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Bevezetés

JelentOs azon tanulmanyok szdma, melyek az A-, F-,
V- és P-tipusi ATP4az csaladok megismerésére irdnyulnak.
Ezek a fehérjék membran-kotott ion transzporterek,
amelyekben az ion transzportja ATP szintézisehez és/vagy
hidroliziséhez kapcsolodik. Ezen enzimek miikodésének
megismerése nagyban hozzajarulhat egyrészt a szervezet
altaldnos ion- és folyadékhaztartasat érintd szabalyozo
mechanizmusok, masrészt a koros eltérések hatterében allo
folyamatok azonositasdhoz. Munkam sordn egy V-tipusu
vakuolaris proton-ATPazt (V-ATPaz), a P-ATPazok kozil
pedig capabdl és sertésb6l szarmaz6 Na,K-ATPAazt
vizsgéltam.

A V-ATPaz egy membran-kotott molekuléaris motor,
egy ATP-fiiggé proton pumpa, melynek mindkét doménje
tobb alegységbdl épul fel. Az ATPaz aktivitasért a
citoszolban elhelyezkedé V; katalitikus domén a felelds, a
membran-kétott V, domén a proton atviteli folyamatokban
vesz részt. A katalitikus domén forgasa kapcsolja 0ssze az
ATP hidrolizist és a transzmembran proton transzlokaciot:
egy ATP molekula hidroliziséb6l felszabaduld energia

stimuldlja a rotor domén 120 fokos elfordulasat bizonyos



alegyseégeken keresztil, aminek hatasara két proton
szallitodik a két domeén hatérfeltletén a V; domén feldli
oldalrél a membran masik oldalara. A V-ATPaz fontos
szerepet  tolt be  kiilonbozd  sejtfunkcidkban  és
betegségekben (pl. savassag biztositasa kiillonbozé szovetek
sejtek kozotti terében, ugymint csontritkulasban, gyomorsav
taltengésben vagy rosszindulati daganatokban; valamint
intracellularis kamréakban, ahol a kézeg pH-ja alacsonyabb,
mint a citoplazmaban). Emiatt szdvetspecifikus gatldsanak
kozvetlen orvosi és gyogyaszati jelentdsége lenne.

A V-ATP4z forgasi mechanizmusanak megeértésehez
szamos kiserleti adat all rendelkezésre a szakirodalomban. A
kdzvetlen mérések nagy részét azonban ugy végezték, hogy
a fehérjén genetikai modositasok révén csatolasi helyeket
alakitottak ki, kiilonboz6é fluoreszcens festékeknek vagy
nano-részecskéknek a fehérjéhez valo kotésére, valamint a
fehérjének szilard hordozon valo rogzitésére. Igy a forgas
kdzvetlen megfigyeléséhez a mobdositott fehérjét nativ
kornyezetébol  kiragadtak, ezaltal  megvaltoztatva
funkcionalitasat. Vizsgalataink sordn kidolgoztunk egy Uj,
in situ megkozelitést a nativ membranban miikod6 V-ATPaz

forgasi sebességének méréséhez, melynek soran oszcillalo



valtoarami (AC) elektromos teret hasznaltunk. Ez a
megkdzelités azon alapszik, hogy feltételezhetd volt, hogy a
valtakozo elektromos térb6l a V-ATPAaz rotor doménjének
forgasa révén korbemozgd toltéssel rendelkezd kémiai
csoportok energiat tudnak Kicsatolni, ami a rotor sajat
forgasi frekvencidjanak ¢és az alkalmazott kiils¢ tér
frekvencigjanak egybeesése esetén segitheti, egyébként
pedig géatolhatja a rotor forgésat, és igy novelheti-
csokkentheti az ATPaz aktivitast. Mddszeriink nem igényli a
fehérje  genetikai modositasdt és nem  szlkséges
jelzémolekuldk beépitése sem. Mint lejjebb latni fogjuk,
feltételezésiink helyesnek bizonyult, és a kiilsé AC tér
segitségével meghatarozhaté a V-ATPAaz rotor doménjének
forgasi frekvencigja.

A Na,K-ATPaz a sejtek plazma membréanjaban
talalhat6, és az intracellularis homeosztazis f6 szabalyzoéja.
A P-tipusi ATPéazok csaladjahoz tartozik, amely egy ATP
molekula hidroliziséb6l nyert energia aran, a hidrolizist
kiséré konformaciovaltozas révén Na® iont pumpal a sejtbd]
az extracellularis térbe, mikdzben két K* iont juttat a sejt
belsejébe. Igy fontos szerepet tolt be a transzmembran
iongradiens szabalyozasaban, és ezaltal a sejttérfogat, a pH,



az akciés potencial szabalyozasaban is. Munkank sordn a
Na,K-ATPaz stabilitasat, és az azt befolydsold tényezdket
vizsgéltuk termikus denaturdcié sorén, differencia pasztazo
kalorimetria (DSC) mérésekkel.

A szerkezet és a funkcié kozotti kapcsolat
tanulményozésa erdekében az alacsony hémérsékleten é16
capa és a 37 °C-on €16 sertés Na,K-ATPaz-anak aktivitasat
¢s stabilitdsat vizsgaltuk kiilonbdzo tipusu ionok és

ionerdsségek mellett.

Anyagok és modszerek

A V-ATPaz  molekuldkat  élesztd  sejtek
(Saccharomyces cerevisiae) vakuélumaban tanulmanyoztuk.
A vakudlumokat a sejtfal litikdzos emésztéssel torténd
eltavolitdsa utan ozmotikus sokkal feltdrt, homogenizalt
sejtekbol slrliség gradiens centrifugéalassal szeparaltuk.
Ezutan fluoreszcens-, illetve fagyasztva-toréses elektron-
mikroszkdpidval meghataroztuk a keletkezett membran-
vezikuldk alakjat és méretét. A vezikulakban levé V-ATPaz
aktivitast az ATP hidrolizise sorén felszabadulé inorganikus

foszfat (P;) koncentréacidjanak meghatarozasaval mértik.



Rendszeriink miikodoképességét enzim aktivitds
méréssel teszteltiik kiilonb6zé membran fehérje inhibitorok
jelenlétében. A Concanamycin A egy potens és specifikus
gatlészere a V-ATPaznak, igy a mérés soran a jelenléte és
hianya kozti Pi-koncentrécio kilonbség megadja a tisztan a
V-ATPazhoz rendelhet6 ATPaz aktivitast. Vezikulas
preparatumainkban, a teljes ATPaz aktivitasnak mintegy
60%-két a V-ATP4z adta.

A forgasi mechanizmus vizsgalatdhoz a membran
szuszpenziora  véltéarami  (AC)  elektromos  teret
kapcsoltunk egy lapos kilvettaban, 4 mm tavolsagban 1évo
platina elektrodak segitségével. Az aktivitdas mérését
elvégeztik 2 uM Concanamycin A jelenlétében, illetve
annak hidnyaban, 10 perces mérési id6 és 20 °C inkubalas
mellett, valamint elektromos tér hatasa alatt és annak
hianyaban (kontroll mintédk) is. Az elektrédakra 15 V-0s
feszlltséget kapcsoltunk.

A NaK-ATPéaz enzim tisztitasa cépa (Squalus
acanthias) mirigyb6l, illetve sertés vese mikroszomalis
membrénokbol tortént A Na,K-ATPéz aktivitasat standard
kémiai modszerrel, szintén a keletkezett inorganikus foszfat

(P;) koncentracidjanak kolorimetrids méresével hataroztuk



meg, ouabain (az enzim specifikus inhibitora) jelenlétében,
illetve annak hianyaban. A Na,K-ATPéazban dds membran
preparatumainkban az enzim tisztasaga kb. 70% -os volt. A
membranfehérjék termikus stabilitasat egy VP-DSC tipusu
kaloriméterrel ~ (Microcal LLC, Northampton, MA)
vizsgaltuk. A mérés el6tt minden mintat 4 °C-on 2h
centrifugalassal toményitettink. A minték stabilitasat 1,
vagy 20 mM hisztidin, 10 mM NaCl, illetve ezek egyuttes
jelenléte esetén is megmértik. A mintdkat 1 °C/min
sebességgel mértik, 5 °C-t6l 95 °C-ig. A hémérséklet
pasztazasa el6tt a mintak termikus egyensuly beallasara 30
percet hagytunk. A miiszer alapvonalat minden esetben
azonos korulmények kozott rogzitettiik (a minta pufferének
dmagaval szemben mért profilja). Ezeket kés6bb levontuk a
mintdk hdékapacitasi profiljabol. A DSC endotermekbdl
meghataroztuk a teljes atmenethez (denaturaciohoz)
valamint az egyes komponensekhez tartoz6 kdzépponti
homérsékleteket (Tq) €s entalpidkat (AHyg).



Eredmények és diszkusszid

Megallapitottuk, hogy az oszcillalé (AC) elektromos
tér jelenléte a V-ATP&z aktivitasat széles frekvencia
intervallumon  keresztiil gyengiti, kivéve egy szlk
tartomanyt, ahol a jel eléri vagy meghaladja a kontrol
szintjét. Ez a rezonancia jellegti effektus el6szor 88.3 Hz-nél
volt mérhetd, de kiilonb6z6 preparatumokban 87 é€s 94 Hz
kozott ingadozott. Sikerilt bebizonyitanunk, hogy ez az
effektus 0sszefliggésben van a transzmembréan potenciallal:
a membranon porusokat képezé FCCP (carbonyl cyanide-p-
(trifluoromethoxy)-phenilhydrazone) illetve Gramicidin A
hozzéadéasara kioltodik a transzmembran potencial, és ennek
hatasara eltiint a V-ATPaz aktivitdsanak rezonancia cslcsa
is, @ nem rezonald ATPaz aktivitdsbdl sz&rmaz6 hattér-jel
azonban megmaradt. A V-ATP&z forgasi mechanizmusanak
jelenleg érvényes modellje alapjan a rezonancia frekvencia a
rotor 60 fokos elforduldsa frekvenciajanak felel meg,
aminek hatoda a teljes ciklus frekvenciaja. Megbecstiltiik az
enzim forgasi sebességét aktivitds mérésbdol is.
Fotometridsan meghataroztuk a 10 perc reakcio id6 alatt

felszabadulé inorganikus foszfat (P;) koncentrciojat. A



becsléshez szlikséges aktiv V-ATPaz koncentracidjat a
specifikus gatlészer (Concanamycin A) titralasi gorbéjébol
szarmaztattuk, és felhasznaltuk az ismert adatokat, miszerint
egy teljes forgasi ciklus alatt 3 ATP hidrolizise megy végbe
minden V-ATPaz molekula esetén. Az adatok szerint a teljes
ciklus frekvencidja ~10 Hz, amely als6 becslés. A mérési
hibé&kat tekintve, valamint azt, hogy a gatléanyag és a nativ
enzim aktivitasat nem ismerjik, ez az alsé becslés nagyon jo
egyezeést jelent a fenti rezonancia frekvenciaval.

Megfigyeléseink magyarazata az, hogy az oszcillalo
(AC) elektromos tér befolydsolja a proton transzmembrén
mozgasat. Ha figyelembe veszik az a és c alegységek
kozotti hidrofil proton csatorna és a proton kotdhely
geometriajat, belathatd, hogy a forgasnak vannak olyan
fazisai, amikor a proton végez illetve nem végez a membran
normalisa menti mozgast. Ha e fazisok ideje
dsszehasonlithatd, akkor megfeleld AC frekvencia nem
gatolja a proton transzlokéciot, sot elésegitheti azt, mig tul
alacsony vagy tul magas AC frekvencia géatolja.

A koztiik levé magas homologia ellenére 1ényeges
kiulonbségeket talaltunk a két kulonbozé — eredeti
Na,K-ATP&z enzim stabilitasa és termikus denaturacios
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viselkedése kozott. A sertes vese enzim aktivitasa
megmarad magasabb hdmérsékleteken is, ennek meg-
feleloen stabilitasa kevésbé fligg a centrifugalastol és az
alacsony ionerdsségtol. A capa enzim konnyen inaktivalodik
a homérséklet emelésére, centrifugdlasra ¢és alacsony
ionerdsségek mellett.

A tobbkomponensii denaturacios DSC endotermek-
ben a komponensek valdsziniileg kiilonb6z6 doméneknek
felelnek meg, melyek viszonylag Onalléan tekerednek Kki
(foként a capa enzim esetén). Ezeknek a pontos
beazonositasara a jelen eredmények nem elegendéek, de
mivel az intra-membran régidban a hélixeket erds hidrogén-
hidak kotik 0Ossze, a lathatd endotermek féként a
membranbdl kilogo fehérje részeknek tulajdonithatéak.

Tekintettel arra, hogy kozremiikodo partnereink
vizsgélataibol tudjuk, hogy ezeknek az enzimeknek
aktivitasi optimuma megfelel annak a fiziologias
hémérséklet tartomanynak, ahol a cpa, illetve a sertés él, az
altalunk talalt stabilitasi profilok azt mutatjak, hogy azonos
biokémiai funkciot végz6 fehérjéket és kornyezetiiket ugy
alakitotta ki az evolucid, hogy mitkddésiik optimalis legyen

az adott fizikai feltételek mellett. Jollehet esetiinkben
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membrén-kotott  fehérjékr6l  van sz,  kalorimetrias
méréseink a teljesen a vizes fazisban elhelyezkedd fehérje
szakaszok termikus adaptacidjat mutatjdk. Ez nem
magyardzhatd a capa és sertés membranok osszetételenek
kilonbségével és a biomembranok homeoviszkézus
nincs befolydsa a viz szerkezetének és dinamikajanak
hémérsékletfiiggésére, aminek pedig jelentds szerepe van a
fehérjék  stabilitdsaban. Ezért meglepd, hogy a
szekvencidban mutatkozé magas homoldgia ellenére a vizes
fazisban elhelyezkedd fehérje szakaszok termikus stabilitdsa

is adaptalddott.
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