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1. A szabdlyozds problémdjinak enzimoligiai megfogalmazdsa

Az izomszovet specializalt funkciéja a kémiai energia munkéava alaki-
tasa. Ebben a folyamatban két fehérje a miozin és az aktin jatssza a f6 szere-
pet. Az ATP-nek az aktin altal aktivalt miozinon torténd hidrolizise a szerepld
fehérjék egy eddig még kozelebbr§l nem ismert konformaciévaltozasaval jar.
A fehérjekomponensek szupramolekularis organizaciéja révén ezek a konfor-
macié valtozasok ésszegezfdnek s az izom aktiv munkavégzéssel jaré rovidii-
1ését eredményezik.

Az elmilt néhany év kutatasainak eredményeképpen részletes enzimolé-
giai képet tudunk adni az alapvetd folyamatrél, az aktin altal aktivalt miozin

ATP-azrol;?
ATP+AM —> (AM.ATP) AM.ADP.P—_—> AM+ADP 4P
—Al2 +Ats
(M.ATP) ——> (M.ADP.P) ——> M-+ADP-P

lassu

Ez a séma ToNoMURA (Id. TonoMURA és Oosawa, 1972) TAYLOR és munkatarsai
(Lym~ és TAYLOR, 1970; TAYLOR és mt. 1970; Lymn és Tavror, 1971) —
tovabba ErsenBerc és Moos (1968, 1970) kutatasai alapjan bontakozott ki.
A séma megértéséhez tudnunk kell, hogy ATP kotddése a miozin és aktin
komplexéhez disszocidlja a komplexet, aktinra és M. ATP-re. A hidrolitikus
lépés beksvetkezte utan keletkezd miozin-ADP - P komplex azonban djra
reagél az aktinnal. Az aktin-miozin-termék komplexrdl a termék ledisszocialas
igen gyors. Az 1.—5. indexelt reakciék mind azonos nagysagrendben vannak,
gyorsak. Igy stacionarius allapotban egy ciklikus folyamat jon létre, az aktin
ismételten disszocial és kapesolédik s minden ciklussal egy molekula ATP
hasad el. Ennek a reakcionak az in vivo feltételezhet keresztmetszete elegendd

1 A Magyar Biokémiai Tarsasdg 1973. évi VI. Nagygyfilésén tartott referaitum anyaga.

2 Roviditések: ATP = adenozin-trifoszfit; A = aktin; M = miozin; AM = akto-
miozin, S-1 = a miozin ATP-dz aktiv-aktink6td fragmentuma, ,,heavy meromiozin-subfrag-

ment-1"; TP = troponin. — A TP alegységeinek elnevezésérsl 1d. 114. oldalon az 5. ldbjegy=
zetet.
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a maximalis munkat végzs izom energiasziikségletének fedezésére. Ezt a folya-
matlancot az izom miik6ds, munkat végzd, kontrahalt allapotaval allithatjuk
parhuzamba.

A séma magaba foglalja a nyugvé, relaxalt izom enzimolégiai allapotat is.
Relaxélt izomban valamilyen mechanizmus megakadalyozza, hogy a M. ADP.P
komplex (az enzim-termék komplex) az aktinnal, az aktivatorral egyesiiljon,
az aktin nem mikodik mint aktivator. A miozinrél magarél a termék (ADP. P)
ledisszocialasa az igen lassu 6. reakcioval torténik. A miozin ATP-az aktivitasa
— aktin nélkitll — az in vivénak megfelel§ koriilmények kozott (0,1 M KCI,
néhany mM Mg, neutr. pH) minimalis — mint a sémabél lathaté a termék lassd
disszociaciéjanak kovetkeztében. Ilyen korilmények kozott a miozin ATP-az
keresztmetszete nem tobb annal, ami az izom csekély nyugalmi légzése alapjan
varhato.

A fentiek alapjan a regulacié kérdését, az aktiv, munkavégzg allapot ki-be
kapesolasanak kérdését igy fogalmazhatjuk meg: mi az a mechanizmus, amely
nyugvé izomban meggatolja, hogy a miozin (M. ADP. P) az aktivatoraval
(az aktinnal) kolesonhatasba 1épjen — illetSleg mi az a mechanizmus, amely
az ingeriilet hatasara elharitja az akadalyt a miozin és aktin kapesolédasa elgl.

A 60-as évek elején egy sereg in vivo és in vitro vizsgalat egyértelmiien
bizonyitotta, hogy a kontraktilis apparatus bekapecsolasat kozvetitd jel a
szarkoplazmatikus retikulumbél felszabadulé Ca ion. A nyugvé izomban gya-
korlatilag nincs ionizalt Ca, az ingeriilet hatdsara viszont a Ca koncentracié
1076—10-> M-ra nd. (Ld. 6sszefoglalva: EBasar 1972.) Az ionizalt Ca meg-
jelenése valtja ki a miozinnak és aktivatoranak az aktinnak a kapcesolédasat.

Egy aktomiozin rendszer szabalyozottsaganak in vitro tesztje, ezek alap-
jan, az 1un. ,,Ca érzékenység”. Egy szabalyozatlan AM Ca ionok jelenlétében
és tavollétében egyarant magas ATP-az aktivitast mutat. Ha az aktomiozin
szabilyozott, Ca ionock megvonasara, pl. EGTA hatasara ATP-az aktivitasa
erfsen gatlédik. Egy teljesen tiszta, aktinbdl és miozinbdl allé aktomiozin nem
Ca érzékeny, vagyis szabalyozatlan.

2. Reguldcios fehérjék — a tropomiozin és a troponin

A regulacié mechanizmusénak tisztazasat nagy lépésekkel vitték elbre
Ebashi iskolajanak igen egyszerii eszkizokkel végzett, hagyoméanyos biokémiai
gondolatmenetekre alapozott kisérletei. Megfigyelték, hogy kevéssé tisztitott
aktiomiozin rendszerek, pl. izolalt atmosot miofibrillumok, vagy izombél koz-
vetleniil kivont aktimiozin minden esethen szabalyozott (Ca érzékeny) Mg-
ATP-az aktivitast mutat, evvel szemben tisztitott aktinbdl és miozinbdl 6ssze-
allitott rendszerek valtozé eredményt adnak. A valtozé tényezd az aktin pre-
pardtumokban volt. Minden miozinnal lehetett szabalyozott rendszert dssze-
allitani, ezzel szemben egyes aktin készitmények szabalyozott, méasok nem
szabalyozott aktomiozint adtak. E vizsgalatokkal egyiddben észlelték (DrABI-
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KOWSKY és GERGELY, 1962, tovabba LAKI és mt. 1962), hogy az akkor szokasos
moédszerekkel tisztitott aktin tébb-kevesebb tropomiozin szenyezést tartal-
maz. Ebashi laboratériuméaban megfigyelték, hogy a tropomiozin-mentesre
sikeriilt aktin preparatumok soha nem adtak szabalyozott aktomiozint, a tro-
pomiozin tartalmu aktinok egy része szabalyozott, mas része nem szabalyozott
rendszert adott. Mindez a tropomiozinon kiviil egy tovabbi faktor jelenlétére
utalt. Tiszta tropomiozinnal a nem szabalyozott aktomiozint adé aktinok sza-
balyozottsagat nem lehetett helyreallitani. A tropomiozin elGallitasa alkohollal
szaritott izombhdl torténik. Ebashi laboratériumaban kidolgoztak egy olyan tro-
pomiozin elGallitast, mely az alkohol kezelést elkeriili. Az igy kapott ,,nativ tro-
pomiozin”’szabalyozotta tette a nem szabalyozott aktomiozinokat. Végiil kide-
riilt, hogy a ,,nativ tropomiozin’ két lényeges fehérje faktort tartal‘zew a hagyo-
manyos tropomiozint és egy ettél teljesen kiilonb6z8, eddig nem észlelt fehérjét,
amit EBAsHI troponinnak (TP) nevezett el (1d. ésszefoglalva: EBasni, 1972).

A TP felfedezése kulesjelent8ségii volt az egész kérdés feltarasdban, mert
a szereplé hirom fehérje kozil egyediil a TP az, amely Ca-t kot. Ca kotés
alatt itt és a tovabbiakban egy igen specifikus Ca kotést értiink, amely milli-
moélos Mg jelenlétében is és igen magy, 109—107 koriili affinitassal torténik.
Mig Mg-mal szemben nem specifikus és nem kiemelkedden nagy affinitasi
Ca kotéssel tobbé-kevésbé minden miofibrillaris fehérje rendelkezik, ez a fajta
kétés egyediil a TP sajatsaga. Azt a kézenfekvs kovetkeztetést, hogy ezek
szerint a Ca regulativ hatésanak elsGdleges tamadaspontja a TP, megerGsi-
tették azok a vizsgilatok, amelyek kimutattidk, hogy a TP mikromdélos nagy-
sagrendii Cahatdsara konforméci6 valtozast szenved. (WAKABAYASHI és EBASHI,
1968; HaN és BEnson, 1970.)

Anticipalva azt a késGbb részletesen targyalandé tényt, hogy a tropomio-
zin és a troponin az aktinnal képez komplexet és a miozinhoz nem kétédik, gy
foglalhatjuk 6ssze az eddigieket, hogy a miozin-ATP-az-nak aktivitora az
aktin-tropomiozin-troponin komplexum, s ez az aktivator kofaktorként mikro-
mélos koncentraciéban Ca ionok jelenlétét igényli. Ca hidnyaban az aktivator
affinitdsa a miozinhoz csekély. Ca hatasara az aktivator-komplex asszociaciés
konstansa megnd, valtozatlan Vy,x mellett. (EisenBErG és KierrLey, 1970;
Korgrz és mt. 1973.) A nem regulalt, TM-TP mentes aktin 6nmagaban is
aktivator, kissé ahhoz hasonléan, mint ahogy egy szétkapcsolt mitokondrium
foszforilidciés szubsztrat nélkiil is intenziven oxidal. Megjegyzends, hogy ATP
tavollétében az aktin-tropomiozin-troponin komplex miozinhoz valé kotédése
nagyjahol azonos a tiszta aktinéval.?

3 Megjegyzends, hogy a modernebb enzimkinetikai vizsgélatok altaldban nem szoros
értelemben vett aktomiozinnal, hanem a miozin megfelels proteolitikus fragmentjeinek aktin-
komplexével torténnek. Az aktomiozin a fiziolégidsan érdekes ionmili6ben oldhatatlan s ez
megneheziti a kisérletek értelmezését. A miozinbdl proteolizissel elgallitott ,heavy mero-
miozin™ és az S-1 (1d. 2. labjegyzet) tobbé-kevésbé sértetlen 4llapotban tartalmazza a miozin
enzimatikus-aktinkotd centrumat és aktin komplexiik a megfeleld sémilicben homogén oldat-
ként viselkedik.
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3. A reguldacios fehérjék lokalizdicidja, szerkezeti sajatossdgai és kolesonhatdsaik

Fontos vizsgalatok egész sora tisztazta a regulacios fehérjék lokalizacio-
janak kérdését.

Mint ismeretes a harantesikolt miofibrillum a Z-membranok altal 6ssze-
fogott vékony I-filamentumokbél és a kézottik elhelyezked§ vastag A-fila-
mentumokbdl épiil fel. Az aktin, a TM és a TP az I filamentumokban, a miozin
(és még néhany egyelbre funkcié szempontjabél kevéssé ismert fehérje) az
A-filamentumokban helyezkedik el. Az A-filamentumok felépitése olyan, hogy
a miozin ATP-az aktiv-aktinkstd centrumait tartalmazé S-1 régié, a miozin
molekulak végén 1évE globularis képz6dmények, kinyilnak a filamentum felii-
letéb6l, Gin. haranthidakat képeznek. Az izom aktiv allapotaban a miozin ezen
haranthidak révén 1ép kapcsolatba az aktinnal.

Ezen szerkezeti hattér vazlatos ismertetése utan ratériink a reguléciés
rendszer egyes komponenseinek a leirasara.

A TM két azonos 38 kilodalton molekulasilyd alegységhbél épiil fel. Kozel
1009, -ig helikalis. Kettds alfahélix felépitésii, kereken 2 x40 nm méretii, fonal
alakt molekula. Az ionerdsségtdl fﬁggfi polimerizaciéra képes. A polimerizacié
a legnagyobb foku sémentes kozegben és kb. 1 M KCl-ben megsziinik. Az in
vitro-nak megfelel§ 0,1 korili ioner§sségen sdlyatlag molekulastilya tébb szaz-
ezres, milliés nagysagrendd.

A TM polimerizéacidja vég-a-véghez kapcesolédassal torténik, egy fonalon
beliil természetesen azonos iranyitassal. A j6l kristalyosithaté TM kristalyok
igen részletes elektronmikroszképos és réntgendiffrakciés vizsgalata nem muta-
tott ki semmiféle atfedést, vastagodast a molekulak ésszekapcesoldsanal (CAsPAR
és mt. 1969, Hicasai-Fuime és Oor, 1969). Ugyanigy a teljes izomrél késziilt
rontgendiffrakeiés képek, amelyekben az utébbi néhany évben sikeriilt azono-
sitani a TM-nek megfelel§ reflexikat, a TM-t egy egyenletes, egy-egy I-fila-
mentumban kereken 25 monomérbél allé6 hurkidnak mutattak. Az egyes mono-
mérek kiilonallé jelenlétét semmi nem jelezte.

HopgcEs és mtsai-nak a TM aminosav sorrendjére vonatkozélag nemrégi-
ben publikalt eredményei (SopEk és mt. 1972; Hopces és mt. 1973) igen
érdekes hipotézissel meg tudjak magyarézni ezt az 6nmagaban igen érthetetlen,
minden ,,varrat” nélkiili vég-a-véghez illeszkedést. Ugyanezek a vizsgalatok
maganak a kett8s alfahelixnek a felépiilésére vonatkozélag is igen érdekes
eredményeket adtak. A TM bromcianos peptidjei kdziil — mint vizsgalataikbél
kideriilt — az egyik az alegységlanc teljes C-terminalis felével azonos, az alegy-
séglanc kereken 300 peptidegységébél 150-et tartalmaz. Ennck a fél molekula-
nak teljes szekvencidjat meghataroztak (1. abra). Mint lathaté, a szekvencia
egy kiilonos szabalyossigot mutat: megkozelitleg az osszes hidroféb oldal-
lancok két periodikus sorban helyezkednek el. Az egy sorozatba tartozé oldal-
lancok 7—7 pozicigval eltolédva kovetik egymast (korrel, ill. négyszoggel kere-
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tezett aminosav jelek) s a két sorozat egymashoz képest 3 aminosavval elto-
16dva foglal helyet a szekvenciaban. Ez masképpen azt jelenti, hogy a szekven-
ciaban szabalyos valtakozassal minden negyedik-harmadik-negyedik-harmadik
aminosav hidroféb — s szinte minden hidroféb aminosav igy helyezkedik el.
Mint tudjuk az alfa helixben 3,6 aminosav felel meg egy menetnek, vagyis
3-n4l tobb és 4-nél kevesebh. Ha a Hodges és mtsai altal leirt szekvenciat alfa-
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1. d@bra. A tropomiozin polipeptidlancdnak ismert szekvencia részlete.

A feltiintetett 143 aminosav a molekula C-terminalis része (kereken fele). A korrel, illetéleg
négyszoggel bekeretezett aminosavak a két periodikus sorban elhelyezkedd hidroféb gyok-
csoportot tiintetik fel. (B&vebb leirast a szoveg ad).

Hopers és mt. (1973) kozleményéhdl

helix-szé felcsavarva képzeljiik el az 6sszes hidroféh gyskok egy, a spiralt
burkolé henger feliiletén futé vonal mentén, attél jebbra és balra helyezkednek
el, mint az a 2. Abra sikba kiteritett abrazolasan lathat6. A TM-ban és a ha-
sonlé felépitésii alfa helikalis molekulakban a két alfa helix egymas koré foné-
dik. A Hodges-féle szekvencidnak megfeleld két alfahelixet tgy lehet egymas
koré tekerni, hogy mindkét molekula hidrofsh gyoksorozata egyetlen, a két
helix érintkezésén végigfuté hidroféhb ,,varratot” képezzen. Ez a ,hidroféb
varrat” a globuléris molekuldk hidroféb magjanak megfelels képz8dményeknek
tekinthetd.

MTA Biol. Oszt. Kozl. 17, (1974)
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2. dbra. Részlet az els§ abra szekvenciajabodl, helix-halézaton abrazolva.
Az abra az alfa-helix sugarit 5 A-nek, a gyoktranszliciét 1,5 A-nek, a menetenkénti gyok-
szamot 3,6-nak feltételezi.
SoDpEK és mt. (1972) kizleményébsl
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A Hodges-féle szekvencia vizsgalat érdekes hipotézisre vezetett a TM
polimerizaciés mechanizmusa tekintetében is: a kettds helix szerkezetére vég-
zett modellépitési vizsgalatok azt mutattak, hogy a két helix kozstti hidroféb
kélesonhatas akkor a legkedvezébb — kedvezd alatt azt értve, hogy a kett8s
molekula-képzédménynek egy végig egyenletes vastagsigat, a két helix egy-
mastél valé tavolsdganak azonossigat akkor engedi meg —, ha az egyik helix
»nagy’’ hidroféb gyokeivel szemben a masik helixnek ,.kis” hidroféb gyokei
keriilnek — nagy alatt a leu, ilu, phe, és tyr-t, kicsi alatt ala és val-t értve.
Ez az elrendezés akkor és csak akkor hozhaté létre maradéktalanul a meg-
ismert szekvenciaval, ha a két helix egymashoz 14 aminosavval eltolédva
kapcsolodik. Ezzel ez a struktira természetesen még nincs bizonyitva, de ez
a feltevés igen elegians magyarazatot ad a TM polimerizaciéjara. Ha 14 amino-
savval eltolva fonjuk 6ssze a két alegység helixet, a molekula két végén ter-
mészetesen egy 14 tagi N-terminalis és egy 14 tagu C-terminalis szakasz par
nélkiil marad. Hidroféb oldallancai exponiltak az oldészernek. igy ezek mint-
egy ,.ragados végeket” képeznek, amelyek intermolekukdris kett8s helixet ké-
pezve tudjak csak ,.elrejteni” hidroféb oldallancaikat. Ez magyarazna az at-
fedés nélkiilinek latszé vég-a-véghez polimerizaciét. Az N-terminalis vég feldl
még csak az els§ kilenc aminosav szekvencidja ismeretes. Az ebben taldlhaté
hidroféb aminosavak elhelyezkedése megfelel a hipotézis mindkét elvarasanak, a
3—4—3 elhelyezkedésnek és a ,kicsi” és ,,nagy’ hidrofébok valtakozasanak.*

A TM-nek a regulativ rendszer tobbi komponenseivel valé kolesénhatasara
vonatkozoélag a kivetkezd {6 tényeket kell kiemelniink; a TM hatarozott dsszeté-
telti komplexet képez az aktinnal. Minden 7Taktin monomérre egy tropomiozin jut.

A TM-nal valé komplex képzés az aktin egy sereg fizikai-kémiai sajat-
sagat befolyasolja: viszkozitasi és aramlasi kettdstorési mérések szerint,
tovabbi IsurwATA és FuJsime lézerfény szérasi kisérletei szerint (1972) a komp-
lex fonalak merevebben, mint a tiszta aktin polimer.

A TM-aktin kapesolédasanak (TP nélkiil) nines jelentds enzimoldgiai
hatasa: TM tartalmd vagy mentes aktomiozin egyarant szabalyozatlan: az
aktin, mint aktivator, a Ca ionok jelenlététél fiiggetleniil maximalisan aktivalt,
,.be’” allasban van.

Maga az aktin egy elektronmikroszkép vizsgalatokbél, rontgendiffrak-
ciobél igen pontosan ismert szerkezetdi fonalas polimer, mind in vitro, mind
a miofibrillum I-filamentumaiban. Ez a szerkezet a monomerek két gyongysor-
szerli sorozataként irhaté le, amelyek jobb menetes iranyitassal egymas koriil
tekerednek (Id. 5. abra). Minden aktin monomer négy masikkal érintkezik.
Egy gyongysor 7 egységének a tavolsdga éppen megegyezik egy TM monomer
hosszaval.

* Ezen munka nyomdéba addsa 6ta Hodges és munkacsoportja befejezte a TM teljes
szekvencidjinak felderitését és a fenti két szabdlyossdgot a molekula egészére érvényesnek
talaltak. (Személyes kozlés).
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A fluoreszkalé antitest festési kisérletek fluoreszcencia mikroszképiaval
egyértelmiien mutatjak, hogy a TM az I savban vagyis az aktintartalmd
I-filamentumokban helyezkedik el. (ENpo és mt. 1966.) Ugyanakkor a TM
mentes és TM tartalmd aktin filamentumok elektronmikroszkép képe nem
mutat semmiféle feltling kilénbséget.

Mindezen tények figyelembevételével els6nek Hanson és Lowy vetették
fel azt az elképzelést (1963), hogy a TM az aktin fonalhoz hosszadban, 7—7
monomerre rafekiidve helyezkedik el. A kettds gyéngysor két drkaban egy-egy
TM polimer fonal fut végig. ‘

Egészen ujkeletii vizsgalatok ezt a képet tovabb konkretizaltak. Aktin-
bal Mg ionokkal valé kicsapassal parakristéaly-szerkezetii képzédményeket Iehet
Iétrehozni, melyben a ,,gydngysorok™ egymaéshoz képest regiszterben vannak.

/!ﬁ\ /%\mﬂj\
=

O

3. d@bra. A TM elhelyezkedése az aktinspirdlhoz képest.
Elektronmikroszkép kép aljan késziilt hiromdimenziés rekonstrukeié hossztengely irdnyaban
nézett vetiilete. A rétegvonal abrdzolds az anyagstirtiséget tiinteti fel a struktiara egy vékony
rétegében. A két nagy anyagsiirfiséget feltiintetd gombolyag két aktinmonomer a két kiilon-

all6 kis kor a tropomiozin ,hurka’” metszete.
H. E. Huxtey (1973) kozleményéhsl

Szabalyos regiszterben egymas mellé helyezett spirdlis szerkezet{i objektumok
vetiiletéb§l (amilyen az aktin parakristaly elektronmikroszképos képe is) a tér-
beli szerkezet matematikai eljarassal iin. dekonvoliciéval rekonstrudlhaté. Ezt
az eljarast alkalmazva H. Huxley laboratériumaban (Moore és mt. 1970)
eldallitottak az aktin és a TM-aktin komplex térbeli képét s differencial elja-
rassal a TM elhelyezkedését meghataroztik. E munkék eredménye sematizalva
a 3. abran lathaté: a két TM fonal nem a két aktin gyongysor altal képzett
arok mélyén, hanem inkabb a szegélyén helyezkedik el, az egyik az egyik,
a masik a masik aktin monomersorozathoz kozelebb.
Nézziik ezutan a TM és TP koélesonhatasait.
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Viszkozitasi (EBasur és Kopoma, 1965) aramlasi kettGstdrési és ultra-
centrifugas (HArTsHORNE és MUELLER, 1967) vizsgilatok alapjan kénnyen
kimutathaté, hogy a TM és TP komplexet képez. Az in vivéhoz hasonléan
néhany tizedes ioner8sségnél a jelentfsen polimerizalt, jelent&sen viszkézus
TM oldatok viszkozitasa, tovabba az aramlasi kett8storés a TP hatasara foko-
z6dik. Uliracentrifugaban a TM és a TP j6l megkiilonboztethetd sebességgel
iilepedd, a szedimentaciés allandé viszonylag csekély koncentracié fiiggésére
vall6, meglehetdsen szétteriil§ csicsokat mutat. A kettd megfeleld aranyd elegye
viszont egyetlen , hypersharp’, tehat extrém asszimetriara vallé sivot ad.

A TP az aktinnal is képez komplexet, ennek a funkcionalis jelent8sége
azonban kétes. igy pl. bizonyos sziik ionergsség-intervallumban a TP az aktint
kiesapja, ha azonban a rendszerhez TM-t is adunk, a csapadék tjra feloldédik
és ugyanaz a hdrmas komplex jon létre, mintha TM-tartalmd aktinhoz adtuk
volna a TP-t.

Végiil a harmas komplexre vonatkozéan: az aktin-TM komplexhez TP-t
adva a viszkozitds és az aramlasi kett6stérés paraméterei, tovabba ultra-
centrifugas vizsgalatok vilagosan mutatjak a komplex-képzést. Ismét a lézer
fény szérasi vizsgalatok (Ismrwara és Fuymme, 1972) azt mutatjak, hogy TP
megkotése az aktin-TM komplex fonalnak a hajlékonysagat tovabb csokkenti
(rigiditasat fokozza). Ez a hatés fiigg a Ca koncentraciétél. Ca teljes hiznyaban
a legnagyobb az aktin-TM-TP fonalak rigiditasa. Mikromélos nagyséagrendben,
vagyis a regulacié szempontjabol érdekes tartomanyban Ca-ot adva a rigiditas
csoklkenése mutathaté ki.

Megjegyzendd, hogy sem a TM, sem a TP, sem a kettd komplexe semmi-
féle kolesonhatdasba nem 1ép a miozinnal. ‘

Mindezekbdl a vizsgilatoekbél osszefoglalélag az a kép bontakozik ki,
hogy a TP a TM-hez s a kett6 komplexe az aktinhoz kiét8dve képezi a regulalt
komplexumot. Nyitott kérdés azonban egyel8re, hogy a harmas komplexben
és in vivo a TP csak a TM-hez vagy a TM-hez és az aktinhoz is kapcsolédik-e.

A vazolt vizsgéalatok soran tébbé-kevésbé pontos adatokat nyertek a
harmas komplex stéchiometridjara vonatkozélag is. A természetesen fennallé
diszkrepancidk mellett is az 6sszes adatok 6sszeegyeztefﬁet6ek egy 1wl e %
(TM : TP : A) dsszetétellel. Az egyik legmegbizhat6bb adatot a komplex 6ssze-
tételére BREMEL és WEBER vizsgélata szolgaltatta (1972), TM és TP folosleg
jelenlétében polimerizalt aktin kiultracentrifugalasa és a szedimentalé komplex
kézvetlen analizise segitségével. Azonos eredményre jut BREMEL és WEBER
(1972) gondos kériilmények kézott izolalt miofibrillum elektroforetikus ana-
lizisével is: meghatarozza annak TM és TP tartalmat s az aktin kozott ADP-
jének ugyanazon készitményeken mért mennyiségéhez viszonyitja. Egy tovabbi
igen direkt bizonyiték PERRY teljes izomhomogenatumon végzett vizsgalata
(PERRY és mt. 1973). A TP egyik alegysége a TP-C megfelel§ kérilmények
kozott a teljes, ureaban feloldott izomhomogenatum leggyorsabban vandorlé,
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jol elvalaszthaté elektroforetikus komponense. *C brémacetattal jelolt TP-C-t
keverve a homogenatumhoz, izotép higitas alapjan igen pontos meghatarozast
végzett PERRY e komponens mennyiségére. Hat fiiggetlen analizis 7,3 +- 0,2 : 1
aktin : TP-C aranyt adott.

A harmas komplex enzimologiailag a teljes in vivo szabalyozottsagnak
megfelel§ allapotban van. Enzimolégiai sajatsagairél alabb a TP alegységeinek
leirasa utan fogunk részletesen szélni.

4. A regulacios rendszer modellje

Igen konkluziv vizsgalatok tisztaztak a TP-nek az aktin fonal-komplexu-
mon beliili elhelyezkedését. Ferritinnel jelolt anti-TP-vel végzett immuno-
elektronmikroszképias kisérletek vilagosan mutattak, hogy a TP mind a mio-
fibrillumbadl kimaceralt I-filamentumokon, mind in vitro eldallitott aktin-TM

Troponin

-~

Aktin

N 0 -
Tropomiozin
10 nm

6. dbra. A reguliciés komplex Ebashi-féle modellje.
EBasa1 (1972) koézleményéhdl

polimereken kereken 40 nm periodicitassal helyezkedik el (4. d4bra). Ugyanezt
alatamasztottak, és kiegészitették HANsON és munkacsopotjanak (Hanson
1973), tovabba H. E. Huxley laboratériumanak vizsgalatai (SpupnicH és mt.,
1972), akik TP tartalmid aktin-TM-bdl késziilt parakristalyokban negativ és
pozitiv festéssel mutattak ki a TP periodikus felrakédasat (5. abra). Evvel az
izom rontgendiffrakciés képének egy régi rejtélye is megoldidott, a régota
megfigyelt 38,5 nm-es periodicitas eredetének kérdése is.

Az eddig vazolt és még sok egyéb vizsgalat eredményét osszegezve (rész-
ben anticipalva) EBasHI volt az, aki Hanson és Loweynek az aktin-TM
komplexum szerkezetére vonatkozé elképzelését kiegészitette avval, hogy az
aktin hélixen végigfuté TM fonalra (a TM monomérek egy-egy hatarozott
pontjan) periodikusan kapcsolédnak a TP molekulak (6. abra).

Minthogy egyrészt az egész rendszerben egyediil a TP az, amely a funkeié
szempontjabél érdekes koriillmények kozott Ca iont kot, s Ca ion hatasara kon-
formaciéjat megvaltoztatja, masrészt az ATP-az aktivitasanak a ,,be’” allasra,

MTA Biol. Osst. Kézl. 17, (1974)



A HARANTCSIKOLT 1ZOM MUKODESENEK SZABALYOZASA 113

kontrakciéra jellemz8 magas szintje az aktin és a miozin kélesénhatasa révén
jon létre, a regulacié mechanizmusat gy kell elképzelniink, hogy a TP-n
fellép6 konformacié valtozas a TM koézvetitésével szétterjed az egész aktin
fonalra s annak a szerkezetét Gigy valtoztatja meg, hogy lehet6vé teszi (az ATP
bomlasaval keletkezett tranziens intermedierrel feltélt6tt) miozin centrumok-
kal val6 reakciét. Az egész rendszer egy Ca — TP -~ TM —~ A -~ (M. ADP. P)
sorrendben egymasra hat6 kooperativ egységnek tekinthetd.

A rendszer kooperativitasat bizonyitd szamos vizsgalat koziil csak egyet
ismertetiink, mintegy példaképpen:

BreEMEL és WEBER egyik kozleménye (1972) kozvetlen Ca kotési méré-
sekkel kimutatja, hogy a miofibrillumban, vagy in vitro rekonstrualt rendszer-
ben a TP Ca kétését befolyasola az, hogy az aktin monomérek szabad allapot-
ban vagy miozinnal kélesénhatasban vannak-e. Ez mas széval azt jelenti,
hogy a reguliciés lanc utolsé lancszeme visszahat az elsGre. Kimutathaté,
hogy a kisérlet koriillményei kozott egyediil a TP felelgs a Ca kotésért. Refosz-
forilaciés enzimrendszer (CP -4 CP-kinaz) segitségével biztositottak a kisérlet-
ben, hogy az enzimatikus folyamat ellenére szigortian konstans, el6re meg-
szabott ATP koncentracié alljon fenn. Az ATP koncentracié igen alacsony
értékeinél idGatlaghban a miozin ATP-az centrumok jelentds része szubsztrat
mentes s ezért aktinhoz kapcesolt allapotban van, mig magas ATP koncentracié-

Kotott Ca’+ / troponin
w
| §

/

Lo ]

L
108 107 106 1079 10"

Ca?+ (M)

7. dbra. Miofibrillum Ca-kotése az aktin-miozin kapcsolédds mértékének fiiggvényében.

Az abszcissza a Ca koncentrdciét dbrazolja (logaritmikus skdlin), az ordinata a kotott Ca
moélokat, mél tropomiozinra szamitva.

A kihtzott vonalak a kézvetleniil mért, a szaggatott vonalak a miozin Ca-kétésével korrigalt

értékeket dabrazolja. A korrekcié a x- - - - - - - x jelolt gorbe alapjan tortént, ami a troponintél

enyhe tripszines kezeléssel megfosztott miofibrillummal végzett kontrollkisérletet abrazol.

Az iires korok 8 uM a teli korok 2000 uM ATP jelenlétében végzett mérések.

BreMEL és WEBER (1972) kozleményébol
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nal a stacionarius allapot viszonylag kevés aktivatorhoz (aktinhoz) kapcsolt
enzimet (miozin kereszthidat) eredményez. A 7. dbran lathaté a miofibrillum
kézvetleniil meghatarozott Ca kotése 8, ill. 2000 mikromél ATP jelenlétében.
Mint lathaté, a kis ATP koncentraciék, vagyis a haranthidak nagy részének
kot6dése, a TP Ca iranti affinitasanak novekedését eredményexzi.

6. A szabalyozds molekuldris mechanizmusdnak megkozelitése*

A szabéalyozasi mechanizmus mélyebb megismerésére iranyulé vizsgala-
tok jelenleg f6leg két iranyban folynak. Egyrészt klasszikus biokémiai maéd-
szerekkel, a regulaciés rendszer egyes komponenseinek részletes szerkezeti-
funkcionalis megismerésével, masrészt az ultrastruktira kutatas médszereivel,
elsGsorban a kisszogi rontgenszorasnak é16 izomra és modellrendszerekre valé
alkalmazasaval.

A biokémiai jellegli eredmények koziil csak a legkésébb felfedezett TP
sajatsigaira vonatkozé adatokat ismertetjitk részletesen.

E kérdésben meglepden hamar egységes kép alakult ki. A kiilonboz6
kutatéhelyek véleménye elsGsorban az egyes alegységlancok funkciéjanak ki-
sebb részletei tekintetében tér el.

A TP harom alegységlancat bizonyos terminolégiai kéaosz utan kezdik
egységesen TP-T, TP-I és TP-C-nek nevezni.® Ezek molekulasilya rendre 37,23
és 18 kilodalton. Egy negyedik funkecionalisan még aktiv komponens proteo-
litikus miterméknek, a TP-I megesonkitott molekulajanak bizonyult, mig a
harom fenti komponens egymastél teljesen fiiggetlen, immunolégiailag és ami-
nosavosszetételben egyarant kiilonboz§ polipeptid. A TP molekulajat az alegy-
ségek egy-egy-egy aranyban épitik fel. Ezek az elnevezések egyszersmind a
funkeciéra is utalnak. A TP-C a Ca két6 komponens, az egyetlen, amelyik az
itt érdekes koriilmények kozott vagyis millimolos Mg jelenlétében (ésigen nagy,
10 M~ kériili) affinitassal Ca-ot kot. ATP-1 T betdjét inhibitor sajatsagaibél,
nyerte. Ez a fehérje nmagaban adva aktomiozinhoz, az ATP-4z jelentés gat-
lasat eredményezi. Végiil a TP-T T betiije azt jelzi, hogy a harom komponens
koriil ez az egyetlen, amelyik a TM-hoz kotddik.

1Jtt jegyezzitk meg, hogy az e referitumban tdrgyalt reguliciés mechanizmus elter-
jedtsége az él6 vilagban korlidtozott. A puhatestfiek (hardntcsikolt és sima) zdréizméaban s
néhany mds gerintcelen osztidlyban a szabilyozds a miozin komponenshez kapcsolodik. Ezek
az izmok TM-t tartalmaznak, de TP-t nem. (Lasd 6sszefoglalélag LEEMAN és mt. 1973.)

5 A fentebb leirt jelolés egészen tjkeleti. A kozelmilt irodalmaban, s6t a jov6ben is
alternativ jellésekkel is taldlkozhatunk. Ezekr§l egy kis tdbldzatot adunk:

Molekulasialy 18.000 23.000 37.000
Elnevezések TP-C TP-1 TP-T
TP-I11 TP-11 TP-I1

A TP-I és TP-T komplexét, amit sok esetben egyiitt izolalnak TP-A-nak, a TP-C-t TP-B-nek
is nevezik. — Megjegyzendé még, hogy régebbi irodalomban a TP-t szokés volt TN-nal rovi-
diteni, ami a TM-mal val6é kinnyfi 6sszetéveszthetéség miatt keriilendd.
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A hirom komponens egymashoz és a regulativ rendszer tébbi kompo-
nenséhez valé viszonya messzemenden tisztdzott s meglehet8sen bonyolult
képet mutat. A legérdekesebb, hogy a TP-t nem lehet teljesen parhuzamba
allitani egy alegységekbdl felépiilé olyan fehérjével, amelynek funkciéja csak
a teljes strukturalis egységnek a sajatsdga. Az egyes komponensek kiilon-kiilon
is mutatnak bizonyos funkcionalis jelenségeket.

A TP-1I jelentGsen gatolja az aktomiozin rendszer aktivitasat akkor is,
ha az TM-t nem tartalmaz. Mig azonban TM nélkiil kézel 1 :1 TP-I: A arany-
nal, a TM tartalmi rendszernél mar 1 : 6 aranynal eléri a maximumat a gatlas
(PERRY és mt. 1973). Erdekes, hogy a TP-I-bél szirmazé proteolitikus miiter-
mék a 14 kilodaltonos komponens is aktiv inhibitor, de ennek viselkedése
kozombos a TM jelenlétére vagy hidnyara. Viszonylag nagy telités sziikséges
a maximalis gatlashoz TM jelenlétében is (PERRY és mt. 1973).

A TP-Clegfébb sajatsaga, hogy egyediil ez a Ca két6 komponens. Moleku-
lanként 1 Ca-ot kot kb. 10° konstanssal. TP-T hozzdadasa nem befolyasolja
a kotést, viszont TP-I-vel képzett komplexe 2 Ca-t kot, ugyanolyan erdsséggel,
holott a TP-I énmagdban nem kot Ca-t. A harmas komplex, a teljes TP szintén
két Ca-t kot. (GREASER és mt. 1973) A TP-1 és TP-C elektroforetikusan kimu-
tathat6 komplexet képez Ca jelenlétében. Ez a komplex olyan erds, hogy
6 M ureaban is csak a Ca elvonasanak hatasara (EGTA hozzidadasira) bom-
lik meg.

Tovabbi érdekes sajatsaga a TP-C-nek, hogy neutralizalja a TP-I gatlé
hatasat. TM nélkiili rendszerben ez a neutralizalas bekévetkezik Ca jelenlététdl
figgetleniil is, mig TM jelenlétében jelentds, 10 ~5-nél nagyobb Ca koncentracié
hatéséara sziinik csak meg a gatlas. Azimént elmondottakbél kévetkezik, hogy
a TP-1 és TP-C komplexe énmagaban (TP-T nélkiil is) Ca érzékennyé teszi a
TM-rartalmi AM rendszert. Ca megvonasa esetén szabadon érvényesiil a TP-I
gatlo hatéasa. (PERRY és mt. 1973; GREASER és mt. 1973; EBAsHI és mt. 1973.)

Bar a szabalyozottsag, a Ca érzékenység bizonyos mértékig visszaallit-
hat6 TP-T nélkiil is (TP-I 4 TP-C-vel) kétségtelen, hogy a TP-T is funkcionalis
része a rendszernek. Ez az egyetlen komponens a harom koziil, amelyeik a TM
ultracentrifugas képében a TM | teljes TP-vel kapotthoz hasonlg, jellegzetes
,hypersharp” csticsot eredményez. (GREASER és mt. 1973; HARTSHORNE és
Dre1zeN, 1973.) A masik két komponens tgy latszik nem kotddik a TM-hoz.
A TP-T kétségteleniil reagal a TP-C-vel s ez a reakcié Ca fiiggh: az izolalt
TP-T kis ionergsségen kicsapédik. Ezt a csapadékot TP-C feloldja, de csak
akkor, ha Ca ionok is jelen vannak. (EBAsHI és mt. 1973.)

Végiil enzimolégiai szempontbél: a TP-T fokozza a masik két komponens-
sel kapott szabalyozottsagot. Jelenlétében a tobbi komponensek azonossaga
mellett a Ca hataséara fellépd aktivitas nagyobb.

A TP komponensek f6 funkcionalis sajatsagat az I. tablazat foglalja
Ossze.
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1. tablazat

A troponin-komponensek funkcionalis sajatsigainak 4ttekintése

TP-1 TP-C TP-T

ATP-dz gatlisa. i
Ca nem fiiggeszti fel. Ca** kités TM katés
TM potencialja. | (1 M/M)

Ca** kotés (2 M/M)

A gatlas felfiiggeszibdik.

(TM jelenlétében Ca is sziikséges a felfiiggesztéshez:
részleges szabélyozottsag)

Ca-tél fiiggd szolubilizacio

Ca*t kétés
TM jelenlétében teljes szabdlyozottsag

Erdemes roviden megemliteni a TP komponensek egymas kozotti koleson-
hatésara vonatkozélag az egyes szerz8k kozott jelenleg fennallé legfGbb ellent-
mondast: GERGELY és mtsi tovabba PERRY nem kapjak a Ca érzékenység hely-
reallitasat (vagy legalabbis teljes helyreallitasat), ha egyszeriien elegyitik az
(ureaban végzett ioncserével szétvialasztott) komponenseket, hanem csak akkor,
ha ureabél egyiitt dializaljak ki 8ket. Mas szerzfk viszont ezt nem talaljak '
sziikségesnek. :

Végeredményben nem fér kétség ahhoz, hogy a harom alegységhdl fel-
épiils TP tényleges, in vivo is létezé funkcionalis egység. Az ellentétek tech-
nikai jellegliek, abbél adédnak, hogy in vitro a harom alegységet nem minden
kériilmények kozott sikeriil a nativnak pontosan megfeleléd médon egyesiteni.
Erre mutat GERGELY és mtsai-nak az a megfigyelése is, hogy ha a TP-C-t
(magéaban, vagy TP-I-vel egyiitt) EGTA jelenlétében dializaljak ureamentesre,
a Ca kotés teljesen megsziinik. (GREASER és mt. 1973.)

Igen donté adatokat szolgaltattak a regulacié mechanizmuséara vonat-
kozélag a rontgendiffrakciés vizsgalatok. Az é1§, mikod8 izom kisszogli rontgen-
diffrakeiés diagramjaban kontrakeié hatasara észlelt valtozasok egy részérél
kétségteleniil kimutathaté, hogy az az I-filamentumnak a miikédés soran meg-
valtozott szerkezetét tikkrozi. A hatalmas matematikai apparatust, feltételezett
modellek varhaté diffrakciés képének szamitégépes szimulaciéjat igénylé ér-
telmezések azt mutatjak, hogy a valtozas lényege a TM ,,hurkak” elmozdulasa
az aktin gyéngysor feliiletén. Aktivalt izomban a TM-fonal beljebb hizédik
az arok feneke felé (8. abra). H. Huxley laboratériumanak aktin-szubfragment-1
komplexen végzett elektronmikroszképos vizsgalatai (Moore és mt. 1970),
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a szerkezet hairomdimenziés rekonstrukciéja, pontosan definidlni tudta az akti-
non az S-1 kapcsolodasi teriiletét. Ez a teriilet részben azonos avval, ahova
a TM Ca tavollétében kapesolédik. Igy elképzelhets, hogy a regulalt rendszer
,,ki’” allasa egyszertien azt jelenti, hogy a TM blokkolja a S-1 k6t8 helyet, ,,be”
allasban viszont a TM ,,arrébb huzédik™ s szabadda teszi az aktin és miozin

kapesolédasat. (MooRre és mt. 1970; Huxrey, 1973.)

8. dbra. Az aktin-tropomiozin-HMM-S-1 rendszer felépitése.

Az I-filamentum tengelyére mergleges vetiilet egy aktinmonomer-péar szintjén.
»9-1”7 a HMM-S-1, ,,A”” az aktin monomér kérvonala. A tropomiozin (TM) kihtizott pozicidja
az aktiv, pontozottan feltiintetett poziciéja az inaktiv izomnak megfelel allapot. Kiilonbozo

elektronmikroszkép és rontgendiffrakciés munkédk szintézise alapjén.
H. E. Huxtey (1972) munkéjabél

A réntgendiffrakciés vizsgalatok egyeldre nyitva hagyjak azt a kérdést,
hogy a TM mozgésa az aktinfonal feliiletén oka-e vagy kovetkezménye az aktiv
allapotnak, a miozin centrumok kapcsolédasanak az aktinhoz. Egyrészrdl
elegans rontgendiffrakeios vizsgalatok valészintsitik, hogy a TM észlelt moz-
gasat nem az S-1 kapcsolédasa okozza: ha annyira megnydjtjuk az izmot,
hogy az A és I filamentumok nem fedik at egymast, vagyis S-1-aktin kéleson-
hatas lehetetlen, a TM elmozduldsa mégis bekdvetkezik ingerlés (vagy gliceri-
nezett modell izomban Ca) hatasara (HASELGROVE, 1973). Masrészrgl viszont
gerinctelenek izméaba, mely TM-t tartalmaz, de TP-t nem (1d. 4. labjegyzet,
a 114. lapon), s amelynek a regulaciéja a miozin molekulahoz kotott, a TM
elmozdulasa az aktinhoz képest szintén kimutathaté (VIBERT és mt. 1971).
Minthogy itt a Ca érzékenység a miozin sajatsaga, ezek a kisérletek igy mutat-
jak, mintha a TM elmozdulasa mégis inkabb a kivetkezménye és nem az oka
volna a haranthidak kapcsolédasanak.

Néhany egyszerti biokémiai megfigyelés is megkérdGjelezi a réntgen-
diffrakciés munkéak alapjan kinalkozé elegins hipotézist. Ugy latszik, hogy a
szabalyozast gerinces izomban sem lehet maradéktalanul az aktin-komplexum-
nak tulajdonitani. HARTSHORNE és DANIEL (1972) tovabba BArLIN és BARANY
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(1973) leirtak, hogy a miozin bizonyos SH csoportjainak blokkolasa olyan
miozint eredményez, amely a teljes regulaciés aktinkomplexum jelenlétéhen is
nem regulalt, Ca-ra nem érzékeny ATP-azt mutat. Ezek szerint a regulalt
allapot ,.felismerésében’ a miozin struktiraja is szerepet jatszhat.

7. Konkluziok

Az ismertetett eredményeknek a jelent8sége az izommiikodés mechaniz-
musanak megismerése szempontjaboél nyilvanvalé. Erdemes azonban végig-
gondolni ezen eredményeket a fehérje szerkezet és funkecié kapcesolatanak sok-
kal altalanosabb szemszogébdl is.

Altalaban megszoktuk, hogy a szerkezet és funkcio osszefiiggésérdl az
enzimolégiaban oly gyiiméles6z8 aktiv centrum koncepcié alapjan gondol-
kodjunk. E tekintetben az egész ismertetett rendszer igen kiilonleges. Mint
lattuk, az aktin polimérben minden egyes aktin monomér négy masikkal
érintkezik, eszerint négy aktin-aktin kotési centrum volna, s az aktin polimér
szerkezetébdl kovetkezik, hogy ezeknek a centrumoknak kiilonbézniiik kell
egymastoél. Sok jel arra mutat azonban, hogy helyesebb az aktin-aktin kétést,
a tobb azonos alegységhdl all6 fehérjemolekulak alegység-alegység koleson-
hatasaval parhuzamba allitani. A polimerizaciéért felelds kontakt feliileteken
kiviil az aktinnak tartalmaznia kell legaldbbis egy TM kotS centrumot, de
esetleg kettt, a TM-nek a ,,ki-be kapesolas®™ soran térténd mozgasat tekintve,
tovabba a miozin kété centrumot. Tekintve, hogy a TP egyes komponensei
TM nélkiil is hatnak az aktomiozin rendszer ATP-az aktivitasara, nincs kizarva,
hogy az aktin és TP kézott is fennall valamiféle kolesonhatas. Szinte ugy lat-
szik, hogy az aktin feliiletén j6forman nines olyan részlet, amely ne volna vala-
miféle specifikus funkcié szempontjabol fontos. Ez magyardzza taldn azt a
tényt, ami mostanaban kezd kibontakozni, hogy evoliciés szemponthdl te-
kintve az aktin az egyik legkonzervativabb fehérje.

Tovabbi érdekes problémat vet fel az aktin-TM kapcsolédas kiilonos
1 : 7 stéchiometriaja. Geometriailag a TM ,,hurka’ minden egyes szakasza
azonos helyzetben van az aktin monomérekhez képest. Ez elsére azt sugalna,
hogy a TM-nak hét azonos aktink6td centruma van. Az eddig feltart szekvencia
részlet azonban ezt nem tamogatja, pedig mar a molekula fele ismeretes.
Ez a tény azt a feltevést sugallja, hogy az aktin azonos centrumai a TM mas
és mas szerkezeti elemével, gyokesoportjaval reagalnak. Egyel6re azonban nem
latszik, hogy a (formalisan véve) minden hétbsl hat — legalabb is a TM feldl
nézve kiilonb6z6 — aktin-TM koétésnek mas és més volna a funkciéja. Ez arra
a merSben példa nélkiil 4116 eredményre vezetne, hogy azonos funkeiét ugyan-
azon a fehérjén beliil kiilsnb6z8 struktirak valésitanak meg.

Még tovabb lehetne szaporitani a megszokott szemléletiinkbe nehezen
illeszthetd probléméakat. Az eddig elmondottak is elegenddek azonban annak
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a demonstralasara, hogy az izom regulaciés mechanizmusanak megismerése a
fehérje-fehérje kocsonhatasokrdl kialakitott képiinket jelent6s, altalanos érde-
kességti ij vonasokkal gazdagithatja.
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