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Osszefoglalas

A minden allati sejtben jelen 1évé nem izom miozin-2
(NM2) motorok a sejtosztodas, -mozgas és -diffe-
rencidcié folyamataiban jatszanak nélkiilozhetetlen
szerepet. Felderitettiik, hogy e motorok hosszu tavi
sejtbeli erdkifejtésre és erGtartasra specializdlodtak,
amely miikodés a vazizommiozinokétdl drasztiku-
san eltérd biokémiai és mechanikai sajatsagok ko-
vetkezménye. Az NM2 enzimmiikodésének és moz-
gatoképességének (motilitasanak) analizisével azt is
megmutattuk, hogy a human NM2 izoformak — sejt-
beli funkciéiknak megfeleléen — eltér§ motilitasi
tipusokat tesznek lehetévé: az NM2A inkabb aktiv
kontrakciéra, mig az NM2B inkabb energiahatékony
erGtartasra képes. Kiemelkedd élettani jelentSségén
tal az NM2 ideélis kisérleti objektum egy tj atto-
résekkel kecsegteté tudoményteriilet, a mechano-
biokémia szdmara is, amely tobbek kozott a kiilsd
er6k enzimmiikodésre gyakorolt hatasait vizsgalja.
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Summary

Non-muscle myosin-2 (NM2) isoforms are ubiqui-
tously expressed in animal tissues and play essen-
tial roles in cell division, migration and differenti-
ation. We have shown that NM2 exhibits function-
al adaptations to prolonged force generation and
maintenance. Accordingly, the biochemical and
mechanical properties of NM2 drastically differ
from those of skeletal muscle myosins. By analyz-
ing their enzyme kinetic and motile properties, we
have shown that, according to their physiological
roles, human NM?2 isoforms can perform different
types of motility: NM2A is more suited for active
contraction, whereas NM2B is suited for sustained
tension maintenance. Beyond its prominent physi-
ological roles, NM2’s biochemical properties make
it an excellent system for studies in mechano-
biochemistry, a promising field investigating the
effect of mechanical forces on enzyme function.

A miozinok funkciondlis diverzitasa

Az aktomiozin-mozgatérendszer a sejtvaz fontos
elemeként valamennyi eukariéta sejtben jelen van.
A miozinmotorok aktinfilamentumokon torténd
mozgdasa a hajtéereje a kiilonb6z6 izmok 6sszehtizé-
dasan kiviil példaul a sejtosztédas sordn a lednysej-
tek szétvalasanak, az exo- és endocitézisnak, a sejt-
szervecskék transzportjanak és az amdboid sejtmoz-
gasnak. Ehhez az aktiv mozgashoz a miozin az ade-
nozin-trifoszfat (ATP) hidrolizisébsl szarmazdé
szabad energiat hasznositja. J6llehet a miozin ATPaz
miikodésének és erégenerdlasanak szamos lényegi
mozzanata — Szent-Gyorgyi Albert és kutatécsoport-
ja alapvetd felfedezéseire épitve — a mult szazad
végére leirdsra keriilt, az erSgenerald lépésnek a
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kemomechanikai ciklusban elfoglalt helyével és az
aktomiozin-kolcsonhatdssal kapcsolatban szamos
kérdGjel maradt. Emellett az utobbi két évtizedben
nagyszamu, szerkezeti és funkciondlis sokféleséget
mutaté miozinosztdly és -izoforma létére deriilt
fény. Ezek az ismeretek két szempontbdl is alapve-
téen befolyasoljak a tudoménytertilet tovabbi irdny-
vonalait: 1) Az Gj miozinok koziil szamos izoforma
rendelkezik (vagy rendelkezhet) olyan biokémiai és
szerkezeti sajatsagokkal, amelyek lehet6vé teszik a
kemomechanikai energiaatalakitds maig ismeretlen,
az izommiozinokon nehezen vizsgalhat6é aspektu-
sainak felderitését; 2) Az Gj miozinok az eddig leirt
motilitdsi mechanizmusoktdl jelent&sen eltéré mo-
don fejthetik ki aktivitasukat, és ezeknek az eddig is-
meretlen motilitasi tipusoknak — a miozinok széles



KovAcs MIHALY

BiokEMIA, 32: 78-81 (2008)

kord biolégiai funkciéi révén — fontos élettani, or-
vosbiolégiai és biotechnoldgiai szerepe lehet.

A diverzitas mint a bioldgia egyik alapvetd aspektusa,
a motorenzimek miikodési sajatsagainak sokféle-
ségében is megmutatkozik [1]. A vazizom miozin-2
fehérjének, amely a — tobb szaz molekulabdl felépiil§
— vastag filamentum részeként fejti ki miikodését, és
gyors izom-0sszehtizodast produkdl, alapvetSen mas
mechanikai teljesitményre és ehhez szorosan kapcsolt
enzimkinetikai mechanizmusra van sziiksége, mint
példaul a miozin-5 alaknak, amely egyedi moleku-
laként lépeget az aktinszalon, és vezikulumok transz-
portjat végzi. Ezt a funkcionalis diverzitast eltér§ en-
zimmechanizmusok teszik lehet6vé, amelyek koziil
szamosat részletesen jellemeztiink [2-7].

Az NM2 motorok hosszi tiavd, alacsony
energiaigény erdkifejtésre szakosodtak

Az NM2 az izommiozin-2 fehérjéhez hasonléan
kétfejd, filamentumokat képez6 miozin. Az izom
vastag filamentumaival ellentétben azonban az
NM?2 mindéssze kb. 30 molekuldbdl allé minifila-
mentumokat képez (1. dbra), amelyek valamennyi
allati sejttipusban jelen vannak, és kdzponti szere-
pet jatszanak a citokinézisben, az amd&boid sejtvan-
dorldsban, valamint a sejtek és szovetek alakjanak
fenntartdsaban [8]. A legtdbb alacsonyabb rendi
szervezet egyetlen NM2-izoformdval rendelkezik,
mig eml§sdkben harom kiilénb6z6 NM2 (A, B és C)
izoenzim taldlhat6, amelyek a simaizom-miozinnal
mutatnak evolticiés rokonsagot (2. dbra).

Elettani szerepiikbdl adédéan az NM2-izoformék-
nak a gyors kontrakci6 helyett lassabb sejtbeli moz-
gasok végrehajtasara specializalédott mechanoenzi-
matikus miikodési paraméterekkel kell rendelkez-
nitik. Részletes allandésult dllapotii és tranziens en-
zimkinetikai méréssorozatokban, valamint fénymik-
roszképos aktinmozgatési kisérletekben megvizsgal-
tuk e miozinok enzimkinetikai sajatsagait és moz-
gatoképességét (motilitasat). Azt taldltuk, hogy a két

1. abra Az NM2-minifilamentum szerkezete [26].
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2. abra Humidn miozin-2-izoformdk torzsfdja [25].

kordbban ismert human NM2-izoforma (NM2A és
NM2B) mind a vazizom-, mind a simaizom-miozi-
noknal sokkal lassabban miikédé motor (3. dbra)
[3/4]. A terhelési arany (duty ratio) kifejezi, hogy az
allandosult allapotii miikodés sordn a miozinfej az
enzimatikus ciklusidé mekkora hanyadat tolti aktin-
hoz kotott, tehertarté allapotban [1], ami az adott
miozin-izoforma részletes kinetikai sajatsagainak
ismeretében kiszamithat6. Erdekes médon az NM2A
az izommiozinokéhoz hasonl6 alacsony terhelési
aranyt (kb. 10%) mutat, mig az NM2B (amely még az
NM2A fehérjénél is hosszabb ATPaz ciklusidejti) ter-
helési ardnya magas (50%), motilitasa pedig lassu (3.
dbra). Ezek a sajatsagok azt sugalljak, hogy az NM2B
els6sorban hosszu tavi erStartasra specializalodott.

Enzimolodgiai és motilitasi jellemzéseink latvanyos
Osszhangban voltak késébbi munkakkal, amelyek
azt mutattdk meg, hogy kiilonb6z6 élettani folya-
matokban (példaul idegszovet-regenerédci6, sima-
izom-kontrakci6) az NM2A mindig a gyorsabb
kontrakciét igényld feladatot végzi, mig az NM2B
feladata az erGtartas [9-12]. Elettani munkakbol
arra is fény deriilt, hogy a simaizom-kontrakciéhoz
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3. dbra A miozin-2-enzimkinetika és -motilitds diverzitdsa.
A: Miozin-izoenzimek enzimatikus ciklusidejének 0sszehason-
litdsa, az aktinhoz kotott (sziirke) és aktinrol levdlt (fehér)
dllapotokban toltott idohdnyad feltiintetésével. B: Miozin-2-
izoenzimek in vitro aktinmozgatdsi sebessége [3,4,20].

az NM2-izoformdk gyakran domindnsan hozza-
jarulnak [9,13]. A higyhoélyag simaizom-falaban
példaul, ahol aktiv kontrakcidra van sziikség, els6-
sorban NM2A taldlhaté, mig az aorta sima izma-
ban, ahol a passziv erStartas az els6dleges funkcio,
az NM2B van jelen nagyobb mennyiségben [9].

Mechanikai szabalyozas: az NM2 kont-
raktilis és tehertarté iizemmodok kozotti
valtasra képes

A mechanobiokémia fontossagat egyre tobb megfi-
gyelés jelzi, amelyek azt igazoljak, hogy kiils6 erd-
hatdsok egyes enzimek specifikus konformaciéval-
tozasait idézik eld, és igy a biokémiai folyamatok
rovid és hosszu tavia szabalyozdsdhoz jarulnak
hozza [14,15]. Szerepébdl és biokémiai sajatsagai-
bél adéddan a miozin (kiilondsen az NM2) az egyik
legalkalmasabb kisérleti rendszer mechanobioké-
miai effektusok vizsgalatara [16].

Az erétartd szerep alapjan sejtettiik, hogy az NM2
miikodésének erdsen terhelésfiiggének kell lennie.
Korabbi eredményekre épitve kidolgoztunk egy
olyan eljarast, amelynek segitségével a nukleotid-
kotés és az ADP-felszabadulés, az ATPaz-ciklus két
kulcslépése mechanikailag terhelt allapotban is vizs-
géalhat6 oldatbeli koriilmények kozott (4. dbra) [17].
Kideritettiitk, hogy az NM2 allandésult allapotd
kontrakciés ciklusdanak végén az ATP-hidrolizis-
termék ADP tavozasa a legfontosabb kinetikai
,kapu”, amely meghatarozza az NM2 er6s aktin-
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kots, azaz tehertartd dllapotanak életidejét. Ennek
alapja az, hogy az ADP-kotott tehertartd allapotbodl
val6 kilépéshez az ADP-nek el@szor el kell tavoznia
a miozin aktiv helyérdl, hogy helyére ATP-molekula
kotSdhessen, amely az aktomiozin komplex disszo-

......

Adataink azt mutattak, hogy az ADP-felszabadulas
kinetikaja erésen terhelésfiiggs (NM2B esetén még
kifejezettebben, mint NM2A esetében), és ez a tulaj-
donsag ellenirdnyt (a miozin mozgasi iranyaval
ellentétes) erd esetén az ATPaz-ciklus drasztikus
lelassulasét, illetve a terhelési arany novekedését
okozza [17]. Az NM2 nagy ADP-affinitdsa révén az
ADP altal okozott termékgatlas is hozzajarul a
tehertarté mikodéshez (4. dbra). Ez a mechanikai
szabalyozé funkcié lehet6vé teszi, hogy ellenira-
nyu terhelés esetén az NM2 az aktinkotott teher-
tart6 allapot életidejének igen jelentés megno-
velésével (amely ebben az allapotban tobb percet is
elérhet) rendkiviil energiahatékony moédon (ala-
csony ATPaz-aktivitds mellett) hosszu tavu erétar-
tasra legyen képes. Ugyanezen jelenség azt is biz-
tositja, hogy asszisztalé (a miozin mozgasi irdnya-
val megegyezé iranyt) erShatds esetén az NM2-
izoformak ATPaz-ciklusa felgyorsuljon, és terhelési
aranya csokkenjen, igy elkertilve azt, hogy e miozi-
nok a gyorsabban mozgé motorok (példdul sima-
izom-miozin) éltal hajtott kontrakciot fékezzék.

Az ADP-felszabadulas terhelésfiiggésébdl arra is ko-
vetkeztettiink, hogy az ADP-kotott és -mentes for-
mak kozotti dtmenet sordn erSkarmozgasnak kell
torténnie. Ezt a feltételezést alatdmasztotta egy masik
munkank, amelyben kisszogti rontgenszoras-kisérle-
tekben az NM2-izoformdk minden eddig vizsgalt
miozinnal nagyobb (kdzel 5 nm méretti) er6karmoz-
gast mutattak az ADP-felszabadulashoz kapcsoltan
(5. dbra) [18]. Ez 6sszhangban all kinetikai és energe-
tikai adataink alapjan végzett szamitasainkkal is [17].
Jelenleg a kordbban kidolgozott kinetikai mérési
eljaras alkalmazésaval vizsgaljuk, hogy a mechanikai
terhelés hogyan valtoztatja meg az NM2 és mas enzi-
mek reakcidinak termodinamikai jellemz6it [19].

Szdmos, emberben eléfordulé NM2-mutacié stlyos
betegséget (May-Hegglin-anomalia, siiketség) okoz
[8]. Mutans miozinok enzimolégidjanak és motilita-
sanak jellemzésével kimutattuk, hogy e mutaciék
az aktinaktivalds, a fehérjék stabilitdsdnak megval-
tozasa, az er6karmiikodés és igy a motilitas akada-
lyozésa révén fejtik ki hatdsukat [20].
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4. dbra Az NM2-enzimkinetika terhelésfiiggése. A: EgQyfejii
miozinkonstrukcio (1) esetén a szomszédos aktinmonomerekhez
kapcsolédé miozinfejek nyaki végei egymdstdl tobb nm tdvol-
sagra helyezkednek el. Amikor egy kétfejii miozinkonstrukcio
mindkét fejével (2,3) aktinhoz kot, a fejekben kiilonbozo irdnyil
mechanikai fesziiltségek jonnek létre. A 27 jelii fejre az aktin-
filamentum ,+" vége felé irdnyuld, asszisztdlo erd, mig a ,3”
jelii fejre a ,~" vég felé irinyuld, ellendllo erd hat (nyilak).
B: A kétfejii aktinkotott NM2 elektronmikroszkopos képe.
C: Fluoreszcens mant-ADP-ligandum NM2B-fejekrdl torténd
disszocidciéjanak tranziensei mechanikailag terheletlen (1) és ter-
helt (2,3) dllapotokban (stopped-flow kisérlet). D: A miozinfe-
jek aktinkotésének életideje dllandésult dllapotii kontrakcié so-
rdn (iires jelek: NM2A, sotét jelek: NM2B, négyzet: 2 pN
asszisztdlo erd, haromszog: 2 pN ellendllo erd esetén) [17,23].

miozin motor domén

aktin
erdkar (apo, ADF)

5. dbra Aktinkotott miozin-2-fejek kisszogii rontgenszordssal
és fehérjekristilyszerkezet-dokkoldssal megdllapitott szerkezete
nukleotidmentes (apo) és ADP-kotott dllapotban [18]. A viz-
izom miozin-2 fehérjével (fent) ellentétben az NM2 (lent) je-
lentds (5 nm) erbkarelmozduldst mutat ADP-kotés hatdsdra.

Az NM2 miikodése a simaizom-miozin-2 fehérjéhez

hasonléan a nyaki régi6 foszforilacidja révén szaba-

lyozodik [21]. A kétfejti, defoszforilalt miozin aszim-
metrikus szerkezetet vesz fel, amelyben a két fej kol-
csonosen akadalyozza egymés ATP-az és mozgatd
aktivitasat [22]. A gétolt 4llapot biokémiai sajatsdgai
azonban jorészt ismeretlenek. Kimutattuk, hogy a
blokkolt allapot csak ATP jelenlétében jon létre, mas
nukleotidéllapotokban nem [23]. Jelenleg folyé mun-
kainkban jellemezni kivanjuk, hogy a gatolt allapot
milyen aktink6td sajatsagokkal rendelkezik, és részt
tud-e venni az erStartasban. Ezzel a simaizom-élet-
tan egyik legfontosabb jelenlegi kérdését célozzuk
meg, mivel az inaktiv erStarté molekula mibenléte
és allapota ismeretlen. Munkdink kozott szerepel
tovabba az NM2-mtikodés erdfliggésének vizsgalata
lézercsapda-kisérletekkel [24], valamint a nemrég
felfedezett, a hallds folyamataiban szerepet jatszo
NM2C-izoforma miikodésének felderitése [25].
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