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Nitroxid spinjelolok a motor proteinek kutatasaban.
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Az él6 rendszerek alapvetd tulajdonsaga, amely
megkiilonbozteti  Oket élettelen kornyezetiiktél, hogy
olyan belsd felépitéssel és szervezettséggel rendelkeznek,
amellyel vektorialis folyamatokat képesek elvégezni, mint
pl. jol meghatarozott irdnyban végzett mozgas, anyag- ¢&s
energiatranszport sejtek membranjain keresztiil, magasan
szervezett makromolekularis struktarak és organellumok
felépitése. A folyamatokat tobbnyire olyan fehérje gépezetek
végzik, amelyek kémiai energiat hasznalnak fel a biokémiai
¢és bioldgiai folyamatok iranyitasara ¢s megvaldsitasara.

A protein gépezetek csaladjabol az egyik legrészletesebben
tanulmanyozott csoport az eukaridta sejteckben az ATP-t
hidrolizald motor proteinek, amelyek harom szuperfamiliat
alkotnak: a kinezin, a miozin és a dynein szupercsaladot,
a csalad tagjai a sejten beliilli mozgasok - transzport és
erdgeneralas - dontd tobbségéért feleldsek. A motor proteinek
fontos szerepet jatszanak az izmok kontrakcidjaban, a
csillomozgasban, a sejtosztddasban. A szuperfamilia egyes
tagjai aminosav Osszetételiiket tekintve hasonlé motor
doménnel rendelkeznek, ezek alkotjdk a motor fehérje
erdgenerdlé elemét, és az erdgenerdlds folyamataban
kozremiikodnek az ATP hidrolizisében. A motor doménhez
egy rudalaku domén/alegység kapcsolddik, amely a bioldgiai
szereptol fiiggben valtozo szerkezetii.

A harantcsikolt izomban a miozin miikodése az izom
rovidiilésében és az erdkifejtésében nyilvanul meg. Az
erdkifejtés és a rovidiilés egy masik fehérjével, az aktinnal
vald ciklikus kolcsonhatas eredményeként valosul meg,
amely az ATP hidrolizis soran megy végbe. Az ATP
hidrolizis ciklus folyaman a B-y foszfat kotés hasitasakor
a szabadentalpia valtozas AG = - 1. 4 kcal/mol, mig nem-
enzimatikus reakcidban - oldatban - a szabadentalpia valtozas
kb. - 7.5 kcal/mol, ami azt jelenti, hogy a hidrolizis és
erdgeneralas folyamata elvalik egymastol; a kémiai energia
mas formaban az enzim-szubsztrat komplexben halmozodik
kozvetlen azt kovetden torténik olyan konformaciovaltozas
az aktin-miozin komplexben, amely az erdgeneralast
eredményezi, és képessé teszi a miozint egy ujabb ATP
molekula hidrolizisére 2.

A miozin altal katalizalt ATP hidrolizis biokémiai ciklusa
1974 6ta Bagshaw ¢és Trentham® nyoman jol ismert:

AM+ATP—A+M-ATP—>A+M*-ATP>AM** ADP-P >
AM*ADP + P, > AM + ADP + P,

ahol M jelenti a miozint, A az aktint, a csillaggal jelzett
megkiilonboztetés pedig koztes konformacids allapotokra
utal. A ciklust 1974 6ta eltelt idoszakban tobben mddositottak,
finomitottak, de Iényegét tekintve a séma valtozatlan
maradt. Az ATP két 1épésben kotddik a miozinhoz, az elsot

a diffuzio hatarozza meg, amelyet egy gyors irreverzibilis
konformacidvaltozas kovet. Az ATP hidrolizisét kovetden
a termék kotve marad, majd egy lasst protein izomerizacid
utdn az anorganikus foszfat gyorsan ledisszocidl. A
feltételezések szerint az anorganikus foszfatot (P) kovetd
disszociacid utan kovetkezik az erbgenerald 1épés, amely
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Osszekapcesolva.

A haréantesikolt izom fénymikroszkopos szerkezetének
megismerése szolgaltatta az alapot H. Huxley* ¢és
munkatarsai szamara, hogy kidolgozzak a izommikodés
sliding hipotézisét, amely a miozin molekula ATP-t kotd
¢és hidrolizalo két feji részének ciklikus mozgasat tételezi
fel (1. abra). A miozin molekula feji részeinek az aktin
molekuldval torténd kolcsonhatdsa konformacids valtozast
general, amelynek eredménye az aktin filamentumok csuszé
mozgasa. A miozin feji részeinek mozgasat ismétlodo,
evezOlapatszerli mozgasnak tételezik fel.

1. Abra. A harantcsikolt izom szerkezetének elektronmikroszképos

képe (JEOL 100 C mikroszkop, eredeti nagyitas 12.500) és vazlatos
felépitése. A szarkomer (Z-Z csik, kb. 2.2-2.5 um) az izommiikodés
legkisebb miikodoképes egysége. A vastag filamentumok miozinbol (A
szakasz), a vékony filamentumok aktinbol (I szakasz) épiilnek fel. A vastag
filamentumbol nytlnak ki a miozin ATP-t hasito feji részei. A sliding mozgas
a szarkomer rovidiilését eredményezi. A keresztmetszeti képen feltiintetett
racssikokon elhajlo rontgensugarak elemzésével kovetkeztetnek a mikodés
sajatossagaira.
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Az elmult két évtizedben szdmos erdfeszités tortént a
kiilonb6zd laboratoriumokban kiilonboz6 modszerekkel,
mozgasat detektaljak, és segitségével értelmezzék az
izom- és bioldgiai mozgasok mechanizmusat. Fontos és a
tovabbi kutatdsok szamdara gylimolesozo részeredményeket
szolgaltattak az elektronmikroszkdpos, a rontgendiffrakcids
és az optikai kettOstorésen alapuld mddszerek, valamint a
magneses rezonanciat felhasznald technikak. A kiilonb6zo
modszerek természetesen a mozgas kiilonb6zo aspektusait
tarjak fel. Az elektronmikroszkopos technikdkat és a
rontgendiffrakciot alkalmazé moddszerek elsdsorban az
erdgeneralasban szerepet jatszo protein molekula globalis
szerkezetérdl adnak felvilagositast, mig a jelzo molekulat
alkalmazo spektroszképiai mddszerek, igy a fluoroforral
illetve spin szondaval dolgozo spektroszkopiai eljarasok
inkdbb a jelolt hely kornyezetében végbemend lokalis
valtozasokrol tuddsitanak. A modszerek egy része pl. az
elektronmikroszképos technika nem rendelkezik elegendd
érzékenységgel az orientacid valtozasanak detektalasara,
a jelz6 molekulaval dolgozé mddszerek esetén pedig a
spektroszkopiai jel értelmezése lehet problematikus.

Miozinhoz, aktinhoz, valamint az izommiikodést szabalyozo
regulacios  fehérjékhez kapcsolt paraméagneses vagy
fluoreszkald szondékat sikerrel alkalmaztak fehérjerendszerek
és izommodellek tanulmanyozasara. A molekularis szondak
célzottan kapcsolhatok egy-egy aminosav oldallancahoz
kémiai kotés segitségével. Szerencsés esetben, és ezt
komoly biokémiai vizsgalatok elézik meg, a molekularis
probak még szupramolekularis komplex esetén is szelektive
kapcsolhatok egy-egy kiszemelt csoporthoz, a molekularis
szonda spektroszkopiai tulajdonsdga révén a kapcsolodasi
hely és annak kornyezetében bekovetkezd valtozasokrdl, a
valtozasok dinamikajardl tudosit. Rigid kapcsolat esetén a
molekularis szonda mozgasa koveti a fehérje vagy annak
miikodés szempontjabol Iényeges alegysége mozgasat.
Hasonldéan, ha a makromolekuldk térbeli rendezettséget
mutatnak, mint esetiinkben a miozin vagy aktin molekulak
a szarkomér A- ¢és I-szakaszaiban (1. abra), akkor a
molekularis szondak elaruljak a térbeli rendezettséget és
a térbeli rendezettségben a mikodés kozben bekdvetkezd
valtozasokat. A biokémiai mddszerek felhasznalasaval
elvégzett kisérletek meglehetdsen részletes képet tudnak
ma mar adni az aktin és miozin kolcsonhatasardl és az ATP
felhasznalas egyes kozbiilsé 1épéseirdl. A kérdés az, milyen
dinamikai allapotok és fehérje konformaciok felelnek
meg az izom rendezett szupramolekularis rendszerében
az egyes biokémiai modszerekkel azonositott kozbiilsd
allapotoknak. Elegans kisérletekkel, mint pl. fény hatasara
bomlo vegyiiletbol kiszabadulé ATP-vel (caged ATP) - ez
biztositja, hogy a mérés kezdetén az izomrostok belsejében
mindentitt elegend6 ATP all rendelkezésre az izom
mozgasat kontrakcid kézben. Mivel a protein molekuldk nem
merevek, hanem felépitésiiknél fogva flexibilis strukturaval
rendelkeznek, remény van arra, hogy megismerjiik azokat a
belsd mozgasi folyamatokat és konformacios valtozasokat,
amelyek az ATP hidrolizisét kisérik, és megmutatjak a kémiai
energia mechanikai energiava alakulasanak elemi 1épéseit.

A Pécsi Tudoméanyegyetem  Orvostudomanyi Kar
Bioanalitikai Intézetében az elmult masfél évtizedben
els6sorban az electron paramagneses rezonancia technika
felhasznalasaval — végeztiink méréseket  harantcsikolt
izombdl preparalt fehérjéken ¢és vékony izomrost kotegen
a spinjelolés lehetdségeinek felhaszndlasaval. A globalis
konformaciovaltozasok megismerésére a differencialis
pasztazd kalorimetria (DSC) modszerét alkalmaztuk.
Szerencsés koriilménynek bizonyult, hogy az egyetem
Szerves és Gyodgyszerkémiai Intézetében prof. dr. Hideg
Kalman vezetésével dolgozd munkacsoport szamos eredeti,
bioldgiai rendszerek jelolésére alkalmas nitroxid szabadgyok
vegytiletet szintetizalt, amelyeket sikerrel tudtunk
felhasznalni szdmos biofizikai probléma megoldasara (2.
abra):
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2. Abra. Maleimid, jodacetamid és izotiocianat riporter molekulak
szerkezete.

Ebben a munkéban elsésorban az elmult évtizedben a
motor proteinek molekularis dinamikai viselkedésének
megismerésére iranyuld sajat vizsgalatainkat mutatjuk
be harom kiilonb6zd tertileten. Mivel a vilagon szamos -
munkassaguk alapjan elismert - kutatdcsoport is dolgozik
hasonld problémakon, ezért eredményeik részleges
bemutatasa nem keriilheté meg.

Az aktin dinamikaja.

Az aktin, az egyik legkonzervativabb fehérje, a sejtekben
torténd széleskori elofordulasa és sokiranyu funkcidja
miatt all az érdeklddés elbterében™®’. Az €16 sejtekben két
meghataroz6 formaban fordul elé: monomer (G-aktin),
illetve a monomerek polimerizacidja utan filamentalis
aktinként (F-aktin). A monomer aktin egy polipeptid
lancbol allo globularis fehérje, relativ molekulatomege
kb. 43 kDa; a monomer tovabbi alegységre (doménekre,
szubdoménekre) bonthatd. A  G-aktin  monomerek
filamentumma kapcsolédva egy balmenetes hélixet
alkotnak, amely periodusonként 13 monomert tartalmaz.
Az aktin az izomban a vékony filamentum részeként vagy
a citoszkeletalis rendszerben rendkiviil dinamikus, gyors
atrendezddésre képes szerkezetet alkot. Ezen tulajdonsag
teszi lehetdvé, hogy részt vegyen az izomdsszehtizodasban,
sejt alakvaltozasainak szabalyozasaban, sejtmozgasban,
valamint szamos intracellularis transzport folyamatban.
Alapvet6 tulajdonsagai kozé tartozik, hogy képes egy- és
kétértéki kationok, valamint nukleotidok (ADP és ATP)
megkotésére, tovabba, ami az izommiikddés szempontjabol
Iényeges, hogy képes aktomiozin komplexben aktivalni a
miozin ATP4az aktivitasat.
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Fiziolégias kortlmények mellett a monomer egy
magnézium-ATP komplexet tart kdtésben. A polimerizacid
egylitt jar a kotott ATP sztochiometrikus hidrolizisével. A
mechanizmus soran az ATP hidrolizise nem koézvetleniil
az 1) monomer beépiilésekor, hanem attdl térben és idoben
elhatdrolodva, mar a filamentum belsejében torténik. A
keletkezett anorganikus foszfat csupan ezt kovetden 1ép ki
a filamentumbdl, hatrahagyva ADP-aktin monomereket,
melyek a filamentumot alkotjak. Ujabb elképzelések szerint
az ATP-bdl felszabaduld kémiai energia a filamentumokban
elasztikus energia formajaban tarolddik, amely mas biokémiai
reakcié soran a szupramolekuldris rendszer szamara
elérhetdvé valhat®. Ez a kisérleti tény, valamint tovabbi
ujabb tudomanyos eredmények utalnak arra, hogy a korabbi
elméletek altal passziv szerkezeti elemnek feltételezett aktin
filamentumok az aktomiozin rendszerben és az intracellularis
transzport folyamatokban egyarant aktiv dinamikai szerepet
jatszanak®!%, A kisérleti eredmények alapjan joggal
feltételezhetd, hogy tobb egymassal szorosan Osszefiiggd
tényez0 (aktinhoz asszocialt fehérjék, nukleotidok, kationok,
kornyezeti faktorok, mint pH, hémérséklet, ionalis millid)
egylittesen hatarozza meg az aktin sejtfunkcidokban betoltott
szerepét!'. Szamos bizonyiték van arra is, hogy a polimerizalt
aktin flexibilis, torzids €s rotacids rezgési modusai konnyen
gerjeszthetdk, ezen tulajdonsag szerepet jatszhat a sejtszintli
folyamatokban'>!®. Az aktin és miozin alkotta dinamikus
fehérjerendszer a mozgasra érzékeny paramagneses ¢s
ﬂuoreszcens spektroszképiai szondékkal Valamint azok
szerint az erdgeneralds folyamataban kulcsszerepet jatszo
tovabbi szignifikansan nagyobb szogszorasu (43°) eloszlas
is megfigyelhetd (centruma (63+5)°), amely random modon
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3. Abra. A Cys-374 helyen maleimid spinjelslével jelzett F-aktin
filamentumok EPR spektrumainak iranyfiiggése. Az abran feltiintetett
szogek a filamentumok hossztengelye ¢és a magneses tér altal bezart szoget
jelentik. R: véletlenszertien orientalt aktin filamentumok EPR spektruma.

aktin-miozin-ADP.Pi komplex ¢letideje Osszemérhetd a
kiillonb6z6 mozgasi mdédusok korrelacids idejével*>. Igy
az ATP hidrolizisével felszabaduld energia éppen ezen
mozgasi modusokat gerjesztheti, miel6tt a kornyezetbe
disszipalodnék.

Az aktin 6t -SH csoporttal rendelkezik, amelyek koziil a
polimerizalt aktinban a felszinen elhelyezkedd Cys-374 -
es aminosav oldallanca viszonylag egyszertien, konnyen
és specifikusan jelolhetd maleimid tipusu paramagneses
szondédval. A riporter molekula rotacids korrelacios ideje
G-aktin esetén 19.6 ns -nak, mig F-aktin esetén 60 - 80 ps
-nak addédik16. Az utdbbi adat az aktin filamentum hat -
nyolc monomerjének egyiittes mozgasat tiikrozi, az adat jol
jellemzi a filamentum bels6 flexibilitasat. A filamentumban
a monomérek szabalyos elrendezddése miatt varhatd, hogy
a makroszkopikusan orientalt aktin filamentum rendszerben
az EPR spektrum alakja fiigg a filamentum hossztengelye €s
a sztatikus magneses tér altal bezart szogt6l'”-'® (3. abra).

A orientalt filamentum preparatum tobbféle modon is
megvalésithaté de elérhetd jelﬁlt monoméreknek a
segitségével is.  Elektronmikroszképos  vizsgalatok
eredményei azt mutatjak, hogy az inkorporalt aktin az aktin
és miozin filamentumok atfedési zénajaban helyezkedik
el, valamint asszocidléodnak a miozin filamentumokhoz (4.
abra).
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4. Abra. Glicerinezett izomrostokba diffundaltatott spinjelslt G-aktin EPR
spektrumai két kiilonb6zo orientacioban a laboratériumi magneses tér
iranyahoz viszonyitva.

A spektrumszimulécioval is alatdmasztott értékelés szerint
a szondamolekulak eloszlasahoz rendelt Gauss-eloszlas
centruma (34+3)°-t zar be a filamentum hossztengelyével,
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a teljes szogszéras 23°. A mondott eloszlds mellett
egyelhelyezkedd és/vagy  részben denaturalédott
monomerekhez kapcsolodo jelzé molekulaktol szarmazik.

Miozin ¢és fragmentumai (nehéz meromiozin: HMM,
szubfragment-1: S1) kotddnek az aktinhoz, amit az
EPR spektrum jellegzetes megvaltozasa is mutat mind a
konvencionalis (CW), mind pedig a szaturacio transzfer (ST)
EPR id6tartomanyaban. A CW spektrumra jellemz6 2A°
hiperfinom csatolasi allando és az ST spektrumbol kaphato
L”/L diagnosztikus paraméter nem linedrisan valtozik a
miozin/aktin molaris arany valtozasaval, ami a kolcsonhatas
kooperativ jellegére utal (5. dbra). A maximalis valtozas a
hiperfinom csatolasi allandéban (A2A’ ) kb. 1:10 miozin:
aktinaranynal kovetkezik be; névekvo aranynal (miozin/aktin
>0.5)a2A’ paraméter kissé csokken'®. Ennek magyarazata
a nitroxid csoport kdrnyezetében bekovetkezo hidrofobicitas
novekedése, amit a miozin vagy fragmentumanak
learnyékolo hatasa eredményez. Az aktomiozin képzddését
az aktin filamentumok flexibilitasanak és orientalt rendszer
esetén a rendezettségnek csokkenése kiséri.
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5. Abra. A HMM indukalja a G-aktin polimerizaci6jat Az aktomiozin
komplex hiperfinom csatolési allanddjanak nagysaga nem linedris modon
fiigg a HMM-aktin molaris aranytol. A szaggatott gérbe a kisérleti
eredmények (@) és a kooperativ kolcsonhatas feltételezése nélkiil szimulalt
gorbe (0) kozotti eltérést mutatja.

Altalanos a nézet, hogy az aktomiozin kolcsonhatas, amely
azizom struktirajaban rovidiilést és erokifejtést eredményez,
nem valdsulhat meg az aktin bels6 strukturalis dinamikéja
nélkil. Igen érdekesek azok az eredmények, amelyeket
specidlis F-aktin preparatumokon kaptunk. Biokémiai
reakciokkal elérhetd, hogy az aktin monomerek kozott
keresztk6tés alakuljon ki. A polimerizacid soran kettds helix
struktura alakul ki a filamentumban, igy egy helix struktiran
beliil (Cys 374 - Gln 41) vagy a két hélix kozott (Gln 41-
Lys 113) egyarant keresztkotés alakithato ki a monomérek
kozott.

Az itt nem részletezendd aktin-miozin biokémiai
hatasvaltozasokon kiviil, amelyeket specialis in vitro motility
assay kisérleti elrendezésben kaptak, a spektroszkopiai
mérések jol mutatjak, hogy a filamentum flexibilitdsdnak
csokkenése lényegesen nagyobb, ha a keresztkotés a
helikalis struktaran beliil alakul ki, mint a két helix kozott*!?
(6. abra).
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6. Abra. Kontroll és keresztkotott (Cys-374 x GlIn-41) aktin filamentumok
konvencionalis (CW) és szaturdci¢ transzfer (ST) EPR spektrumai. A 2A°
hiperfinom csatolasi allandé és az L”’/L hanyados novekedése jol mutatja
kereszkotott aktin esetében a flexibilitas csokkenését.

Hogy ebben az esetben nem kizarélag lokalis valtozasrol van
sz0, azt a DSC mérések vildgosan mutatjadk. A HMM.aktin
komplexben az aktinra jellemzd tranzicios homérséklet (T
=67.3 °C) mintegy 4 °C -kal nagyobb, mint F-aktin esetében,
ha a keresztkotés a helixen belil alakul ki.

Az izommiikédés szabalyozasa: a troponin rendszer.

Az akaratlagos mikodésti harantesikolt izomban a
szabalyozasért egy szupramolekularis rendszer a felelds,
amely a vékony filamentumban alkot egységes rendszert?®2!.
Egyik alkotdrésze az aktin monomérekbdl felépiild kettds a-
helix. A kettos helix arkaban a csaknem teljesen a-helikalis
szerkezetii tropomiozin (Tm) foglal helyet. A tropomiozin
molekulak  vég-a-véghez  kapcsolddassal  haladnak
az arokban, egy-egy tropomiozin molekula hét aktin
monomert fed le. A filamentum hossztengelye irdnyaban
38.5 nm periodicitassal egy harmadik fehérje helyezkedik
el, a troponin (Tn). A troponin molekuldk kapcsolodasi
40 - 60 tropomiozin molekulaval egyiitt. A troponin -
harom kulonbozo alegységbdl allo fehérje: a troponin C
(TnC), a troponin I (Tnl) és a troponin T (TnT) komplexe
- a szabalyozas elsd fazisdban jatszik alapvetd szerepet. A
kisérleti tapasztalatok szerint az izommukodés beinditasat a
troponin C-hez kot6dé Ca?-ionok valositjak meg. A Ca”*-
kotés lokalis konformaciovaltozasokkal jar egyiitt, amelynek
eredményeként megvaltozik a kdlcsonhatas az alegységek €s
a szupramolekularis komplexet alkoté mas fehérjék kozott.
Az igy kialakult térszerkezet mar lehetdvé teszi a vékony
filamentumban 1évé harmadik komponens, az aktin és a
vastag filamentumokat alkotd6 miozin komponensek ATP
fliggd kolcsonhatasat €s az erdgeneralas folyamatat.

Rontgendiffrakcios mérések mutatjak, hogy az ¢l6 izom
kontrakcidja alatt a Tm elmozdul. Ez az elmozdulas sziinteti
meg az aktin-miozin kolcsénhatas fizikai akadalyat, és
teszi lehetdvé a miozin ATPaz aktivalasat az aktin altal.
Ez a tankonyvekben sokszor idézett ‘“steric blocking”
modell egyszeriisége miatt széles korben elfogadott, azaz
a Tm kozvetleniil gatolja a miozin fejek aktinhoz t6rténd
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7. Abra. A troponin C molekula modellje. Az abran feltiintettiik azon
aminosavak helyét, amelyeknél pontmutacio tortént. A nyil a TnC
miikodésénél a C-helix feltételezett elmozdulasat mutatja.

hozzaférését. Ugyancsak rontgendiftrakcids vizsgalatokkal
sikeriilt Herzberg és munkatarsainak (1985) a troponin
C molekulaszerkezetét megallapitani’’. Az N-terminalis
doménnél talalhatok az alacsony affinitasti Ca?*-két6helyek
(I és 1II), amelyekrdl ugy vélik, hogy alapvetéek a
szabalyozas szempontjabol®. Genetikai manipulacid révén
eléallitott pontmutansok 1) kisérleti lehetéséget teremtettek
meg; a spektroszkopiai szondat hordozé cisztein aminosav
a szabalyozas szempontjabdl 1ényeges N-terminalis domén
megfeleld szegmenseihez helyezhetd at, igy a kation kotést
kisérd lokalis konformacids valtozasok és belsé mozgasok
jol kovethetové valnak (7. abra). Pontmutansok esetén az
eredeti Cys-98 aminosav helyét leucin foglalta el.

A Ser-12 - Cys és Ala-57 - Cys cserével olyan mutansokhoz
jutunk, amelyeknél a ciszteinhez kapcsolt paramagneses
szonda az alacsony affinitasu kation kotohelyekhez van
kozel, masrészt egy olyan szegmenshez kapcsolodik (C-
helix), amely a korabbi kisérletek eredményei szerint részt
vesz az alegység-alegység kolcsonhatasban?2,

Sajat méréseinkben a pontmutdnsokat a maleimid
spinjeldlt valtozataval modositottuk a cisztein aminosav
oldallancoknal, ¢és vizsgaltuk a TnC -t kilénb6zd
allapotaiban és  fehérjekomplexekben, végezetil a
miofibrillaris szuszpenzioban. A vadtipust és pontmutansok
EPR spektrumait a 8. abra mutatja kationmentes (EGTA) és
Ca?*-allapotokban. Szembetlind, hogy a természetes TnC-
nél, ahol a molekula egyetlen ciszteinjét (Cys-98) jeloltiik
paramagneses szondaval, a Ca*"-ionok kotodése (111 és IV
kotohelyek) a szonda kornyezetére erdteljes immobilizald
hatast gyakorol, mig a pontmutdnsoknal az N-terminalis
domén szerkezete valtozatlannak tlinik.

TnC BGTA Ca?+

Cys-49

/\ﬁ
N V[‘”

Cys-57 - V [\/—/

w

Cys-12 /\/h/&/
Cys-98 j\/\/\/\
t=20°C 20

A
s

mT

8. Abra. Kiilénb6z3 spinjelslt troponin C mutansok EPR spektrumai

EGTA és Ca*-telitett allapotban. S jelzi az er6sen, W a gyengén
immobilizalddott riporter molekulakat.

A magyarazat a fehérje szerkezetében keresendd; a C-
terminalis doménnél a Ca**-ionok kapcsolodasat a szerkezet
laza konfiguraciobol helikalis szerkezetbe torténd atalakulasa
kiséri, mig az N-terminalis doménben kationmentes
allapotban is kialakul a helix-hurok-helix szerkezet,
amelyet a leucin, fenilalanin és izoleucin aminosavak kozott
kialakuld hidrofob kontaktusok stabilizalnak. A Ca**--ionok
kotédését valdsziniileg csupan a helikalis szegmensek
orientaciovaltozasa kiséri, amely nem eredményez
mobilitasbeli valtozast izolalt TnC esetében a paramagneses
szonda kornyezetében. Lényeges valtozds kovetkezik be
azonban a szonda molekula rotdciés mobilitdsaban az N-
terminalis doménben is, ha fehérje komplexekben vizsgaljuk
a kationmentes, a Ca*- és a Mg**-allapotokat.

A TnC(Cys-12).TnT binaris komplex esetén a Ca*-
allapotban a mobilitas csokken az A-helix kornyezetében
a kationmentes és a Mg**-allapotban mérthez képest. A
kationmentes és Mg?*-allapotok kozott rotacios dinamikai
szempontbol nincs kimutathato6 kiilonbség, ami alatdmasztja
azt a feltételezést, hogy az alacsony affinitasu kotohelyek
Ca?-ionokra specifikusak.

Eltéréek a kisérleti eredmények a TnC(Cys-57) mutansnal.
A Ca*-ionok tavollétében mért rotaciés mobilitds a
TnC.Tnl bindris komplexben a C-helikdlis szegmensnél
megnovekedik, ha az alacsony affinitastt koét6hely Ca?*-
ionokat kot (9. abra).
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9. Abra. TnC(Cys-57) troponin I-vel alkotott binaris komplexének
EPR spektruma EGTA és Ca?*-allapotban. Ca’*-allapotban a spinjel516
mobilitasa megnovekedik.

Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a C szegmens a kdzponti
Osszekotd  E-helixtol kifelé tavolodik, igy a rotacids
mobilitasa noévekedhet. Az eredmény alatamasztja azt a
feltételezést, hogy a kation kotését a TnC és Tnl kozotti
kolcsonhatas megvaltozasa kiséri. Ez a Ca**-ionok kétésével
jaré konformacidvaltozas nagyobb fehérje komplexekben
is nehézség nélkiil kimutathato, s6t miofibrillakban is, ahol
biokémiai mddszerekkel elézetesen a TnC-t a TnC(Cys-57)
mutanssal cserélték ki. A miofibrillum az izomsejt egyik
modellje, amely az izommiikodés csaknem minden jellemzd
sajatossagat jol mutatja.

A TnC pontmutansokon végzett spektroszkopiai mérések
azt eredményezik, hogy az izommikodés szabalyozasaban
alapvetd szerepet jatszo Ca?-kotés altal inditott szignal
harom uton (TnC—Tnl—aktin, TnC(N-domén)—TnT—
Tm—aktin és TnC(C-domén)—>TnT—Tm—aktin) is
tovabbjuthat az erdgenerald rendszerhez; mindezt a TnC
molekula kationfiiggd internalis dinamikaja teszi lehet6vé.

A harantcsikolt izommodell.

Az izommiikdés molekularis szintii vizsgalatanak kedvelt
modellje a vazizombol egyszertien preparalhato glicerinezett
izomrost vagy rostkdteg. Az irodalombdl ismert, hogy a
glicerinezett izomrost jol mutatja az intakt izom sajatossagait,
rendelkezik ATPazaktivitassal, és csaknemakkoraerdkifejtést
mutat, mint egy hozza hasonld geometrigju vazizom. H.
E. Huxley* és A. F. Huxley-B. Simmons (1971) tételezték
fel el6szor a miozin molekula feji részének mozgasat
kontrakcid alatt; ez a gondolat szamos tjabb elméletnek és
kisérletnek valt kiinduld pontjava. Az ATP hidrolizis ciklus
soran biokémiai médszerekkel felismert koztes allapotokhoz
rendelheté molekularis dinamikai allapotok csak szerencsés
esetben vizsgalhatok EPR modszer segitségével a koztes
allapotok gyors id6beli lefolyasa miatt. A koztes allapotok
egy része a nem vagy a lassan hidrolizaldo ATP analogokkal
stabilizalhatok az EPR mérés idejére. A hidrolizis ciklus
soran az aktin és miozin koélcsonhatasaban két alapvetd
allapotot kiilonboztetnek meg:

a./ aktinhoz er6sen kotott és
b./ aktinhoz gyengén k6tott miozin allapotot.

Az elobbit, amely nukleotidmentes (rigor) allapotban vagy
ADP jelenlétében valdsul meg, sztereospecifikus aktin-
miozin kotés jellemzi, mig a masik esetben, amely az ATP,
a nem-hidrolizal6 AMP.PNP, a lassan hidrolizal6 y-ATP és
az er6generalast megel6z6 ADP.P, allapotokat jellemzi, az
aktin-miozin kolcsonhatds aspecifikus sajatossagot mutat.
Azaz, rigor (R) és ADP allapotban minden miozin molekula

az aktinhoz kotddik, és a kotés egy és csakis egy mddon
valdsulhat meg (sztereospecifikus rigid kotés), mig a tobbi
allapotban pontosan nem meghatarozhato kotés valdsul meg
(amiozin feji regié sem térbeli, sem dinamikai rendezettséget
nem mutat).

A kontraktilis rendszert alkoté aktomiozin komplex egyik,
vizsgalatok szempontjabdl szerencsés sajatossaga, hogy a
miozin fehérje ATP-t k6td doménje, a szubfragment 1 (S1)
az ATP kotohely kornyezetében két reaktiv —SH csoportot
tartalmaz (Cys-697 és Cys-707) (10. abra). A két—SH csoport
alkalmas pufferoldatban ¢s homérsékleten specifikusan
jelolheté —SH reagensekkel. A jelolés elvégezhetd tugy,
hogy az izolalt S1-t jelolik maleimid vagy jodacetamid
tipusu jelolovel, amelyet jel6lés utan diffuzioval juttatnak
az izomrost belsejébe, de a szonda molekula kozvetlentl is
specifikusan kapcsolhato a rostban 1évé miozin molekulak
S1 fragmentumahoz. A jelolés eredményességét biokémiai
modszerrel, ATPaz aktivitas mérésével lehet ellenOrizni. A
szonda molekula rigiden kapcsolodik a motor doménhez,
amelyet mind a CW, mind pedig az ST EPR spektrum jol
mutat; a rotacios korrelacids idék becsiilt értékei*: T, = 20
ns és T, = 0.3 us miozin esetében.

10. Abra. A miozin S1 szubfragment szerkezete a két reaktiv —SH csoport
megjel6lésével.

Szignifikdnsan megvaltoznak az EPR spektrumok a
szupramolekularis strukturaban:

a./ nukleotidok tavollétében a miozin vagy az S1 aktinnal
torténd specifikus kolcsonhatasa miatt a riporter molekuldk
mozgekonyséaga drasztikusan csokken (t,> 1 ms );

b./ a vazizom szerkezeti felépitése miatt (1. abra) a spektrum
alakja fiigg a sztatikus magneses tér €s az izomrost
hossztengelye altal bezart szogtdl (11. abra).

Szerencsés kortilménynek bizonyult, hogy a nukleotid
kotdhely és a Cys-707 aminosavhoz kapcsolodoé riporter
molekula térbeli kozelsége miatt a spektrum paraméterei
figgenek a kotott nukleotidtdl és ezzel egylitt az aktomiozin
rendszer allapotatol. Mig a maleimid spinjelold esetén a
nukleotidmentes (rigor allapot, R) és az ADP allapot nem
kiilonboztethetd meg, az altalunk alkalmazott izotiocianat
spinjelsld spektruma a két allapotban eltéré?’. A spektrumok
csoport parnélkiili elektronjanak 2pm molekulapalyaja kozel
merdlegesen helyezkedik el azizomrost hossztengelyére?®. Az
EPR spektrumok a szimulacio segitségével értelmezhet6k?;
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ariporter molekulak eloszlasahoz Gauss-eloszlas rendelhetd,
amelynek centruma maleimid spinjelold esetén 82°-t,
jodacetamid spinjel6ld esetén 68°-t és izotiocianat riporter
molekula esetén 76°-t zar be az izomrost hossztengelyével.

Az eloszlasfuggvények teljes szélessége félmagassagnal kb.
16°. A miozin Cys-707 oldallancahoz kovalensen kapcsolt
riporter molekulak rosttengelyhez viszonyitott orientacids
eloszlasa egy modell-fiiggetlen kozelitéssel is levezethet6?’.
Az eloszlas centruma rigor allapotu rostoknal 75°, sz6gszoras
16°, mig MgADP jelenlétében az eloszlas centruma 56° -ra
valtozik, a sz6gszoras 28°. Az ST EPR spektrumok tanulsaga
szerint a két allapotban a riporter molekuldk mozgékonysaga
nem kiilonbo6ztethetd meg (a spinjeldlok mozgasara jellemz6
rotdcios korrelacids id6 T, > 1 ms), ami arra utal, hogy ADP
kotoédése a miozin feji részéhez csupan a riporter molekula
orientaciojat valtoztatja meg, de nem valtoztatja meg a
dinamikai allapotat a rigor allapothoz képest. Ez az eredmény
deuterizalt N15-maleimid szondaval is igazolhat6*.

Hllk

HLK Jvt_vfm =7

HLK = H

11. Abra. A glicerinezett izomrost konvencionalis és szaturacio transzfer
EPR spektrumai. Az alkalmazott spinjel6ld: izotiocianat.

Alkalmas kisérleti elrendezésben CaATP-t tartalmazo
oldatban az erdgeneralas, ATP-t tartalmazé relaxaltatd
oldatban, amikor a miozin feji része disszocial az aktintol,
az erdgenerdlast megel6z6 allapot is vizsgalhato. A
relaxalt allapot kényelmesen megvaldsithato ~ ATP-
hez adott anorganikus foszfat analégok — ortovanadat,
aluminiumfluorid,  berilliumfluorid -  segitségével,
amelyekkel a kontraktilis rendszer az ADP.P, allapotnak
megfeleld ADP.V, ADP.AIF, vagy ADP.BeF allapotban
stabilizalhatd. A nem specifikus aktin-miozin kélcsonhatas
miatt iranyfliggés a spektrumban nem tapasztalhato, a
miozin szubfragment 1 izotrop rotacios mozgast végez’' (12.
abra). Az ST EPR spektrumok a riporter molekuldk rotacios
korrelacios idejének szignifikans csokkenését mutatjak, ami
Kontrakcidt kivaltdo oldatban az EPR spektrum Osszetett,
a miozin fejek ciklikus mikodésének kovetkezményeként
orientalt és izotrop spinjelolokre jellemzd spektrum egyarant
megfigyelhetd.

A M.ATP éllapot nem-hidrolizald AMP.PNP segitségével
vizsgalhatd. Az EPR spektrum két spektrum szuperpozicidja,
mintegy 50 % a jarulék az erdsen kotott miozin szubfragment
1-t61 és 50 % a gyengén kotott miozin szubfragment 1-tol.
Az izomroston végzett mechnikai mérések alatamasztjak
azt a kovetkeztetést, hogy AMP.PNP jelenlétében a miozin
molekula két feji régidja kozil az egyik specifikusan kotve
marad az aktinhoz és biztositja az izomrost rugalmassagat,
mig a masik fej disszocialt allapotban van. A maleimid jelz6
EPR spektruma az erésen kotott allapotra rigor allapota
jellegzetességet mutat®, sajat méréseink izotiocianat
probaval azonban azt jelzik, hogy az allapot ADP jellegii®®
(13. abra).

A M.ATP allapot nem-hidrolizal6 AMP.PNP segitségével
vizsgalhatd. Az EPR spektrum két spektrum szuperpozicidja,

mintegy 50 % a jarulék az erdsen k6tott miozin szubfragment
1-t61 és 50 % a gyengén kotott miozin szubfragment 1-t0l.
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12. Abra. Izotiociandt riporter molekulaval miozinon jelslt glicerinezett
izomrostok CW EPR spektrumai relaxaltatd (ATP.V)) oldatban. Az
izomrost hossztengelye parhuzamos és meréleges allasban helyezkedett el
a laboratoriumi magneses tér iranyahoz képest.

Az izomroston végzett mechnikai mérések aldtdmasztjak
azt a kovetkeztetést, hogy AMP.PNP jelenlétében a miozin
molekula két feji régidja koziil az egyik specifikusan kotve
marad az aktinhoz és biztositja az izomrost rugalmassagat,
mig a masik fej disszocialt allapotban van. A maleimid jelzd
EPR spektruma az erésen kotott allapotra rigor allapota
jellegzetességet mutat®, sajat méréseink izotiocianat
probaval azonban azt jelzik, hogy az allapot ADP jellegi®®
(13. abra).

A lassan hidrolizalé y-ATP jelenlétében mért spektrumok
ktlénboznek mind a rigor, mind pedig az ADP jelenlétében
mérhetdé spektrumoktol (14. abra). Megfeleld y-ATP
koncentracio (> 5 mM) esetén a spektroszkopiai szondakhoz
rendelhet6 eloszlas jo kozelitéssel izotropnak tekinthetd, ami
soran keletkezd ADP megkotésérdl nem gondoskodunk pl.
az oldatokhoz adott apiraz enzim segitségével, akkor az EPR
spektrumban a miozin.ADP allapotra jellemz6 spektrum
is megjelenik. Ca*" plus y-ATP esetén a spektrumban az
aktinhoz erdsen kotott miozin jaruléka tovabb novekedik,
ami a mikddo izomra jellemzo.

A kisérleti technikdk, az elektronmikroszkopos ¢és a
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13. Abra. Izotiocianat riporter molekulaval miozinon jeldlt glicerinezett
izomrostok CW EPR spektrumai AMP.PNP-t tartalmazo oldatban.

A spektrum dekompozicidja szerint az §sszetevd spektrumok
spinkoncentracidja kozel egyenld, és az aktinnal erds kotésben 1év6 miozin
ADP allapott.

Rigor _../\ A

\l_'_l—"'-'-'—

-ATP N ﬂ -
Vi
14. Abra. Izotiocianat riporter molekulaval miozinon jelélt glicerinezett

izomrostok CW EPR spektrumai rigor, ADP és y-ATP-t tartalmazo
oldatban.

rontgendiffrakcios modszerek, de elsésorban az eredményes
fehérjekristalyositasi modszerek és a genetika sikereibol
adodo lehetdségek, pl. az iranyitott pontmutaciok, a protein
mutansok preparalasa, ma mar lehetdvé teszik, hogy a miozin
feji részében, annak egyes szegmenseiben, a monomer
aktin szubdoménjeiben a konformaciovaltozasokat és a
belsé dinamikai folyamatokat, tovabba a miozin csaladok
sajatossagait, az aktink6td fehérjék finom koélcsonhatasait
megismerjiik, és azokat 6sszekapcsoljuk a mikodéssel.

Moédszerek

A vizsgalatok elvégzéséhez sziikséges proteineket (aktin,
miozin, troponin), azizommodellként elfogadott glicerinezett
izomrostot a nyul vazizmaibol nyertik az irodalomban
korabban leirt modszerek szerint. A paramagneses riporter
molekulakat az altalanosan hasznalt eljarasok segitségével
kapcsoltuk a célzott helyekre. A jelolések specificitasat
biokémiai moddszerekkel ellenériztik (ATPaz aktivitas,
gélelektroforézis, spektrofotometria).

EPR meérések: Az EPR méréseket Bruker ESP 300 E tipusu
X-savu spektrométerrel végeztiik konvencionalis (CW) és
szaturacértékelésére szolgald out-of-phase null moddszer
helyett egy elényésebbnek vélt m(’)dszert dolgoztunk
molekulakat tartalmazé mintak esetén bir jelentdséggel®.
Az alkalmazott médszer kikiiszoboli a kis teljesitménynél
(< 1 mW) beadllitandé fazissz6g megkeresését, és egy
alkalmasan irt szamitogépes szoftver szolgaltatja a keresett
spektrumot. A mérési eljaras Robinson &tlete nyoman a
legkisebb négyzetek elvét hasznalja fel: az out-of-phase
spektrum varianciajanak a teljes spektrumtartomanyra nézve
minimalisnak kell lennie:

S= i (sp(i) — m)2 = min.

ahol sp(i) a digitalizalt spektrum amplituddja (n = 1024),
m az atlag. Altalanos esetben a spektrum eldallithato
mint az in-phase ¢és az out-of-phase komponensek linearis
kombinacioja:

sp(i) =A(i) cos 3 +B(@i)sin 9 ,

ahol 9 a fazisszog, A(i) és B(i) pedig a megfelel amplitidok.
Differencialva S -t m és 9 szerint, majd a szélséérték szamitas
elve szerint kapjuk, hogy

—_— 2V
m=sp(i) ¢&s tg29= V—AB
ahol V, és V, az A(i) és B(i) komponensek varianciai, V,
pedig a kozos variancia. A modszer alkalmazasdhoz két
spektrum felvétele sziikségeltetik, amelyek pontosan 90°
fazisszogben kiilonboznek egymastol:

spl(i) = A(i) cos 3 +B(i)sin I,
sp2(i) = - A(i) sin 9 +B(i)cos 9,

ahol sp1(i)-t egy tetszOleges 3 fazisszog esetén kapjuk, mig
az sp2(i) spektrumot 9 + 90° fazisszognél. A kiszamitott 3
segitségével végzett linearis transzformacid lehetévé teszi

Komponens spektrum

L i PRIV
i ] L G

Szamitott spektrum H

15. Abra. A variancia modszerrel felvett (fels6 spektrumok) €s szamitott
ST EPR spektrum (alsé spektrum).
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az in-phase €s az out-of-phase spektrumok meghatarozésat
(15.abra). A két spektrum felvételénél alkalmazott
mikrohullamu teljesitmény a félszaturacionak megfeleld
teljesitmény, esetiinkben 63 mW.
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The force generation in muscle during contraction arises from direct
interaction of the two main proteins, myosin and actin. The process
is driven by the energy liberated from the hydrolysis of ATP. The
energy released from hydrolysis produces conformational changes
in myosin and actin, which can be manifested as an internal motion
of myosin head while bound to actin. The myosin heads attached
to actin produce conformational changes during the hydrolysis
process, which results in a strain in the head portion of myosin in
an ATP-dependent manner. These structural changes lead to a large
rotation of myosin neck region relieving the strain.

Spectroscopic probes are widely used in muscle research. Nitroxide
compounds provide a direct method in which dynamic changes,
rotation and orientation of specifically labelled proteins can be
followed. In muscle fibre studies, the probe molecules, especially
the maleimide-based nitroxides or iodoacetamide spin labels are
usually attached to the reactive sulthydryl site of the motor domain
or to the regulatory light chain. The main task of these studies is
to identify the role of the different structural elements and their
interaction during ATP binding and hydrolysis, and the consequence
of these in interaction of myosin head with F-actin.

Actin is an essential component of the motile apparatus of muscle
and nonmuscle cells. Several studies have shown structural and
dynamic changes of actin filaments under interaction with myosin.
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EPR studies showed internal rotation of the nitroxide probes
attached to actin filaments in the microsecond range, and the binding
of myosin heads to actin filaments further restricts the rotational
motion co-operatively. In partially oriented F-actin system the
probe molecules exhibited orientation dependence with respect to
the long axis of the filament. The mean value of the angle between
the filament long axis and the principal z axis for the spin label was
34+4°. Addition of myosin or myosin subfragment (HMM, S1) to
the filament system, the orientation order was reduced.

It is particularly interesting whether flexibility restrictions affect
the functional properties of actin filaments. Cross-linking studies
of actin provide detailed information on the link between actin’s
motility and its structure and dynamics. We demonstrated that
intrastrand cross-linking of filaments strongly reduced the rotational
mobility of the attached probe, however little change was found
in the case of interstrand cross-linking. The intermonomer cross-
linking altered the dynamics of F-actin with heavy meromyosin in
the weak binding state.

The recent model of regulation in striated muscle supposes a
cascade of events before the actomyosin ATPase is activated and
the contraction is initiated. The original steric-blocking model was
modified in much respect including the coupling with the actin-
myosin interaction, but the lateral movement of Tm is maintained.
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The model involves the large-scale motion of troponin and its
subunits induced by Ca’-binding to sites I and II, and by signal
transmission.

Troponin, a complex of three different subunits (troponin C,troponin
I and troponin T), is a component of the thin filament in vertebrate
striated muscle and plays an essential role in the regulation of
contraction. To reveal the dynamics of troponin C, three mutants
were involved in the experiments, where the single cysteine of the
molecule was located on the A-helix(Cys-12), B-helix(Cys-49) and
C-helix(Cys-57) of the troponin C, respectively. EPR measurements
indicated that nitroxide labels had different rotational mobility on
the different locations. Interaction of troponin I and/or troponin T
with troponin C, and binding of Ca*" to the low-affinity binding
sites induced conformational changes in the environment of both C-
helix and A-helix, and produced increased intersubunit interaction.
The results suggest an internal dynamics in the A- and C-helices
of troponin C, allowing the signal transmission in the thin filament
regulatory system to the force generating unit.

In muscle fibre studies in the absence of nucleotides and in the
presence of ADP the CW EPR spectra of spin-labelled myosin
showed a narrow distribution of probe molecules with respect
to the longer axis of the fibres. Three different labels were used:
maleimide, iodoacetamide and isothiocyanate probe molecules.
The spin labels were attached to the reactive cystein-707 residue of

myosin. In contrast to maleimide spin label, the binding of ADP to
myosin resulted in a change in the mean angle of the distribution of
spin labels in the case of isothiocyanate spin label. It shows that this
label had a preferred orientation with respect to fibre axis which
is sensitive to nucleotide binding. The orientation order and the
degree of immobilization remained preserved, suggesting a strong
binding of myosin to actin.

However, almost no orientation dependence was detected in
the relaxing solution. The myosin heads represented disordered
populations with reduced rate of rotational motion. The ST
EPR spectra which are characteristic of rotational mobility in
the millisecond time domain showed about the same rotational
correlation times for rigor and ADP state, but exhibited a significant
decrease in the presence of relaxing solution. The increased rotational
correlation time is the sign of the dissociation of myosin heads
from actin. After addition of Ca2+ to the fibre system the ST-EPR
spectra showed changes, which implies that there is an increased
stiffness in myosin head or a weak binding between myosin and
actin. This weak binding precedes the specific binding of myosin
to actin that is required for force generation. In the presence of the
non-hydrolysable analogue AMP.PNP the spectrum deconvolution
resulted in two populations; about 50% of labels belonged to the
ordered fraction, and 50% of labels was randomly oriented. The
myosin heads that exhibited high degree of order were in strongly
binding ADP-state, the heads being attached to actin differ from
those of heads in rigor.



