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L. Irodalmi attekintés

I.1 Az aktin

Az eukaridta sejtek egyik leggyakrabban el6fordulé fehérjéje az aktin. A
sejtmozgds és sejtalak véltozds a tobbsejtli allati szervezetek és szdmos egysejtil
organizmus alapvet6 életfunkcidja. Az embriondlis fejlédés, a sebgyogyulds és a
sz6vetképzddés, az immunrendszer funkcidi, a gyulladas, az angiogenezis, a tumoros
sejtburjanzds és a metasztazis csak néhdny a normadlis és patologids folyamatok koziil,
amelyek sordn a sejt migricidja zajlik. A sejtmozgas f6 ,motorja”, egy sejt alakjanak
meghatirozdja a citoszkeletalis rendszer. A citoszkeletont hdrom kiilonb6z6 filamentalis
rendszer alkotja: a mikrofilamentumok, a mikrotubulusok, valamint az intermedier
filamentumok. A mikrofilamentumok, €s igy a citoszkeleton egyik legfébb komponense
az aktin (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Pantaloni et al., 2001). Az aktin citoszkeleton
szdmos mechanizmuson keresztiil tarja fenn a sejt polaritdsat, valamint szabédlyozza a
- mozgés irdnyat (Goode et al., 2000; Nabi, 1999). Az aktin tovabba a magasabb rendii
szervezetekben a hardntcsikolt-, sima- és szivizom alapveté fehérjéje. A mikrotubuléris
rendszer fontos szerkezeti szerepet tolt be él6 sejtekben, és funkcidja sorén kdzvetlen
vagy kdzvetett kapcsolatban 4ll a mikrofilamentumokkal. Az intermedier filamentumok
csoportja a harmadik és legheterogénebb filamentlis rendszer, ami a sejtmozgdsban nem
tolt be kdzponti szerepet, viszont a citoszkeletélis rendszer tobbi tagjaval kélcsonhatva
alapvetd funkciét lat el a sejtek, valamint a szovetek mechanikai tulajdonsigainak
kialakitasdban (Nabi, 1999; Waterman-Storer and Salmon, 1999).



L1.1 Torténeti attekintés

A XIX. sz.-ban elsdként Kithne vont ki aktin €s miozin fehérjéket izombdl. 1939-
ben Engelhardt és munkatarsai nytl vazizombél izolaltak egy fehérjét, melyet miozinnak
neveztek el. 1942-ben Szent-Gydrgyi Albert és munkatarsa, Straub F. Brind azt
tapasztaltak, hogy a miozin preparaldsa soran 0,6 M-nal alacsonyabb KCl koncentracidji
oldattal egy alacsony viszkozitasi (miozin A), mig ennél toményebb oldattal egy magas
viszkozitdsi (miozin B) miozint képesek az izombdl kivonni (Straub, 1942).
Megallapitottak, hogy a korabban Engelhardték altal preparalt fehérje valdjaban két
fehérjének, a miozinnak, €s egy masik fehérjének a komplexe. Ezt a fehérjét, amely a
miozinnal képes volt viszkézus komplex kialakitaséara - az ,,it activated myosin” kifejezés
alapjan - aktinnak nevezték el. Straub és munkatdrsai 1942-ben leirtdk az un. aceton
forgacsbél torténd aktin preparalas médszerét (Straub, 1942). Ez a kozlemény tekinthetd
az elsd, az aktin tulajdonsagaival foglalkozé tanulmanynak.

Straub kozleménye nyoman a késobbiekben megallapitottak, hogy az aktin
alapvetéen két formaban fordul el6: monomer vagy globuléris (G), illetve a monomerek
Osszekapcsolodasa sordn képzddé filamentélis (F) aktinként. 1950-ben Straub és Feuer
kézleményben jelentették meg (Straub and Feuer, 1950), hogy a G-aktin molekulak
 kotott ATP molekulat tartalmaznak, amelyek az aktin polimerizacioja soran ADP-vé és P;
ionné hidroliz&lédnak. - . .

1963-ban Hanson és Lowy ko6zolték az aktin monomerek filamentumma vald
Osszekapcsolédasanak modelljét (Hanson and Lowy, 1963). Ebben a modellben - a
monomer szerkezet részletes ismerete hidnyaban - a monomereket gombok
helyettesitették, amelyek a filamentumban spirdiszeriien kapcsolddtak dssze. Az elektron-
mikroszkdpos eredmények alapjan ez a modell tovabbi részletekkel egésziiit ki (Moore et
al.,, 1970; Spudich et al., 1972; Wakabayashi et al., 1975). Az aktin monomerrdl ekkor
mar megallapitottak, hogy szerkezete egy kisebb és egy nagyobb alegységbdl épiil fel.
Megallapitottak tovébba, hogy az izom-Osszehtz6dasban az aktin filamentilis forméja
vesz részt. A filamentélis és monomer forma kdzdtti kapcsolat leirdsara megsziiletett az
un. ,treadmilling” (taposémalom) mechanizmus elmélete. E szerint a filamentumhoz

asszocialé és onnan disszocidlé protomerek szama idGegységenként megegyezik, a



filamentum &tlagos hossza igy nem valtozik, mégis egy folyamatos dinamikus mozgas
van jelen (dinamikus egyensiily). Az elméletet sikerlilt igazolni in vivo koriilmények
kozott is (Wegner, 1976).

1981-ben sikeriilt elészor aktin monomereket kristalyositani a rontgen-diffrakcids
vizsgalatokhoz (Suck, 1981). A kristalyszerkezet 6 A-bs felbontasban adta vissza az aktin
térszerkezetét, amely igazolta az aktin két nagyobb alegységbdl valé felépitéset.

1990-ben az aktin térszerkezetét 2,8 A-6s felbontasban is meghataroztik (Kabsch et
al., 1990), amelyet tovabbi szerkezetek kovettek (McLaughlin et al., 1993; Schutt et al.,
1993). Az F-aktin modellszerkezetét eloszor 1990-ben készitették el (Holmes et al., 1990;
Milligan et al., 1990). Az eddigi legrészletesebb aktin-filamentum modellszerkezet 1993-
ban, rontgen-diffrakcids és elektron mikroszkdpiai eredmények alapjan késziilt (Lorenz et
al., 1993).



11.2 Az aktin szerkezete

Az aktin egy 43 kDa molekulatdmegli globularis fehérje (1. abra). Két f6 doménbéi
all, melyek kozott egy hasadékban helyezkedik el a nukleotid-, valamint a kation-k&té
felszin (Kabsch et al., 1990). E két domén két polipeptid lanc szakasszal, a domének aljan
kapcsolddik dssze, biztositva ezzel azok egymdshoz viszonyitott mozgasat. A doméneket
Osszekapesold régidt ,hinge” vagy csuklopant régionak is nevezik. Az atomszerkezet
meghatarozasa el6tti tanulmanyokban a doméneket nagy ¢€s kis doméneknek nevezték el
annak ellenére, hogy tdmegiik kozelit6leg megegyezik. A két domént a késébbiekben
tovabbi szubdoménekre osztottdk fel: a kis domént szubdomén I és Il-re, mig a nagy
domént szubdomén III és IV-re (1. dbra). A ,hinge” régié az N-, illetve C-terminalis

kozelében helyezkedik el, amelyek a szubdomén I szomszédsagaban taldlhat6ak.

% P e
Szubdomén IV 7 g v § Szubdomén II

Szubdomeén I Szubdomeén I

Nyul vazizombdl szarmazd G-aktin szalagmodellje. Az dbran a kotott ATP (palcika
modell), illetve a kation (gomb) térbeli elhelyezkedése 14that6 (Kabsch et al., 1990)
(Protein Data Bank k6d: 1ATN).



Az aktin filamentum szerkezetét eldszdr elektron-mikroszkopias felvételek alapjan
hatdroztdk meg (2.a ébra) (Huxley, 1972).

2. abra
(a) Az aktin filamentum elektronmikroszkopos felvétele (Huxley, 1972). (b) Az aktin

filamentum sematikus szerkezete (a gdombok az aktin protomereket jeldlik).

Az aktin filamentum a polimerizaci6 sordn az aktin monomerek
Osszekapcsolodasaval 1étrejott bal menetii hélix (Moore et al,, 1970) (2.b abra). A
filamentum egy teljes periddusanak hossza 72 nm. Egy teljes periédus 26 protomerbél
all, ahol a protomerek 12 teljes fordulattal rendelkeznek a filamentumban. Egy monomer
filamentumba valé beépiilésével a filamentum hossza 2,77 nm-rel n6 meg (Squire, 1981).
Mivel egy filamentumban lévé protomer elforduldsa az el6z6 protomerhez képest nagy

(166°), és mivel meghatarozott protomer-protomer kapcsolat van az egymaéssal sztérikus
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kapcsolatban 4llo, de egymast kozvetlenil nem kotd protomerek kozott is. igy a
filamentum egy 72 nm-es periédushosszal rendelkez6 két-szali jobb menetes hélixnek is
tekinthetd. Az 1990-es években az aktin filamentum atomszerkezeti modelljét az
elektronmikroszkopos felvételek (Holmes et al, 1990), és a rontgenkrisztallografias
eredmények (Lorenz et al., 1993) alapjan hataroztak meg (3. abra).

3. abra
Az aktin filamentum atomszerkezeti modellje (az egyes protomereket (Kabsch et al.,
1990) kiilonboz6 szinek jelolik) (Holmes et al., 1990; Lorenz et al., 1993). (Az abra a
heidelbergi Max Planck Institute for Medical Research honlapjar6l szarmazik)

Mivel az aktin monomerek aszimmetrikusak (1. bra), ezért a filamentum két vége

eltérd szerkezetli (,pointed end” és ,barbed end”). A molekula 1. abran feltiintetett

rrer

polimerizaci6 soran kialakulo , barbed end”-nek. A filamentumban a szubdomén II és IV
talalhat6 a filamentum tengelye felé, mig a szubdomén 1 és II a tengelyt6l tavolabbi
pozicidkba rendezddik (Holmes et al., 1990; Miki et al., 1992).
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Az atomi modell egyértelmiien aldtdmasztja azt az elképzelést, amely szerint a
filamentum két széla kbz6tt jelentds protomer-protomer kolcsonhatas alakul ki. Az ilyen
jellegli kapcsolatok a hosszii polimer szerkezetek esetében a szerkezeti stabilitas
biztositasdhoz elengedhetetienek. A filamentum hossztengelye irdnydban a protomerek
k6zo6tti kolcsonhatas erdsebb, mint a filamentum keresztiranyaban (Holmes et al., 1990).
A protomerek oldaliranyt, illetve hosszirdnyl Osszekapcsolddédsa a nukleotid kotésétol
fiiggetlennek bizonyult (Nonomura et al., 1975). Hasonl6 eredményre jutottak az aktin
ADP.P; molekuldkat kitd dllapoténak vizsgdlataval is (Orlova and Egelman, 1992).

A filamentum felépiilése sorin megkilildnbdztetjitk a nukledciés szakaszt, amely
sorAn néhany monomer dimerekké, vagy trimerekké kapcsolodik Ossze, illetve az
elongicidt, amikor a kialakult szerkezetekhez tovabbi monomerek kapcsolédnak, és
oligomereket, majd hosszii polimereket épitenek fel. A polimerizicié sordn beéll egy
egyensily, ahol a filamentum hossza mar nem valtozik. Ebben az éllapotdban a
filamentum dinamikus egyensilyban van, és a ,barbed end”-en a monomerek nett6
folyamatos mozgast ,treadmilling”-nek (taposémalom) nevezik. A ,treadmilling”
eredményeképpen a filamentumok mellett mindig talalhat6 egy monomer aktin
populédci6, amit az Gn. kritikus koncentraciéval jellemeznek. A kritikus koncentracional
alacsonyabb-aktin koncentracié mellett az aktin nem képes filamentumma szervezodni. A
kritikus koncentracié értéke fiigg a koOrnyezeti tényez6ktol, illetve a monomerek
nukleotid- és kation-kdtésétol is.

Az aktin egyarant képes monovalens, illetve bivalens kationok megkétésére (Estes,
1992). Az aktin monomer két doménje kdzotti nagy affinitast kation-koto felszin mellett
talalhaté még tovabbi harom, kisebb affinitasii kation-k&td régié is. A nagy affinitdsu
kotohely a kétértéki kationokhoz kiilonbszd affinitast mutat (Ca>* > Mn®* > Cd** > Mg**
> Zn®* > Ni*¥ > Sr*") (Loscalzo and Reed, 1976; Strzelecka-Golaszewska, 1973;
Strzelecka-Golaszewska and Drabikowski, 1968; Strzelecka-Golaszewska et al., 1978),
mig a tSbbi, kisebb affinitdsi kation-k6td hely hasonlé erdsséggel koti a vizsgilt
kationokat (Carlier et al., 1986).

Az aktin a sejten beliil fiziologis koriilmények kozott Mg®*-mal van telitve (Kopp
et al., 1990; Kushmeric et al., 1986; Tsien et al., 1982). Ugyanakkor a Ca’* j6! stabilizalja
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a monomer szerkezetét és laboratériumi koriilmények kozott altalaban e kation
jelenlétében 4llitjdk eld az aktint. Az aktin Ca’*-mal telitett formajaban a kritikus
koncentrécié értéke 10-szer nagyobb, mint Mg®*-mal telitett 4llapotaban (Carlier et al.,
1986; Kinosian et al., 1991; Martonosi et al., 1964). A Ca®'-aktin nukleécidja
nagysagrendekkel lassabb, mint a Mg*-aktiné (Tobacman and Korn, 1983), ugyanakkor
a két ionnal mért elongacios sebesség kdzel azonos (Gershman et al., 1989).

Az aktin filamentumhoz kapcsolodé monomerekben ATP hidrolizis zajlik, ami két
egymast kovetO Iépésre bonthatd (Carlier, 1989): (i) az ATP B-y foszfoészter kotésének
felhasadasa (a sebességi allandé értéke 20 °C-on 0,035 s') (Melki et al., 1996); (ii) az
anorganikus foszfat (P;) fehérjébol torténd lassu felszabaduldsa (0.0026 sy (Melki et al.,
1996). Az aktin polimeraci6jdhoz az ATP nukleotid nem feltétleniil sziikséges, a
filamentum ADP jelenlétében is 1étrejon. Az ADP filamentum szerkezete flexibilisebb,
stabilitasa kisebb, mint az ATP-filamentumé (Carlier, 1991; Isambert et al., 1995; Nyitrai
et al., 2000; Pollard et al.,, 1992). Kinetikai tanulmanyok soran igazolédott, hogy a
filamentumok ATPAz aktivitasa a filamentumok destabilizalédasat is eredményezi
(Pollard et al., 1992). Az ATP4z mechanizmus sordn a P; filamentumbdl valé
kiszabaduldsa okozza a filamentum dinamikai valtozasat, mig a foszfoészter kotés

felhasaddasa ilyen jellegii valtozast nem eredményez (Carlier et al., 1988).

--Az.-.ATP . -hidrolizis é&s a filamentum - -novekedésének - mechanizmusa - -

Osszekapcsolddik, aminek kovetkeztében a filamentumok ,barbed end”-jén mindig
talalhato egy ATP nukleotidokat kot protomer szakasz (ATP ,,sapka”) (Carlier, 1991).
Az ATP P- és y-foszfatja koordinalja a Ca®* jont a gelzolin-aktin kristalyszerkezetében
(McLaughlin et al., 1993), amely ion a sejtekben val6sziniileg Mg** ionra cserélédik.
Ahogy azt egy masik metalloenzim, a DNS polimerdz I esetében mér sikeriilt
meghatarozni (Fothergill et al., 1995), valdsziniileg az aktin esetében is fenn 4ll, hogy a
kotstt ion kulcsszerepet jatszik a foszfoészter kotés hidrolizisében (Estes et al., 1992).
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L2 Aktin-kotd, kis molekulasilyi peptidszirmazékok

Napjainkban szdmos olyan kis molekulasilyu peptidszarmazék ismert, amely az
aktin citoszkeletonhoz képes kotGdni, vagy pedig aktin-kotd fehérjékhez vald kotddése
soran az aktin filamentum dinamikéjanak megvaltozasat idézi elé (Fenteany and Zhu,
2003). Az ilyen jellegli kdlcsnhatésok vizsgalata irdnt a sejtbiolégia, valamint biokémia
kimagaslo érdeklodést mutat. Az érdekl6dés oka az, hogy az ilyen jellegli molekuldk
funkciondlis vizsgalata soran olyan vegyiiletre bukkanhatnak, amely akér egy tumor
ellenes gyogyszer fejlesztése soran alkalmas kiinduld vegyiilet lehet.

Az aktinhoz kdzvetleniil kétddni képes molekulak hatdsara nagymértékil valtozasok
kovetkeznek be a sejt alakjaban, mozgésaban, a sejtosztédasban, az endocitdzis és
exocitozisban, és egyéb, az aktin citoszkeleton altal ellatott funkcidkban (Cooper, 1987;
Fenteany and Zhu, 2003; Spector et al., 1999). Az aktinhoz kozvetleniil kété molekulak
két nagy csoportba sorolhaték: (i) amelyek az aktin filamentum felépiilését kiildnbszé
mechanizmusok Utjdn meggétoljak, vagy a filamentum destabilizalodasit eredményezik,
és (ii) amelyek stabilizaljdk a filamentumot, és az aktin polimerizdciojat idézik el6.

Egy az aktin filamentumot stabilizal6, és a polimerizaciét elsegitd ciklikus toxin a

phalloidin (Léw and Wieland, 1974). E részletesen tanulmanyozott molekula hatasa eltér

az aktin-koté fehérje molekuldk hatdsatél. A phalloidin kétShelye a filamentumon a
protomerek kozti résben talalhato (Barden et al., 1987; Faulstich et al., 1993; Steinmetz et
al., 1998) ott, ahol a legtobb aktin-k6té fehérjének nincs kétéfelszine. A phalloidin
fluoreszcens szarmazékai (Wulf et al., 1979) igy lehetéséget nytjtanak az aktin-kotd
fehérjék funkciondlis vizsgalataira, vagy az aktin citoszkeleton lathatéva tételére. Ez a
toxikus vegylilet ugyanakkor in vivo koriilmények koz6tt nem képes a sejtmembranon
keresztiil a sejtbe jutni, igy alkalmazisakor a sejtmembrin permeabilizaldsa sziikséges,
ami €16 sejten valo vizsgélatok esetén hatranyt jelent.

A jasplakinolide aktin filamentumot stabilizalé és polimerizaciot serkentd toxin,
amely az aktinhoz a phalloidinnel versengve kotédik. A jasplakinolide és a phalloidin
szamos tulajdonsdgdban hasonld, mig mdas tekintetben eltérd hatast fejt ki az aktin

filamentumra. A jasplakinolide-et mint igéretes tumor ellenes alapanyot tanulmanyoztdk
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a kordbbiakban, hiszen szdmos rdkos sejtben, példaul human prosztata és emldrakban,
valamint mieloid leukémia esetén citotoxikus hatast mutatott (Senderowicz et al., 1994,
Stingl et al., 1992). A jasplakinolide szdmAra - szemben a phalloidinnel - a sejtmembran
permedbilis (Senderowicz et al., 1994; Stingl et al., 1992), igy hasznélatakor nem
szilkséges mikroinjektdlds, vagy a sejtmembran detergensekkel valé roncsolésa.
(Senderowicz et al., 1994; Stingl et al., 1992). A jasplakinolide ezen tulajdonséiga el6nyt
jelent az in vivo kisérletekben.

A jasplakinolide-et azért valasztottuk kutatdsunk targydva, mert alkalmazasa esetén
hatdsanak részletes ismerete elengedhetetlen, és a késObbickben esetleges fluoreszcens
szarmazékainak eldallitdsdval szélesebb kori alkalmazasara is lehetdség nyilhat.
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1.2.1  Phalloidin

A phalloidin az Amanita phalloides-bd] (gyilkos galéca) szdrmazé ciklikus polipeptid,
toxin (4. 4bra). A phalloidin két gytiribl 41l. Az egyik gyiirli a Cys’-Pro(OH)*-Ala*-Trp,
amely a phalliodin toxicitasaért felelos (Wieland, 1986).

?H
CHB(;JCHQOH
Q O CH,
0 N0 P 2
CHSCH -G —NH -(;JH =G —=NH—CH—-{C =0

N -("."; ~CH—NH -ﬁ -(’ZH =NH-C =0
s O O C':HCHS
OH

4. dbra

A phalloidin szerkezete.

A phalloidin elveszti toxikus hatasét, ha az Ala’ helyett Gly, vagy cis-Pro(OH)* helyett
transz-Pro(OH)* van a gyrtiben, illetve a Trp® indol gyfirtijének alkilacidja soran
(Wieland, 1986). Ez a gylirl merev, ami a toxikus hatds kialakuldsdhoz ugyancsak
sziikséges (Kobayashi et al., 1995; Zanotti et al., 2001).

A miasik gylird az Ala'-Thr-Cys’-Trp®-Leu(OH)’. Szdmos szintetikus uton
médositott phallotoxinnal végzett vizsgalat soran bebizonyosodott, hogy az Ala', Thr?,
Leu(OH)’ a toxicitést nem befolyasolja jelentésen (Falcigno et al., 2001).

A phalloidin nagy affinitdssal kétddik az aktin filamentumhoz (K4 = 36 nM
(Faulstich et al., 1977)), stabilizélja annak szerkezetét (Faulstich et al., 1977; Miyamoto
et al., 1986) és mintegy két nagysagrenddel csSkkenti annak kritikus koncentracidjat.
Hatdsara a filamentum szerkezete depolimerizdciés hatdsok (magas KI koncentricio,

cytochalasin- és DN4z I- kezelés) ellenére is megmarad (Dancker et al., 1975; Estes et al.,
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1981; Faulstich et al., 1977; Schafer et al., 1975). A phalloidin gatolja az aktin ATP4az

A phalloidin az aktin monomerekhez nem kotddik. A toxin filamentumhoz kotédése
ezek alapjan valdszinlileg két vagy tobb protomerhez torténd egyidejli kapcsolattal
valésul meg. ,Cross-linking” (keresztkdtéses) vizsgalatokkal kimutattdk, hogy a
phalloidin kapcsolatban 4ll az aktinban a Met'"®, a Met* és a Glu''” aminosavakkal.
Kapcsolédik tovabba a Cys'® és Cys®™ kézott kialkulé diszulfid hidhoz is (Faulstich et
al., 1992; Nagashima and Asakura, 1980; Vandekerckhove et al., 1985), amely a
szubdomén I hatso felszinén taldlhato6 (1. dbra).

A phalloidin  filamentumon  beliilli  feltételezett  kotShelyét  késObb
molekulamodellezéses modszerrel hatiroztdk meg (Lorenz et al., 1993). A modellezés
eredményei Osszhangban vannak a biokémiai megfigyelésekkel. A modellezés azt
mutatta, hogy a toxin egy harom protomer altal kialakitott zsebben helyezkedik el, ahol a
phalloidin triptofénja az egyes protomerek aromas triptofénjai k6z€ orientalédik.

A phalloidin ugyanakkor nem két a Tetrahymena-bél (csillés egysejtll) szarmazé
aktinhoz, ami arra utal, hogy ez utdbbinak a szerkezete eltér a vazizombd! szérmazé aktin
szerkezetétol. A szekvncidk analizise azt mutata, hogy béar 74,6 % azonossag van a
Tetrahymena és a vazizom aktin kozott. A 190-200 szekvencia szakaszon ezen aktinok
. eltérnek  egymastdl. Ezek az aminosavak a vazizom aktinban hidrofilek, mig a
Tetrahymena aktinban hidrofob tulajdonsaguak. Elesztobdl szarmazé aktin filamentumon
kimutattdk, hogy Kkettés mutaciot alkalmazva (R177A/D179A) az aktinban a
fluoreszcens-phalloidin nem kotodik az aktinhoz (Drubin et al., 1993). Az Arg'” és
Arg'” aminosavak oldallancai a phalloidin témegkézéppontjatél mérve 6 A tévolsigban
helyezkednek el mind a Lorenz, mind pedig a Holmes modell szerint. Mivel a phalloidin
molekula mérete éppen 6 A korill van, ez a megallapitds nyitva hagyja annak a
lehetéségét, hogy kapcsolat legyen a phalloidin valamint az Arg'”’ ésivagy Arg'”
aminosavak kozott (Schuler et al., 2000). Ugyanakkor az Argm aminosav szerepe a
phalloidin kétésében valdszintitlen, mert R177D aminosav cserét alkalmazva a phalloidin
bekttése, €s stabilizalé hatdsa valtozatlan marad (Schuler et al., 2000). Ezt a
kivetkeztetést tamasztja az is ald, hogy az Arg177 kozvetlen kélcs8nhatasban 4ll a

szomszédos protomer Ser'”’-es aminosavjdval. Bar a Met'”, a GIn'" és Met**
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aminosavak kolcsnhatnak a phalloidin egyes szarmazékaival (Vandekerckhove et al.,
1985), a phallidin-aktin komplex alapjan megallapithaté térpozicidjuk til tavoli a
phalloidin megkotéséhez.

A phalloidin kotéhelye harom protomer kzott kialakuld zsebben helyezkedik el
(Barden et al., 1987; Faulstich et al., 1993; Steinmetz et al., 1998). A phalloidin gyorsitja
a nukleéciot (dimerek és trimerek képzése), és a polimerziciét (Wendel and Dancker,
1987). Az aktin vizsgélata soran megfigyelték, hogy a filamentum egyik szaldban 1évd
szubdomén IV és a vele ellentétes szdlban 1évd szubdomén I képesek egymas
konformdécidjanak megvaltoztatdsara (Orlova and Egelman, 1992; Orlova and Egelman,
1995; Wendel and Dancker, 1987). A két szal kozotti kapcsolat fontos szerepet tolt be a
filamentum stabilitdsdban. Nem meglepd tehat, hogy a phalloidin a két filamentumszal
Osszekapcsolasaval hatékonyan néveli a filamentum egészének a stabilitdsat.

Egyes tanulmanyok (Faulstich et al., 1993; Vandekerckhove et al., 1985) arra
mutatnak r4, hogy a phalloidin Leu(OH)’ oldallanca az aktinbél kifelé orientalédik. Ezt a
megfigyelést arany-klaszterhez kotott phalloidinnel végzett elektron-mikroszkdpiai
vizsgélatok eredményei is igazoltak (Steinmetz et al., 1998).

Wriggers és Schultern (Wriggers and Schulten, 1999) molekuladinamikai
tanulmanyok soran arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a metilezett-His™ és Arg'”’
--aminosavaknak toltottnek kell lennitik ahhoz, hogy az aktinrdl a foszfat disszocidlhasson.
Ez arra utal, hogy a foszfat disszociacié mechanizmusdban ezen aminosavak szerepet
jatszanak. Bér mint fent tirgyaltuk, az Arg'”’ aminosav szerepe a phalloidin k&tésében
val6szinlitlen, a kotétt phalloidin egyes megfigyelések szerint gatolja a foszféat
disszociacidjat (Dancker and Hess, 1990). E tekintetben ugyanakkor nem egységes az
allaspont, mivel 1jabb biokémiai eredmények nem tdmasztjdk ald ezeket a
megfigyeléseket (Nyman et al., 2002).

Kordbban a phalloidin-aktin komplex szerkezetét a phalloidin-aktin filamentum
komplexbdl szarmaz6 diffrakciés adatok alapjan modellezés segitségével hataroztak meg
(Lorenz et al., 1993). Napjainkban napvilagot latott egy tanulmény, amelyben diffrakcids
adatok alapjan kozvetleniil hatdroztdk meg a kotott phalloidin radidlis pozicidjat, majd
szamitassal az axidlis és azimutélis pozicidkat, illetve a phalloidin orientaci6jat (Oda et

al., 2005). Az igy meghatéarozott aktin filamentumhoz kotott phalloidin szerkezet hasonlit
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a Lorenz és munkatarsai (Lorenz et al., 1993) altal meghatarozott szerkezethez. A
phalloidin kotShely az aktin filamentumban kozel helyezkedik el az alsé protomer 198-
201-es hurokjahoz, valamint a diagonalis protomer 73-75 valamint 179-es

aminosavaihoz, és tavolabb van a fels6 protomert6l (5. abra) (Oda et al., 2005).

5. abra

Oda és munkatarsai altal meghatarozott, az aktin felszinén kotott phalloidin
térpozicidja (Oda et al., 2005) (sztereo abra). A harom protomer kozott elhelyezked6
phalloidint elektron denzitisdnak megfelelden jeloli az abra. A kolcsonhatasban részt

vevd 73, 177, 179, és 196-200 aminosavakat gémb és palca modell mutatja.
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122 Jasplakinolide

A jasplakinolide a Jaspis johnstoni-ban (egy tengeri szivacsban) eléfordulé
citotoxikus hatdst peptid. Haromtagil gytirits szerkezete 15 szén atombol 4ll, amelyek
harom aminosavat (L-alanin, N-metil-2-brém-triptofin, és B-tirozin) alkotnak (Crews et
al., 1986) (6. ébra).

H
HO N

Ho G
N
N-CHa
CH
O NH
Hac Hsc
Z
H
Hac H H c 3

6. abra A jasplakinolide szerkezete

In vitro koriilmények kozott a jasplakinolide kétédik az aktin filamentumhoz (K4 =
15 nM) és depolimerizaciés kornyezetben (pl. alacsony sékoncentracié mellett) is
stabilizdlni képes a filamentum szerkezetét (Bubb et al., 2000). Ezzel &sszhangban a
Jasplakinolide gyorsitja az aktin polimerizacidjat (Bubb et al., 1994). Ezen hatdsa olyan
erds, hogy még nem polimerizaldé kdriilmények kozoétt is polimerizicidra készteti az
aktint. Mig a phalloidin stabilizalja az aktin oligomereket, a jasplakinolide hasonlé hatést
nem mutat (Spector et al., 1999). A jasplakinolide Mg**-aktinra gyakorolt stabilizal6
hatdsa erbsebb, mint Ca**-aktinra (Estes et al., 1981). Prosztata rik sejtekben in vivo
kisérletekkel igazoltak, hogy a jasplakinolide képes a rodamin-phalloidint leszoritani az
aktin filamentumrél, ami valészinisiti azt, hogy a két toxikus peptid kotohelye az aktin

filamentumon egybeesik, vagy ezen kotbhelyek nagymértéki atfedést mutatnak

20



(Senderowicz et al., 1995). Ugyanakkor a jasplakinolide in vivo korillmények kozott
eldsegiti az aktin filamentumok feldarabolédésat, megvaltoztatva ezzel a citoszkeleton
szerkezetét (Senderowicz et al., 1995; Spector et al., 1999). Ez a jelenség feltehetleg a
jasplakinolide aktin filamentumra gyakorolt szekunder hatdsaban rejlik, amely
valdsziniileg az aktin , illetve egyes aktin-k6td fehérjék szintézisén keresztlil valosulhat
meg (Bershadsky et al., 1995).
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II. Célkitiizések

Munkank soran az alabbi célokat tiiztiik ki:

1. Az aktin filamentum dinamikéjaban phalloidin és jasplakinolide k&tésének
hatasdra bekdvetkezd valtozasok leirdsa és azok Osszehasonlitasa fluoreszcencia

spektroszkopia alkalmazasaval.

2. A toxinok hatasa alatt 4ll6, illetve a toxinmentes filamentum termodinamikai

jellemz6inek meghatdrozésa, és 6sszehasonlitasa kalorimetria segitségével.

3. Az aktin filamentum jellemzése szubsztSichiometrikus toxinkoncentracidk

esetén.

4. A toxinok altal kivaltott allosztérikus hatds kvantitativ modellel torténé leirdsa.
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III. Anyagok és modszerek

III.1 Felhasznilt anyagok

A kisérletek soran felhasznalt anyagok az alabbi forrdsokbdl szarmaztak: kéalium-
klorid (KCl), magnézium-klorid (MgCly), kélcium-klorid (CaCl;), nétrium-hidroxid
(NaOH), 3-(N-morfolin)propan (MOPS), tris-(hidroxi-metil)amino-metdn (TRIS), N-
(((iodoacetil)amino)etil)-5-naftilamin-1-szulfonat (IAEDANS), akrilamid,
transzglutaminaz, dimetilformamid (DMF) és phalloidin; Sigma Chem. Co. (St. Louis,
MO, USA). S5-(iodoacetamid)fluoreszcein (IAF), fluoreszcein cadaverin  (FC),
jasplakinolide; Molecular Probes (Eugene, OR, USA). ATP, 2-merkaptoeanol,
dimetilformamid (DMF); MERCK (Darmstadt, Germany), natrium-azid (NaN3); Fluka
(Svijc).

III.2 Az aktin preparélasa

A munka soran nyul vazizombdl szarmazé aktint hasznaltunk, melynek el6allitasa
két Iépesben torténik. Els6ként az n. aceton forgacs készill el (Feuer et al., 1948), amely
-20 C°-on hoénapokig tarolhaté. A masodik lépésben, kdzvetleniil a kisérletek eldtt az
aceton forgacsbdl torténik az aktin izoldlasa (Spudich and Watt, 1971). Az izolalas soran
az aktin az alabbi pufferben volt (A puffer): 2 mM Tris/HCI, 0,2 mM ATP, 0,1 mM
CaCl,, 0,005 % NaNs, 0,5 mM 2-merkaptoetanol, pH 8,0. Az aktin polimerizaldsa 100
mM KCl és 2 mM CaCl,, vagy MgCl, hozzaadasaval tortént a megfelelé aktin
filamentum kialakitisahoz. Mg**-aktin filamentum esetén a monomerben Ca’*-Mg*
ioncserére volt sziikség, amelyet a polimerizilas elétt 0,2 mM EGTA és 0,1 mM MgCl,

(végkoncentraci6k) hozzdadasaval végeztiink (Strzelecka-Golaszewska et al., 1993).
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IIL.3 Az aktin fluoreszcens jeldlése

Az aktin Cys’™ aminosavdt IAEDANS-szel az aldbbi médon jeldltiik:
Polimerizacié utan a 2 mg/ml koncentraci6j aktint szobahdmeérsékleten inkubaltunk 10-
szeres molaris tilsalyban lévé IAEDANS-szel, fénytdl védve (Miki et al.,, 1987). A
reakci6t MEA 10-szeres moldris feleslegben valé hozzdadasaval allitottuk le, majd a
mintat 100 000 x g-n, 2 6rén 4t, 4 °C-on centrifugaltuk. A pelletet duzzasztis utin
homogenizaltuk, majd éjszakén 4t A pufferrel szemben dializaltuk.

Az aktin Cys’’ aminosavat IAF-fel a kovetkezéképpen jelsltiik: 2 mg/ml
koncentréciéji monomer aktinhoz 15-sz6rds moldris talsilyban IAF-et adtunk. Az IAF-et
elézbleg 0,1 N-os NaOH-ban oldottuk fel, majd a pH érték - HCI oldattal valé - szinten
tartasa mellett adtuk a mintdhoz. A mintat a jel6l6vel 16 6ran at 4 °C-on inkubaltuk. A
mintat 100 mM KCl-dal és 2 mM MgCl,-dal 2 6ran keresztiil szobahOmérsékleten
polimerizaltuk, majd 100 000 x g-n, 2 6rdn 4t, 4 °C-on centrifugaltuk. A pelletet
duzzasztas utdn homogenizaltuk, majd éjszakén &t A pufferrel szemben dializaltuk.

A IAEDANS-aktin Glu*' aminosavat FC-nel az alabbiak szerint jel6ltiik: 2 mg/ml
monomer IAEDANS-aktinhoz 15-sz6rés moléris feleslegben FC-t, valamint 1 mg/ml
koncentricidban transzglutaminazt adtunk (végkoncentraciéra szamolva), majd 16 dran
at inkubaltuk fényt6l védve, 4 °C-on. A FC-t eldz6leg DMF-ben oldottuk fel Ggy, hogy a
DMF térfogataranya a mintdban 0,6 %-nal nem volt nagyobb (Takashi, 1988). A mintat
polimerizaltuk, majd az el6zdekben leirt moédon centrifugalds, duzzasztis ¢&s

homogenizaléds utan A pufferrel szemben dializaltuk.
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7. dbra
Az (a) intermonomer és az (b) intramonomer FRET mérések soran alkalmazott
donor-akceptoros mintak sematikus 4bréja. Az dbrén a csak donorral (D) vagy csak
akceptorral (A), valamint a donorral és akceptorral egyarént jelolt (DA) protomereket
tiintettiik fel.

Azokban a mérésekben, ahol a donor és az akceptor kililénbdz6 aktin monomereken
volt a filamentumokban, a filamentumon belill kialakul6 monomerek  kozotti, an.
intermonomer flexibilitdst tanulmanyoztuk. Azon meéréseinkben, ahol ugyanazon
monomer volt megjeldlve mind a donorral, mind az akceptorral, a filamentumokban a
protomereken beliili, tin. intframonomer flexibilitas leirasa volt a célunk.

Az intermonomer flexibilitds mérésekhez a donor-jelélt (IAEDANSelolt) aktin
monomereket 1:8 aranyban akceptor-jelolt (IAFel6lt) monomerekkel kevertiik dssze a
donor-akceptor FRET part tartalmazé minta készitése soran, majd az aktin oldatokat
polimerizaltuk (7.a &bra). A csak donort tartalmazé minta esetén a donor-jeldlt aktin
monomereket 1 : 8 ardnyban jel6letlen monomerekkel kevertiik Gssze a polimerizélas
elott.

Az intramonomer flexibilitas vizsgalatokhoz a donorral és akceptorral egyarant
megjelslt aktin monomereket (IAEDANS-FC-aktin) jeldletlen monomerekkel 1 : 10

aranyban kevertiik 6ssze a donor-akceptor jelslt minta esetében (7.b 4bra). A csak donort
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tartalmazé minta készitése soran donor-jeldlt aktin (IAEDANS -aktin) monomereket 1 :
10 aranyban jeldletlen monomerekkel kevertiink &ssze. A mintdk végkoncentracidja 20

puM volt.

II1.4 A fehérjekoncentracio és a jelolési arany meghatarozasa

Az aktin és az alkalmazott fluoroférok koncentracigjat Shimadzu UV-2100 tipust
spektrofotométer segitségével hataroztuk meg. A koncentracidk az extinkcids

koefficiensek ismeretében a Lambert-Beer térvény alapjan meghatarozhatok:
Inlp/I=A=gxXc, 1)

ahol Iy és I az oldatba belépd, illetve az onnan kilépd fénysugar intenzitasai, A az
abszorbancia, & az extinkcios koefficiens, x a fénysugar oldatban megtett Uithossza, mig ¢
az oldott anyag koncentracidja. A koncentracié meghatarozés sorén az aldbbi extinkcios
értékeket hasznalatuk: G-aktin (280 pm= 1,11 ml mg‘lcm"), IAEDANS (€336 nm= 6100 M’
lem™), IAF (€496 nm= 77000 M 'em™), FC (€493 nm= 77500 M lem™).

IIL5S ,Steady-state” fluoreszcencia spektroszképia

A ,steady-state” fluoreszcencia kisérleteket egy termosztdlhatdé mintatartoval
ellatott Perkin-Elmer LS50B tipust spektrofluoriméterrel végeztiik. Az aktint a hozzé
kovalensen kotott extrinsic fluoroforok segitségével vizsgaltuk. Kiilsé fluoroférként
olyan molekuldkat valasztottunk, amelyek szelektiven kothetéek az aktin meghatarozott

aminosavéhoz (a Cys’™ vagy a Glu"!

aminosavakhoz), a fehérje tulajdonsagait csak
elhanyagolhat6 mértékben véltoztatjdk meg, illetve spektralis tulajdonsidgaik miatt a
FRET mérésekhez donor-akceptor part alkotnak. A kivélasztott fluoroférok, az

IAEDANS, IAF és FC mindegyike eleget tesz ezen kritériumoknak, tovabbd a
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fluoreszcencia spektroszkopia technikaban széles kérben elterjedt, rutinszeriien hasznalt
molekuldk. A IAEDANS emisszios spektrumét 350 nm hulldmhosszisagu fénnyel valé
folyamatos gerjesztés mellett, a 420 - 470 nm hulldmhossztartomanyon detektaltuk. Az

alkalmazott fluoroférok spektralis paramétereit a 1. tdblazat foglalja dssze.

Sfuorofor Agx (nm) Agm (nm)
TIAEDANS 350 490
FC 493 517
IAF 490 515

1. tAblazat

Az alkalmazott fluoroférok gerjesztési (Ag,) és emisszios (1g,) maximum értékei.

A hullamhosszakat monokromatorral valasztottuk ki. A gerjesztési €s az emisszids
rés mérete 5 nm, a spektrum felvételének sebessége 300 nm/perc volt. A hémérséklet
értékét a kiivettatartoban mértiik, és 6-36 °C-os tartomanyon valtoztattuk.

A spektrumokat korrigalttuk az un. ,inner filter” effektusra, amely a minta on-
abszorpcigjabdl ered. Figyelembe véve a kiivetta és fénynyalab geometriai elrendezését,

- 1x1 cm-es fénytttal rendelkezd kilvetta esetében a kdvetkez6 dsszefiiggést alkalmaztuk:
Fiorr = Fobs antilog [(ODex+ODem)/2] )
ahol az Fyor €s Fops @ korrigdlt és mért intenzitdsokat, az ODgy €s OD,y a gerjesztési,

illetve az emissziés hullimhosszakon, az abszorpcidk értékét 1 cm-es fényitra

vonatkoztatva.
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III.6 Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) meghatarozott spektrélis
Jjellegii és térbeli elhelyezkedésli fluorofor parok kozoétt johet létre. A transzfer soran a
gerjesztett dllapoti fluorofér (donor molekula) energiat ad at egy maésik (vagy tdbb
masik) fluoroférnak. Ez az energiadtadas n. ,,szinglet” allapotok k6zott, foton emisszidja
nélkiil jon létre. A molekuldk kozott litkdzéses kolcsénhatas nem jon létre, és a folyamat
soran hoé nem keletkezik. A transzfer létrejottének feltétele, hogy i.) a fluoroférok 1-10
nm tavolsagban helyezkedjenek el egymdstdl, ii.) a donor emisszids és az akceptor
abszorpciés spektruma atfedést mutasson, iii.) a donor kvantumhatésfoka megfelelen
nagy legyen, iv.) a donor emisszids, és az akceptor abszorpcids vektora kedvezd szdget
zéarjon be egymassal.

A FRET hatasfok az alabbi egyenlettel hatdrozhaté meg a donor fluoreszcencia

intenzitasanak ismeretében:

E=1-(Fpa/Fp) G)

ahol Fps a donor akceptor jelenlétében, és Fp a donor akceptor nélkiil mért

. ﬂuoreszcencia intenzitasa. A FRET alk@lmaz‘_és_a_ soran. l'ehgt(’j_sfég van a donor és:_az

akceptor molekulak tavolsaganak (R) meghatdrozasara (Forster, 1948). Definicié szerint
Ry az a tivolsag, amelynél az energia transzfer hatasfoka 0,5. A transzferhatdsfok,
valamint az Ry ismeretében a fluoroférok tivolsdga (R) az aldbbi 8sszefiiggéssel
hatdrozhaté meg:

E=R’/ (R’ +R® . @)

A fenti paraméterekbdl szdrmaztathaté egy ujabb FRET paraméter, a normalt FRET
hatasfok (f’), amely definicié szerint a FRET hatasfoknak és a donor akeceptor

jelenlétében mért fluoreszcens intenzitédsanak a hanyadosa (Somogyi et al., 1984):
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f’=E/Fps (5)

Munkank sordn célunk volt a fehérje kiilonb6zd allapotainak flexibilitdsardl
informdaciokat szerezni, ezért hdmeérsékletfiiggd FRET kisérleteket végeztiink.

Az f’ paraméter a donor €s az akceptor kozotti tavolsidg eloszldsanak
kiszélesedésével van dsszefliggésben , ezért az f° érték hémérsékleti profilja a donor és
akceptor kozotti fehérjematrix flexibilitasdra jellemz6. Ez a médszer akkor alkalmazhato,
ha a fehérjematrixban konformacids valtozas nem kdvetkezik be, illetve ha a donor €s az
akceptor atlagos tavolsdga nem véltozik. Ekkor az f * paraméter homérséklet-fliggésének
tendencidja a fehérje két pontja kozbtti térrész flexibilitasardl ad informaciét. Ha nagyobb
az f’ homérsékletfiiggésének a meredeksége, akkor flexibilisebb a donor és az akceptor

k6zotti fehérjematrix.

I11.7 Fluoreszcencia kioltas

A gerjesztett fluorofér energidjat tobb kiilonb6zé mechanizmus utjan adhatja le.
Ezek a kovetkezdk szerint csoportosithatok: radiativ (foton), azaz elektromagnesen
hullam kibocsatasaval jaré folyamatok, illetve nem-radiativ, hé kibocsétiséval jard
folyamatok. A radiativ lecsengési folyamatokat, vagy lumineszcencia folyamatokat
tovabb bonthatjuk fluoreszcenciara, illetve foszforeszcencidra annak megfeleléen, hogy
milyen energiadllapotbdl kiindulva jon létre az elektromagneses hullamok kibocsétasa.

A fenti folyamatok kiegésziilnek abban az esetben, amikor a rendszerbe speciélis,
un. kiolté molekuldk vannak jelen (Q). Ezek a molekulak specialis elektronszerkezetiik
révén iitk6zve a fluoroforral annak fluoreszcencigjat kioltjak. Ezt az esetet irja le az

alabbi séma:
A*+ Qe A* . QoA:Q*>A:Q+hd . (6)

ahol A* és A a gerjesztett, illetve alapallapotban 1év6 fluorofér molekula.
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A fluoreszcencia kioltasi kisérletekben akrilamid kioltd jelenlétében vizsgaltuk az
IAEDANSjelslt  aktin  filamentumok  fluoreszcencia intenzitdsit a  kiolto
koncentracidjdnak fliggvényében. A kioltasi kisérletek eredményei informéciot
szolgaltathatnak a fluorofér kornyezetének szerkezetér6l, dinamikajar6l, illetve a
fluorofér oldat felé mutatott hozzaférhetGségét illetben. A kioltds hatékonysiga

jellemezhetd a klasszikus Stern-Volmer egyenlet alkalmazéséval (Lakowicz, 1983):
Fo/F=1+Ksv[Q] )

ahol Kgv a Stern-Volmer kioltasi Alland6, Fo a fluorofér fluoreszcencia intenzitisa a
kiolté nélkiil, mig F a fluoreszcencia intenzitds [Q] koncentracidju kiolté jellétében.
Tovabba:

Ksv=k+7o (8)

ahol k; a bimolekularis sebességi dlland6, amely a fluorofodr és a kiolté molekula kozotti
relativ transzportot jellemzi. A k. érték informaciét szolgaltat a fluorofér oldat felé
mutatott hozzaférhetségerol.

~ A kioltasi kisérletek soran az akrilamid térzsoldat koncentraciéja 2 M volt. A

torzsoldatokat kozvetleniil a mérések eltt készitettilk. A méréseket 20 °C-on végeztiik.

II1.8 Differencialis pasztizé kalorimetria (DSC)

A természetben végbemend folyamatok sordn az anyag belsd szerkezetének
valtozdsa meghatdrozott térvényszerliségek szerint zajlik. Egy adott biolégiai rendszer
allapothatarozéi (nyomds, hoémérséklet, térfogat, koncentracié, stb.) a rendszer
energ'iaéllapotérél, belsé rendezettségérdl, stabilitdsaré] tdjékoztatnak. Ezeket az

osszefliggéseket az Aallapotegyenletek irjak le. A fehérjék térszerkezeti stabilitasa
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termodinamikai médszerekkel jol vizsgalhat6. Ezen médszerek koziil is els6sorban azok
birmak jelentdséggel, amelyek a rendszer folyamatos melegitése vagy lehiitése soran
képesek kis hoeffektusokat is mérni.

Munkéank soran a differencialis pasztdzo kalorimetria (DSC) kisérleteket egy
SETARAM Micro DSC-II kaloriméteren végeztilk. A késziilék a hfaram mérés elvén
miikédik. Egy program szerint fiithet6/hiithetd hoelnyelé blokkban van a mérd és a
referencia cella. A mért paraméterek a mintatarté, mint hdelnyeld hémérséklete és a
minta-referencia cella kdzti hdémérséklet kiilonbség. A prepardtum bemérése Ggy torténik,
hogy a két cella hékapacitdsa kézel azonos legyen. A programozott flités soran igy a két
edény hémérséklete azonos mddon valtozik, hdmérséklet kiilonbségiik zérus mindaddig
(a referencia a minta pufferoldata), amig valamilyen folyamat (endo/exoterm) nem
torténik a makromolekula rendszert tartalmazd mérdcellaban. A hémérséklet kiilonbség
el6jelétdl és annak nagysagatdl fiiggben vagy a mérd vagy a referencia celldba kell
tobblet energiét taplalnunk az eredeti fiitési program és a celldk kozti termikus egyenstly
fenntartasa érdekében. A rendszer kimend jelként ezt az energidt (hdaram) adja meg vagy
az id6, vagy az aktudlis homérséklet fiiggvényében. A folyamatrdl kdzvetleniil nyerhetd
informéci6 igy a kimend jel integralja, az Un. kalorimetrikus entalpia (a celldk 4llandé
nyomas alatt vannak). Ebbdl grafikus feldolgozds sorén az aldbbiak szerint egyszerlien
- megkaphatarozhaté. a minta 4llandé nyomaésra vonatkoztatott -hokapacitdsa. Tovabbi

termodinamikai paraméterek, pedig az aldbbi termodinamikai Osszefliggések alapjan

szamolhatok:
aH_ . dT
a7 dt )
valamint
dH / dt _C (10)
mdT | dt P

ahol H a kalorimetrikus entalpiavaltozas, ¢ az id6, m a tomeg, T a homérseklet, valamint

C, a hékapacitas.
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Az aktin filamentum hdédenaturaciojat 0 és 100 °C kozott 0,3 °C / min fiitési,
illetve hiitési sebesség mellett Hastelloy cellakban kovettiikk nyomon. A vizsgalt mintak
tomege 4tlagosan 850 mg volt. Kontrollként a mért minta puffer oldata szolgalt. A
rendszer alapvonalanak stabilitasa izoterm tizemmaédban + 0,2 uW hibahataron beliil volt.
Az aktin koncentraciéja 3 mg/ml volt, a méréshez referenciaként a minta mérdpuffer
oldata szolgalt. Az endoterm denaturicié kalorimetrikus entalpiavaltozasit (AH) a
héaram-hémérséklet gorbe integraljab6l SETARAM program segitségével hataroztuk
meg. A mérés soran kapott hbdenaturacids atmenetekhez tartozd gérbékbdl szdmitott
entalpiavaltozas értékeket (AH) a denaturacios csticsokra (7r,) illesztett Gauss-gorbék
teriiletardnyaibdl szamitottuk ki, ORIGIN 6.0 programmal. A denaturicié
entrépiavaltozasat (AS) az alabbi képlettel kaptuk:

AS=AH/Tp (11)
ahol Ty, az aktualis atmenethez tartoz6 gérbemaximum hémérséklete.

A Gibbs-féle szabad entalpiavéltozast szobahOmérsékletre szamitottuk ki a
kévetkezd képlettel:

AG=AH-TAS. - . (12) .

A legegyszerlibb, kisérleti eredményekkel egyezd modell szerint, a fehérje
hédenaturacidja egy reverzibilis denaturaciét kovetd irreverzibilis 1épés soran térténik
(Lumry and Eyring, 1954):

ky ks
N o D1 (13)

ahol N és D valamint I a natir, reverzibilisen, illetve irreverzibilisen denaturalédott
fehérje konformaciokat jelzi, &, k-1 €s k, pedig a jelzett dtmenetek sebességi allandoi.
Mivel &y >> ky, és k-) >> ky, igy a folymat sebességét a D — I atmenet 4, sebességi
llad6ja hatirozza meg, €és a teljes folyamat irreverzibilisnek tekinthetd. Ez a modell

képezi az alapjat annak a médszernek, amit Sanhez-Ruiz és munkatérsai irreverzibilis

32



folyamatokra dolgozott ki (Sanchez-Ruiz et al., 1988). A k; dllandé hdmérséklet fliggése
az Arrhenius egyenlettel meghatarozhat6:

k, = exp[— E?A[% - %)] (14)

ahol E5 az aktivalasi energia, 7* az a homérséklet, ahol a sebességi édllandé értéke
egységnyi, [k(T*) = 1 5], R az egyetemes gazallando, T pedig a kelvinben mért kisérleti
hémérséklet.

Az F-aktin esetén tapasztalt irreverzibilis denaturdcids csicsok vizsgalatakor a
Lumry-Eyring séma (15. egyenlet) sebességi allanddira fennéll, hogy %, < k.; valamint k,
< k;. Ebben az esetben k; az Un. ,rate-limiting” (a teljes folyamat sebességét
meghatarozd) sebességi allando, igy az aktivalasi energia meghatarozhaté a homérséklet
véltoztatésa sordn szamitott sebességi allandd meghatdrozasdval. Sanchez-Ruiz és
munkatarsai tobb kiilonb6z0 moédszert irtak le az aktivalasi energia meghatarozasara

(Sanchez-Ruiz et al., 1988), amelyek koziil az alabbit alkalmaztuk:

ln[h{&ﬂ = E—"{L —lJ (15)

ahol AH.y a denaturdciés cslcshoz tartozod teljes kalorimetrikus entalpia, AH a
kalorimetrikus entalpiavaltozds, mig 71, a denaturacids csicsmaximumhoz tartozd
hémérséklet. A 15. egyenlet bal oldali kifejezését 1/T fiiggvényében abrazolva egy -E4/R
meredekségii egyenest kapunk, melyb6l az aktivalasi energia meghatirozhatd. Az igy
eredményiil kapott aktivalasi energia hibdja az altalunk alkalmazott alacsony felfiitési
sebesség (0,3 K / perc) mellett § %.
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IV. Eredmények, megbeszélés

IV.1 Az aktin filamentum flexibilitasdanak és termikus paramétereinek vizsgalata

Ca?*-aktin filamentumban

IV.1.1 Flexibilitdsvizsgalat FRET segitségével

Munkdank sordn két toxikus peptidnek, a phalloidinnek és a jasplakinolide-nek az
aktin filamentum flexibilitasira gyakorolt hatdsét vizsgaltuk FRET mdédszerrel. Korabban
FRET mérések soran igazolédott, hogy az aktin filamentum flexibilitdsa nagyobb ca**.,
mint Mg®*-ion kotése esetén (Hild et al., 1998). FRET mddszert alkalmazva phalloidin
hatésara a Mg”**-F-aktin intermonomer flexibilitisa csak kis mértékben, mig Ca?*-F-aktin
esetében nagymértékben csokkent (Nyitrai et al., 2000). Jelen munkénkban - ezen
eredmények alapjan - az ATP jelenlétében polimerizalt Ca**-aktin filamentumot
valasztottuk, mint alkalmas modellrendszert, a toxinok hatdsanak vizsgélatira. A Ca**-F-
aktinon végzett FRET kisérletekben a toxinkezelést minden esetben 1: 1 toxin : aktin
protomer aranyban végeztiik.

A jasplakinolide és a phalloidin nagy affinitdssal kotédik az aktin filamentumhoz
- (15 és-36 nM), igy a 20 uM aktin, illetve toxin koncentracié mellett az aktin protomerek
tobb mint 99 %-a toxint k6tdtt a mérések soran.

Kisérleteink soran aktin monomereket jeloltink IAEDANS, illetve IAF
fluoreszcens szonddkkal, melyeket a polimerizdcié soran a nativ monomerekkel a
megfelelé ardnyban Kevertiik Ossze (ld. I3 fejezet). Az igy kialakitott aktin
filamentumon az intermonomer flexibilitast viszgaltuk. Maés esetben ugyanazon
monomeren beliil végeztiink kettds jeldlést IAEDANS és FC fluoreszcens szondikkal az
intramonomer flexibilitds vizsgalatdhoz (1d. IIL.3). A FRET kisérletek sordn kapott
eredményekbdl meghatdroztuk az egyes homérsékletekhez tartozé relativ f°
paramétereket. Az f’ paraméter homérsékletfiiggését folytonosnak €s monoton
ndvekedbnek taldltuk (9. dbra), ami arra utal, hogy a filamentumban a vizsgalt
hémérséklettartomanyon nem kovetkezett be olyan konformécids valtozds, amely az

egyensilyi donor-akceptor tavolsigot, vagy a donor és akceptor relativ orienticidjét
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jelentdsen megvéltoztatta volna. Ezt a kovetkeztetésiinket tdmasztotta ald az is, hogy a
szdmolt donor-akceptor tavolsdg a mért homérséklettartomanyban 5 %-os hibahataron
beliil allandénak bizonyult. A FRET kisérletek esetén a donor fluoreszcencia intenzitdsa -
az akceptor effektiv fluoreszcencia kiolté hatdsa miatt - minden esetben alacsonyabb volt

akceptor jelenlétében, mint a csak donorral jellt minta esetén (8. &bra).

800

600-

400-

200-

Fluoreszcencia intenzitas
{onkényesen valasztott egység)

0 ; :
400 450 500
Hullamhossz (nm)

8. abra
IAEDANS (donor) jeldlt aktin filamentum fluoreszcencia emissziés spektruma
akceptor nélkiili (folytonos vonal), illetve akceptorral jel5lt (szaggatott vonal)
minta esetén. A mérést 350 nm gerjesztési hullamhossz mellett 5 nm-es gerjesztési és

emisszios réssel, A pufferben végeztiik, 20 uM aktin koncentracié mellett.

A FRET kisérletek soran meghatéroztuk a FRET hatédsfok (4. egyenlet), majd az f’
(5. egyenlet) valtozasét 6-36 °C-os hémérséklettartoményban. Meghatéroztuk a relativ f°
értékét ugy, hogy normaltuk azokat a 6 °C-on szdmolt f’ értékekkel. Az intermonomer

FRET relativ f’ valtozdsa Ca*"-aktin filamentum esetében 135 % volt toxinkezelés
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néikiil (9.2 4bra). A relativ f’ valtozdsa phalloidin hatdsara 13 %-ra csokkent,
jasplakinolide esetében pedig minddssze 2 % volt (9.a dbra).

A toxinok jelenlétében tapasztalt kisebb mértékii relativ f * novekedés a filamentum
erésebb protomer-protomer kélesénhatdsat, a filamentdlis szerkezet stabilabbd valasat
jelzi. Mindkét toxin stabilizdlta tehdt a filamentumban a protomer-protomer

kapcsolatokat. A jasplakinolide a phalloidinnél er6sebb stabilizal6 hatdst mutatott.
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9. dbra
A relativ f * hdmérsékletfliggd valtozésa intermonomer (a) és intramonomer (b) FRET

kisérletekben Ca®*-aktin filamentum esetében. Az 4bra a toxinmentes (w) mintakkal,

illetve phalloidin (A), vagy jasplakinolide (®) jelenlétében mért adatokat mutatja.

A filamentum dinamikai stabilitasat a protomer-protomer kdlcsénhatasok, illetve a
protomeren beliili kélcsénhatdsok egyarant befolydsolhatjak. A filamentum protomerein
beliili szerkezeti véltozast intramonomer FRET kisérletekkel vizsgaltuk. A jellés soran

létrehozott IAEDANS(Cys*™)-FC(GIn*') kétszeresen jelslt monomerekben a jelolt
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monomerek FRET mérés soran szamitassal meghatarozott tavolsaga 4,6 és 4,9 nm kozott
volt. Ez az eredmény j6! egyezik az aktin monomer kristilyszerkezete alapjan a Gln*' és

*7 (a modellezett kristalyszerkezetbsl hidnyzik a Cys’’*-es aminosav, ezért a

az Arg
hozza legkozelebbi, meglévd aminosav tadvolsdgat hatdroztuk meg) kdzott meghatarozott
tavolsaggal (4,7 nm). Az intramonomer flexibilitas vizsgélata soran (9.b ébra) a relativ £’
42 %-os ndvekedést mutatott toxinkezelés nélkill. Phalloidin hatdsdra a relativ f°’
ndvekedése 30 %, mig jasplakinolide esetében 10 % volt. Ezen eredmények azt mutatjak,
hogy mindkét toxin megkotésének hatdsdra csokkent a filamentumba beépiilt aktin
protomerek flexibilitisa. A jasplakinolide stabilizalé hatasa erdsebb volt, mint a

phalloidin hatésa, hasonléan az intermonomer mérések soran kapott eredményekhez.

IV.1.2 A filamentum stabilitasanak vizsgalata DSC alkalmazdsaval

A Ca*-aktin filamentumok termalis stabilitdsat DSC technika segitségével kovettiik
nyomon. A kalorimetrids kisérleteket a 0 és 100 °C kOZOttl homerseklettartomanyban
végeztiik Ca’*-aktin filamentumokon. A mérés sordn a visszahiitdtt minta ismételt
felfiitésével igazoltuk, hogy a tapasztalt denaturaciok irreverzibilisek voltak. A héaram
gorbékben tapasztalt csicsokat az aktin filamentum hédenaturicidjaként azonositottuk. A
toxinmentes Ca**-aktin filamentum esetében egy reprodukalhaté alacsony hdmérsékletii
(40 és 50 °C kozotti) denaturaciot taldltunk (10. dbra). A gorbeintegralok vizsgalata azt
mutatta, hogy az ezen denaturaciohoz tartozé kalorimetrikus entalpia phalloidin hatasara
kis mértékben novekedett, ugyanakkor jasplakinolide hatdsdra csokkent. Korabban
végzett DSC meérések sordn az aktin monomerek hddenaturaciéjahoz tartozd érték
(»melting point” vagy Tw) 53,4 °C volt (Bertazzon et al., 1990; Ldrinczy and Belagyi,
1995; Lérinczy et al., 1998), igy felvetddik, hogy a mintdk monomer tartalma lehet ezen
denaturcidk egyik oka. Ennek azonban elletmond, hogy a kiséletek soran alkalmazott

aktin filamentum koncentréaci6 (69 uM) mellett az aktinnak kevesebb, mint 0,5 %-a van
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monomer formdban, és ez az aktin monomer hdnyad nem elegendd a mért hatas
kivaltdsdhoz. Ez a feltevés tehdt nem szolgdl megfeleldé magyardzattal, a jelenség

megértéséhez tovabbi vizsgalatok szilkségesek.
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10. &bra
A Ca**-aktin filamentum denaturécids girbéje toxinmentes (folytonos vonal),

illetve 1 : 1 toxin : aktin protomer aranyu phalloidin (pontozott vonal), vagy

jasplakinolide (szaggatott vonal) kezelés esetében.

Egy nagyobb, a filamentum hddenaturacidjahoz tartozo csicsot talaltunk magasabb
hémérsékleten (> 60 °C) (10. abra). A denaturacids csicsok maximumhelye (77)
toxinmentes esetben 67,3 + 0,5 °C volt, mig phalloidin, illetve jasplakinolide kezelt aktin
esetében 79,3 + 0,6 és 87,7 £ 0,7 °C-nak adddott (2. tablazat).
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Th AH AS AG
K9] (J/mol) (J/molK) (J/mol)
- ' 67,305 72041 220, 128 +7

phalloidin 793+£0,6 93655 2,7+£0,2 210£10
Jjasplakinolide 87,7+0,7 1117+64 3,1+£0,2 27115

Toxin

2. tbazat
A DSC kisérletek soran meghatarozott termodinamikai paraméterek toxinmentes Ca>*-

aktin filamentum esetében, illetve phalloidin vagy jasplakinolide jelenlétében.

A phalloidinnel kezelt aktin filamentummal! kapott eredmények j6l egyeztek a
korabbi vizsgilatok megfigyeléseivel (Le Bihan and Gicquaud, 1991; Levitsky et al.,
2000). A magasabb Ty, értékek a phalloidin, illetve a jasplakinolide kezelt esetekben a
Ca®*-aktin filamentum nagyobb héstabilitdsat mutatjdk. A mérések sordn szamitott
kalorimetrikus entalpia, entrépia, és a Gibbs-féle szabadentalpiavéltozds emelkedést
mutattak a kezelt 4llapotban a kezeletlenhez képest, utalva arra, hogy a stabilabb
szerkezet denaturacidjahoz t6bb energiara volt szilkség. A DSC mérések - dsszhangban a
FRET mérések eredményeivel - igazoltdk, hogy a jasplakinolide erésebb stabilizalé

hatassal van a Ca>*-aktin filamentumra, mint a phalloidin.
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IV.1.3 Fluoreszencia kioltds

A Ca*-aktin filamentum protomerek Cys’’* aminosavanak, és kdrnyezetének
hozzaférhetdségét vizsgaltuk fluoreszcencia kioltas alkalmazésdval. Az aktin monomer
N- és C-termindlisa is a szubdomén I-ben taldlhaté (Kabsch et al., 1990)., Kordbban a
szubdomén I-ben hdrom aminosavat is talaltak, amelyek fotoaktiv phalloidin
szarmazékokkal kolcsonhatasba keriiltek (Vandekerckhove et al., 1985). Ezek a Glu''S,
Met'"® és Met**® aminosavak, amelyek mindegyike a C-terminélis kozelében helyezkedik
el. Ugyancsak a C-teminalis kozelében 1évé Cys®™ aminosavhoz phalloidin szérmazékot
kotottek kovalensen, majd az igy kapott komplex hasonlé stabilitasat tapasztaltik, mint
szabad phalloidint hasznalva. Ugyanakkor, a szintén a szubdomén I-ben taldlhaté Cys'®-
en hasonl6 kisérletet végezve stabilizal6 hatdst nem tapasztaltak (Faulstich et al., 1993).
A Cys*™-hez kotott fluorine reagenst hasznalva kimutatték, hogy az aktin C-termindlisa
nagy mozgasi szabadsaggal rendelkezik (Barden et al., 1989).

A kioltasi kisérletek sordan IAEDANS-szel jelolt aktin filamentumon mértiik az
IAEDANS fluoreszcencia intenzitasat kiilonbzé koncentraciéju akrilamid jelenlétében.
. Az JAEDANS a Cys’™ aminosavhoz kotédik, mely a subdomén I-ben talalhaté, igy a
mérések sordn ezen régié valtozasat kivantuk nyomon kovetni. Az akrilamid hatdsat
wsteady-state” mérések soran a fluoreszcencia intenzitds csdkkenésébdl hatdroztuk meg.
A mért adatok a Stern-Volmer 4brazoldsban egyenest eredményeztek (11. dbra). Ezen
egyenesek meredekségébdl (Ksv) meghatarozhatd volt a bimolekuldris 4lland6 éretéke
(k+) (Id. 8. egyenlet) (3. tablazat). Az eredmények azt mutatjak, hogy a kiolté molekulak
szaméra a fluorofér hozzaférhet6sége nem valtozik szdmottevfen sem phalloidin, sem

pedig jasplakinolide k&tésének hatésara.
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11. abra

Aktin filamentumon akrilamid jelenlétében mért fluoreszcencia intenzitas adatok Stern-

Volmer abrazolésa toxinmentes (), iletve phalloidin (A ), vagy jasplakinolide (®) kezelt

esetben.
Toxi Ksv (1/mol) (ns) ke
oxin v (1/mo To (08
(x107 mol's™)
- 1,5+0,3 18,0 83+16
phalloidin 1,404 17,8 8,0+22
Jasplakinolide 1,3+£0,3 17,7 72+1,6
3. tablazat

Az egyenesek meredeksége (Ksv), a kioltd nélkiil mért fluoreszcencia élettartam adatok
(7o), és a bimolekularis kioltasi allandok (k.) kezeletlen és toxinnal kezelt Ca**-aktin

filamentumok esetében.
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IV.2 A toxinok hatasanak kooperativitisa* Mg**-aktin filamentumban

Aktin filamentumhoz ko&tédé szédmos ligandum képes a filamentumban
konformacidvaltozast okozni a kétéhelytdl tdvolabbi protomerekben is. Ilyen kooperativ
médon terjed a phalloidin hatdsa is. Munkénk soran azt vizsgaltuk, hogy a jasplakinolide
képes-e hasonl6 kooperativ hatas kialakitasara, illetve a 1étrejovo hatds milyen tavolsigra
terjed ki a filamentum mentén. Jelenlegi ismereteink szerint az aktin fizioldgids
koriilmények kozott Mg?* iont kot. Kisérleteinkben a toxinok hatésat ezért Mg**-aktin

filamentumban kévettiik nyomon a DSC technika segitségével.
IV.2.1 Az aktin filamentum toxinokjelenlétében kialakulé konformdciés dllapotai

Az aktin filamentumokat 1 : 500, illetve 1:1 mdiéris arany kozott t6bb,~ kiilénbz6
toxin : aktin protomer ardnyban kezeltllk a DSC kisérletekhez. A vizsgalt mintak DSC
gorbéi mindket toxin esetében tipikusan hdrom denaturiciés csiccsal rendelkeztek
szubsztdichiometrikus kériilmények kozott (12.a,b abra). Ertelmezésiink szerint az egyes
denaturaciés éatmenetek az aktin filamentumok kiilonbdz6 konformdcids allapotait
tiikrozik.

* Szemben a kooperativitas klasszikus értelmezésével, jelen munké4nkban a kooperativitas alatt, a
filamentum egy protomeréhez kitott toxin hatéséra, annak kéryezetében 1évé protomereken
tapasztalt stabilitds ndvekedését értjiik.
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12. abra

A Mg” -aktin filamentum hédenaturacios gorbéi toxinmentes (O : 1, fekete vonal)
esetben, illetve phalloidin (a, ¢) vagy jasplakinolide (b, d) kezelés utan. Az dbraaz 1 : 1
(zold), 1 : 5 (kek), és 1 : 100 (piros) toxin : aktin protomer aranyok meliett mért gorbéket
mutatja. Az aktin koncentracidja 69 UM (a, c), illetve 23 uM (b, d) volt.
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A DSC gérbéket dekonvolGcids program segitségével analizéltuk. A tobb
denaturacids csicesal rendelekzé6 DSC gorbe esetén az egyes csticsmaximumokhoz
meghatdroztuk a T, értékeket, és az ehhez tartoz6 gorbe alatti teriileteket. A gorbe alatti
teriilet meghatarozasahoz a denaturacios gorbét az egyes T, értékekhez illesztett Gauss-
gorbék dsszegeként allitottuk els (13. dbra). Az igy meghatarozott egyes Gauss-gorbék
teriileteinek ardnya szerint osztottuk fel a teljes denaturacids gérbe teriiletét az egyes

konformécidkhoz tartozé kalorimetrikus entalpiavaltozasok meghatarozéséhoz.
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Homérséklet (°C)
13. abra

A DSC gorbe felbontasa Gauss-gorbékre az 1 : 10 aranyban jasplakinolide-del
kezelt aktin filamentum esetében. Az abran a mért gorbe (sziirke vonal), az illesztett
Gauss-gdrbék (szaggatott vonal), illetve a Gauss-gorbék osszegzésébol kapott eredd

gorbe van feltiintetve (fekete vonal).
A kalorimetrikus entalpiavaltozds (AH) a dekonvolalt gorbék integraljabdl

meghatdrozhaté. A fehérje denaturacidhoz sziikséges teljes entalpia a toxinok hatsétél
fliggetlennek bizonyult (650 -85071/M). A kiilonbdzé konformdcidkhoz tartozd Tp
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értékeket az alacsonyabb, kizepes és magas denaturdcids hdmérsékleteknek megfelelden
To?, Tn® és Ty® -vel jeldltiik (12.a,b,c,d dbra). A T,,® értéke minden egyes toxin : aktin
protomer arany esetében azonos volt a toxin mentes aktin esetében kapott 7y, értékkel
(12.a,b,c,d 4bra). A T,° denaturdciés hdmérséklet megegyezett azzal a hdémérsékleti
maximummal, amit 1 : 1 arényd toxinkezelés esetén (phalloidin (~80°C), illetve
jasplakinolide esetében (~ 90 °C)) tapasztaltunk (12.a,b,c,d 4bra). A phalloidin Mg**-
aktin esetében is kevésbé stabil filamentalis szerkezetet eredményezett, mint a
jasplakinolide, amit az alacsonyabb denaturiciés hémérséklet mutatott. A hdabszorbeids
gbrbe T,,°-hez tartozo integrélja a toxinkoncentricié emelkedésével linedrisan nétt (14.a,b
abra) mindkét toxin esetében. A T,° toxin:aktin protomer ardny fliggésének
meredeksége megkdzelitdleg 1 volt.

Ez a megfigyelés gy értelmezhetd, hogy az aktin filamentumokon beliil van egy
olyan protomer populacié, amely kotott toxint tartalmaz (14. a, b 4abra). Az egyenes
meredeksége mindkét toxin esetében ~ 1, tehdt egy toxin molekula egy protomer
szerkezetét stabilizalta. Mindkét toxin esetében kozbiilsé toxin : aktin koncentracié
aranyok (< 1 : 1) esetén a DSC goérbéken - a teljesen stabilizdlédott (7°), és a
toxinmentes protomer allapotinak megfeleld (7i,") denaturiciés csucsok mellett —
megjelent egy harmadik (7},") denaturécids csucs is (14. a, b dbra). A Tp," denaturcids
- -csucsokhez tartozé protomer populdcié abrdzoldsa a toxin :aktin protomer ardny
fliggvényében - mindkét toxin esetében - egy maximummal rendelkezd gérbét
eredményezett (14. a, b &bra). Ertelmezésiink szerint a T, denaturicids csucs azon
protomerek hddenaturdcidjat jelzi, amelyeket nem kdzvetleniil hozzajuk kotddé toxin
molekuldk stabilizalnak .Ugyanakkor ezeket az aktin protomereket a szomszédos, vagy
tavolabb 1évd, toxint koté protomerek kooperativ hatésa stabilizalta. A T,° populaci6
szerkezeti stablilitisa eltér a kozvetlen toxinkdtés hatasdra kialakuld allapottél, az ilyen
modon stabilizalt aktin protomerek kevésbé stabilak, mint a toxint kézvetleniil ksték.
Egy filamentumba bekotott toxinmolekula tehat egy protomer stabilitdsanak maximalis
novekedését eredményezi (7,,°), tovabba e protomer korill néhany protomer stabilitasdnak
kisebb mértékii emelkedését idézi eld (T") kdzvetett, kooperativ médon. Phalloidin

esetében a T, populdcichoz tartozé cstics integraljdnak maximum értéke a toxin : aktin
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protomer arany 20-40 %-4anal, jasplakinolide esetében viszont 10-20 %-4ndl jelentkezett
(1d. még IV.2 4 fejezet).
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14. dbra

Fels6 dbra: a Mg**-aktin filamentum T;,® (w), Ty’ (®) és T° (A) értékei a

toxin:aktin protomer ardny fliggvényében phalloidin (a), illetve jasplakinolide (b)
esetében. Alsé 4bra: a Mg2+-aktin filamentum Ty* (Q), Ti® () és T (A) értékekhez

Yy

protomer ardny fliggvényében, phalloidin kezelt (a), illetve jasplakinolide kezelt (b) aktin

esetében.

1V.2.2 A toxin : aktin protomer sztéchiometria meghatdrozdsa

A phalloidinrd]l megallapitottdk, hogy nagy affinitassal képes aktin filamentumhoz
kotni, valamint a kétés 1 : 1 molaris ardnyban torténik (Dancker et al,, 1975). Ezt
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tamasztottdk ald méas munkacsoportok eredményei is, ahol fluoreszcens phalloidin
szarmazékot hasznaltak (Cano et al., 1992), illetve arany-klaszterhez kotétt phalloidinnel
kezelt aktinon végeztek szerkezeti analizist (Steinmetz et al, 1998). Mas
munkacsoportok ezzel szemben 1 : 2 phalloidin : aktin protomer aranyt hatdroztak meg
oldatban végzett kisérletekkel (Miyamoto et al., 1986), vagy molekulamodellezés
segitségével, az aktin filamentum phalloidin-k6t6 helyének meghatarozasa soran (Lorenz
et al., 1993). Felmeriil tehat a kérdés, hogy milyen moléris aranyban két6dik a phalloidin
az aktin filamentumhoz. A jelen munkankban kapott eredmények érteimezése alapjan a
kotodés moléris aranya meghatdrozhat6, €s az 1 : 1 toxin : aktin protomer moldris aranyt
adé eredményeket timasztja ald. A teljes stabilitdst mutaté protomer populécié (7°)
aranya az aktin toxinokkal val¢ teljes telitéséig véltozik, azzal egyenes ardnyban né, az
igy kapott egyenes meredeksége ~1 (14.a abra). Az | : 1 aranyl (teljes) toxintelités
mellett csak a teljesen stabilizalt (7,°) protomer populicié van jelen. Ez a tény
egyeértelmilen azt mutatja, hogy a filamentum 1 : 1 toxin : aktin protomer aranyban
telithetd toxin molekulakkal. Amennyiben az aktin csak 1 : 2 toxin : aktin aranyban lenne
képes phalloidint kétni, Ugy a telitett allapot 50 % toxinkezelés mellett kdvetkezne be
(14.a 4bra), és a hodenaturacios gorbék a telitett allapottdl kezdve nem véltoznanak
tovabb. Ezzel a feltevéssel eredményeink nyilvdnvaldéan nem Osszeegyeztethetek. A
jasplakinolide esetében - a phalloidinnel kapott eredményekhez hasonléan - 1 : 1 aranyt - -
molaris kotddést tapasztaltunk (14.b 4bra), igy az 1 : 2 toxin : aktin protomer aranyu
k6tddés az eredmények alapjan ebben az estben sem val6szin(sithetd.

A jasplakinolide a phalloidinnel versengve, azt kotShelyérol leszoritva képes az
aktin filamentumhoz ko&tddni (Bubb et al, 1994). Ezek alapjan a két toxinnak
valdsziniileg kdzds - vagy nagymértékben 4tfedd - kitdhelye kell, hogy legyen (Bubb et
al., 1994). A phalloidin - a legelfogadottabb modell szerint - az aktin filamentumon
harom protomer kozott kialakul6 kotdfelszinhez kotédik (1d. 1.2.1. fejezet) (Lorenz et al.,
1993; Oda et al., 2003). Eredményeink szerint egy toxin molekula egy protomer teljes
stabilitisat képes maximalis mértékben novelni (T,-vel jelzett csics) (14.a dbra ). Ez a
teljes stabilitasi aktin populacié olyan aktin protomerekbdl &ll, amelyeket a toxin
molekulak kozvetlen kolcsonhatds eredményeként stabilizalnak. Ha egy toxin molekula

két vagy harom protomert egyforma erGsen lenne képes stabilizalni, Ugy a teljes
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filamentalis stabilitdst mutaté protomerek ardnya nem linearisan valtozna, €s mar
alacsonyabb toxinkoncetracié mellett telitésbe menne. A DSC adatok tehét egyérteimien
arra utalnak, hogy egy toxinmolekula - mindkét toxin esetében - csak egy protomer teljes
stabilitas4t okozza, azaz a toxinok kdlcsdnhatésa a hdrom protomerrel asszimmetrikus.

A phalloidin k&tése soran kézel van az als6, valamint a diagonalis protomerhez (1d.
1.2.1 fejezet) azonban viszonylag tavol helyezkedik el a felsé protomert6l (5. 4bra) (Oda
et al, 2005). Ezen eredményeket az altalunk kapott eredményekkel Osszevetve
feltételezhetjiik, hogy a phalloidin nem a tole tavolabb elhelyezkedé protomernek biztosit
teljes stabilitast. Ezek alapjan vagy a diagonalis, vagy pedig az also protomer nyer teljes
stabilitast a phalloidin-kétés soran. Az mindenesetre megéllapithatd, hogy a diagonalis,

illetve az alsé protomerek koziil csak az egyik stabilizalédik teljes mértékben.

1V.2.3 A filamentumok kitegképzidése (,, bundling”)

Korabbi kutatasok sordn azt tapasztaltdk, hogy az aktin filamentumok magas aktin
koncentracié mellett hossztengelyiik mentén, vagy keresztiranyban képesek 8sszetapadni.

A hossztengelylik mentén Osszetapadt filamentumok koétegeket (,,bundle™) hoznak létre

(ngwe]ll' et al., 1980; Kulp and Herzfeld, 1995). Munkank sorén a DSC ki;cfrle_tgl;nél N

69 uM aktin koncentraciét alkalmaztunk a mintdkban, igy sziikségesnek itéltiik a
kotegképzodés lehetdségének, mint befolydsol6 tényezének a kizarasit. A feltételezett
hatas ellendrzése érdekében kontroll kisérleteket végeztiink 23 uM aktin protomer
koncentracié mellett. Ez a koncentricié az alkalmazott DSC technikdval kimutathatd
legalacsonyabb koncentracio, az ennél alacsonyabb koncentracion végzett kisérleteink a
magas jel/zaj ardny miatt nem szolgéltattak megfeleld eredményeket. A kontroll
kisérleteket toxin mentes, 1 : S illetve 1 : 1 toxin : aktin protomer arany mellett végeztiik.
Az eredmények a filamentum 100 %-os toxinkezelése mellett azt mutattak, hogy a
toxinmentes aktin filamentum hddenaturaciés csicsa (7" = 65,6 °C) phalloidin és
jasplakinolide hatésara 78,4 °C és 88,6 °C hdmérsékleti értékekre tolédott el (12.c,d
dbra). A meghatérozott molaris kalorimertikus entalpiavaltozas értékek (650-850 J/mol) a-
69 UM aktin koncentracié mellett mért értékekkel j6 egyezést mutattak. Bar a 23 uyM
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koncentracidval mért gorbe jel/zaj ardnya sokkal rosszabbnak bizonyuit, mint a 69 pM-lal
kapott gorbék esetén, a szubsztdichiometrikus toxinkezelés alkalmazisa sordn felvett
hddenaturaciés gébéket minden esetben hirom csiicsra lehetett felbontani. Az 1 : 5 toxin :
aktin protomer ardny mellett tapaszalt T,, h6denaturéacios érték 64,2, 70,5 és 76,1 °C volt
phalloidin, mig 67,0, 77,1 és 86,7 °C volt jasplakinolide esetében. Az egyes
hédenaturacids csticsokhoz tartozé aktin konformadcidk ardnya pedig 17,5 (7,"), 49,2
.(T o), €s 33,3 % (Tn°) volt phalloidin, illetve 13,5 (T?), 64,2 (Tr?), és 22,3 % (Ti') volt
jasplakinolide esetében. Ezen adataink azt mutattdk, hogy a 23 pM aktin koncentracié
mellett végzett mérések j6 egyezést mutattak a 69 pM mellett kapott eredményekkel az
egyes aktin konformécidk relativ koncentracidjat illetden. Ebbdl arra kdvetkeztettiink,
hogy a kotegképz6dés a kalorimetrids méréseinkben nem volt detektdlhaté hatéssal az

aktin hédenaturacios tulajdonsagaira.
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1V.2.4 A kooperativ toxinhatds modellje

Eredményeink szerint a toxin hatdsa alatt allo filamentum protomerei hirom
szerkezeti 4llapotban jelennek meg: a toxint kézvetleniil kétd, egy tavolabb bekotott toxin
hatasa alatt 4116, illetve a toxin hatdsa alatt nem 4116 allapotban, A kvantitativ leiras soran
feltételeztitk, hogy a toxin molekuldk az aktin filamentumhoz véletlenszeriien kétGdnek,
és minden kotétt toxin molekula maga korill kooperativ hatdst valt ki, amely a

szomszédos k darab protomerre terjed ki (15. abra).

k protomer k protomer

15. dbra
Toxin altal kooperativ médon stabilizalt aktin filamentum sematikus abréja (a
protomereket négyzetek jelslik), ahol egy toxint kozvetlentil k&to, és ezaltal stabilizalt
protomer (fekete négyzet) maga koriil mindkeét iranyban & protomert képes részlegesen

stabilizalni.

Ha annak a valoszinésége, hogy egy aktin protomer toxint két p, akkor 1 - p annak
a valoszinilisége, hogy egy kivalasztott protomer nem kot toxint. Hogy egy kivilasztott
protomer a toxin hatdsato]l mentesnek mutatkozzon, a kovetkez6 kritériumoknak kell
megfelelnie: i.) ne kdss6n toxin molekulat ii.) a kdrnyezetében 16v6 2k protomer ne
kosson toxint. Ha Ny a filamentumban a protomerek szama, akkor (1 - p)Ny szdmi
protomer nem kot toxint. Ez esetben (1 - p)zk annak valoszinlisége, hogy egy protomer
kérnyezetében 1évé 2k protomer sem kot toxint. Legyen N azon protomerek széma a
filamentumban, amelyek toxinhatdst6l mentesnek mutatkoznak. Ekkor annak

valosziniisége, hogy egy protomer ne legyen toxin hatésa alatt a filamentumban (N/N;):
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N/Ny=(1-p)**! (16)

Az N/N, értékét a kisérleti eredményekbdl a DSC gorbék T,,° denaturicids
csucshoz tartozd integraljaibdl, p értékét pedig az alkalmazott toxin : aktin protomer
aranybol tudtuk meghatarozni. A 16. egyenlettel gorbét illesztettiink a mérési pontokra
(16. abra), €s az illesztés soran meghataroztuk & értékét. A k értéke phalloidinnél
3,0 £ 0,5 aktin protomernek, jasplakinolide-nél pedig 6,9 * 1,1 protomernek adddott.

1.0-
0.8
>° 0.6-
Z 0.4
0.2-
0.0-

00 02 04 06 08 10
p

16. dbra
Toxin hatasat6l mentesnek talalt protomerek ardnya (N / No) a toxint kité protomerek
hanyadanak () fiiggvényében phalloidin (e), illetve jasplakinolide esetén Mg -aktin
filamentumban. A (16) egyenlettel a mérési pontokra illesztett gdrbéket fekete vonalak
jelzik.

A kooperativ egység ezek alapjan 2k + 1 = 7 aktin protomer phalloidin, és 15 aktin
protomer jasplakinolide esetében. Az allosztérikus hatds tehat a toxin kotShelyétdl
tavolabbra terjed ki jasplakinolide kotése esetén, mint a phalloidin esetében. Ugyanakkor,

ezen eredményekbdl nem 4llapithaté meg, hogy a kooperativ protomerek a toxint kot
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protomerhez képest szimmetrikusan, vagy ettdl eltéréen (pl. valamilyen kitiintetett irdny
mentén) helyezkednek-e el.

A matematikai modell alapjan - meghatarozott 7,," popul4cidé koncentracio
fiiggvényében torténd valtozasa, valamint a T,,° populacié linearis valtozasa alapjan a 7"
populacié valtozasa meghatérozhat6 (17. dbra). Az igy eredményiil kapott 7" gorbe egy
csiiccsal rendelkezik, ami illeszkedik a kisérletes eredményekhez. A 7, populacio
maximuma phalloidin esetén 0,27, mig jasplakinolide esetében 0,18 toxin : aktin

protomer arany mellett jelentkezett.

101 \ & 104 + b
0.8 0.84
0.6 _ 064
Z° ) pd
> 0.4- S 04
0.2 0.2-
0.0 0.0
00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10
p p
17. abra

A matematikai modell alapjan meghatarozott, kozvetetten stabilizalodott

[ a4

koncentracié fuggvényében (a) phalloidin illetve (b) jasplakinolide esetében. Az 4bran a
toxinok &ltal nem stabilizalt (7,,") valamint teljesen stabilizalt (7,,°) protomerek aranya
fekete, illetve piros szinnel jelzett.
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IV.2.5 A Ca**- és Mg**-aktin filamentumokkal kapott eredmények bsszehasonlitdsa

Munkénk sorén telitési toxinkezelés mellett tapasztalt, teljes stabilitast mutaté Ca?*-
és Mg”*-F-aktin esetében hasonlitottuk dssze a DSC kisérletek sorén kapott denaturaciés
gorbék T értékeit. A Try, értékek a kotott kationtdl fliggetlennek bizonyultak (4. tablazat).
A toxinmentes Mg**-F-aktin ugyanakkor mintegy 1,2 °C-kal magasabb h&mérsékleten
mutatott denaturéciés csiicsot, mint a Ca®*-F-aktin. Ez arra utal, hogy a h8denaturaci6
tekintetében mindkét toxin ugyanazt a konformacids 4llapotdt alakitja ki az aktin
filamentumoknak, mintegy uniformizaljdk az aktin szerkezetét. Nyitrai és munkatarsai a
phalloidin hasonld, uniformizaltan stabilizalo hatasat irtdk le ADP- és ATP-Mg*"-G-
aktinbdl polimerizalt filamentumnak FRET-tel tortént vizsgalata soran (Nyitrai et al.,
2000). Eredményeik szerint, bar a toxinmentes filamentumok flexibilitdsa eltért
egymdstél, a phalloidin kotésének hatdsira mindkét tipusi filamentum flexibilitisa

egyforman stabilnak mutatkozott.

, Tw (°C)
Toxin Ca¥-actin  Mg*-actin
none 67,3+0,5 68,5+0,5
phalloidin 79,3 +0,6 79,3+£0,5
Jasplakinolide 87,7+0,7 89,8+ 0,7
4. tablazat

A toxinok nélkiil, illetve 1 : 1 toxin : aktin protomer ardny mellett végzett
toxinkezelés utdn meghatarozott T, értékek CaZ*- és Mg”*-F-aktin estében.

Az 1:1 toxin : aktin protomer arany mellett kezelt Ca®*- és Mg?**-F-aktinnal tortént
mérések eredményeit a Sanchez-Ruiz és munkatarsai 4ltal leirt kinetikai modell (1d. I11.8
fejezet) alapjan analizaltuk az eredményeket. Az In{In[AH../(AH.y-AH)]} értéke az
abszolit homérséklet reciprokdnak fiiggvényében dbrdzolva a modellnek megfeleléen

minden esetben egyenest adott (18. &bra).
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ll\) —.l (] -

1]
el

In{InfAHca/(AHca-AH)T}

275 280 2.85 280 2.95 3.00 260 265 270 275 280 285
T (10°K™) : T (10°%K

18. 4bra
Az In{In[AH,/(AH a-AH)]} érték abrazoldsa az abszolut hdmérséklet reciprokanak
fliggvényében. Az dbra a (a) Ca®*- és (b) Mg®*-F-aktinnal toxinkezelés nélkiil (kor),
valamint 100 %-os phalloidin (haromszog) és jasplakinolide (négyzet) kezelés mellett

szamolt adatokat mutatja.

Az egyenesek meredekségébdl meghatarozott atlagos aktivaldsi energia értékeit az
5. tablazat tartalmazza. A Ca’*-F-aktinnal toxinkezelés nélkiil kapott aktivaldsi energia
602 kJ/mol —nak adédott. A jasplakinolide kezelés hatdsara az aktivalsi energia értéke
5 %-os hibahatéron beliil nem valtozott, phalloidin kezelés hatis4ra azonban 19 %-kal
csokkent.

Toxinmentes Mg**-F-aktin esetében az aktivélasi energia értéke 738 ki/mol volt.
Jasplakinolide hatséra az aktivaldsi energia értéke 33 %-kal nétt, phalloidin hatdsara

azonban szamottevoen, 63 %-kal csékkent.
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E, (kJ/mol)

Toxin
Ca**-F-actin Mg**-F-actin
- 602,00 738,00
phalloidin 485,70 273,04
Jasplakinolide 570,19 984,45
5. tablazat

A toxinmentes, illetve 100 %-os toxinkezelés hatdsa alatt 4116 Ca*- és Mg**-F-aktin

denaturacids gorbék alapjan meghatarozott aktivalasi energia értékei (E,).

A phalloidin esetében tapasztalt denaturaciés gdrbe csicsainak szélesedése (12.a
dbra), valamint az aktivaldsi energia csdkkenése arra utal, hogy a fehérjematrixban
torténd valtozasok eredményeképpen a protomerek koz6tti termikus kooperativ kapcsolat
gyengiil (az itt leirt termikus kooperativitds semmilyen Osszefliggésben nem all a
kordbban leirt toxinok okozta kooperativ stabilitdssal, ezért is all megkiilonboztetésiil a
termikus jelzd).

Osszességében megéllapithatd, hogy mig Ca’*-F-aktin esetén a termikus
kooperativitds nem valtozott szdmottevden, addig Mg®*-F-aktin esctében a phalloidin a
termikus- kooperativitds szdmottevd csdkkenését idézte elo. A jasplakinolide azonban

mindkét filamentum tipus esetén a termikus kooperativitas ndvekedését okozta.

IV.3 A koopeartiv hatas lehetséges bioldgiai jelentosége

Az aktin filamentum kooperativitasanak bioldgiai jelentdsége maig nem tisztézott,
azonban néhany megallapitast jelen ismereteink szerint is tehetiink. Az aktin filamentum
rendszer in vivo aktin-k6t0 fehérje molekulak Osszetett hatdsa alatt all. Az aktinhoz
k6todo fehérjemolekulak megvaltoztatjdk a filamentum konformécidjat és dinamikai
tulajdonsagait. Amennyiben egy lokalis kélcsonhatds tavolabbi molekularészletekben is

valtozast okoz, ugy elképzelhetd, hogy az aktin filamentumon ilyen forman tovaterjedd
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hatasnak informécié tovabbité szerepe van. Amennyiben a kooperativ hatds sordn a
molekuldk kisebb koncentraciéban képesek elérni a kivant biologiai hatast, gy ez az él6
rendszerek energiagazdalkoddsédban lehet eldnyts, mivel kisebb energia-befektetés

mellett nagyobb hatasfok miikddést biztosit.
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V. Osszefoglalas

Munkidnk soran Osszehasonlitottuk az aktin filamentumban phalloidin és
jasplakinolide hatasara bekovetkez6 molekularis szintli dinamikai és szerkezeti
valtozasokat. Megallapitottuk, hogy mindkét toxin stabilizalé hatast gyakorolt az aktin
filamentum intermonomer ¢€s intramonomer flexibilitdsara. Igazoltuk, hogy intermonomer
és intramonomer esetekben is a jasplakinolide stabilizalé hatdsa volt a nagyobb.
Kimutattuk, hogy ugyanakkor mindkét toxin ndvelte az aktin filamentum hostabilitasat is.
A jasplakinolide stabilizald hatasa ebben a tekintetben is er6sebb volt, mint a phalloidiné.
Mindezen eredményeink egybehangz6an igazoltak, hogy a jasplakinolide a phalloidinnél
nagyobb mértékben képes stabilizilni az aktin filamentumot.

Megéllapitottuk, hogy mindkét toxin hatdsa kooperativ moédon terjed az aktin
filamentumok mentén. A kooperativ kolcsonhatds eredményeképpen kialakult
szerkezetben mindkét toxin esetében harom kiilonbdzd hostabilitdsti protomer populaciot
tudtunk megkiilonbdztetni: a toxin altal kdzvetlentil stabilizalt (toxint k6t protomerek), a
toxin hatdséra kézvetetten (kooperativ modon) stabilizalt (a toxint k6td protomer toxint
nem kotd szomszédai), illetve a toxinhatastdl mentes populdcidkat.

A fenti jelenség értelmezésére egy kvantitativ modellt allitottunk fel. Kiindulasi
feltételnek vélasztottuk, hogy a toxinok aictin protomerekhez val6 kotddése véletlenszerti.
Mérési eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a protomerekhez kotott toxin nem csak
a kotott protomerek stabilitisat ndveli, hanem az azokkal szomszédos 2k (szimmetrikusan
vagy aszimmetrikusan elhelyezked®) protomer stabilitdsat is részlegesen emeli. Ezen
modell alapjan meghatdroztuk a kooperativ egység nagysagit (2k + 1) Mg -aktin
filamentumra, amely phalloidin esetében 7 protomer volt, mig jasplakinolide esetében 15
protomernek adédott.

Igazoltuk, hogy a jasplakinolide és a phalloidin az aktin filamentumhoz 1 : 1 toxin :
aktin protomer molaris ardanyban képes kotodni. Mindkét vizsgélt toxin esetében
megdllapitottuk, hogy egy filamentumhoz kotott toxin csak egy protomer stabilitdsanak

maximalis novekedését eredményezi.
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