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Absztrakt

A human miozin-7a aktin alapti motorfehérje nélkiilozhetetlen az egészséges latashoz ¢és a
hallashoz. Létfontossagu szerepet jatszik az aktinban gazdag sztereociliumok fejlédésében és
mitkodésében. A Drosophila homologjaval végzett korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az
alapvetéen monomer miozin-7a magas munkaciklus-arany motorfehérje, amely dimerizacio
utan képes processziv mozgasra iS. A teljes hosszisagi emlés miozin-7a jellemzése azonban
kihivast jelentett a stabil, intakt fehérje eldallitasanak nehézségei miatt.

Munkankban beszamolunk a teljes hosszsagi funkcidképes human miozin-7a
holoenzim eléallitasarol és tanulmanyozzuk az intra- és intermolekularis szabalyozasi
mechanizmusokat. A human miozin-7a regulatorikus konnyt lancot, a kalmodulint és a
kalmodulin-szerti fehérje 4 (CALMLA4) konnyt lancot kot. A CALMLA4-r6] nemrég fedezték
fel, hogy magas koncentracioban megtalalhatdo a sztereociliumokban, és a velesziiletett
siiketséget okozd gének egyik lehetséges jeldltjenként is azonositottak. Kutatasaink azt
mutattak, hogy a CALML4 dont6 szerepet jatszik a kalmodulin miozin-7a-hoz vald dinamikus
kotédésének szabalyozasaban Ca?* szignal hatasara. A csigaban két miozin-7a splicing varians
taldlhat6 meg, amelyek csak egy rovid N-termindlis extenzidban kiilonboznek egymastol. In
vitro motilitasi esszék és biokémiai vizsgalatok segitségével kimutattuk, hogy az N-terminalis
extenzi6 jelentds hatdssal van az eml6s miozin-7a mechanikai és enzimatikus tulajdonsagaira.
Hipotézisiink szerint, a szérsejtek mechanoszenzitivitasat a miozin-7a két izoformajanak eltérd
expresszios szintje szabalyozza. Az egyedi molekula motilitasi Kisérleteink azt mutattak, hogy
in vitro a teljes hosszusagli miozin-7a dnmagaban nem képes az aktin filamentumok mentén
elmozdulni. A MyRIP miozin-7a koto fehérje jelenlétében azonban processziv mozgast mutat.
A motor-kotépartner komplex alacsony sebességgel halad az aktin filamentumokon, azonban
hosszu ideig kotddik és nagy tavolsagot képes megtenni.

Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalt szabalyozasi mechanizmusok komplex
halozata egyiittesen felelés a miozin-7a aktivitasanak, szerkezetének, lokalizaciojanak,
oligomer allapotanak és funkcidjanak finomhangolasaért. Munkank a retinasejtek és a belsd

szorsejtek molekularis szintli mitkddésének megértéséhez is hozzajarul.



Bevezetés

Miozin motorfehérjék

A miozinok aktin alapti motorfehérjék, melyek elengedhetetlenek a kiilonboz6 tipust
sejtmozgasokhoz, mint példaul a citokinézis, a fagocitozis, a sejtszervecske mozgasok vagy a
sejt alakjanak fenntartdsa Az emberben 39 miozin gént azonositottak, amelyeket motor és
farok-szerkezetiik alapjan 12 osztalyba lehet sorolni [2, 3]. A miozin szupercsalad tagjai tobb
alegységbol, nehéz- és a konnylilancokbol épililnek fel. A nehézlancok altaldban harom
funkcionalis doménbdl allnak. A motor- vagy fejdomén felelds az aktin filamentum, valamint
ATP kotésért és hidrolizisért. A motor régio kozponti szekvencidja minden miozin osztalyban
konzervalt. Az egyes osztalyokban megtalalhatd N-terminalis extenziok hossza valtozatos, és
olyan osztalyspecifikus tulajdonsagokért felelések, mint a membrankotés vagy a kindz-
aktivitas [2]. A nyaki domén altalaban egy vagy tobb konszenzus szekvenciaji 1Q-motivumot
tartalmaz, amelyek a konnyl lanchoz vald kotodésért felelosek [2, 4]. A miozin holoenzim
stabilitasat a konnyii lancok biztositjak, amelyek lehetdvé teszik, hogy nyaki domén a munka-
csapas (az Gn. powerstroke) végrehajtasahoz nélkiilzhetetlen merev erékarként szolgaljon.
Ezek a konnyl lancok szabéalyozd hatassal lehetnek a miozin mechano-enzimatikus aktivitasara
iS [5, 6]. A holoenzim akkor alakul ki, amikor a kénnyii lancok nem-kovalens modon kétddnek
a nehézlanchoz. A farok domének mutatjak a legnagyobb valtozatossagot a miozin osztalyok
kozott mind szekvencidban, mind hosszban. A nem-konvencionalis miozinok sokféle
funkcidval rendelkeznek, ¢és szamos sejtfolyamatban vesznek részt. Sokféleségiik a

szerkezetiik és motor tulajdonsagaik valtozatossagan keresztiil figyelheté meg [7, 8].

Miozinok enzim-aktivitisa

Bar a miozin izoforméknak hatarozott szerkezeti kiilonbségei vannak, k6zos benniik az ATP-
hidrolizal6 mechanizmus [9]. ATP hianyaban a miozin fej szorosan kotédik az aktin
filamentumhoz, Un. rigor allapotban. ATP kotddése csokkenti a miozin fej és az aktin
filamentum kozotti kotés erdss€gét, ezaltal a miozin fej levalasat okozza az aktinrdl. A miozin
fej az ATP-t ADP-re és szervetlen foszfatra hidrolizalja, ami konformacids valtozast
eredményez, és az erdkar felhuzott allapotba keriil, lehetévé téve az aktin filamentum
Ujrakotését. A szervetlen foszfat felszabaduldsa megkdnnyiti az aktin és a miozin kozotti erds
kotédés kialakulasat. Az ADP felszabadulas hatasara az erékar végrehajtja a munka-csapast,
ami a szorosan kotott aktin filamentum el6re iranyulé mozgasahoz vezet. A rigor allapot

helyreall, és a ciklus egy ujabb ATP-molekula kotédésével folytatodik [9-11].



Miozinok szabalyozasa

A miozinok sokféleségilik és az Oket expresszald sejttipusok kiilonbozdsége miatt szigoru
szabalyozast igényelnek. A miozinokat a sejt tobb szinten szabalyozza annak érdekében, hogy
aktivitasukat, konformdaciojukat, sejten beliili lokalizacidjukat, oligomer allapotukat és
altalanos mukodésiiket 6sszehangolja. Ennek eléréséhez a sejtek kiilonbdzé mechanizmusokat
alkalmaznak [5, 12]. Az alternativ splicing szamos varianst eredményezhet, amelyek eltérd
jellemzokkel, sejten beliili lokalizacidval €s sejt/szovetspecifikus funkcidkkal rendelkeznek.
Sok miozin esetében splicing szabalyozza az izoformak eltéré N-terminalis extenziojat, melyek
méretiikben és funkcidjukban is kiilonbozhetnek. Az extenzié befolyasolhatja az aktin vagy
nukleotid kotddést, a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat, a hidrolizalt termék disszocidciot vagy
az er6kar mozgasat/forgasat [5, 6, 12]. Szamos monomer miozin szorosan zart konformaciot
vesz fel, ami alacsony aktin-affinitast és ATPaz aktivitast eredményez. Ezt az auto-inhibicios
allapotot sziintethetik meg példaul kotdpartnerek, foszforilacié vagy kationok bekotése. A
kétértékii kationok, mint példaul a Ca?* és az Mg?*, tobbféleképpen befolyasoljak a miozin
mikodését, beleértve a holoenzim konformacios valtozasait és motoros aktivitasat. Bizonyos
miozin konnytl lancok képesek kationokat kotni, €s a holoenzim szabdlyozasa a konnyti lancok
specifikus kotédésén keresztiil valosul meg [5, 6, 12]. Szamos nem-konvencionalis miozin
fontos transzporterként miikodik. A szallitando kargot adapter fehérjék kotik a molekularis
motor kargo6-koté doménjéhez. A miozin és a kargd kozotti kolesonhatasok szabalyozzak a
motorkomplex mechanokémidjat, oligomerizaciojat €s lokalizaciojat. A kargd kotése a miozin
nehézlancainak dimerizacidjat vagy oligomerizaciojat okozhatja, és eldsegitheti a miozin
processzivitasat [5, 6, 12]. A fent emlitett kiilonb6z6 szabalyozé mechanizmusok
Osszehangoltan, egymadssal kolcsonhatva vesznek részt a motorfehérje miikddésének

alakitasaban.

Miozin-7a

A miozin szupercsalad egyik fontos tagja a miozin-7, ami nélkiilézhetetlen az egészséges latas
¢s a hallas folyamataiban [13-16]. Emlés6kben a miozin-7a szamos szévetben megtalalhato,
példaul a herében, a vesében ¢és a tiidében, de kiillondsen fontos szerepet toltenek be a belsd
fiilben: a belso fiil szorsejtjeinek sztereociliumaiban, valamint a retinaban: a fotoreceptorokban
¢s a retina pigment epitélumaban. A miozin-7a mutacidi siiketséghez, vesztibularis
diszfunkciohoz és retina degeneraciohoz vezethetnek [15, 17]. A teljes hosszisagu miozin-7a
motor doménbdl, 5 1Q-motivumot tartalmazéd révid nyaki régiobol, és farokdoménbdl all,

amelyben két MyTH4-FERM-motivumot egy SH3 motivum valaszt el egymastol [18].
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Drosophila homolog fehérjén végzett korabbi kutatasok kimutattak, hogy a miozin-7a magas
munkaciklus-aranyi, monomer motor, amely nem képes processziv mozgasra az aktin
filamentumokon [19, 20]. A teljes hosszusagli emlds miozin-7a jellemzése kihivast jelentett a
stabil, intakt fehérje expresszidjanak és tisztitasanak nehézségei miatt. EQy korabbi tanulmany
feltarta, hogy a csiga szOrsejtjei alternativ splicing révén két myosin-7a izoformat
expresszalnak, amelyek csak egy rovid N-terminalis extenzidoban kiilonbéznek egymastol. A
kanonikus hosszu izoforma, amely tartalmazza a 11 aminosav hosszt (MVILQQGDHVW)
extenziot, egységesen expresszalodik a belsd szorsejtekben, de tonotopikusan a kiilsé
szérsejtekben [21, 22].

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a human miozin-7a 1Q-motivumai képesek a
regulatorikus (RLC) és az esszencialis konnytilanc (ELC) kotésére [23], mig a CALML4
azonositasa a miozin-7b endogén koénnyti lancaként pedig felvetette a miozin-7a kotddésének
lehetéségét [24, 25]. A miozin-7a MyTH4-FERM-motivumai szamos fehérjével képesek
kolcsonhatasba 1épni [26-28]. Ezen partner-fehérjék, valamint a miozin-7a zavara egyiittesen
felelds az Usher-szindroma kialakulasaért, amely egy recessziv genetikai rendellenesség, 1ato-
¢s halldszervi karosodassal, amely a kombinalt siketség-vaksag elsédleges oka. A myosin-7a
defektusai a sztereocilium kotegek dezorganizacidjat, valamint a transzdukcios és adaptacios
folyamatok megvaltozasat eredményezhetik, emellett mas sztereocilium-fehérjék szallitasa is
karosodhat [29]. A miozin-7a pontos élettani szerepe még nem teljesen ismert. A dimerizalt
motor valosziniileg képes kargot széllitani az aktin citoszkeleton mentén, de a legujabb
bizonyitékok arra utalnak, hogy a belsd fiil mechano-elektromos transzdukcidjaban is részt
vesz rogzités és a fesziiltség generalasa révén [21, 26, 30]. A miozin-7a szamos szerteagazo
funkcidja a belsé flilben és a neuroretinaban komplex szabalyozasi folyamatokat igényel.

Munkank célja, hogy megvizsgaljuk a szabalyozasért felels specifikus mechanizmusokat.



Kérdésfelvetés

Ahhoz, hogy a huméan miozin-7a betdltse fizioldgiai szerepét, tobbféle szabalyozo
mechanizmus sziikséges. Ezek a mechanizmusok mind intra-, mind intermolekularisan
A disszertacio célja egyes kivalasztott mechanizmusok megértése. A kovetkezd kérdésekre

kivantunk valaszt adni:

o Hogyan lehet expresszalni és tisztitani a teljes hossziusagii human miozin-7a-t? A
human miozin-7a motoros funkcidinak vizsgalatara eddig csak farok-domént nem tartalmazd,
rovid konstrukcidkat hasznaltdk, mivel a stabil, intakt, teljes hosszisagu fehérje expresszalasa
¢s tisztitasa nehézségekbe litkozott. Célunk egy olyan protokoll kidolgozésa és optimalizalasa

volt, amellyel a teljes hosszisagi miozin-7a stabilan tisztithato.

o Mely konnyiilancokat koti a human miozin-7a? Bar a human miozin-7a-t eddig
kalmodulinnal expresszaltak ¢€s tisztitottak, tanulmanyok kimutattak, hogy mas konnytilancok
is képesek kotddni a miozin-7a 1Q-motivumaihoz. Célunk a miozin-7a pontos kdnnytlanc-

Osszetételének meghatarozasa Vvolt.

o Milyen hatast gyakorol a kalcium a miozin-7a szerkezetére és miikodésére? A kalcium
kulcsfontossagt szabalyozo kation a belsé fiilben. A mechano-elektromos transzdukcio soran
kalcium aramlik a szérsejtekbe. Célunk az volt, hogy feltarjuk a kalcium lehetséges hatasat a

miozin szerkezetére és enzimatikus funkcidjara.

o Mi a szerepe az N-terminalis extenzionak? A miozinok gyakran rendelkeznek N-
terminalis extenzioval, amely modositja a motor funkciot. Kutatasunk célja, hogy
megvizsgaljuk a miozin-7a rovid N-termindlis extenzidjanak a motoros funkciodra gyakorolt

hatasat.

o Milyen meotilitasi tulajdonsagokkal rendelkezik miozin-7a? A monomer miozinok
szamos esetben aktivalhatok és dimerizalhatok kotdpartnerek segitségével. Ebben a
tanulmanyban azt vizsgaltuk, hogy a MyRIP, a miozin-7a egyik ismert kotdpartnere hogyan
indukalja a motorfehérje processzivitasat. Emellett mesterséges dimerizacio segitségével

felmértiik a miozin-7a intrinszik motilitasat is dimer allapotban.



Modszerek

Miozin-7a klénozasa

A munka soran tobb kiilonb6z6 DNS-konstrukciot tartalmazo vektort hoztunk 1étre, valamint
tobb kiilonbozoé hosszisaghh miozin-7a konstrukcidt allitottunk eld. A teljes hosszusdgi human
miozin-7a expresszidjara és tisztitasara tett kezdeti kisérleteink soran, amikor tobb bakulovirus
(nehézlanc, harom kiilonboz6 konnytilanc) egyiittes transzfektalasa tortént, a tisztitasi hozam
nagyon alacsony volt, ezért attértink a MultiBac rendszerre, amelyet nagy, multimer

fehérjekomplexek rovarsejtekben torténd eldallitasara terveztek [31].

Miozin-7a tisztitasa

A FLAG-taggel ellatott miozin-7a rekombinans fehérjét Sf9 rovarsejtekben expresszaltuk,
amelyeket el6z6leg pACEBac1-Multi plazmiddal vagy kiilonbdz0, a nehézlancot és a konnyt
lancot tartalmazd pFastBacl plazmidokkal egyiittesen fertéztikk. A holoenzimet FLAG-

affinitas kromatografiaval tisztitottuk a sejtlizatumbol.

Egyéb fehérjék tisztitasa

A C-terminalis mCherry-taggal és FLAG-taggal ellatott MyRIP-konstrukcidt pFastBacl
plazmidba klonoztuk. A tisztitdsi folyamat hasonldé volt a miozin-7a esetében leirtakhoz. A
CALMLA4 pET15b-MHL vektorba klénoztuk, majd KRX sejteket (Promega) transzformaltunk
a plazmiddal. A konny(i lancot a sejtlizatumbdl His-affinitds kromatografidval tisztitottuk.
GFP-RLC-t pFastBacl plazmidba klonoztuk és Sf9 rovarsejtekben expresszaltuk, majd
anioncser¢ld kromatografiaval tisztitottuk. Az aktint nyul izom acetonporbol (Pel Freeze
Biologicals) tisztitottuk, és a standard protokoll szerint allitottuk elé [32]. A kalmodulint a
korabban kozzétett protokollok szerint tisztitottuk [33].

In vitro motilitasi esszé

Az in vitro aktin motilitasi essz¢ informaciot szolgaltat a felszinhez kotott miozinok aktin
mozgatasara valo képességérol. A mikroszkopos targylemezeken kialakitott folyadékcellaba
0,2 mg/ml miozin 7a-t juttattunk, és 1 percig inkubaltuk, hogy a miozin megtapadjon a
nitrocellul6zzal bevont feliileten. Alapos mosasi 1épések utdn rodamin-falloidinnal jelolt aktint
(20 nM) juttattunk a cellaba. Az egy-molekulas in vitro motilitasi proba informaciot szolgaltat
az egyedi miozin molekuldk processzivitasarol, amint a felszinhez kotott aktin filamentumok
mentén haladnak. A PEG-boritdst mikroszkoplemezeken kialakitott folyadékcellat

NeutrAvidinnel mostuk, majd aktinnal toltottiik fel. ~ 0,01 mg/ml miozint juttattunk a cellaba.



A felvételeket inverz Nikon Eclipse Ti-E mikroszkoppal gytijtottiik, amelyhez H-TIRF modul
tartozékot, CFI60 Apochromat TIRF 100x olaj immerzios objektivet é&s EMCCD kamerat
hasznaltunk. A processziv motilitdst az Imagel] TrackMate plugin segitségével elemeztiik. A
hisztogramokat a GraphPad Prism 7 szoftverrel készitettiik. A sebesség-hisztogramok Gauss-
illesztését hasznaltuk az atlagos sebesség meghatarozasahoz. A karakterisztikus futashosszokat

¢s futasi id6tartamokat a megfeleld hisztogramok exponencialis illesztésével hataroztuk meg.

Steady-state ATPaz esszé

A miozin steady-state ATPaz aktivitast kiilonb6z6 F-aktin-koncentraciok mellett SpectraMax
ID3 mikrolemez olvasoval mértiik 37°C-on. Az ATP-hidrolizis sebességét a NADH oxidacidja
altal okozott 340 nm-es abszorbancia csokkenésbdl szamoltuk ki Michaelis-Menten kinetika
alapjan, és a miozin koncentraciora normalizaltuk. A kinetikai paraméterek meghatarozéasahoz

cres

Michaelis-Menten-gorbét illesztettiink.

Negativ festésii elektronmikroszkopia és képfeldolgozas

A higitott fehérjéket UV-kezelt és szénnel bevont elektronmikroszkop-racsra vittiik fel, majd
azonnal 1%-os uranil-acetattal festettiik. A mikrofelvételeket JEOL 1200EX mikroszkopon
rogzitettik AMT XR-60 CCD-kameraval 60000x nagyitas mellett. A referencia nélkiili
képillesztést és a K-kozéposztalyozast a SPIDER szoftver segitségével végeztiik el.

Tomegfotometria

Az egy-molekulds mérési adatok megszerzéséhez Refeyn One MP tomegfotométert
hasznaltuk. Minden egyes mintabol vagy keverékbdl 20 nM-t toltottiink a cellaba. Az
adatgytjtést 1 percig végeztiik szobahémérsékleten, a képeket pedig a gyarto altal biztositott
szoftverrel (Refeyn, UK) dolgoztuk fel. A molekulatomeg és a kontraszt kozotti kalibraciot
ismert molekulatomegili fehérjestandardok segitségevel allapitottuk meg [34]. A mérés soran

kapott eredményeket hisztogramon abrazoltuk és Gauss-illesztést alkalmaztunk.

Izoterm Titracios Kalorimetria

Az i1zoterm titracids kalorimetria (ITC) kisérleteket MicroCal ITC-200 miszerrel (Malvern)
végeztiik. A reakciocellaba 260 uM CALML4-et helyeztiink, az ITC fecskendébe 8 mM Ca?*-t
toltottiink. A titralas 20 injekciobdl allt. Az adatelemzést a beépitett szoftverrel végeztiik el, a

kalcium-puffer mérést hasznalva kontrollként.



Mikroskalas Termoforézis

Az mikroskalds termoforézis (MST) méréseket Monolith NT.115 késziilékkel végeztiik. A
Monolith NT™ His-Tag jeldlé készletet hasznaltuk a His-CALML4 és a His-kalmodulin
kalcitumhigitasi sorozat (kalmodulin: 5 mM - 150 nM, CALML4: 2 M - 60 uM)
felhasznalasaval végeztiik. Minden higitast Monolith™ kapillarisokba toltottiink (~5-7 ul). Az
adatok illesztését a beépitett Nanotemper szoftver segitségével a KD modell alapjan szamoltuk
ki.

Tomegspektrometria

A mintdkat NuPage™ 4-12%-0s Bis-Tris gélen valasztottuk szét, Coomassie Blue-val
festettiilk, majd desztillalt vizzel oblitettiik. A DTT-vel és IAD-vel torténé redukciora és
alkilezésre vald elokészitéshez a gélt bi-karbonat és metanol oldat segitségével viztelenitettiik
¢és dehidrataltuk. A peptideket 5%-os hangyasavval és 50%-os acetonitrillel extrahaltuk egy
¢jszakan at tartd tripszin emésztés utan. Ezutan Cig gyongyot tartalmazd ZipTip-ekkel

tisztitottuk dket. LC-MS/MS segitségével a peptideket koncentraltuk és elemeztiik.

ARPE19 transzfekcio

Az ARPE 19 sejtvonalat az ATCC-t8l szereztiink be (CRL 2302™). A sejteket 25 cm?-es
tenyésztélombikokban 10% FBS-t tartalmazo DMEM:F12 tapfolyadékban tenyésztettiik,
37 °C-on és 5% CO2 mellett. A transzfekcid el6tt az alacsony passzazs-szamu sejteket kamras
fedoéiivegekbe (In vitro Scientific) juttattuk. Az Avalanche transzfekcidos reagens (EZ
Biosystems) és a CMV plazmid DNS-t Opti-MEM I redukalt szérumos kozegben (GibcoTM)
higitottuk, majd ovatosan, cseppenként adagoltuk minden egyes kamraba. A transzfekcios
oldatot 5 orés, 37 °C-on, CO. inkubatorban végzett inkubacidés iddszakot kovetden

eltavolitottuk. A sejtmegfigyeléseket 48 6raval a transzfekcio utan végeztiik el.



Eredmények

A teljes hosszusagu miozin-7a sikeres expresszidja és tisztitasa

A M7a-51Q kiilonb6z6 konnyii lancokkal valo egyiittes expresszidja soran tobb konnyii lancot
tudtunk azonositani, amelyek kotédtek a miozin-7a nehézlanchoz, ezért a MultiBac rendszer
segitségével olyan konstrukciot allitottunk eld, amely a teljes hossziisdgih miozin-7a
nehézlancot, kalmodulint, CALML4-et és RLC-t is tartalmazza. Ez a modszer végiil nagy
mennyiségli, tisztitott miozin-7a holoenzimet eredményezett, amelyben a nehézlanc és a

haromféle konnytilanc is jol elkiilonithetd a gélen.

A motor funkciot a C-terminalis domén szabalyozza

Negativ festésii elektronmikroszkopiat alkalmazva megfigyeltilk a human miozin-7a alacsony
doménre. A 20,7 = 1,9 nm-es kontur 6sszhangban van az erékar varhatd hosszaval 51Q
motivumok esetén (~19 nm). Mivel az SAH domén varhatéan tovabbi ~ 9 nm-t ad a kar
hosszéhoz, feltételezziik, hogy az SAH domén nem jarul hozza az er6kar hosszdhoz, hanem
inkabb a visszatéré oldal részét képezi a farokdomén tobbi motivumaval egyiitt. A
sokoncentracid ndvelése egy nyitott konformaciot eredményezett, ami a farok domén nagyfoku
rugalmassagat is mutatja.

A farok és a motor domén kolcsonhatdsa az enzimfunkcid drasztikus csdkkenését
eredményezi. A teljes hosszisagli miozin-7a aktin-aktivalt steady-state ATPaz aktivitasat
NADH-csatolt teszttel mértiik. A maximalis reakcidsebesség (Vmax) 0,2 s, a félmaximalis
reakciosebességhez tartozd subsztrat koncentracid (Katriz) 54 uM értékeket adott. Ezzel
szemben a csak a motor domént és az els6é IQ domént tartalmaz6 M7a-S1 miozin ~7,5-szer
magasabb maximalis reakciosebességgel rendelkezik (1,5 s™) és a Katpa, ~5-szor kisebb (11
uM) a teljes hosszusdgl miozinhoz hasonlitva. Az alacsonyabb Karps, nagyobb affinitast jelent

az aktinhoz.

A human miozin-7a elsdédlegesen monomer

Az expresszalt rekombinans miozin-7a-S1 molekulastlya a tomegfotometrias kisérletek soran
103 kDa-nak adodott, amely leginkabb egy nehézlanc (~89 kDa) és egy konnyti lanc (RLC,
~20 kDa) osszegének felel meg. A teljes hosszisaghi miozin-7a molekulasilya 325 kDa-nak
addott, amely megegyezik egy nehézlanc (~255 kDa) és négy konnylildnc molekulasuly
osszegével (egy RLC: ~20 kDa, harom kalmodulin és CALML4: ~17 kDa), ami azt jelzi, hogy

a teljes hosszusagu miozin-7a nehézlanca monomer. Nem volt megfigyelhetd olyan magasabb
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molekula sulyt cstics, amely dimernek vagy multimernek felelt volna meg. Ezzel szemben a
mesterségesen dimerizalt miozin-7a-S1SAH (a miozin-7a motor és nyak doménje, amelyet egy
Leucin-zipzar motivum kdvet) egy koriilbeliil 406 kDa molekulasulyt formalt, amely megfelel
két nehézlanc (~141 kDa) és hat-nyolc konnylilanc molekulasiuly Osszegének. A

tomegfotometria felbontasa nem teszi lehetéve, hogy a konnyiildncok pontos szdmat megadjuk.

A CALMLA4 kritikus konnyitilanca a mzion-7a-nak

Az Sf9 sejtekben expresszalt teljes hosszusagli human miozin-7a nehézlanc fehérje minésége
jelentdsen javult a CALML4 egyiittes expressziojaval. Anti-CALML4 antitestet ¢s
tomegspektrometria segitségével igazoltuk a CALML4 jelenlétét a tisztitott miozin-7a
mintakban. Tovabba, a kalmodulin csak akkor tisztult egyiitt a M7a-S1 nehézlanccal, ha a
CALMLA4 is jelen volt, ami arra utal, hogy a CALMLA4 elésegiti a kalmodulin kotédését. Ezt a
hipotézist alatamasztja az is, hogy endogén Sf9 kalmodulint detektaltunk tisztitds utan a
nehézlanchoz kotve, olyan kisérletekben, ahol nem volt exogén kalmodulin az expressziohoz

vagy a sejtlizatumhoz adva, viszont CALMLA4 jelen volt az expresszi6 soran.

CALMLA elektroforetikus sebessége nem valtozas kalcium hatasara

A kalmodulin és a CALML4 aminosav dsszetétele 44%-ban azonos. Ha a CALML4 aminosav-
szekvencidjat dsszehasonlitjuk a huméan kalmodulinéval, a Ca?*-kelat képzéshez sziikséges
dontd fontossdgl aminosavak hidnyoznak a CALML4 mindegyik EF-kéz motivumabol.
Néhany konzervalt aminosav jelenléte a CALML4 negyedik EF-kéz motivuméban arra utal,
hogy az részben megdrizheti a kalcium megkdtésének képességét. Tisztitott kalmodulin és
CALMLA4 felhasznéalasaval elektroforetikus mobilitasi sebesség vizsgalatot végeztiink a
CALMLA4 kalcium-kotd képességének kdzvetlen vizsgalatara. Ca®* jelentében a kalmodulin
megvaltozott elektroforetikus mobilitdst mutatott a kalcium-fiiggd konformacids valtozas
hatasara, mig ugyanezen koriilmények kozott a CALML4 mobilitdsa nem valtozott Ca®*

hozzaadasat kovetden.

CALMLA4 alacsony affinitassal kot kalciumot

A Ca?" altal kivaltott valtozasok vizsgéalatira izoterm titracios kalorimetria kisérleteket
végeztiink a CALML4 mintakon 8 mM Ca?* alkalmazasaval. Az adatok illesztése ramutatott
egy potencialis kotddésre (Ka = 700 + 1730 M) azonban a rendellenesen magas standard
deviaci6 és a nem realis kotési sztochiometria (NcaLmLs-calcium = 5,56 = 3,23; mig Ncam-calcium
= 4) kétségeket ébresztett a kotési esemény valodisagaval kapcsolatban. A CALMLA4

molekularis hidratacios héjaban, toltésében vagy méretében bekdvetkezd kalcium-indukalt
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véltozasok nyomon kovetésére mikroskalas termoforézist alkalmaztunk. 102 M (10 mM) és
10° M (10 uM) kalcium koncentracié tartomanyban a CALML4 mintdk a kalmodulinhoz
képest kisebb kalcium-affinitast mutattak. Az 1 M kalciumkoncentracidt hasznalva a CALML4
kalcium-affinitasat szigmoidalis illesztéssel Kp = ~ 350 mM-ra becsiiltiik. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a CALML4 egy olyan EF-kéz motivummal rendelkez6 fehérje, amely

elvesztette Ca?*-kotddési képességét.

A konnyi lancok kotodése miozin-7a-hoz kalcium fiiggo

A tomegfotometria segitségével a holoenzimben bekdvetkezd valtozasokat is meg tudtuk
figyelni. 1 uM EGTA hozzaadasaval a teljes hosszisagh miozin-7a egy 325 kDa
molekulasulyt csicsot mutatott, ami egy nehézlancnak és négy kénnyt lancnak felel meg. Ca?*
hozzaadasakor egy kisebb, 293 + 25 kDa molekulasulyu csucs felé¢ torténd elmozdulast
figyeltiink meg, amely egy nehézlancnak és egy 38 kDa tomegnek felel meg. Mivel az RLC és
a CALMLA4 inert a kalciummal szemben, ezt a 38 kDa tomeget egy RLC ¢és egy CALM4
egylittes jelenlétének tulajdonitjuk. A tomegfotométer nem érzékeli a 25 kDa-nél kisebb

fehérjéket, igy ebben a kisérletben nem tudtuk kimutatni a disszocialt, szabad konnyti lancokat.

A kalcium befolyasolja a miozin-7a ATPaz aktivitasat és aktin affinitasat
holoenzimrdl, megvizsgaltuk a kalciumnak az enzimaktivitasra gyakorolt hatdsit. A NADH
kapcsolt ATP4z esszét megismételtik 500 nM kalcium jelenlétében. A Ca®* hozzaaddsat

kovetden a teljes hosszisagn miozin-7a maximalis reakcidsebessége 0,98 + 0,27 s nvekedett.

Az aktin mozgatasi sebesség lecsokken kalcium jelenlétében

TIRF-mikroszkopia segitségével in vitro aktin motilitasi esszét végeztiink, hogy megvizsgaljuk
a kalcium hatdsat a miozin motoros aktivitasara. A felszinhez kotott miozin molekulak ~ 22
nm/s sebességgel mozgattdk a fluoreszcensen jeldlt aktint, Ca®* jelenlétében azonban a
sebesség ~ 7 nm/s-ra csokkent, ami arra utal, hogy a miozin motilitdsa a kalmodulin

.....

kalmodulin jelen volt az esszé soran.

Az N-terminalis extenzié befolyasolja a mzion-7a lokaciojat és aktivitasat
A csigaban két miozin-7a nehézlanc izoforma expresszalodik, egy kanonikus hosszl
N-terminalis és egy rovid N-termindlis miozin-7a, amelybdl hianyzik a motor domén eldtti

tizenegy aminosav hosszii N-terminalis extenzio [21]. Az N-termindlis extenzid szerepének
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feltarasa érdekében expresszaltuk ¢és tisztitottuk a két izoformat. Farok-csonkitott
konstrukciokat (M7a-51Q) hasznaltuk, hogy elkeriiljiik a farok domén auto-inhibicids hatasat.
Ezenkiviil az N-terminalis pozicidoban 1évé GFP-tag ltalanos hasznalata kérdéseket vet fel az
N-termindlis extenzid szabalyozd funkcidjara gyakorolt lehetséges hatasaval kapcsolatban.
Ezért egy hosszi N-terminalis konstrukciot is 1étrehoztunk, amely egy GFP-t is tartalmazott az
N-terminalis régio elott.

In vitro aktin motilitasi esszében a kanonikus hosszii izoforma magasabb aktin
mozgatasi sebességet mutatott (3 + 1,6 nm/s), mint a rovid izoforma (1,3 + 0,95 nm/s). Hasonlo
eredményeket tapasztaltunk a steady-state ATPaz esszékben is, ahol a hosszabb izoforma
aktin-aktivalt ATP4z aktivitisa magasabbnak bizonyult (0,84 + 0,14 s), mint a rovidebb
izoformaé (0,24 + 0,06 s). Erdekes modon az N-termindlis GFP-tag jelenléte a hosszu
izoforman szintén alacsonyabb sebességértékeket (1,6 = 0,9 nm/s) €és alacsonyabb ATPaz-

aktivitast (0,11 £ 0,07 s) eredményezett a jeldletlen hossza N-termindlis izoformahoz képest.

A mesterségesen dimerizalt miozin-7a processziv mozgasre képes

A miozinok intrinszik processzivitasanak mechanisztikus tanulmanyozasahoz egyedi-
molekulas in vitro motilitasi kisérleteket végeztiink, amelyben TIRF-mikroszkopiaval tudtuk
megfigyelni az egyes miozin molekulak processzivitasat. A folyadékcella felszinén rodamin-
falloidinnal jelolt aktin filamentumokat immobilizaltunk majd a GFP-vel jelolt, leucin-
zipzarral mesterségesen dimerizalt miozin-7a-S1SAH-Zipper konstrukciot a kamraba mostuk,
végiill ATP hozzaadasaval aktivaltuk a motorfehérjéket. 150 mM NaCl és 5 mM ATP
jelenlétében a dimerizalt miozin-7a elmozdult a feliilethez k6tott aktin filamentumok mentén.
A FiJi TrackMate segitségével a motilitas részletes jellemzése kimutatta, hogy a miozin-7a
lassan mozog az aktin filamentumokon (~ 4,2 nm/s), azonban hosszu ideig (136 s) fenntartja a
kotddést €s nagy tavolsagot (379 nm) tesz meg. Kordbbi tanulméanyok vizsgaltdk a dimerizalt
miozin-7a processzivitasat sejtkultirakban, de nem az ARPE19 human retina pigment
epitélium (RPE) sejtvonalban [35]. Az ARPEI9 sejtek dimerizalt konstrukcioval torténd
tranziens transzfekciojat kovetéen béséges filopddium képzodést figyeltiink meg. A GFP-vel
jelolt motor a filopddiumok mentén mozgott, €s a csucsokban halmozodott fel. A mozgo
molekulakat FiJi segitségével manudlisan nyomon kovetve meg tudtuk mérni a dimerizalt
konstrukciok sebességét. A mozgd GFP-miozin-7a-S1SAH-zipper atlagos sebessége (n = 5)
10 nm/s volt.
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A rekombinans MyRIP monomer, globularis fehérje

A teljes hosszusagn miozin-7a-k6t6 MyRIP fehérjét N-terminalis mCherry taggel és
C-termindlis FLAG tisztitd taggel (mCherry-MyRIP) pFastBac vektorba klonoztuk, és
bakulovirus/Sf9 rendszerben expresszaltuk, majd anti-FLAG affinitds kromatografiaval
tisztitottuk. A negativ festésti elektronmikroszkopos felvételek alapjan MyRIP egy monomer,
globularis fehérje, amit a tomegfotometrids mérések is megerdsitettek. A 117 kDa
molekulasilyt cstucs megkozeliti az mCherry-vel jelolt MyRIP monomer elméleti

molekulastlyat (~120 kDa).

MyRIP kotédés hatasara a miozin-7a képes processziven mozogni

A miozin-7a processzivitasanak mechanikai vizsgalatara egyedi-molekulas in vitro motilitasi
esszét hasznaltunk. A teljes hosszusagii miozin-7a onmagaban nem processziv, azonban
MyRIP jelenlétében processzivva valik. mCherry-jelolt MyRIP és miozin-7a kolokalizalodtak
¢s egylitt haladtak az aktin filamentum hdl6zat mentén. A motilitas részletes jellemzése azt
mutatja, hogy a motor-kotépartner komplex lassan, kb. 7,8 nm/s sebességgel mozog az aktinon.
A karakterisztikus futasi hossz 552 nm, az aktinhoz val6 karakterisztikus kotési id6 pedig kb.
156 s. Nagyobb koncentracidoban (~1 uM miozin-7a és ~1 uM MyRIP) megfigyeltiik a mozgd
molekuldk csoportosulasat. Szamos fluoreszcens molekula képes volt egyiitt mozogni, ami
nagyobb szadmu komplexek kialakuldséra utal.

Ezen kolcsonhatas tovabbi tanulmanyozasdhoz ARPE19 sejteket tranziens modon
transzfektaltunk GFP-jelolt teljes hosszisagu miozin 7a-val. A GFP-jel a miozin egész sejten
at diffuz lokalizaciojat mutatta, amely arra utal, hogy a motor auto-inhibicios allapotban van,
ellentétben a mesterségesen dimerizalt miozin-7a esetével, amikor a motor a filopodiumok
csticsaiba valé mozgasat figyelték meg kotdpartner jelenléte nélkiil is. A sejteket mCherry-
MyRIP konstrukcioval transzfektalva a MyRIP az aktin citoszkeleton mentén lokalizalodik, és
voros fluoreszeens szignalt figyeltiink meg mozgé vezikulakon. Amikor mCherry-MyRIP és
GFP-jelolt teljes hosszlisaghh miozin-7a-t egyiitt transzfektaltuk ARPE19 sejtekben, bdséges
filopodium képzodeést figyeltiink meg, és a motor-kotdpartner komplex a filopodiumok
csticsaba vandorolt. A MyBD, MyRIP miozin-kot6 egysége viszont 6nmagaban nem képes

elésegiteni a miozin-7a processziv mozgasat.
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Osszefoglalas

Kutatasaink soran sikeresen tisztitottunk teljes hossziisagi human miozin-7a-t és vizsgaltuk in

vitro tulajdonsagait:

©)

kidolgoztunk egy moddszert az intakt, teljes hosszusagli miozin-7a expresszalasara és
tisztitadsara MultiBac rendszer segitségével

a miozin-7a talnyomorészt monomer és fiziologias koriilmények kdzott auto-inhibicios
allapotban van

az inaktiv miozin-7a kalciummal aktivalhato

kalcium hozzaadasakor a kalmodulin konnyiilancok disszocialnak a miozinrdl, ami
megvaltoztatja az er6kar merevségét, ami lassabb aktin motilitasi sebességet
eredményez

kimutattuk, hogy a CALML4 konnytilanc nem kalcium-fiiggé és kritikus a miozin-7a
szamara

a kanonikus (hosszu) izoforma nagyobb ATPaz aktivitassal és aktin motilitasi
képességgel rendelkezik, mint a révid izoforma

a miozin N-terminalis extenzidjanak blokkolasa csokkent aktivitast eredményezett

a mesterségesen dimerizalt miozin-7a in vitro motilitasi sebessége lassti, de a motor
hosszu ideig kotddott az atkin filamentumokon mikozben nagy tavolsagot tett meg
ARPE19 sejtekben a mesterségesen dimerizalt miozin-7a jelenléte elGsegitette a
filamentumok képzédését, a dimerizalt motor a filopodidk mentén mozgott, a
csticsokban felhalmozodva

a teljes hosszisagu miozin-7a MyRIP hatasara dimerizalodik, az in vitro motilitasi
essz¢€ sordn processziv mozgast végez, mikozben nagy tavolsagokat tesz meg €s hosszi
ideig rogzitve marad

ARPE19 sejtekben a teljes hossziisagh miozin-7a 6nmagaban diffuz eloszlast mutatott,
mig a MyRIP az aktin citoszkeleton mentén lokalizalodott; a motor és a kdtOpartner
egylittes transzfektalasaval filopodiumok kialakulasat figyeltiik meg, €s a miozin-7a és
a MyRIP a filopédiumok mentén haladt a csucsok irdnydba

a MyBD nem elegendd a miozin-7a processzivitasanak eldsegitéséhez
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Megbeszélés

A motorfehérje hatékony miikddéséhez tobbféle szabalyozd mechanizmusra van sziikség. A
human miozin-7a mar évek Ota kutatds targyat képezi, de szamos kérdés megvalaszolatlan
maradt a funkcionalisan aktiv holoenzim elGallitasanak bonyolultsaga miatt. Ebben a
lokalizaciojat ¢és altalanos miikddését szabalyozd intramolekuldris és intermolekuléris
szabalyozasok vizsgalatat tliztiik ki célul.

A rekombinans human miozin-7a-t baculovirus/Sf9 rendszerben expresszaltuk és
FLAG-affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A kiilonb6z6 szamu 1Q-motivumot tartalmazé
konstrukciok kiilonbozé konnytlancokkal torténd koexpresszalasaval sikeresen feltartuk a
miozin-7a komplex konnytilanc-osszetételét. In vitro, a human miozin-7a elényben részesiti a
kalmodulint és a kalmodulinszer(i fehérje 4-et, mikdzben a regulatorikus konnyiilanchoz is
kotodik.

A miozin szerkezeti elemzése kimutatta, hogy in vitro korilmények kozott
tulnyomorészt monomer, €s alacsony ionerdsség mellett az elektronmikroszkopos felvételeken
kompakt szerkezetet mutat. Ezen megfigyeléssel 6sszhangban a tomegfotometrias mérések is
azt igazoltdk, hogy a teljes hosszusdgi miozin nehézlancok monomer forméaban vannak. A
molekulastly eloszlas cstcsa leginkabb egy négy konnytilancot megkotott holoenzimnek felel
meg, ami valdszinlsiti, hogy az Onszabalyozott, kompakt konformacioban az o6todik
IQ-motivum nem képes konnyiilancot kétni. A miozin-7a-S1 103 kDa-nal egy hatarozott
csticsot mutatott, amely a motor doménbdl és az elsé IQ-motivumbol, valamint egy
regulatorikus konnytilancbol allo molekula stlyat kozeliti meg. A Leucin Zipper-motivumot
tartalmazo konstrukcié a tomegfotometrids meérések soran egy dimernek megfeleld
molekulasuly csucsot formalt.

A kalmodulin egy jol ismert kalciumkotd fehérje. A miozin-7a holoenzim részeként a
kalmodulin lehetvé teszi a kalcium altali szabalyozast. Kalcium jelenlétében végzett steady-
state ATPaz vizsgalat a miozin megnovekedett ATPaz aktivitasat mutatta ki, viszont csokkent
a motor aktin motilitasi képességét. A kalcium megkotése konformécids valtozast okoz a
human kalmodulinban, ami a latszélagos molekulatomeget 17 kDa-rol 14 kDa-ra valtoztatja.
A tisztitott CALML4 mintak esetében ez a mobilitasi eltolédds nem volt megfigyelhetd. A
flexibilitasat és ezaltal a miozin motoros tulajdonsagait, lehetévé téve a kalcium-érzékeny

szabalyozast.
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A csigdban a miozin-7a tobb izoformaja expresszalodik alternativ transzkripcids és
transzlacios kezdohelyek altal. A szdrsejtek eltérd expresszids mintdzatot mutatnak a két
izoforméra nézve. Az kiilsé szOrsejtekben a két izoforma expresszidos mintazata forditottan
korrelal, a kanonikus hosszii N-termindlis miozin-7a fOként a csticsban, mig a rovid
N-terminalis miozin-7a a csiga alapjdban expresszalodik. A belsd szdrsejtekben feltehetdéen
csak a kanonikus hosszi N-terminalis izoforma expresszalodik [21]. A két izoforma csak az
N-termindlis doménjiikben kiilonbozik, a kanonikus izoforma rendelkezik egy 11 aminosav
hosszli extenzidoval a motor domén eldtt. In vitro aktin motilitasi kisérletekben az aktin
filamentumok ~2-szer gyorsabban mozogtak a hosszi N-terminalis izoforman mint a rovid
izoforman. Figyelemre méltod, hogy a GFP-jelolt hosszu izoforma, ahol a GFP-tag a miozin-7a
N-terminalisan talalhato, a rovid izoforméhoz hasonlé motilitasi tulajdonsagokat mutatott. A
miozin-7a izoformak aktin aktivalt ATPaz-aktivitasanak értékelésére soran megfigyeltiik, hogy
a kanonikus hosszu izoforma nagyobb ATPaz-aktivitast mutat a rovid izoforméahoz képest. A
motilitasi probahoz hasonléan a GFP-vel jel6lt hosszl izoforma alacsonyabb ATPaz-aktivitast
mutatott, amely szorosan megegyezett a rovid izoforma aktivitdsaval. A szerkezeti
elérejelzések szerint a miozin-7a N-termindlis extenzidja szorosan a motor domén nukleotid
koto zsebének kozelében helyezkedik el [22].

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az extenzid szerepet jatszhat az ATP-hidrolizis
allosztérikus szabalyozasaban, valdszinlileg az ADP vagy a foszfat felszabaditdsdban. A
miozin-7a feltehetéen kozvetleniil szabalyozza a sztereociliumok kozotti tip-link nyugalmi
fesziiltségét, és ezaltal szabalyozza az ioncsatorna nyitasat a mechano-elektromos transzdukcio
soran [21]. Erdekes médon a sztereocilium kétegek mechanikéjaval kapcsolatos legtijabb
tanulmanyok a kiils6 szdrsejtek tip-link fesziiltségének tonotopikus valtozasat mutattak ki, ahol
a fesziiltség fokozatosan novekszik az alap felé [36]. A rovid N-terminalis izoforma, amelynek
koncentracidja hasonldan ndvekszik a bazis felé, alacsonyabb ATP4z aktivitast mutat, azonban
nagyobb affinitassal kotddik az aktinhoz, mint a hosszii N-termindlis izoforma. Ezek a
megfigyelések egylittesen arra utalnak, hogy a két miozin-7a izoforma eltérd
mechanokémiaval rendelkezhet, amely hozzajarul a tip-link fesziiltség tonotdpikus
gradienséhez. Az egyedi expresszids mintazat és az eltérd enzimatikus aktivitas alapjan azt
feltételezziik, hogy a szorsejtek mechanoszenzitivitasat a két miozin-7a izoforma expresszios
szintjének bedllitdsaval szabalyozza. Ennek az N-termindlis extenzionak a siiketséggel
kapcsolatos jelentdsége még nem ismert.

A miozin-7a motilitasi tulajdonsagainak tanulmanyozasara és a hatékony transzporthoz

szilkséges processzivitas megfigyelésére in vitro és ARPE19 sejtkultarakban alkalmazott
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egyedi-molekulas motilitasi vizsgalati modszereket alkalmaztunk. A processzivitas altalaban
megkoveteli, hogy a motorfehérje dimerizalédjon vagy tobb miozin motor dsszehangoltan
miikddjon. A rovid alfa-hélix motivum 6nmagéaban nem képes dimerizdlni a miozin-7a-t. A
monomer motorfehérjék dimerizacidja partnerfehérjék kotédésével is lehetséges. Annak
érdekében, hogy a miozin intrinszik motilitasat tanulmanyozzuk, egy GFP-jelolt, farokcsonkolt
Leucin-zipzarral dimerizalt konstrukciét hoztunk létre. A dimerizalt miozin Kinetikai
tulajdonsagainak tanulmanyozasara egyedi-molekulas in vitro motilitasi esszéket végeztiink
TIRF-mikroszkopia segitségével. A mesterséges dimerizalt motor lassan (~ 4,4 nm/s) mozgott
az egyes aktin filamentumok mentén, nagy tavolsagot megtéve, mikdzben hosszabb ideig
kotédve maradt. Az ARPE19 sejtek dimerizalt konstrukcioval torténd tranziens transzfekcidjat
kovetden béséges filopddiumképzodést figyeltiink meg, a GFP-vel jelolt motor a filopddiumok
mentén mozgott és a csucsokban halmozodott fel. Tekintettel a nytlvanyok nagyfoku
rugalmassagara és mobilitasara, csak kevés motorfehérje sebességét tudtuk megfigyelni és
mérni. Szamitasaink (~10 nm/s) azonban j6 dsszhangban vannak a korabbi megfigyelésekkel.
Mivel a miozin-7a C-terminalis FERM-doménje visszahajlik a motorra, az ezt a
teriiletet célzo6 molekulak varhatdéan képesek lesznek feloldani az inhibiciot. MyRIP, a
miozin-7a és a Rab27a ismert kot6partnere in vivo adatok alapjan képes aktivalni a miozint
[37]. A miozin-7a 6nmagaban nem mutatott processzivitast az egy-molekulas in vitro motilitasi
vizsgalatokban. A MyRIP hozz4adasaval azonban a miozin-7a processziv viselkedést mutatott.
A teljes hosszusagli miozin-7a €s a MyRIP motilitasi vizsgalatanak elemzése azt mutatja, hogy
a motor és a kotOpartner a rogzitett mozgas teljes iddtartama alatt alacsony sebességgel (~
7,8nm/s) mozgott egylitt. Nagyobb koncentracioknal nagyobb fluoreszcens komplexeket
figyeltink meg. Erdekes médon a komplex mas motor-kotdpartner klaszterek részévé valt,
ahogy az aktin filamentumok mentén haladt, amig el nem érte az adott filamentum végét. Ez a
megfigyelés a miozin-7a oligomerizacidjanak lehetdségére utal, bar nem taldltunk tovabbi
bizonyitékot nagyobb miozin komplexek kialakuldsanak megerdsitésére. Eredményeink azt is
jelzik, hogy a teljes hosszusagli miozin-7a nem mozog processziven a MyBD jelenlétében.
Az ARPEI19 sejtek teljes hosszisaghh miozin 7a-val torténd tranziens transzfekcidjat
kovetden megfigyeltiik a GFP-jelolt motorfehérje diffuz lokalizaciojat. A filopodium képzddés
hidnya és a megfigyelt motilitas hianya arra utal, hogy a miozin auto-inhibalt konformacioban
van. A MyRIP tranziens transzfektalasa utan az mCherry-taggal jelolt fehérje a citoszkeleton
mentén lokalizalodott és vords fluoreszcens jelet figyeltiink meg mozgo6 vezikuldkon is. Az
mCherry-MyRIP ¢és a GFP-jelolt teljes hosszusagli miozin-7a egyiittes transzfektalasakor

ARPE19 sejtekben filopodiumok bdséges képzddését és ezt kovetden a motor-kotdfehérje
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crer

A miozin-7a szamos funkcioban vesz részt a belsé fiilben és a neuroretindban. Egy
altalanosan elfogadott elmélet alapjan a miozin motor a két sztereocilium kozotti tip-linken
keresztiil a fesziiltség beallitasaban vesz részt. Egy lassu miozin, mint példaul a miozin-7a
kivalo jelolt erre a feladatra, mivel képes er6t kifejteni a sztereociliakat 6sszekot6 tip-linkeken,
mikdzben az aktin filamentumok mentén transzlokalodik. Rdaddsul a miozin-7a izoformak
tonotopikus eloszlasa a csigaban segit fenntartani a valtozo fesziiltséget. A melanoszoémak
fontos védelmi szerepet jatszanak a retindban. A melanoszomak eloszlasa a RPE-ben a vilagos-
sotét fényciklus soran valtozik, ezért a melanoszomak megfeleld mozgésa sziikséges az €lettani
mukodéshez. A melanoszomak transzportjdhoz egy haromrészes komplexre van sziikség,
amely a Rab27a ¢s a MyRIP kotofehérje altal 6sszekapesolt miozin-7a komplexbdl all.

A mérések tobbségét in vitro, illetve kisebb mértékben modellsejteken végeztik. A
kinetikai mérések célja a belsd fiil szérsejtjeiben lejatsz6do folyamatok szimulaldsa volt, mig
a processzivitdsi vizsgalatok elsdésorban a retindlis melanoszomdk transzportjanak
modellezésére iranyultak. Természetesen a vizsgalt rendszerek nem feleltethetok meg a human
sejtek komplexitdsanak, ahol a miozin-7a miikodését mas tényezok is befolyasolhatjak.
Vizsgaltuk a konnyii lancok, a Ca®*-szabélyozas, az izoformakbol adodé kiilonbségek és a
MyRIP kotddés szerepét, azonban az Usher-komplex szdmos mas fehérjéje is tarsulhat a
miozin-7a-hoz, és valosziniileg szabalyozza azt. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
szabalyozasi mechanizmusok komplex hal6zata szinkronban miikodik, hogy finomhangolja a
miozin-7a aktivitasat, szerkezetét, lokalizacidjat, oligomer allapotat és funkcidjat. Némi
betekintést nyertiink ezekbe a mechanizmusokba, azonban sok kérdés megvalaszoltalan
maradt. Az intakt és funkcionalis teljes hossziisagi human miozin-7a sikeres eléallitasa
lehetové teszi, hogy a jovobeni vizsgalatok soran megismerjiilk a miozin-7a mutéacioi altal
okozott latas- és hallaskarosodds molekuldris részleteit. Eredményeink hozzajarulnak a
retinasejtek €s a belsd szérsejtek mitkodésének molekuldris szintli megértéséhez is, ami

megkonnyitheti a tovabbi sejtes vagy in vivo vizsgalatokat.
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