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1. Az aktomiozin komplex dinamikajanak vizsgalata fluoreszcencia
spektroszkopiai modszerekkel

Bevezetés

Az izomdsszehuzodds sordn az aktin €s a miozin ciklikus kolcsonhatasa
biztositja a két filamentalis rendszer egymdshoz képest torténd elmozdulasat. A két
fehérje komplexén beliil a kontrakcié soran bekovetkezd konformacidos modosulasok

meghatarozo szerepet jatszanak az erdkifejtés 1étrejottében.
A miozin

Szerkezeti szempontbdl a miozin egy hosszu, aszimmetrikus molekula, amelyen
egy feji és egy farki rész kiilonboztethetd meg.

Erés denaturalo agensek (5 M HCI vagy 8 M urea ) jelenlétében a miozin hat
polipeptid lancra esik szét: két nehéz lancra, amelyek tomege egyenként 200 000 Da
koriili, illetve négy konnytildncra, amelyek koziil kettdnek a tomege 20000 Da,
kettonek pedig 15 000 Da. A két nehéz lanc egy kettds hélixet alkot, amelynek egyik
végén mindkét lanc globularis alakot vesz fel. Ezek a miozin fejei, amelyekhez
hozzékapcsolodnak a konnyiildncok, fejenként kettd-kettd.

Proteolitikus emésztéssel a miozin tobb fragmentumra bonthat6. Kimotripszines
emésztést kovetden kapjuk a 350 kDa koriili nehéz (HMM, ,,heavy meromyosin™) és a
150 kDa koriili konnyti meromiozint (LMM, ,,light meromyosin”). A HMM papainnal
torténd emésztéssel tovabb bonthaté az S1 (szubfragmentum 1) és S2 (szubfragmentum
2) fragmensekre. Az emésztés soran kapott alkotok koziil a HMM-nek ¢és az S1-nek jut
kitlintetett szerep, mindkét komponens kotédik ugyanis az aktinhoz, rendelkezik ATPaz
aktivitassal, valamint képes az aktin filamentum mozgatasara.

Az S1 tovabbi emésztése megmutatta, hogy ez a fragmens a miozin legkisebb
olyan aktiv egysége, amely az aktint mozgatni tudja'.

A fej két ellentétes oldalan helyezkednek el az aktin-kotd és a nukleotid-kotd
regiok, amelyek két hélixen keresztlil kommunikalnak egymassal. A nyaki régioban a C
terminalishoz kozel talalhato egy 85 A hossza a-hélix, amelyhez kotddik a regulacids

konnytlanc, illetve az esszencidlis konnyiilanc. Ezek egyiittesen tigy hatnak, mint egy



emeldkar, amely a nukleotid-k6td régio kis konformacios valtozasait nagy szogu

elmozdulasokka erositi.

Az aktin

Az aktin monomer egy 43 kDa molekulatomegii globularis fehérje, amely két f6
doménbdl all. Mindkét domén tovabb oszthato két-két szubdoménre.

A két f6 domén kozott talalhaté az ugynevezett kation- és nukleotid-koto
hasadék, amelyben kétvegyértékii kationok (fiziologias esetben Mg®", in vitro
koriilmények kozott az aktinpreparalds oldatai és a kationokhoz vald affinitds miatt
Ca™) illetve ATP, ADP.P; valamint ADP helyezkedhet el. Nukleotidmentes
kornyezetben az aktin denaturalédik.

Fiziologias sokoncentraciok mellett az aktin gyorsan polimerizalodik, egy kettds
hélixet alkotva. Az aktin filamentumok mellett mindig taldlhaté egy olyan aktin
populaci6é, amely monomer formaban van jelen. Egyensuly esetében a monomerek
koncentracioja a kritikus koncentracié, amely alatt az aktin mar nem képes
polimerizalédasra. A kritikus koncentracié értéke tobb paramétertdl (példaul a

nukleotidok és a kationok koncentracigjatol) fligg.

Az aktomiozin kolcsonhatas. A kontrakcios ciklus

Az aktomiozin kolcsonhatds leirdsara a legelfogadottabb a lengd emeldkar
(,,swinging lever arm”) modell , amely szerint az S1 farki része az ATP hidrolizis
kovetkeztében 1étrejovo orientdcios valtozasok soran egyfajta emeldként hiiz egyet az
aktin filamentumon.

Nukleotidmentes allapotban az S1 az aktinhoz erdsen kotott (rigor) allapotban
talalhato, mikozben hosszanti tengelye 45°-0s szoget zar be az aktin filamentummal. Az
S1 nukleotid-kotd zsebe ilyenkor nyitott allapotban talalhatd. A miozin fejek aktin-
kotésének affinitdsa nukleotidfiiggd; a rigor allapottal Osszevetve az ATP allapot
affinitasa erdsen lecsokken, aminek kovetkeztében a miozin fej disszocidl az aktin
filamentumrol, és a nukleotid-k6té zseb zart allapotba keriil. Az ATP hidrolizist

kovetéen a nukleotid-koté zsebben ADP és inorganikus foszfat (P;) lesz jelen, a fej



pedig elfordul és gyengén kotddik az aktin filamentumhoz; a nukleotid-k6té zseb jra

Ezt kovetéen a nukleotid-kotd zsebben csak ADP talalhatd, aminek
kovetkeztében az aktin-miozin kotés erdsebb lesz, mivel az ADP allapotban a miozin
aktinhoz vald affinitdsa meghaladja az ATP és az ADP.Pi éllapot affinitdsat. A
kovetkezO 1épésben (ez a huzasi szakasz) disszocidl az ADP, ami az S1 konverter
doménjanak kozel 70°-os elfordulasaval jar, amely pedig az emeldkar elfordulasahoz
vezet. Ez vezethet — terheletlen esetben - az aktin filamentum mintegy 10 nm-es

elmozdulasahoz.

Célkitiizések

Tekintettel arra, hogy az izomdsszehtizodds sordn kiemelt szerep jut az
aktomiozin komplexben bekovetkezd konformaciovaltozasoknak, lényeges ismerniink
az aktomiozin komplex kiilonboz0 régidinak dinamikai parmatéreit az egyes fazisokban.
Munkam célja az aktomiozin komplex katalitikus doménjének, illetve a konnyiilanc-
kotd domén flexibilitdsanak a vizsgélata volt, rigor allapotban.

A dinamikai vizsgalatok elvégzéséhez elsé 1épésként talalni kell olyan
modszereket, amelyek alkalmasak a fehérjedinamikai paraméterek jellemzésére.
Tekintettel arra, hogy az aktin monomeren Cys-374, az S1 katalitikus doménen a Cys-
707, az esszencialis konnytildncon pedig a Cys-177 nagy reaktivitdsii cisztein,
fluoroférokkal szelektiven jeldlhetd, fluoreszcencia spektroszkopiai modszereket lehet
alkalmazni. A kérdéses fehérjerégiok egymashoz viszonyitott helyzetét fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfer (FRET) mérések segitségével lehet jellemezni. Elsd
1épésként tehat olyan FRET modszerek alkalmazasa illetve kidolgozéasa a cél, amelyek
segitségével jol jellemezhetdek a kdlesonhato fehérjék dinamikai tulajdonsagai.

A megfeleld modszerek kivalasztasat kovetden annak a feltérképezése a feladat,
hogy a nukleotidmentes allapotban (amelynek esetében a miozin fej erds kotésben van
az aktin filamentummal) a miozin-S1 katalitikus doménje, illetve konnytilanc-k&td

doménje milyen dinamikai tulajdonsagokkal rendelkeznek.



Alkalmazott modszerek

Az aktomiozin komplex dinamikai tulajdonsagainak jellemzésére két — sajat fejlesztésii
— fluoreszcencia spektroszkopiai moddszert alkalmaztunk. Mindkét modszer a
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) elnevezésii jelenségre épiil. Roviden
Osszefoglalva, a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer egy dipo6l-dipol csatolason
keresztiil megvaldsuld szinglet-szinglet energiatranszfer, amelynek soran a donor
molekula foton emisszidja nélkiil ad at energiat az akceptor molekulanak.

A gyakorlatban az energiatranszfer hatdsfoka a steady-state spektrumokbol
illetve a fluoreszcencia élettartamokbdl hatarozhaté meg:
Eo1-foe oy fu (L1)

TD D
ahol zp, és Fp4 az akceptor jelenlétében, a tp és Fpp pedig az akceptor hianyaban mért

fluoreszcencia élettartam, illetve fluoreszcencia intenzitas.
A FRET alkalmazasa helikalis szimmetriaval rendelkezo fehérjék esetén

Az altalunk kidolgozott modszer a fehérjékben fellelhetd helikalis szimmetridkat
hasznalja ki, segitségével tavolsagokat tudunk meghatarozni, illetve kovetkeztetéseket
tudunk levonni a fehérje konformacids allapotara vonatkozéan. A modszert, amelyet
eredetileg aktin filamentumra dolgoztak ki, mi az aktomiozin komplex-
alkalmazasokhoz fejlesztettiik tovabb’. Valdjaban barmilyen helikélis struktara esetén
alkalmazhat6. A modszert az aktomiozin komplex esetében fogom ismertetni.

Egy donor — egy akceptor esetében a FRET hatasfok az aldbbiak szerint szamithato:

6
=%, 1.2)
ahol R a donor-akceptor tavolsdg, R, pedig az a donor-akceptor tavolsag (Forster
tavolsag), amelynek esetében az energiatranszfer hatasfoka 0,5 (50%).

Az éltalunk vizsgalt esetekben a donor egy aktin-kotd fehérjén helyezkedett el,
az akceptorok pedig az aktin protomereken. Ennek megfeleléen egy donor tobb

akceptorral allt kolcsonhatasban. Ebben az esetben a megfigyelt FRET hatasfok az

individualis FRET hatasfokok osszege®, és az alabbi modon szamithato:



N
2 (Ry/R)’
E _ i=l

= =L ,
1+ (R, /R)"
i=l1

(L3)

ahol R; az egyedi donor-akceptor tavolsagokat jelenti, N pedig az akceptorok szamat.
Tekintve, hogy a tavolabbi monomerek jaruléka igen kicsi, az egyszeriség kedvéért a
transzferhatasfok kiszamitasa soran csak a donorhoz legkdzelebb fekvé 6t monomeren
levd akceptor jarulékat vettiik figyelembe.

Az egyedi R; tavolsagok kiszamitisakor figyelembe vettilk az aktin helikalis
szerkezetét: az F-aktint egy 13/6 geometridju hélixként lehet jellemezni (6 fordulatban
13 monomer koveti egymast), amelyben két egymast kovetd aktin monomer egymashoz
képest 166°-kal fordul el, koztiik levd tavolsag (a z tengely mentén) pedig 27,5 A,
Ennek megfeleléen az akceptorok térbeli elhelyezkedése felirhato; az aktin filamentum
képzeletbeli tengelyéhez rogzitett Descartes koordinatarendszerben az akceptorok x,y,z

koordinataja a kovetkezoképpen szdmithato:

x;=r cos((3-i)166°) (1.4a)
yi=r sin((3-i)166°) (1.4b)
2=(3-1)27.5 4, (I.4c)

ahol r az akceptor radidlis koordinatdja, vagyis a filamentum hosszanti, z tengelyétol
mért tavolsaga. Esetlinkben r értéke a rontgenkrisztallografids adatokbdl ismert volt (~
25 A), az akceptorok ugyanis az aktin monomer 374-es ciszteinjéhez kotddtek
specifikusan.

Az energiatranszfer hatdsfokdnak szamitdsakor figyelembe kell venni a
monomerek betdltottségét, vagyis azt, hogy az adott monomeren talalhaté-e akceptor. A
lehetéségek szama egy kis modositassal binomidlis eloszlast kdvet; az energiatranszfer
hatasfokdnak kiszamitdsdhoz ugyanis nem kell figyelembe venniink azt az esetet,
amikor egyetlen monomeren sem helyezkedik el akceptor. Ennek megfeleléen 6sszesen
31 esetet kiilonbdztethetiink meg.

Az akceptor molaris arany (g) ismeretében annak a valosziniisége, hogy k szamu

monomer van megjeldlve, a kovetkez6 modon szdmithato:
p=g0-g"", (L5)

ahol k£ a betoltétt monomerek szdma, g pedig a jelolési arany.



Az energiatranszfer hatasfoka g akceptor jelolési arany esetében ennek megfelelden:

5

E, =) p.E., (1.6)

k=1
ahol E; a k szamu jelolt monomer esetében szdmitott energiatranszfer hatasfok, p; pedig

az elrendezés valoszintisége.

Azzal a feltételezéssel, hogy a donor €s az akceptor molekuldk kozotti tavolsag
nem rogzitett, hanem egy eloszlast kdvet, a modszer a fehérjék heterogenitasanak
jellemzésére is alkalmassa tehet6®. A donor-akceptor tavolsagot az w(R) Gauss-eloszlas

segitségével kozelitettiik a kovetkez6é modon:

| LR=R)
o'\/_ 207 ’

ahol R, a tengelytdl valo tavolsag kozépértéke, o pedig a félértékszélessége.

o (R) = (L.7)

Ennek megfelelden az energiatranszfer hatdsfokanak szamitdsa a kovetkezdképpen

modosul:
E, :Zpka)(Rj)Ejk . (1.8)
Jjk

A modszer alkalmazésa a gyakorlatban ugy tortént, hogy az akceptor molaris
arany fiiggvényében mért fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer hatasfok értékekre
illesztve egy MatLab programnyelvben irt algoritmus segitségével kerestiik azokat az R,

¢s o értékeket, amelyek esetén a mért értékektdl valo eltérés a legkisebb volt.

Feherje flexibilitasanak karakterizalasa FRET segitségével

Az ¢el6z6 fejezetben emlitett modszer mellett egy masik FRET modszert is
alkalmaztunk a vizsgalataink targyat képezd fehérjék dinamikai tulajdonsdgainak
feltérképezésére. A modszer lényege, hogy az energiatranszfer mechanizmusanak
koszonhetden bevezethetd egy olyan f° paraméter, amelynek hdémérsékletfiiggd
valtozasa a fehérjematrix flexibilitisara jellemzé mennyiség’. Minél meredekebben
valtozik f"a hdmérséklet fiiggvényében, annal flexibilisebb a donor-akceptor par kdzott
elhelyezkedo fehérjematrix.

e
(Fou) (1.9)



Eredmények és kovetkeztetések

Konformacios eloszlasok és tavolsagok a rigor aktomiozin komplexben

A jelenleg leginkabb elfogadott, tn. emeldkar (,lever arm”) modell szerint a
miozin fej konnyl-lanc-kotd doménjének az aktin filamentum tengelyéhez képest
torténd, a kotott nukleotidok altal szabalyozott elforduldsa biztositja a két filamentalis
rendszer relativ elmozduldsdhoz sziikséges molekularis hatteret. Az itt ismertetett
kisérletek soran a miozin S1 Ggynevezett katalitikus doménjének, illetve a ,,lever arm”
részét képezd konnytlanc-kotd doménnek aktintél mért tadvolsagat hataroztuk meg rigor
allapotban, vagyis abban az esetben, amikor a miozin fej nukleotidmentes allapotban
van®.

A tavolsdgok meghatirozésira a helikalis fehérjékre kidolgozott FRET
modszerilinket alkalmaztuk. A katalitikus domén és az aktin filamentum kozotti tavolsag
meghatarozasa érdekében a miozin S1 707-es ciszteinjét jeloltiik specifikusan az
IAEDANS nevi fluoreszcens festékkel, amely jelen esetben a donor szerepét toltotte be.
A konnyiildnc-koté domén—aktin filamentum tavolsdg meghatarozasanak érdekében a
donort az S1 177-es ciszteinjéhez kotottik.

Aktin
Filamentum " Cys-374

I.1. abra Az aktomiozin szerkezeti modellje. A szerkezeten feltlintettiik azokat
az aminosavakat, amelyekhez a donor (Cys-707, Cys-177) valamint az akceptor
(Cys-374) molekulakat kotottiik.

Mindkét esetben az akceptorok (IAF) az aktin filamentumot alkotd
monomerekhez (Cys-374) voltak kdtve. A tavolabbi akceptorok elhanyagolhat6 jaruléka



miatt a FRET mérések soran a donorhoz legkozelebb esd 6t akceptor (vagyis Ot
monomer) jarulékat vettiink figyelembe.

Abban az esetben, amikor a donort az S1 Cys-707 aminosavhoz kotottiik, a
fluoreszcencia energiatranszfer hatdsfoka linedrisan valtozott az akceptor moléris arany
figgvényében, ami tipikusan az egy donor-egy akceptor rendszerekre jellemz6 (I.2a.
abra).

Ha a donort a Cys-177 aminosavhoz illesztettiik, a mért értékeknek az akceptor
molaris aranytol valo fliggése mar nem volt linearis, és jelentds eltérést mutattak az egy

donor — egy akceptor esetet feltételezd tendenciatol (I.2b. dbra).

Energia transzfer hatasfok (%)
Energia transzfer hatasfok (%)

T T T T

T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Akceptor moléris arany Akceptor molaris arany

1.2. abra. Az abran a mért fluoreszcencia energia transzfer hatasfok lathatd a Cys-707 (a) esetében
(fekete korok) illetve a Cys-177 esetében (b). Folytonos vonallal van feltiintetve a legjobb linearis
illesztés, szaggatott vonallal pedig a rontgenkrisztallografias adatokbol szamolt, mozdulatlansagot
feltételez6 értékek.

A mért fluoreszcencia energiatranszfer hatasfok értékeket a modszerekrdl szolo
fejezetben ismertetett eljaras segitségével értékeltiik ki, két esetet kiillonboztetve meg:
homogén, illetve heterogén eloszlasti S1 populaciot feltételezve. A homogén esetben
minden S1 molekula ugyanabban a konformécioban taldlhatd, ennek megfeleléen a
donor ugyanolyan tavolsadgra helyezkedik el a filamentumhoz képest, a heterogén
esetben az S1 molekuldk egy konformacideloszlassal rendelkeznek (I.3. dbra). Ez utobbi
esetben a FRET hatasfokanak szamitdsanal azt feltételeztiik, hogy az aktin tengelytdl
mért tavolsagok egy Gauss-eloszlast kdvetnek.

Abban az esetben, ha a donor a katalitikus doménen (Cys-707) helyezkedett el,

homogén konformacideloszlast feltételezve az illesztés szemmel lathatoan j6 mindségii.

10



04 40

0,3 1 304

0,2

204

0,14 104

Energia transzfer hatasfok (%)
Energia transzfer hatasfok (%)

0,04 04

T T T T

T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Akceptor moléaris arany Akceptor molaris arany

L.3. abra. Az energia transzfer hatasfokanak fiiggése a Cys-707 (a) és Cys-177 (b)
esetében. Folytonos vonallal abrazoltuk a heterogén eloszlast, szaggatottal pedig a
homogeén eloszlast feltételezo illesztéseket. Fekete korokkel abrazoltuk a mért értékeket.

A szamitott FRET hatasfokok eltérése a mért értékektdl akkor a legkisebb,
amikor a donor aktin filamentumtél mért tavolsagat az x=77 £ 3 A, y=5+5 A, z=3+4 A
koordinatakkal adtuk meg. Figyelembe véve, hogy a radidlis tavolsag (az akceptor
tavolsdga az aktin tengelyétdl) 25 A, a donornak a legkdzelebbi aktin monomertd] mért
tavolsaga 52 + 3 A. Ez az érték j6 egyezést mutat mas szerzék egy donor — egy akceptor
esetet feltételezd szamitasaival”'®. Mint azt a késébbiekben majd lathatjuk a katalitikus
domén esetében a homogén és a heterogén eset feltételezése hasonld eredményre vezet.

A konnyiilanc-koté doménen elhelyezkedd donor (Cys-177) esetében, homogén
eloszlast feltételezve, a szamitott energiatranszfer értékek latvanyosan eltérnek a mért
értékektdl, heterogén konformadcioeloszlast feltételezve azonban sikeriilt jo illesztést
kapni a mért értékekre.

A tapasztalt heterogenitas hatterében — feltételezésiink szerint — az all, hogy az
S1 molekula és ezen beliil is a konnytilanc-koté domén szamos konformécidban 1étezik,
amelyben a donor-akceptor tavolsag tag intervallumon beliil véltozhat.

A donor-akceptor tavolsag karakterizalasa érdekében az energiatranszfer
szamitasanal azt feltételeztiik, hogy a donor-akceptor tavolsag Gauss-eloszlast kovet.
Az eloszlas atlagértékét és a félértékszélességét az illesztésbol hataroztuk meg. Ahogy
az a [.20. abran latszik, a donor-akceptor tavolsageloszlas feltételezése jo illesztéshez
vezet. A legjobb illesztés esetén a Cys-177 tavolsaga az aktin tengelytl 98 +3 A,
ennck megfeleléen 73 +3 A a legkdzelebbi aktin monomertél. Az eloszlas
félértékszélessége 102 +4 A volt. Annak a magyarazata, hogy a donor-akceptor

tavolsag, és valoszinlileg ennek megfeleléen a konnytilanc ilyen nagy intervallumon
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belil mozoghat, egyik Ilehetséges oka a protein matrix nagyfoku flexibilitasa.
Elképzelheté azonban az is, hogy ez a nagy tavolsageloszlas nem a fehérjematrix
flexibilitdsaval, hanem nagyszamu, de merev konformacio jelenlétével magyardzhato.

A tavolsageloszlast feltételezd illesztést elvégeztiik abban az esetben is, amikor a
donor a katalitikus doménen helyezkedett el. Az eldzetes varakozasoknak megfeleléen a
tavolsageloszlas feltételezése nem javitotta az illesztés mindségét. Az illesztés
eredményeképpen az 4tlagos tavolsag 52 =2 A-nak adédott, ami megegyezett a
homogén esetben kapott értékkel. A tavolsageloszlas félértékszélessége 5+ 3 A volt.

A Cys-177 aktin filamentumt6l valod tdvolsagara kapott érték (73 A) eltér a
mésok altal korabban megfigyelt értékektsl (50-60 A), de viszonylag kdzel van a
rontgenkrisztallografias adatokbol szamolt 89 A-hoz. Az, hogy a mi altalunk kapott
tavolsadg kozelebb van a rontgenkrisztallografids eredményekhez, mint a kordbbi FRET
mérések eredményei, valdsziniileg a tobb akceptor figyelembe vétele, illetve a
tavolsageloszlas feltételezése miatt adodott.

Méréseink megerésitik azt az EPR spektroszkopiaval kapott megfigyelést'’,
mely szerint a katalitikus domén ¢és a konnyllanc-kotd domén el tud fordulni
egymashoz képest. Méréseink egyeznek annak a szaturacios transzfer-EPR kisérletnek a
megfigyelésével is, amely arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a katalitikus domént és a

kénnyiilanc-koté domént egy flexibilis csuklé koti 6ssze'?.

Az aktomiozin komplex flexibilitasanak vizsgalata

Az S1 dinamikai tulajdonsagainak tovabbi feltérképezése érdekében az
alkalmazott modszerek fejezetben ismertetett FRET eljarassal vizsgaltuk az aktomiozin
komplex flexibilitdsat. A fehérjematrix  flexibilitdsanak  vizsgdlatdhoz az
energiatranszfer hatadsfokanak és a donor akceptor jelenlétében mért fluoreszcencia
intenzitasanak aranyat mértiik a homérséklet fiiggvényében.

Az 7 paraméter homérsékletfiiggése informacidt szolgéltat a fehérjematrix
flexibilitdsaban bekdvetkezett valtozasokrol, illetve esetleg a hdmérsékletvaltozas altal
indukalt konformaciovaltozasokrol’. Tekintettel arra, hogy az atfedési integral
hémérsékletfiiggése torzithatja az f° paramétert, az f~ értékét minden hdmérsékleten

normaltuk a hozza tartozé atfedési integral értékével.
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1.4. abra. Az f” paraméter hodmérsékletfiiggése abban az esetben,
ha a donor a katalitikus doménhez (piros korok), illetve ha az
esszencialis konnyiilanc doménhez (kék korok) volt kotve.

o

Az f” paraméter homérsekletfiiggését (I1.4. abra) vizsgalva feltind, hogy abban az
esetben, ha a donor a katalitikus doménen helyezkedett el, az f” értéke alig valtozik a
hémérséklet novekedésével. Ezzel szemben, ha a donor az esszencialis konnytilancon
helyezkedett el, akkor az f” értéke monoton modon, és meredeken nétt. A modszer
értelmében: ha f” hdmérsékletfiiggése meredekebb a fehérjematrix flexibilisebb (ha nem
kovetkezik be lényeges konformacidvaltozas.) Ennek alapjan azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a donor és az akceptorok kozott elhelyezkedd fehérjematrix
flexibilisebb az esszencidlis konnytilanc és az aktin kozott, mint a katalitikus domén és
az aktin kozott.

Felidézve azt, hogy a katalitikus domén esetében a tdvolsageloszlas
félértekszeélessége nagyon keskeny, f értéke pedig a teljes hémérséklettartomanyon
kozel éllandd ¢és nincs konformdaciovaltozas, arra kovetkeztethetiink, hogy
nukleotidmentes allapotban a katalitikus domén és az aktin kotése erds, a két jelold
kozotti fehérjematrix merev.

Az esszencialis konnyllanc esetében megfigyeltek alapjan ugyanakkor
kijelenthetd: az f” paraméter meredek hémérsékletfiiggése arra utal, hogy a donor és az

akceptorok kozotti fehérjematrix flexibilis. Az f7 paraméter mérésével sikeriilt kizarni
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annak a lehetdségét, hogy a konnyllanc-koté domén esetében megfigyelt széles

tavolsageloszlas oka egy nagyszamu, de egyenként merev fehérjematrix.

Osszefoglalas

Sikertilt kidolgoznunk egy olyan fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
mérésen alapuldo modszert, amely helikalis szimmetriaval rendelkezd rendszerek esetén
tavolsageloszlasok meghatarozédsara lehet hasznalni.

A modszert a gyakorlatba iiltettiik, és azt az aktomiozin komplex esetében
hasznaltuk. Az eljards segitségével kvantitativ képet kaptunk a miozin-S1 katalitikus,
illetve  konnyllanc-kotdé doménjének az aktin  filamentumhoz  viszonyitott
elhelyezkedésérol.

A tavolsageloszlasok feltételezésével kvantitativ képet kaptunk a katalitikus
domén és a konnytilanc-kotd domén flexibilitasarol is.

Az 7 paraméter homérsékletfiiggésének mérésén alapuldé moddszer
alkalmazasaval pontositottuk a fent emlitett modszer altal kapott tavolsageloszlasok
jelentését. Ennek megfeleléen a katalitikus domén erds kotésben van az aktin
filamentummal, a konnyildnc-koté domén viszont erdsen fluktudl az aktin
filamentumhoz képest.

Méréseink meger6sitik azokat a korabbi megfigyeléseket'!, amelyek szerint a

katalitikus domén és a konnytilanc-koté domén el tud fordulni egymashoz képest.
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2. A fotoliaz fotoaktivaciojanak vizsgalata femtoszekundumos
tranziens abszorpcios mérések segitségével

Bevezetés

A fotoliaz

UV fény hatdsara a DNS-ben a szerkezet kémiai megvaltozdsdhoz vezetd
fotoreakciok zajlanak le. Ezek koziil a két legismertebb a ciklobutan pirimidin dimer
(Pyr<>Pyr) illetve a pirimidin-pirimidon(6-4) (Pyr[6-4]Pyr) kialakuldsa, amelynek
soran két egymast kovetd timin primidin gytiriii kapcsolédnak egybe.

Vizsgalatunk kézéppontjaban a fotolidz nevii enzim miikddése allt, amely képes
arra, hogy fotokémiailag katalizalja a DNS hibakat javito reakciot .

A fotolidz a flavoproteinek csaladjdba tartozik, amelyek esetében a flavin
kofaktor szdmos biokémiai reakcidban jatszik intermedier szerepet; a flavoproteinekben
talalhatd flavin kromofor jellegzetes abszorpcids spektrummal rendelkezik UV és
lathatdo hulldmhosszokon egyarant; legtobbjiik esetében a fiziologiai funkcidot nem
befolyasolja a fényabszorpcid. A fotolidz ebbdl a szempontbol kivételt képez, az enzim
miikddését ugyanis — és ennek kovetkeztében a DNS-szdl javitasat — egy UV/lathato
foton abszorpcioja katalizalja.

A javitasi ciklus soran a hibas DNS-hez specifikusan kapcsolodott fotoliaz
kétszeresen redukalt allapotban levd flavin kofaktora (FADH) egy elektront injektél a
pirimidin dimerre, aminek kdvetkeztében a kotés felhasad. A fotolidzokat a javitott
terméktdl fiiggden ciklobutan pirimidin dimer fotolidzok, a II-es tipust fotolidzok pedig
a (6-4) fototermékek javitasat végzik el.

A fotoliazok olyan 450-550 aminosavbol allo globularis, monomer fehérjék,
amelyek két nemkovalensen kotott kofaktort tartalmaznak. Ezek koziil az egyik az eddig
ismert tipusok mindegyikében a flavin adenin dinukleotid (FAD), a masodik pedig vagy
egy pterin (MTHF), vagy egy deazaflavin (8-HDF) kromofor.

A flavin az egyik leggyakrabban el6forduld kofaktor (legkevesebb 151 enzim
tartalmazza FAD és/vagy FMN forméban), a fotoliazban a FAD form4ja talalhato meg,
harom redox allapotban: oxidalt, egy elektronnal redukalt illetve két elektronnal

14-16

redukalt allapotban. A fotolidz esszencialis kofaktora, a flavin ", a katalizis soran
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specifikusan kotédik a sériilt DNS szakaszhoz. DNS javitasara a flavin csak a
kétszeresen redukalt — FADH - allapotdban alkalmas. Vizsgalataink targya az a
folyamat — fotoaktivacid — volt, amelynek soran a flavin a kétszeresen redukalt FADH™

allapotba keriil.

I1.1. abra. Az E. coli fotolidz szerkezete. MTHF fotoantenna (kék), FAD kofaktor

(piros), a fotoaktivacidban fontos szerepet betdltd harom triptofan (lila).

A fotolidz masik kofaktora az altalunk vizsgalt esetben az MTHF kromofor, amit
fotoantennanak is neveznek (az A. Nidulans, illetve T. Thermophilus fotolidzok esetében
8-HDF). A katalizis az enzim-szubsztrat kotésre hatast nem gyakorl6 MTHF illetve 8-

HDF kofaktorok nélkil is Végbemegy”’ 18

, jelenlétiik azonban jelentdsen (10-100-
szoros mértékben) megnoveli a javitis sebességét”. Ez annak koszonhetd, hogy az
MTHF vagy 8-HDF kofaktorok extinkcidos maximuma (400 nm koril) jelentésen
nagyobb, mint az FADH ™ kofaktoré, az igy abszorbealt energia pedig szintén eljut —

fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel —  a flavin kofaktorhoz'” '
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Fotoreaktivacio illetve fotoaktivicio az E. coli fotoliazban

A fotolidzban két fotoindukalt elektrontranszfer folyamat megy végbe: a DNS
javitast végzd fotoreaktivacid illetve a flavin kofaktort redukalo fotoaktivacio.

A fotoreaktivacio soran egy kozeli UV/lathatd foton altal indukalt folyamat
zajlik le, amelynek soran a ciklobutan-pirimidin kotés felhasad. A reakcio
mechanizmusa a kdvetkezd: a pirimidin dimerhez kotddott fotoliaz antenndja (MTHF)
elnyel egy UV/kék fotont, majd fluoreszcencia rezonancia energiatranszferrel gerjeszti a
kétszeresen redukalt allapotban talalhato FADH -t (a flavin gerjesztése kozvetlenil is
megtorténhet). A gerjesztett dllapotban levd FADH -161 ~170 ps alatt egy elektron ugrik
a Pyr <> Pyr gylirtire?>. Mivel a ciklobutan 5-5 és 6-6 kotései ezt kovetden mar sértik a
Hiickel-szabalyt, ennek megfeleléen a Pyr <> Pyr felbomlik két pirimidinre. Ezt
kovetden az elektron ~560 ps alatt visszatranszferalodik a félig redukalodott flavinra,
amely ennek kovetkeztében Gjra a teljesen redukalodott FADH ™ allapotba keriil.

Egy kivétellel az 6sszes eddig izolalt fotolidzban igaz az, hogy a flavin kofaktor
alapesetben az FADH® Adllapotban taldlhaté meg. Ahhoz azonban, hogy a
fotoreaktivacié végbemenjen, a flavin kofaktornak a kétszeresen redukalt FADH™
allapotban kell lennie. A fotolidzban végbemegy egy mésodik fotoreakcio is, amelynek
soran kiils6 redukaldszer jelenlétében az FADH® redukalodik, és a katalitikusan aktiv
FADH allapotba keriil. A folyamat neve ennek megfelelden fotoaktivacio.

Az E. coli -bol szarmazo fotolidz esetében — mint azt a tovabbiakban részletesen
targyalni fogom — az FADH® redukalasa egy harom tagbol 4ll6 triptofan lancon (W382-
W359-W306) keresztiil halado elektrontranszfer segitségével valosul meg> (IL.2. 4bra),
amelynek sordn a termindlis elektron-donor a flavin kofaktortdl 15 A tavolsadgban
elhelyezkeds, oldoszerrel kolcsonhatisban allo  W306-os triptofan®™. A W306
redukaléasa egy kiilsé elektron donorral stabilizalja a flavin kofaktor FADH ™ allapotat,
kiils¢ elektron donor hidnydban a toltés rekombindcié kovetkeztében a kofaktor

visszakeriil az FADH® allapotba >’
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2. Célkitiizések

Vizsgélataim sordn a W382-W359-W306 triptofdinlanc mentén végbemend
elektrontranszfer folyamat részletesebb megértését tliztem ki célul. Kollégadim korabbi
munkdja, amelynek soran mutagenezissel egy a triptofdnhoz hasonldé geometriaja, de redox-
semleges fenilanalinnel cserélték ki a W382-es triptofant igazolta az a feltételezést, hogy a
fotoaktivacio elsd 1épéseként a W382-es triptofanrol egy elektron ugrik a flavin kofaktorra.

A mérések elkezdésekor tehat a kovetkezd kérdések megvalaszolasat tliztem ki célul:

1) Megfigyelhet6-e a flavin kofaktor redukaloddsa abban az esetben, ha a W359-es

triptofant a hasonlé geometridju, de redox inert fenilanalinre cseréljiik?

2) Létrejon-e a W359—W382 elektrontranszfer 1épés a fotoaktivacio soran?

3) Milyen gyors a W359—W382 elektrontranszfer folyamat?

18



Alkalmazott modszerek

Vizsgéalataimat a pumpa-proba moddszerrel megvalodsitott tranziens abszorpcids
mérésekkel végeztem. A tranziens abszorpcidés pumpa-proba rendszer alapelve kdnnyen
megérthetd a kovetkezd abrabdl: a gerjesztd pumpa impulzust kdvetéen, a mintat
meghatarozott idépontokban, ugynevezett probaimpulzusokkal vilagitjuk meg, és detektaljuk
a minta transzmissziojat. A vazolt tranziens abszorpcios berendezés (I1.2. dbra) tehat néhany
femtoszekundumos 1d6ko6zonként méri az abszorpcidvaltozast, ennek megfelelden a

femtoszekundumos idéskalan lezajlé abszorpcids valtozasok mérésére alkalmas.

A

-15
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I1.2. abra. A tranziens abszorpcios elrendezés illetve a mért gorbe. (Forras: Vos M H, 1999%.)

A detektalt abszorpcidvaltozas mogott a kovetkezd jelenségek htizodhatnak meg:

1. Kifehéredés vagy ,,bleaching”.

2. Stimulalt emisszio.

3. Fotoindukalt abszorpcid vagy gerjesztett allapoti abszorpcid (,,excited state absorption”,

ESA).
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Eredmények és kovetkeztetések

A harom triptofan elektrontranszferben betoltott szerepének vizsgalata érdekében a
triptofanokat mutagenezissel egyenként egy hasonld geometridji, de az elektrontranszfer
szempontjabol inert fenilanalinre cseréltiik (W382F, W359F).

Kollégaimnak a W382F mutdnson végzett kisérletei tisztaztak a kofaktorhoz
legkozelebb 4llo triptofan (W382) szerepét az elektron transzfer folyamatban, illetve az
FADH®" 4llapot sajat relaxacios idejét.

A vad tipus esetében a sebességi allando (24 ps)” koriil, mig a mutans esetében (80
ps)”! koriil adodott a teljes mért spektralis tartomanyon. A mutins esetében megfigyelt
hosszabb relaxacios id6 arra utal, hogy nem jon létre elektrontranszfer, vagyis a W382-es
triptofin az elsédleges elektron donor. A mutans esetében megfigyelt (80 ps)’ koriili
lecsengés az FADH® sajat relaxacios idejének felel meg.

A vad tipusndl megfigyelt 30 ps koriili relaxacios id0 ennek megfelelden két
kompetitiv folyamat — az FADH*" allapot elektrontranszfer kovetkeztében megvaldsuld,
1épés mintegy 38-45 ps alatt megy végbe.

A kisérleteket ezuttal is két részletben végeztik: a 420-590 nm kozotti tranziens
abszorpcidos mérésekhez 620 nm-es pumpa impulzust alkalmaztunk, a 630-700 nm kozotti
tartomanyban végzett mérésekhez pedig 550 nm-es pumpaimpulzust hasznaltunk. A 630-700
nm-en kapott eredményeket vizsgalva megfigyelhetd, hogy a mutdns esetében az
abszorpcidvaltozas kinetikdja egyezést mutat a vad tipusban megfigyelttel. Mivel ezen a
tartomanyon az abszorpcidvaltozast csak az FADH*" allapot befolyasolja, a sebességi
allandok egyezésébdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a mutans W359F fotolidzban a
gerjesztett flavin kofaktor a vad tipusndl megismert mdédon, vagyis elektron transzferrel
relaxalodik.

A masik tartomanyt (420-470 nm) vizsgalva, ahol fotoindukalt abszorpcioé 1ép fel az
enzimben, mind a vad tipus, mind a mutdns esetében hasonlo kinetikat figyelhetiink meg: 434

A 470-590 nm tartomanyban a relaxacio élettartama az el6zdekhez hasonldéan mind a
vad tipus, mind a mutans esetében ~30 ps. Feltiind kiilonbség azonban, hogy amig a vad
tipusban 150 ps utan is marad abszorpcidkiilonbség, ez a mutins esetében gyakorlatilag

teljesen eltlinik (II.3. 4bra).
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I1.3. abra. Az abszorpciovaltozas kinetikdja a vad tipus (teli korok) és a mutans esetében

(négyzetek). Ures korokkel abrazoltuk az izobesztikus pontban mért abszorpciovaltozast.

A vad tipus tranziens spektrumait elemezve latszik, hogy a 145 ps-os mérési ablakban
a minta gyakorlatilag felveszi a t=oo iddpillanathoz tartozé ,,nyugalmi” vagy ,,végsd”
spektrumot, amely az FADH W*" allapotnak feleltetheté meg. A mutins esetében ez a
karakterisztikus spektrum azonban eltlinik: a 145 pikoszekundumos késleltetés esetén mért
abszorpcidvaltozas (ennek megfelelden a ,,végsd” aszimptotikus spektrum is) a vizsgalt

spektralis tartomanyon gyakorlatilag nulla (I1.4 abra).
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I1.4. abra Vad tipusa (WT) és mutans (W359F) fotoliaz tranziens abszorpcios

spektruma kiilonb6z6 késleltetések esetén.
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A kinetikai eredményeket és a tranziens spektrumok kapcsan megfigyelteket
egybevetve a kovetkezd6 megallapitdsokat tehetjilk: a ~30 ps relaxdcios i1d0 a
toltésszétvalasztas 1étrejottére utal, ellenkezd esetben a W382F mutans fotolidz esetében
megfigyelt 80 ps koriili relaxacios idot kellett volna visszakapnunk. A t=oo iddpillanathoz
tartozd spektrum, a W382F esetében megfigyeltekhez hasonloan az FADH W*®' allapot
hidnyara utal a W359F-ben. Osszegezve tehat, a kapott eredmények arra utalnak, hogy bar az
elsédleges transzfer 1épés a W382-es triptofanrdl a flavin kofaktorra megtorténik, a flavin
nem marad a kétszeresen redukalt FADH dallapotban, vagyis a kezdeti toltésszétvalasztast
kdvetden egy gyors toltés-visszarendezddésnek kell bekdvetkeznie.

A reakcidmechanizmust leiro differencial-egyenletrendszer megoldasaval, illetve a
mérések soran kapott sebességi allandok behelyettesitésével sikeriilt megbecsiilniink ennek a

toltés rekombindcionak a felsd hatarat, amely 4 ps kortil adodott.
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Osszefoglalas

Meéréseim eredményeit tehat a kovetkezOkben lehet Gsszegezni:

1) Sikeriilt igazolnom, hogy a W359 triptofannak a redox semleges fenilanalinre
cserélése megakadadlyozza azt az elektrontranszfer folyamatot, amelynek kovetkeztében a
flavin kofaktor redukalt allapotba keriil. A W359F esetében ugyanis a flavin kofaktor nem
marad redukalt allapotban, amibdl arra kovetkeztettiink, hogy a triptofan-fenilanalin cserével
blokkoltuk a flavin kofaktor redukalashoz sziikséges elektrontranszfert.

2) Sikeriilt fényt deritenem arra, hogy a W359F fotolidzban, tobb ismert flavoproteinhez
hasonloan, a flavin gerjesztett allapota egy rovid élettartamiti oxidacio altal relaxalodik.

3) Méréseim bizonyitékot szolgaltattak arra is, hogy a W382—FADH"* elektrontranszfer
1épés elengedhetetlen a W359-es (és valosziniileg a W306-o0s) triptofan oxidalasahoz.

4) Sikeriilt megbecsiilnom a masodlagos elektrontranszfer 1€pés kinetikajat: az
FADH W382°" allapotot megvaldsito toltésszétvalasztast egy gyors elektrontranszfer 1épés
koveti (W359—W382°") <4 ps alatt.
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