a kereszthidak
fele érintett a véltozésban. A viltozds eredménye dinamikus rendezetlenség, mig az
orient4lt 4llapotban maradt frakcié minden spektrélis tulajdonsdgiban megegyezik a rigor
Allapottal. A rontgendiffrakci6s vizsgilatok eredménye azt mutatta, hogy a miozin fej
AMPPNP hatisira disszocidl az aktin filamentumr6l, ugyanakkor a mechanikai
vizsgélatok szerint AMP PNP jelenlétében az izomrost rugalmas fesziiltsége nem véltozik
a rigor illapotban mérhetd rugalmas fesziltséghez képest. Ez médositja azt a feltételezést,
hogy a miozin fejek mintegy fele rigor 4llapotban marad AMP.PNP jelenlétében is.
Viszont az is kisérleti tény, amit elekironmikroszk6pos (EM) megfigyelések mutattak,
hogy az AMP.PNP relaxilt 4llapoti cross-bridge orientici6t eredményez. Az dltalunk
vizsgdlt TCSL jelolt rostban detektdlhaté volt az 50 %-nyi rendezetlen frakci6, de a
rendezett 4llapotban maradt fejektd] szirmazé spektrum komponens az ADP illapotnak

v

megfelelé konforméci6t tikrdzte. Az MSL és TCSL jelolGkkel kapott eredmények
mégsem ellentmonddak, mivel az MSL szonda merevebben kapcsolédik a miozin fejhez
(L”/L = 1,2) mint a TCSL (L”/L = 0,83), igy az MSL spektrumok a teljes miozinfej
orient4ci6jarél kozvetitenek informéciét, szemben a TCSL szond4val, ami flexibilisebb
kapcsolddsdval érzékeny lebet a belsé struktira kis valtozdsaira. Az AMP.PNP
hozzdadassval megnétt a spinjeldlSk roticiés mobilitdsa, ami a miozin és az aktin kdzdtti
kolcsSnhatss megvéltozésira utalt, valamint a TCSL szondéval nyomon kdvethet§ lokilis
_S_,_ho..:um&%m:owmu? ami a nukleotid kotés hatisdra koOvetkezett be. A
rontgendiffrakciés és EM vizsgalatok szerint a miozin fejek azonos médon visclkednek,
ellentétben a spektroszk6piai és mechanikai mérésekkel. Az ellentmondas csak Ggy
oldhaté fel, ha feltételezziik, hogy egy dinamikus egyensily 4ll fenn a sztereospecifikus

"(ADP jellegti) és nem sztereospecifikus (AMP.PNP jellegi) klcsdnhatdsok kozdtt, €s a

kolcsonhatss dinamikus jellege csak spektroszkpiai médszer szdmdra teszi lehetGvé a
két 4llapot megkiilonbdztetését.

Oldatban mérve az esszencidlis kdnnyfildncon jellt S1 spektrumait, a jeldld
nagyfokd rotsciés mobilitdst mutatott, azonban a rostba diffundéltatast kdvetden a jeldl§
mobilitisa lecsokkent és a spektramokbdl rendezett, orientélt rendszer létrejottére
kovetkeztethettink. Nukleotidmentes (rigor) 4llapotban a miozin fejek orientéltan
kapcsolédtak az aktin filamentumokhoz. ADP jelenlétében az MSL szonda — és/vagy az
S1 aktinhoz torént kapcsol6dasinak — orientdciéja és roticiés mobilitisa megfelelt a
rigor 4llapotban meghatdrozott értékeknek. Ez az eredmény megegyezik a kordbbi
megfigyelésckkel, miszerint az ADP kitédése 4ltal kivaltott konforméci6viltozdsok nem
befolyisoljék tavoli régiok mobilitésit. Az ADP.Pi dllapot modellezéséhez ATP-t €s
ortovanadétot adtunk a rostokhoz. A vanadédt miozinnal alkotott komplexének életideje
hosszi, ezért elterjedten hasznsljsk az ADP.Pi nukleotid 4llapot mimik4liséhoz. ATP és
ortovanadst jelenlétében a spektrumok irdnyfiggd rendezettsége megszint, a spektrum
intenzitisa lecsbkkent, jelezve, hogy a fejek nagy része tartésan disszocislt az aktin
filamentumokt6l &s a rostot koriilvevé folyadékkdrnyezetbe diffundélt a kezelés sorén.




Osszefoglalis

Munkink sorin  elektronparamigneses rezonancia és  fluoreszcencia
spekiroszk6pia m6dszer alkalmazisival végeztink vizsgdlatokat  kontraktilis
fehérjerendszereken és az azokat felépité molekuldkon.

1.2/ Aktin monomereken végzett kisérleteinkben a nukleotidcsere hatdsdt
vizsgiltuk az aktin polimerizici6ja sorin. Az EPR és fluoreszcencia spekiroszkopiai
adatok szerint legaldbb két konformici6s dtmenet detektalhat6 az aktin monomerekben a
nukleotidcsere inditisit kdvetSen. Az egyik egy gyors konforméci6viltozds, aminek
eredményeként a glutamin-41-es aminosav oldallinc és a cisztein-374-es aminosay
oldallénc kézelebb keril egyméshoz. Az igy létrejov6 Gj konformdcié egy olyan oligomer
populicié kialakuldsit segiti el6, ahol a monomerek kapcsolédésa eltér az aktin
filamentumban azonosithat6t6l. A misik konformicids 4tmenet lassdbb, hatdsa a
nukleotidcsere inditds4t kivetd néhiny 6riban is detektilhaté még. Ezek az eredmények
segitsépill szolgilnak ahhoz, hogy megérisik az aktin monomerek &ltal kotstt
nukleotidok (ADP vagy ATP) szerepét az aktin polimerizéci6jinak szabilyozésiban.

b/ Aktin filamentumokon végzett fluoreszcencia spektroszképiai kisérleteinkben a
polimerizcié inditdsakor kiilonboz8 nukleotidot (ATP-t vagy ADP-t) tartalmazd
monomerekbs! polimeriz4lt filamentumok flexibilitisit vizsgaltuk. Megéllapitottuk, hogy
eltérés tapasztalhaté a kétféle filamentum intermonomer flexibilitisdban. A korfbbi,
monomereken kapott eredményeknek megfelelsen az IAEDANS fluoreszcencia
intenzitdsa kisebb volt ADP-G-aktinbél polimerizlt filamentum esetén. A nukleotidcsere
kivetkeztében a monomereken létrejové konformicifviltozds eltéré intermonomer
kapcsolodashoz vezethet a kétféle filamentumban. Ennek kovetkezménye lehet a kétféle
filamentum dinamikai tulajdonsigai kzott tapasztalt flexibilitdsbeli kiillonbség.

2.8/ Glicerinezett izomrostokon végzett EPR vizsgdlataink sorin a miozin
molekula feji részén taldlhat6 legreaktivabb cisztein oldalléncot, a cisztein-707-et, MSL
vagy TCSL szondikkal jeldltik. A kontrakciés ciklus kiilonbozé 1épéseit nukleotidokkal
vagy az egyes lépéseket stabilizdlé nukleotid anal6gok hozzfaddséval modelleztiik.
Vizsgalataink eredményeként megéllapithattuk, hogy bairmelyik jel6IGt alkalmaztuk is,
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tigor 4llapotban a jelol6k irinyfiiggé rendezettséget mutattak, de Kitdntetett irdnyuk és
szbgszérisuk kilonbdzott. Bz a killonbozdség a jeldldk eltéré kémiai struktirdjaval és a
jelsl6 kapcsol6dassnak eltér6 médjaval magyarizhaté. Az ATP dllapot kozelitéséhez
haszndlt nem hidrolizilé ATP analég (AMP.PNP) hatisira a kereszthidak fele
konformiciéviltozds és/vagy konformici6véliozds kovetkeztében véletlenszerd
irinyfiggést mutatott, mig a mésik fele rendezett, aktinhoz kétdtt sllapotban maradt. A
random frakcié megfelel az ADP.Pi dllapotot kozelitd ADP.Vi 4llapotnak, azonban a
rendezett frakci6, att6l figgden, hogy melyik jelsls segitségével detektaltuk, eltérd
elrendezédést mutatott. MSL jelol6 esetén ez az Allapot a rigor, TCSL jelSl6 esetén az
ADP éllapi rendezettségnek felelt meg. A kétféle jelol6rél megdllapitottuk, bogy mig az
MSL jelol6 rigid kapcsoléddsa miatt a teljes miozin fej orientdci6jdrdl nyGjtott
informéciét, addig a TCSL jeldl6 lazibb kapcsoléddsa miatt a belss struktriban
végbemend véltozisok kdzvetitésére is alkalmas.

b/ Glicerinezett izomrostba diffundéltatott S1 molekuldk immobilizdlédtak az
aktin felszinén és spektrumaik irdnyfiggé rendezetiséget mutattak. A rigor és ADP
sllapot kozétt nem mutathat6 ki lényeges kildnbség, ATP és ortovanadét jelenlétében a
fejek tartdsan disszocidltathat6k az aktin filamentumtol.

Az eredmények természetesen Gjabb kérdésekhez vezetnek, amelyek hosszd idSre
kijelslik a muoka folytatdsinak irdnyait. Ezek _mra:.n_n a miozin feji régi6jaban
lejétsz6d6 dinamikai véltozdsok, és azok kapcsolala 2z ATP hidrolizis egyes kdztes
Sllapotaival, valamint az energiaatalakulds belsé mechanizmusinak megismerése.
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