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1. BEVEZETÉS 

A miozin motorfehérjék kutatása egészen a 19. századig nyúlik vissza, mikor Wilhelm 

Friedrich Kühne német fiziológus 1864-ben sikeresen izolált izomszövetből egy oldható 

fehérjét, amely a „miozin” nevet kapta [1]. Akkor még nem tudta, hogy egy nagy fehérjecsalád 

első tagját fedezte fel, amely esszenciális szerepet játszik az élőlények szinte minden 

életfolyamatában. Kezdetben azt gondolták, hogy a miozinok csak kontraktilis funkciót látnak 

el a harántcsíkolt izomrostokban. Később viszont kimutatták jelenlétüket simaizmokban, 

valamint számos sejttípusban. Az elmúlt évtizedekben különböző miozinokat írtak le eltérő 

szerkezettel, funkcióval és szabályozási mechanizmussal, viszont a fehérje motor funkciója, 

amely az erőkifejtésért és motilitásért felelős minden miozin fehérjében megtalálható. Ezt 

követően Engelhardt és Ljubimova hosszas kutatások után 1939-ben leírták, hogy a vázizom 

miozin (miozin II) fehérje ATPáz aktivitással rendelkezik. Ennek relevanciája korábbi 

feltételezések alapján az volt, hogy az ATP, mint energiaforrás szerepet játszhat az 

izomműködésben, a kontrakcióban. A miozin ATPáz aktivitását hangsúlyozó elméletet a 

kutatói társadalom viszont kétségek közt fogadta [2]. Szent-Györgyi Albert és Banga Ilona 

kutatásaik során megerősítették Engelhardt és Ljubimova megfigyeléseit 1940-ben [3–5]. Két 

évvel később Straub F. Brúnó és Banga Ilona 1942-ben a szegedi egyetemen felfedezte és 

karakterizálta a vázizom miozin egyik kölcsönható partnerét az aktin fehérjét, ami a 

későbbiekben nem csak a harántcsíkolt izomrost, de az eukarióta sejtváz alapvető 

„építőelemének” bizonyult [6]. Ezt követően a miozin fehérjék kutatása dinamikus fejlődésnek 

indult annak érdekében, hogy megérthessék az izomműködés alapjait. 

A miozinok korán alakultak ki az eukarióta organizmusok evolúciója során, feltehetően 

gén duplikációval és különféle diverzifikációs mechanizmusokkal [7–9]. A miozinok minden 

eukarióta sejtben megtalálhatóak az amőbáktól és az élesztőktől a növényeken át egészen az 

emlősökig, valamint a miozin izoformák számának növekedése egyenesen arányos az evolúciós 

fejlettségi szinttel [10]. A miozin szupercsaládba tartozó különféle aktin alapú motor fehérjék 

létfontosságú szerepet töltenek be celluláris folyamatokban, többek között a sejtvázat alkotó 

fehérjék horgonyzásában, stressz szálak és lamellipódiumok kialakításában, sejtosztódásban, 

sejtmozgásban vagy a vezikuláris transzport folyamatokban [11–14]. A több, mint kétezer 

miozin izoforma [15] osztályozására számos filogenetikai analízis született. Ezek közül a 

legfrissebb 2014-ben harmincnégy különböző osztályba sorolta a miozin fehérjéket korábban 

nem vizsgált eukarióta törzseket (állati egysejtűek és algák) is bevonva az analízisbe (1. ábra) 

[16]. 
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1. ábra. A miozin motor fehérjék legfrissebb filogenetikai osztályozása  [16]. 
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A miozinok közös tulajdonsága az ATP hidrolízisből nyert kémiai energia átalakítása 

mechanikai energiává, ami a különféle motorikus funkciókban létfontosságú [7,8,14]. 

Szerkezetük három fehérje régióra tagolható: (1) a motor domén, amely ATP-t hidrolizál és az 

aktin fehérjét ATP koncentrációfüggő módon képes kötni, (2) a nyaki régió a könnyű láncok 

kötéséért felelős, valamint (3) a változatos és különféle funkciót ellátó C-terminális farok 

domén. A miozin motor domén a leginkább konzervált része a molekulának. A könnyű lánc 

kötésben szerepet játszó nyaki régió IQ szekvencia motívumokat tartalmaz. Az IQ motívumok 

száma 1-7 között változik miozin típustól függően és kalmodulin vagy kalmodulin-szerű 

könnyű láncok kötődhetnek hozzá [17]. A farok domén a legváltozatosabb része a miozin 

molekulának, mind hosszát, mind aminosav szekvenciáját tekintve. Ezek a C-terminális régiók 

állhatnak részben vagy teljes egészében coiled-coil egymásba csavarodó α-helikális 

motívumokból, ami a miozinok dimerizálódását és polimerizációját segíti elő. Másrészt 

léteznek olyan miozinok is, amelyek nem képesek dimerizálódni. Továbbá tartalmazhatnak 

specifikus funkciót ellátó doméneket, úgy mint SRC homológia 3 (SH3), Rho GTPáz aktivátor 

(GAP), FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin), pleckstrin homológia (PH), miozin 

homológia 4 (MYTH4) vagy PDZ domén [18–20]. A fehérjeszerkezet és a funkció alapján a 

miozinok konvencionális és nem-konvencionális csoportba sorolhatók. 

  

1.1 KONVENCIONÁLIS MIOZINOK 

Azok a miozinok, amelyek képesek dimerizációra és filamentumokat alkotnak 

konvencionális miozinoknak nevezzük. Ebbe a csoportba tartozik az elsőként leírt, 

harántcsíkolt izomrostból izolált miozin II osztály, ami a nevét a fehérjemolekulák dimer 

megjelenése miatt kapta. Továbbá ide tartozik a simaizom, a celluláris nem-izom miozin IIA, 

IIB, IIC izoformák, valamint az egyedi miozin XVIII [21–23]. Habár a nem-izom miozin IIA, 

IIB és IIC a konvencionális miozinok struktúrális jellegzetességeit mutatják, funkciójukat 

tekintve inkább a nem-konvencionális miozin osztályokra hasonlítanak, mivel különböző 

specifikus feladatot látnak el más-más sejttípusokban [24]. A konvencionális miozinok 

hexamer szerkezetűek. A motor domént és a nyaki régiót tartalmazó nehéz lánc farok régiók 

helikálisan egymásba csavarodva hozzák létre a dimer szerkezetet. A dimerizálódott nyaki 

régiókhoz könnyű láncok kapcsolódnak: a szabályozó funkciót ellátó ~20 kDa molekulatömegű 

regulatórikus könnyű lánc (RLC), valamint a kevésbé ismert ~17 kDa-os esszenciális könnyű 

lánc (ELC), amely a nehéz lánc stabilizálásban játszhat szerepet [25].  
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1.2 NEM-KONVENCIONÁLIS MIOZINOK 

A másik csoportot a nem-konvencionális miozinok alkotják, amelyek nem képeznek 

dimert, inkább monomer formában funkcióképesek. Egy miozin kivétel az előbb említett 

csoportosítás alól: a monomer miozin V, ami egy rövid coiled-coil szakasz segítségével 

dimerizálódik [26]. Továbbá említésre méltó a monomer miozin VI, amely szintén tartalmaz 

prediktált coiled-coil motívumot, de kísérletekben nem bizonyított a dimerizációja. Ezért csak 

feltételezhető, hogy például C-terminális kötő fehérjék, vagy foszforiláció által szabályozott 

folyamat állhat a miozin VI dimerizációjának hátterében [27]. A nem-konvencionális miozinok 

szerkezete igen változó és számos funkcionális domént tartalmaznak, ezáltal intracelluláris 

szerepük is szerteágazó a különféle sejttípusok biológiai folyamataiban, mint például 

kemotaktikus motilitás, endocitózis, exocitózis, fagocitózis, vezikula transzport és szekréció 

[8,19,28–33]. 

1.3 NEM-KONVENCIONÁLIS MIOZIN XVI 

1.3.1 Miozin XVI felfedezése 

A miozin XVI felfedezése közel 20 évre nyúlik vissza, mikor Patel és munkatársai 2001-

ben sejt motilitásért felelős motorfehérjéket kerestek migráló cerebelláris neuronokban és 

asztrocitákban [34]. Sejtvonalakból cDNS könyvtárakat készítettek, majd a miozin motor 

domén konzervált szekvenciája ellen degenerált primereket terveztek és PCR segítségével 

szakaszokat amplifikáltak. Az amplifikációt követően restrikciós enzimatikus hasítást, végül 

szekvenálást végeztek a mintákon. Az eredményeket összehasonlították a miozinok korábban 

leírt filogenetikai családfájával [35], és találtak egy új miozin szekvenciát, ami nem mutatott 

homológiát egyik ismert miozinnal sem, kivéve a konzervált motor régiót. Az új miozint először 

„myr8a” néven tartották számon (patkány 8. nem-konvencionális miozin, myosin in rat), 

később viszont egy új miozin osztályba sorolták, ami a miozin XVI nevet kapta [34]. 

Az emlősökben expresszálódó miozin XVI osztálynak korábbi vizsgálatok alapján két 

splicing variánsa különböztethető meg. A rövidebb, citoplazmatikus izoforma a miozin 16a 

(Myo16a) DNS szekvenciája 3969 bp, és a fehérje 1322 aminosavból áll, míg a predomináns 

izoforma – amely tartalmaz egy 590 aminosav hosszúságú C-terminális extenziót – a miozin 

16b (Myo16b) nevet kapta (5738 bp, 1912 aminosav) [34]. 
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1.3.2 Miozin XVI evolúciója  

A filogenetikai analízisek alapján az újonnan leírt miozin XVI viszonylag későn jelent 

meg az evolúció során és csak gerinces élőlényekben fordul elő. Jelenleg a miozin XVI az 

egyetlen gerinces élőlényekre specifikus miozin osztály, valamint génje konzervált a 

gerinchúrosok (Chordata) törzsében [15]. A miozin motor domén szekvenciák alapján végzett 

filogenetikai klasszifikáció szerint a miozin XVI legközelebbi rokonságban a miozin III és a 

miozin IX osztályokkal áll, amelyek szintén tartalmaznak egy specifikus, különböző funkciót 

ellátó N-terminális pre-motor extenziót [16]. 

1.3.3 Miozin XVI genetikai jellemzése 

Patkányban (Rattus norvegicus) vizsgált MYO16 genomikai régiója ~362 kb kiterjedésű 

és a 16q12.5 kromoszóma régión található, míg a humán MYO16 a 13q33.3 kromoszómán 

található régiója ~660 kb, amely genetikai szinténiát (azonos gének - azonos sorrend) feltételez. 

A miozin XVI izoformák 34 kódoló exont tartalmaznak patkány és humán genomban egyaránt, 

viszont a méretük 66 bp és 1296 bp között változik [36].  

1.3.4 Miozinok C-terminális extenzióval 

A miozin osztályok között a C-terminális farok extenzió a leginkább variábilis régió mind 

szekvenciát, mind funkciót tekintve. A konvencionális miozinok esetében a C-terminális 

nagyrészt alfa-helikális coiled-coil motívumokból épülhet fel, ami a fehérje dimerizálódását 

segíti elő. A nem-konvencionális miozinok általában specifikus funkciót ellátó doméneket 

tartalmaznak, amiknek esszenciális szerepük van intracelluláris funkciókban. Ezek a domének 

leggyakrabban a nem-konvencionális miozinok C-terminális régióiban találhatóak, úgymint az 

SRC homológia 3 (SH3), Rho GTPáz aktivátor (GAP), FERM (four-point-one, ezrin, radixin, 

moesin), pleckstrin homológia (PH), miozin homológia 4 (MYTH4) vagy PDZ domének. Ezek 

a domének számos feladatot látnak el a sejt életében, például: horgonyzás, cargo molekula 

kötés, celluláris lokalizáció, fehérje-fehérje interakció [18,19,29–31,37,38]. A miozin C-

terminális régiók további funkciója lehet az autoreguláció, ami a C-terminális farok és a 

polipeptid N-terminális végének interakciója révén valósulhat meg egyfajta visszacsatoló 

mechanizmusként. Ezáltal egy olyan konformáció alakulhat ki, ami kinetikai és mechanikai 

szempontból inaktív állapotot idézhet elő a motor domén funkciójában [30]. Ezt a fajta 

autoregulációs mechanizmust számos miozin osztályban leírták: miozin IIA, V, VI, VII és X 

[39–42]. A Myo16b C-terminális aminosav szekvenciája alapján – más miozin C-terminális 
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régióktól eltérően – feltehetően egyedi, rendezetlen szerkezetű fehérje fragmentumként 

funkcionális [43].  

1.3.5 Miozin XVI szerkezete 

Az alternatív splicing mechanizmusnak köszönhetően kialakult két Myo16 izoforma 

azonosságot mutat az 1-1321. aminosav régió között (Myo16a), tartalmazva az N-terminális 

ankyrin domént (Myo16Ank), a motor domént és az IQ motívumot, valamint egy 174 

aminosavból álló rövid farok régiót. A másik izoformában (Myo16b) található egy 590 

aminosavval hosszabb C-terminális extenzió (Myo16Tail), amely szerkezete több szempontból 

is egyedülálló a miozinok között (2. A, B ábra).        

 Néhány miozin család rendelkezik speciális funkciót ellátó N-terminális extenzióval a 

motor domént megelőzően. A Myo16 pre-motor doménje (45 kDa), az úgynevezett ankyrin 

domén (Myo16Ank) nyolc tandem ankyrin ismétlődést tartalmaz, amely nagyfokú szekvencia 

hasonlóságot mutat az ankyrin membrán alatti fehérje domén szerkezetével [44], valamint más 

fehérjékben is gyakori előfordulásuk [45]. A konszenzus ankyrin motívumot 33 aminosav 

alkotja, amelynek közel fele, 15 aminosav nagymértékben konzervált 

(GxTPLHxAAxxGHxxxV/AxxLLxxGAxxN/Dxxxxx). Szerkezetére jellemző a -hajtű – α-

hélix – hurok – α-hélix felépítés [46,47].         

 A Myo16Ank N-terminális része tartalmaz egy MyPhoNE (miozin foszfatáz N-terminális 

elem) szekvencia motívumot. Ezt követi a protein foszfatáz 1 katalitikus alegység (PP1c) 

konzervált kötőhelye, a négy aminosavból álló KVxF motívum, valamint a nyolc ankyrin 

ismétlődő motívum [48]. A Myo16Ank disztális részén pedig egy nukleáris export szignál 

(NES) is található.  
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2. ábra. A miozin 16 izoformák domén szerkezete. (A) A Myo16a tartalmazza az ankyrin domént, a 

motor domént, az IQ motívumot, valamint egy rövid C-terminális régiót. Az ankyrin domén különböző 

szekvencia motívumokat tartalmaz, úgymint, miozin foszfatáz N-terminális elem (MyPhoNE), KVxF 

motívum, ankyrin ismétlődések és egy nukleáris export szignál (NES). (B) A Myo16b ezen felül tartalmaz 

egy C-terminális farki régiót specifikus szakaszokkal: WAVE interakciós régió (WAVE Interaction Region 

- WIR), neuronális tirozin-foszforilált foszfoinozitid 3-kináz adaptor (NYAP) homológia motívum (NHM), 

valamint prolin-gazdag régió.  

A konzervált Myo16 motor domén (~90 kDa) tartalmazhat egy ATP kötő zsebet 

(purinkötő hurok, P-hurok, switch I és switch II régiók) [49], valamint egy aktin-kötő helyet. 

Azonban a Myo16 motor domén ATPáz aktivitása és direkt aktin kölcsönhatása kísérleti úton 

még nem bizonyítottak.           

 A rövid nyaki régió egyetlen, könnyű lánc kötésért felelős IQ motívumot tartalmaz 

([ILV]QxxxRGxxx[RK]), ami más miozinok esetében általában kalmodulin (CaM) kötésért 

lehet felelős [17]. A nem-konvencionális miozionokban megtalálható IQ motívum viszont nem 

kizárólagos kalmodulin kötőhely, hanem regulatórikus könnyűlánc (RLC) kötésben is szerepet 

játszhat [50,51].              

 A Myo16Tail csak a Myo16b izoformában található meg és a jósolt rendezetlen szerkezet 

mellett számos egyedi szekvencia motívumot tartalmaz. 

1.3.6 Myo16Tail szerkezetének jellemzése 

A Myo16Tail aminosav szekvencia analízis során Paircoil 2 bioinformatikai programmal 

[52] vizsgálva nem sikerült lehetséges coiled-coil motívumot kimutatni, ami arra utal, hogy a 

C-terminális Myo16Tail nem képes dimerizálódni és valószínűleg monomer formában 

funkcionális. A Myo16Tail proximális régiója tartalmaz két prediktált nukleáris lokalizációs 

szignált (NLS) (PPPKPKR motívum). Továbbá egy NYAP homológia motívumot (NHM), 

amely két már korábban azonosított foszforilációs helyet is tartalmaz (Y1416 és Y1441 egerekben, 

Mus musculus) [53]. Az NHM motívum felfedezésével a Myo16b-t a NYAP fehérjecsalád új 

tagjaként azonosították [53]. A Myo16Tail disztális régiója tartalmaz egy prolin-gazdag régiót 

is [C-G-(P/A)-(P/A)-(P/S)-(A/V)-P)6], amelyben a prolin aminosavak 15%-át teszik ki a 

Myo16Tail szekvenciának. A prolin aminosavak magas aránya eleve gátolja a stabil 

másodlagos szerkezet kialakulását a farok régióban  [54] (3. ábra).  
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EVTSIKSFLQSTEDMALKTYDALVIQNASDIAREHDRLRKEVHAAYHRNRQEEGTKRAEDQGGCRHAH

SNSVPVPMAVDSLAQALAGPSSRSPSLHSVFSMDDSTGLPSPRKQPPPKPKRDPNTRLSASYEAVSAC

LSATKDAASEALTRPRPHSDDYSTMKKIPPRKPKRSPHTKLSGSYEEIWGPRPSGTMGQVGKHHAPGT

LGVQWASPDSMPQCTPQLPLHLPLPQGDYDDDGEPVYIEMVGNAARAGGSETDSPDQGESVYEEMKYV

LPEEGCGPGMLTFLPASPPLFLETRKAIILEAGEGSCQPLKDTCDIPPPFPNLLPHRPPLLVFPPTPV

TCSPASDESPLTPLEVKKLPVLETNLKYPVQSEGSSPLSPQYSKAQKGENDQLTSPGFPVFNGPSRIS

PPATPPPPPGPPPAPCGPPSAPCGPPPAPCGPPPVPCGPPPAPCGPPPAPCGAAPAPCRPPTHFAFPP

DSVLVTAAKALTNSDLPRTQPKPSSAPVLGPCSPFVKAPYSPGRTARADLRKASSTFSPPSPYSPPNS

RPLSSPLDELASLFNSGRSVLRRSAVGRRIREAEGFETNMNLSSRDEPSSSEMASETQDRNANNHGTQ

LSSSLSSVVAAENGNPVTNGLAEDDGCSRLCLSGMGTSSFQRHRESHTTQVIHQLRLSENESVALQEL

LDWRRKLCESREGWQEAMQHPEPRAPPPPPCKKPTLLKKPEGGSCTRLSSQLWDSSI 

3. ábra. A Myo16Tail szekvencia alapú domén térképe. A WAVE interakciós régió (WIR) C-

terminálisban található része kék színnel, míg az NHM motívum narancssárga és a prolin-gazdag régió 

zöld színnel jelölve. Az ismert tirozin foszforilációs helyek pirossal vannak kiemelve (UniProt: Q9ERC1.1 

adatok alapján).  

1.3.7 Miozin XVI lehetséges funkciói 

A közelmúltban felfedezett miozin XVI osztályról egyelőre kevés információ áll 

rendelkezésre; nem tisztázott pontosan, hogy az egyedi strukturális elemei révén milyen 

folyamatokban játszhat szerepet fiziológiás körülmények között.       

1.3.7.1 Szövet-specifikus lokalizáció 

A Myo16 elsősorban az idegrendszerben fordul elő, de néhány perifériás szövetben is 

kimutatták már jelenlétét, pl., húgyhólyagban, tüdőben, vesében és kisebb mennyiségben a 

csecsemőmirigyben, sima-, váz-, és szívizomban. Northern-blot analízis során kimutatták, hogy 

a prevalens Myo16b expressziója az embrionális hippokampális neuronokban és felnőtt agyban 

dominál az agykéreg és a kisagy területein egérben és patkányban. Patkány kísérletekben ez az 

időszak az utolsó embrionális és az 1-2. posztnatális hétre korlátozódik [34,53], ami egybeesik 

a neuronok migrációjával, az axonok hosszabbodásával, a dendritek formálódásával, valamint 

az agykéreg szinaptikus denzitásának növekedésével [55]. Posztnatális 10 napos (P10) patkány 

kisagyban a Myo16 migráló granuláris neuronokba lokalizálódik a külső granuláris rétegben, 

valamint kisebb mennyiségben a Purkinje sejtekben is megtalálható. Felnőtt kisagyban 

alacsonyabb Myo16 expressziós szintet figyeltek meg, elsősorban Purkinje sejtekben, glia 

sejtek elongációs folyamataiban és a belső granuláris réteg neuronjaiban [34]. Primer patkány 
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neuronális sejtkultúrában a Myo16 különböző sejttípusokban is megtalálható, úgymint 1-es 

típusú asztrocitákban, cerebelláris granuláris és hippokampális neuronokban. Érdekes módon a 

Myo16 kortikális neuronokban is megtalálható embrionális 18,5 napos korban (E18,5) lévő 

patkány (Whistar) agykéregben, viszont hiányzik az asztrocita sejtekből ebben az embrionális 

szakaszban [53].  

1.3.7.2 Intracelluláris lokalizáció 

A Myo16b lokalizációja idegsejtekben két populációra oszlik, egy membránhoz kötött, 

illetve egy citoplazmatikus frakcióra [34]. A Myo16b élő sejtben történő előfordulását modell 

rendszerként használt COS7 és Rat2 sejtvonalakban vizsgálták [36]. A COS7 sejteket GFP-

jelölt teljes hosszúságú Myo16b-vel, valamint annak különböző fragmentumaival 

transzfektálták. A kísérleti eredmények azt mutatták, hogy a Myo16b megtalálható a 

citoplazmában, ahol a plazmamembránhoz és a perinukleáris citoplazmában lokalizálódik. 

Továbbá a sejtmagba is bejut, és a sejtciklus G1, S1 és G2 fázisaiban felhalmozódik, viszont 

nem kötődik kromoszómákhoz vagy a mitotikus orsóhoz [34,36,56]. Ezzel ellentétben a 

Myo16a csak a citoplazmában található meg, annak ellenére, hogy a rövid farki régiója 

tartalmazza a prediktált nukleáris lokalizációs szignált (NLS) [36]. 

A Myo16b szintén jelen van idegsejtek citoplazmájában, ahol a membrán-asszociált és a 

szolubilis frakcióban egyaránt megtalálható [34,53]. Purkinje sejtekben a Myo16 a dendrit 

tüskékben halmozódik fel [57]. A teljes hosszúságú GFP-fuzionált Myo16b citoplazmatikus 

frakciója nem kolokalizálódik az aktin filamentumokkal és mikrotubulusokkal COS7 sejtekben. 

Ezzel ellentétben az izolált Myo16Tail citoplazmatikus frakciója főként a plazmamembrán 

mentén lokalizálódik a filopódium és lamellipódium struktúrákban, ahol viszont az aktin 

filamentumokkal együtt található meg [36]. 

Az endogén Myo16b immunfluoreszcens jelölése és a GFP-fuzionált Myo16b tranziens 

transzfekciója COS7 sejtekben közel azonos megoszlást mutatott a sejtmagban és a 

citoplazmában, viszont a predomináns nukleáris vagy a citoplazmatikus fehérje megoszlás 

alacsonyabb expressziós szinten volt jelen [36,56]. Továbbá a Myo16b sejtmagi lokalizációja 

egér cerebellumban (P23, P31) in vivo körülmények között is megfigyelhető volt [34,36]. A 

Myo16b intracelluláris lokalizációját szabályozó útvonalak, valamint a nukleáris export és 

import folyamatok részletesebb vizsgálatához még további kísérletek szükségesek.  
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Különböző hosszúságú Myo16b fragmentumok intracelluláris lokalizációját is 

vizsgálták. A Myo16Ank eltávolítása során a sejtmagi lokalizáció fokozódott, viszont 

önmagában a Myo16Ank szinte kizárólag a sejtmagban és a sejtmagvacskában volt 

megtalálható [36]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Myo16Ank szerepe kettős, 

egyrészt gátolja a citoplazmában a nukleáris importot, másrészt a sejtmagvacskába juttattja a 

Myo16b fehérjét. 

A Myo16Ank és a motor domén között található egy konszenzus leucin-gazdag motívum 

(Lx2,3[LIVFM]x2Lx[LI]), amit nukleáris export szignálként (NES) azonosítottak [58]. A NES 

motívumot tartalmazó fehérjék a sejtmagból történő export folyamokért felelősek [59]. Amikor 

leptomicin B-vel blokkolták a NES és a CRM1 export receptor fehérje közötti interakciót, akkor 

a Myo16b megnövekedett mennyiségét figyelték meg a sejtmagban, ami arra utalhat, hogy a 

Myo16b nukleocitoplazmatikus előfordulása szabályozott folyamat következménye. A Myo16 

két prediktált nukleáris lokalizációs szignált (NLS) tartalmaz, amelyek közül az első NLS 

megtalálható a Myo16a rövid C-terminálisán is, viszont a Myo16a csak a citoplazmában 

lokalizálódik. A Myo16 Tail disztális fragmentum (1616-1912 aminosav) transzfekciós 

vizsgálatai során viszont nukleáris lokalizációt tapasztaltak, annak ellenére, hogy ez a régió 

nem tartalmazott prediktált NLS motívumot [36]. 

Az eredmények arra utalnak, hogy a prediktált NLS motívumok nem funkcionálisak, így 

a Myo16 sejtmagba juttatásáért feltehetően atípusos lokalizációs mechanizmusok felelősek. 

1.3.7.3 N-terminális Myo16Ank szerepe a PP1c szabályozásban 

Az N-terminális Myo16Ank szekvencia analízise során derült ki, hogy 50%-os 

szekvencia homológiát mutat a miozin foszfatáz célzó alegység 1 (MYPT1) fehérjével [43]. A 

MYPT1 kötődik a protein foszfatáz 1 katalitikus alegység (PP1c) fehérjékhez az N-terminális 

polipeptidláncon keresztül [60]. Ez az interakció növeli a PP1c defoszforilációs aktivitását a 

specifikus célmolekula felé, ami a miozin regulatórikus könnyű lánc (RLC). 

Posztnatális patkány kisagyból extrahált mintákból koimmun-precipitációs kísérletekben 

kimutatták, hogy a Myo16b képes kötődni a miozin foszfatáz katalitikus alegységeihez, a 

PP1cα és a PP1c izoformákhoz [34]. Később ezeket az interakciós kísérleteket Kengyel és 

munkatársai is megerősítették, amikor in vitro felületi plazmon rezonancia kísérletek során 

szubmikromoláris affinitást mutattak ki a rekombináns Myo16Ank és PP1cα és a PP1c 

izoformák között [43]. A MYPT1 homológia, valamint a PP1c izoformákkal kialakított erős 
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kölcsönhatás ellenére a Myo16Ank nem képes megnövelni a PP1c defoszforilációs aktivitását 

az RLC-re, viszont a PP1c foszfatáz aktivitása jelentősen csökkent az Myo16Ank jelenlétében. 

A PP1c alegységek fontos szerepet játszanak a dendritikus tüskékben, ahol az aktin 

citoszkeleton funkciójában, sejtmagi folyamatokban (gén transzkripció és sejtciklus reguláció), 

valamint a szinaptikus plaszticitás és a memória formálásban is elengedhetetlen [61–63]. 

Mindezek az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a Myo16Ank versenghet a PP1c 

alegységeken található RLC kötőhelyekért [43], valamint a Myo16b mediátorként szerepet 

játszhat a PP1c alegységek sejtmagba történő transzportjában [36]. Tehát a Myo16b és a PP1c 

interakciója meghatározó lehet az idegrendszer szabályozási folyamataiban. 

1.3.7.4 Myo16 motor funkció és feltételezett szabályozási folyamatok 

A miozinok egyik alapvető funkciója, hogy motor doménjük ATP-függő módon képes 

kötni a filamentális aktint (F-aktin); az ATP hidrolízis során nyert kémiai energia révén pedig 

mechanikai munkát végezni. A Myo16 motor domén funkciójáról jelenlegi tudásunk szerint 

kevés információ áll rendelkezésre.  

Korábbi tanulmányok során Patel és munkatársai koszedimentációs kísérleteket végeztek 

posztnatális nyolc napos patkány agyszövetből (P8) preparált lizátummal és F-aktinnal. ATP 

jelenlétében csak kis mennyiségű Myo16 ülepedett a koszedimentációs kísérletek során, viszont 

ha hexokináz segítségével elvonták az ATP-t a rendszerből, akkor a Myo16b nagy 

mennyiségben ülepedett az aktin filamentumokkal [34]. Purkinje sejtek dendritikus tüskéibe 

tranziens transzfekcióval bejutatott GFP-Myo16 motor domén szintén a filamentális 

struktúrákhoz lokalizálódott összehangban a feltételezett asszociációval [64]. A Myo16 motor 

domén és aktin kötés direkt vagy indirekt természete még nem tisztázott. Az ATP-kötőzseb 

szekvencia analízise során fény derült arra, hogy a zárt konformáció stabilizálásáért felelős 

arginin aminosav a switch-1 régión belül [65] aminosav szubsztitúció révén cisztein aminosavra 

cserélődött emlős és madár Myo16 izoformákban [36,66]. Ezek az evolúció során kialakult 

biokémiai változások azt feltételezik, hogy a Myo16 csökkent ATPáz aktivitással és gyenge 

aktin kötéssel rendelkezhet, mint ahogy más miozinoknál is kimutatták már ezt a jelenséget 

[67,68]. A miozin motor aktivitás kinetikai tulajdonságai különböző, miozinra specifikus 

módon szabályozódhatnak, például foszforiláció, könnyűlánc kötés és úgynevezett 

„backfolding” visszacsatoló interakció által [30,69,70]. A foszforiláció az egyik lehetséges 

szabályozási útvonal, amely a motor domén enzimatikus és mechanokémiai aktivitását 

kontrollálhatja. A miozin motor domének szekvenciáiban találhatóak motor funkciót 
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szabályozó bizonyos konszenzus foszforilációs helyek, amiket a jelenlévő aminosavak alapján, 

treonin (T), glutaminsav (E), asparaginsav (D) és szerin (S) úgynevezett TEDS helyként írtak 

le korábban. A TEDS szabály alapján, ha a TEDS hely szekvencia motívumát megelőző 16. 

aminosav pozicióban treonin (T) vagy szerin (S) található akkor ezek az aminosavak 

foszforilálódhatnak szabályozva a motor domén enzimatikus aktivitását. Ezzel szemben, ha a 

szekvencia motívumot megelőző 16. aminosav helyén, feltehetően aminosav szubsztitúció 

révén glutaminsav (E) vagy aszparaginsav (D) szerepel akkor a foszforiláció nem történhet meg 

(foszfomimetikus szubsztitúció) a motor domén aktivitás szabályozásához [69–71]. Néhány 

példán keresztül bemutatva; az alacsonyabb rendű miozin I motor domén ATPáz aktivititása 

aktiválódik foszforiláció által Acanthaomeba [72], Dictyostelium [73,74] és élesztők esetében 

[75]. Ezzel ellentétben az Acanthaomeba miozin II ATPáz aktivitása csökken foszforiláció 

hatására [76]. A humán miozin IIIA egy glutaminsav (E) aminosavat tartalmaz a TEDS helyen 

(660Ex16DAMAK680), habár kináz doménje által autofoszforilálódik két treonin (T) 

foszforilációs helyen a hurok régióban (T908 and T919) [77–79]. Az autofoszforiláció növelheti 

a miozin IIIA ATPáz aktivitását, ezáltal befolyásolja az ATPáz ciklus lépéseit, valamint 

negatívan szabályozza az aktin affinitást. Egér miozin VI esetében treonin (T) található és 

foszforilálódik a TEDS helyen (406Tx16DALAK426), habár nem befolyásolja a motor domén 

APTáz aktivitását [80]. Mivel a Myo16 motor domén funkció szabályozásáról még nincsenek 

ismereteink, ezért a szekvencia alapján bioinformatikai analízisek segítségével vizsgáltuk a 

lehetséges poszttranszlációs módosulási helyeket, valamint azok konzerváltságát az evolúció 

során (4. ábra; 1. táblázat).      
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4. ábra. A Myo16 motor domén lehetséges poszttranszlációs módosulási helyek bioinformatikai 

elemzése. A szekvenciaelemzést a PhosphoSitePlus program segítségével végeztük [81]. A predikció 

megbízhatóságát a referenciák száma jelzi. A zöld négyszög a prediktált foszforilációs helyeket, míg a 

narancssárga kör az ubiquitinizációs helyet jelöli.  

Motor domén  

Konszenzus 

szekvencia1 

P-hurok DLLAK motívum  

(497 – 504 aa) (722 – 742 aa)  S948 S992 K1029 Y1075GY1077 Y1090 

 *     *  :        : . . *   * * 

Hs S[GERGSGKS] DMIIRRHTIQIAEFFRDLLAK S S K YGY Y 

Mm S[GERGSGKT] DVIIRRHTIQMAAFYRDLLAK S S K SGY Y 

Rn S[GERGSGKT] DVIIRRHTTQIAAFYRDLLAK S S K YGY Y 

Gg S[GESGSGKT] DMIVRRHTIEMAEFYRDLLAK S S K YGY Y 

Xt S[GESGSGKT] DMITRRHSVDTAEFYRDLLAK S G K YGY Y 

Dr S[GESGSGKS] DVITRRHTVEMSNHHRDLLTK C N K YGY Y 

 

1. Táblázat. Myo16 motor domén poszttranszlációs módosulási helyek konzerváltságának vizsgálata 

különböző gerinces osztályok képviselőiben. A szekvenciaanalízist Clustal-X programmal végeztük 

[82]. A felhasznált szekvenciák UniProt adatbázisban elérhető kódjai a következők: Homo sapiens (Hs): 

Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus (Gg): 

XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): A0A5G3IJG7, Danio rerio (Dr): F1QE80. A prediktált 

foszforilációs/ubiquitinizációs helyek zöld, illetve naracssárga színnel láthatóak kiemelve. Továbbá a 

szekvencia konzerváltság szintjét különböző szimbólummal jelöltük: teljes konzerváció (*), erős 

hasonlóság (:) és gyenge hasonlóság (.). 1 Az aminosav poziciókat a patkány Myo16 szekvencia alapján 

adtuk meg. 
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A Myo16 esetében is megfigyelhető a TEDS szabály (722Dx16DLLAK742) [34,66]. Annak 

ellenére, hogy a DLLAK motívumot megelőző 16. aminosav pozícióban aszparaginsav (D) 

található, a Myo16 motor szekvenciában a bioinformatikai analízisek alapján konzervált szerin 

(S) és treonin (T) foszforilációs helyek valószínűsíthetőek az ATP-kötő zsebben található P-

hurok régióban és a motor domén disztális végén (4. ábra; 1. táblázat). Mindez arra utalhat, 

hogy a Myo16 motor funkció szabályozása történhet foszforiláció által, ahogy azt a miozin 

IIIA-nál is megfigyelték.  

A prediktált foszforilációs helyek mellett található egy feltételezett ubiquitinilációs hely 

is a Myo16 motor szekvenciában (K1029). Az ubiquitiniláció elősegíti a fehérje hidrolízist és a 

fehérjék lebomlását az ubiquitin-proteaszóma útvonalon és a 26S proteaszómán keresztül[83]. 

Ehhez kapcsolódóan a feltételezett ubiquitinilációs helynek szerepe lehet a 26S proteaszóma 

által történő Myo16 degradációban [56]. 

1.3.7.5  Myo16Tail szerepe szabályozási folyamatokban 

1.3.7.5.1  Sejtciklus szabályozás 

Cameron és munkatársai a sejtmag különböző alkotóelemeit tanulmányozva fedezték fel, 

hogy a GFP-vel fuzionált Myo16Tail tranziens transzfekciót követően, valamint endogén 

Myo16b-t vizsgálva kolokalizáció volt kimutatható a Ciklin A-val és a proliferáló sejt nukleáris 

antigénnel (PCNA) COS7 sejtekben. Abban az esetben, ha a Myo16 a citoplazmatikus 

frakcióban volt jelen a PCNA nem volt képes a sejtmagba lokalizálódni [36,56]. A PCNA 

számos nukleáris funkcióban játszik központi szerepet, többek között részt vesz a DNS 

replikációban, a kromatin reorganizációjában és a sejtciklus szabályozásban is [84]. A PCNA 

a sejtciklus S-fázisában halmozódik fel a sejtmagban, ahol a Ciklin A-val komplexet képezve 

részt vesznek a DNS megkettőződésében [85]. A kísérletek alapján valószínűsíthető, hogy a 

Myo16Tail szerepet játszhat a PCNA sejtmagba történő lokalizációjában [36]. 

A Myo16b a sejtciklus szabályozásban is részt vesz. A kísérletek során azt tapasztalták, 

hogy a Myo16b mRNS és a fehérje expresszió megnövekedett a késői G1-fázisban, az S-

fázisban érte el a csúcspontját, majd az M-fázis kezdetén csökkent az expressziós szint Rat2 

sejtekben. A sejtosztódás során a profázisban a Myo16b elsősorban a nem-kromoszómális 

nukleáris régiókba lokalizálódik, míg a metafázistól a telofázisig a citoplazmában található meg 

[36,56]. Amennyiben a Myo16b-t tranziens transzfekcióval túlexpresszálják a sejtek nagyobb 

hányada marad S-fázisban, késleltetve a G2 fázisba történő átmenetet [36]. Az eredmények 

alapján a Myo16 fontos szerepet játszhat a sejtosztódásban és a sejtciklus szabályozásában.  
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1.3.7.5.2 Aktin citoszkeleton szabályozás  

A Myo16Tail-ben található funkcionális domének közül (WIR-átfedésben a motor és IQ 

motívummal, NHM, prolin-gazdag motívum) (2. ábra) a WIR és az NHM részt vesz az aktin 

sejtváz szabályozásában. A Myo16b izoformát a közelmúltban azonosították a NYAP 

molekuláris adaptor fehérjecsalád új tagjaként, mikor Yokoyama és munkatársai Src nem-

receptor tirozin kináz család szubsztrát fehérjéket kerestek humán hippokampusz cDNS 

könyvtár segítségével [53]. 

A NYAP fehérjék sajátsága, hogy konzervált tirozin (YxxM) foszforilációs helyeken 

keresztül aktiválják a foszfoinozitid 3-kináz (PI3K) közvetített jelátviteli útvonalat. A PI3K 

szignál transzdukciós útvonal kiemelkedő fontosságú a neuronális fejlődésben (neuronok 

polaritása, dendritek növekedése és elágazódások fejlődése, valamint dendritikus tüskék 

kialakítása) [86–89].  

Szekvencia analízis alapján a patkány Myo16Tail tartalmaz egy neuronális tirozin 

foszforilált adaptor (NYAP) homológia motívumot (NHM), ezért a NYAP3 nevet kapta [53]. 

A Myo16 foszforiláció egy glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott membrán fehérje, a 

Contactin5 által stimulált folyamat. A Contactin fehérjék alcsaládja a neuronális sejt-adhéziós 

molekulák (Ig-CAM) immunglobulin szupercsaládjába tartozik és fontos szerepet töltenek be 

a neuronok fejlődésében és a szinapszisok formálásában [90]. A Contactin5 aktiválja az Src 

tirozin kináz Fyn fehérjét indirekt módon, feltételezhetően a protein tirozin foszfatáz (PTPα) 

fehérjén  keresztül [91,92]. A Myo16Tail NHM motívumban található két konzervált tirozin 

(Y1416xxM és Y1441xxM) foszforilálódik az aktivált Fyn fehérje által egér agyban [53]. A Fyn 

fontos szerepet játszik jelátviteli folyamatokban különböző transzmembrán receptorok 

esetében, valamint fokozza a szinaptikus hatékonyságot, plaszticitást, tanulási és memória 

folyamatokat [93]. Ezt követően a tirozin-foszforilált Myo16Tail kötődik a PI3K–p85 

alegységéhez, a Myo16–PI3K komplex kialakulása a PI3K–p110 katalitikus alegységének, 

valamint az Act és Rac1 downstream effektorainak aktivációját eredményezi [53]. A Rho 

GTPáz  Rac1 fehérje a WAVE regulációs komplex (WRC) egyik kanonikus aktivátora, amely 

aktiválja az Arp2/3 komplexet, ezáltal katalizálva az aktin citoszkeleton hálózat elágazásainak 

kialakulását [94,95]. A Myo16 továbbá kötődik a WAVE1 komplex Sra1 és Nap1 

alegységeihez is a WIR régión keresztül, amely a motor domén és az NHM motívum között 

található [53]. Az elképzelések szerint a PI3K:Myo16b:WRC hármas komplex kialakulását 

követően a Myo16 képes megfelelő közelségbe hozni a PI3K–Rac1 komplexet a WAVE1 
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komplex egyidejű kötődése révén áthidalással, ez által hozzájárulhat az aktin citoszkeletális 

hálózat átszerveződéséért felelős WRC–Arp2/3 komplex aktiválásához (5. ábra). Ennek a 

hármas komplex szabályozásnak egy közvetlen bizonyítéka volt a rekombináns Myo16Tail 

fragmentum HeLa sejtekbe történő juttatása tranziens transzfekcióval az aktin sejtváz 

filamentális struktúráinak megbomlását eredményezte. A kísérlet felvetette továbbá, hogy a 

WIR és az NHM régió együttesen szükségesek a jelátviteli funkció szerepének betöltéshez [53].  

 

5. ábra. A Myo16Tail foszforiláció szerepe a PI3K jelátvitelben. A sárgával jelölt membrán receptor X 

jelölése a receptor ismeretlen mivoltára utal. A kérdőjelek a fehérjék még nem bizonyított funkcióját 

mutatja, hogy hol kapcsolódhat be a jelátviteli kaszkádba. Az ábra módosítva [53] alapján. 

A Myo16 által szabályozott aktin dinamika fiziológiai relevanciáját tovább vizsgálták 

Myo16 gén kiütés (MYO16-/- egér) kísérletekben. Purkinje sejtek posztszinaptikus dendritikus 

tüskéin végzett FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) kísérletek kimutatták, hogy 

a MYO16 gén hiányában az F-aktin dinamika fokozottabb. Hasonló hatás volt megfigyelhető, 

ha a WRC vagy az Arp2/3 komplexet gátolták a vad típusú vagy MYO16-/- egérben, ami arra 
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utal, hogy a Myo16 a WRC–Arp2/3 komplexen keresztül szabályozhatja az aktin citoszkeletont 

[64]. Tehát az in vitro és in vivo adatok összhangban vannak és feltételezhetjük, hogy a WRC–

Arp2/3 komplex aktivációja a Myo16 által negatívan szabályozza az aktin citoszkeleton 

dinamikát. Továbbá a Myo16 integrálja a jelátviteli folyamatokat összekapcsolva az aktin 

hálózat reorganizációjával, ezáltal egy indirekt szabályozó fehérjeként funkcionál a Purkinje 

sejtek dendritikus tüskéiben. A MYO16-/- egerek cerebelláris molekuláris rétegeiben 

fenotípusos különbségek is megfigyelhetők voltak, ami a szinaptikus vezikulák számának és a 

preszinaptikus axon terminális területének drasztikus csökkenésében nyilvánult meg a 

granuláris sejtekben [64].  

Összefoglalva, a Myo16 fontos szerepet játszhat az aktin citoszkeleton szabályozásában 

a posztszinaptikus dendritikus tüskékben, valamint a preszinaptikus axon terminális 

fenotípusos organizációjában, ezáltal kialakítva a Purkinje sejtek granuláris rétegeinek 

szinapszisaiban a megfelelő szerkezetet, plaszticitást és funkciót (6. ábra). Továbbá in vivo 

állatkísérletekben vizsgálták a Myo16 neurális funkció fizológiai relevanciáját [53,64,96]. 

Tripla NYAP-/- egér modellben a három NYAP fehérje együttes hiányát vizsgálva (NYAP 1, 

NYAP2, Myo16/NYAP3) kisebb agyméretet és súlycsökkenést tapasztaltak, ami neurális 

hipertrófiára utal [53]. Ha csak egyetlen MYO16-/- (Myo16/NYAP3) gént ütöttek ki, akkor nem 

figyeltek meg anatómiai elváltozást a cerebellum területén [64]. A MYO16-/- egér kísérletekben 

vizsgálva a viselkedés mintázatok változását fenotípusos változást nem volt kimutatható a 

lokomotoros aktivitás, motoros tanulás, szociális interakció és a viselkedés tekintetében, habár 

a MYO16 epigenetikai szabályozását korábban már leírták egérmodellben tanulás-alapú 

kísérletekben [96].  
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6. ábra. A Myo16 Purkinje sejt szinapszisokra gyakorolt hatásának sematikus modellje. A Myo16 a 

PI3K-WRC-Arp2/3 útvonalon keresztül szerepet játszik a Purkinje sejtek posztszinaptikus dendritikus 

tüskék szerveződésében az aktin citoszkeleton dinamikájának szabályozásában. A preszinaptikus axon 

terminálisok esetében a Myo16 befolyásolja a szinaptikus vezikulák számát és az axon terminálisok 

morfológiáját. Az X jelölés a Myo16-PI3K és a WAVE1 hármas komplex interakció hiányára utal. A 

modell ábra forrása Telek és munkatársai alapján: [97].  

1.3.7.5.3 Prolin-gazdag régió lehetséges szerepe 

A Myo16Tail tartalmaz egy prolin-gazdag poliprolin régiót, valamint az NHM 

motívumban is magas a prolin aminosavak aránya. A prolin-gazdag motívumok hajlamosak 
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poliprolin hélix II (PP II hélix) szerkezetet felvenni [98]. A nagy mennyiségű prolin gátolhatja 

a globuláris fehérje feltekeredést, ezért nem meglepő módon a prolinban gazdag fehérjék 

rendezetlen régiókat, vagy teljes rendezetlenséget mutathatnak [98,99]. A foszforilációs helyek 

gyakoribb előfordulása is a prolin tartalmú régiókra és a rendezetlen szerkezetű fehérje régiókra 

jellemző [100–102]. A poliprolin hélixek általában oldatnak kitett, amfipatikus interakciós 

felszínnel rendelkeznek, gyors és dinamikus interakciót biztosítva globuláris fehérjékkel [103–

105]. A tandem prolin-gazdag régiók adaptor rendszer részét képezik és általában fehérje-

fehérje interakciós hálózatok kialakításában vesznek részt [98,105].  

A prolin-gazdag motívumok konszenzus szekvenciái alapján hat különböző osztályba 

sorolhatók (Proline-rich motif–PRM) [106,107]. A PRM osztályokra jellemző szekvencia 

motívumok (3-6 aminosav) az egymást követő prolin aminosavak számában és a nem-prolin 

aminosavak (jelölés: X) jelenlétében különböznek. A PRM1 osztály konszenzus szekvencia 

motívuma (XPPPPP) általában egy nem-prolin aminosavat tartalmaz a proximális oldalon 

(X=G, L, I, S, A), amelyet legalább öt prolin követ. A PRM1 motívumot tartalmazó fehérjék 

képesek profilint kötni, amely többek között az aktin citoszkeleton szabályozásában fontos 

szerepet játszik [108]. A profilin egy aktin-kötő fehérje, amely szerepet játszik az aktin 

citoszkeleton szabályozásában a PRM1 motívumot tartalmazó prolin-gazdag ligandokhoz – úgy 

mint a forminok, VASP és a WAVE család fehérjéi – kötődve [94,98,106,109]. A profilin 

fehérjének négy izoformáját különböztethetjük meg, amelyeket különböző gének kódolnak 

(PFN1-4). A PFN1 izoforma általánosan fordul elő, míg a PFN2 expressziója főként az agyra 

korlátozódik. A PFN1 és PFN2 fontos szerepet játszik az aktin-alapú idegrendszeri 

folyamatokban; a PFN1 szabályozza az axonális növekedést és regenerációt, míg a PFN2 pedig 

a szinaptikus plaszticitással hozható összefüggésbe [110,111]. A PRM2 osztály központi 

motívuma (FPPPP), EVH1 domént tartalmazó fehérjéket képes kötni, amelyben a proximális 

fenilalanint négy egymás utáni prolin követ. A PRM osztályokban felfelé haladva a konszenzus 

motívumok egyszerűsödnek, a PRM3 osztály központi motívuma 4 aminosavból áll 

(**PXXP**). A motívumon kívül eső csillag jelölés bázikus vagy hidrofób aminosavak 

jelenlétére utal. Ez az osztály SH3 domént tartalmazó fehérjékhez képest kötődni. A PRM4 

(PPLP), PRM5 (PPPXY) és a PRM6 osztály (PSP) kevéssé ismert, kötőpartnerük lehetnek a 

két triptofánt (W) tartalmazó (WW), a glicin-tirozin-fenilalanin (GYF) és az ubiquitin E2 

variáns (UEV) domének [106,107]. Jellemzően a különböző PRM osztályok konszenzus 

szekvencia motívumaiban található nem-prolin aminosavak határozzák meg a kötés 

specificitását [107], míg a prolin aminosavak száma pedig az affinitás erősségét befolyásolja 

[98]. 
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Cameron és munkatársai izolált, GFP-jelölt Myo16Tail COS7 sejtek tranziens 

transzfekciója során kolokalizációt mutattak ki nukleáris aktin filamentumokkal és profilin-

asszociált struktúrákkal [36]. Feltételezésük szerint a Myo16b a C-terminális segítségével 

indirekt módon szabályozhatja az aktin polimerizáció dinamikáját a profilin kötésen keresztül 

[36]. 

A Myo16Tail szekvenciát elemezve felfedezhető egy prolin aminosavakat tartalmazó, 

kanonikus szekvencia motívum (PxxP) tandem ismétlődése, ami SH3 doméneket tartalmazó 

ligandokat és nem-konszenzus interakciós helyeket is képes felismerni és velük kölcsönhatni 

[112,113]. A Fyn kináz, ahogy azt már korábban említettük foszforilálja a Myo16Tail-t direkt 

kölcsönhatáson keresztül. A Fyn kötőhelyét még nem azonosították a Myo16Tail szekvencián 

belül, viszont ezek az Src családba tartozó kináz fehérjék tartalmaznak egymás utáni SH2 és 

SH3 doméneket, amiknek szerepük van az intra-, és intermolekuláris kölcsönhatásokban [114].  

1.4 MIOZIN XVI SZEREPE HUMÁN MEGBETEGEDÉSEKBEN 

A Myo16 elsősorban idegrendszeri szövetekben termelődik az agy fejlődése során. A 

PI3K jelátvitel létfontosságú az idegrendszer normális működéséhez, amelyben szintén érintett 

a Myo16 [53]. Ezért feltételezhető, hogy a Myo16 szerepet játszhat az idegrendszer korai 

fejlődésében. Irodalmi adatok alapján számos humán neurodegeneratív kórképpel hozható 

összefüggésbe a MYO16 gén lókusz és annak szomszédos régiói. 

Skizofrén betegek genetikai vizsgálatai kimutatták, hogy a Myo16 kódoló régiója és az 

egypontos nukleotid-polimorfizmus (Single Nuclear Polymorphism-SNP) között szignifikáns 

összefüggés van [115]. Az SNP egy nukleotid változást követően létrejött DNS szekvencia 

variáció [116]. Mindezek mellett megfigyelték a Myo16 megnövekedett szintjét skizofrén 

páciensek frontális agykérgében [115]. 

Az autizmus (Autism spectrum disorder-ASD) neurológiai fejlődési betegségek 

csoportja, amelyet szociális viselkedési zavar és csökkent kommunikációs képesség jellemez. 

Feltételezések szerint a Myo16 szerepet játszhat az autizmusban. Élesztő két-hibrid rendszer 

segítségével kimutatták, hogy a Myo16 kötődik a neurexin 1-α preszinaptikus membrán 

adhéziós fehérjéhez [117], és komplexet alakít ki a neuroligin fehérjével a szinaptogenezis 

során, aminek fontos szerepe van a kognitív folyamatok kialakításában. A neurexin-neuroligin 

komplex elősegíti az axo-dendritikus kapcsolatokat és stabilizálja a szinapszisokat. Patel és 

munkatársai szerint ezeknek a fehérjéknek a mutációja összefüggésben állhat az autizmus 

betegséggel [118]. Továbbá a Myo16 kötődik a KIRELL3 szinaptikus adhéziós fehérje 
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extracelluláris doménjével, amely szintén fontos a neurális fejlődésben és meghibásodása 

szellemi fogyatékossághoz vezethet [119]. Nem utolsó sorban megfigyelték a MYO16 gén 

delécióját fejlődési rendellenesség, szellemi fogyatékosság és autizmusban szenvedő páciensek 

esetében [120]. 

A Myo16 major depresszióban is szerepet játszhat, ami egy gyakori pszichiátriai kórkép 

a humán populációban. Genomikai kísérletekben vizsgálták az 5-metil citozin (5mc) 

epigenetikai modifikációját, valamint génexpresszióra gyakorolt hatását depressziós humán 

páciensek prefrontális agykérgében. Az 5mc oxidációja révén 5-hidroximetil citozin (5hmC) 

képződik különösképp az agyszövetben, valamint gének szabályozásért felelős genomikai 

régióiban. A kísérletek alapján az 5hmC befolyásolja a MYO16 gén expressziót major 

depressziós egyének prefrontális agykérgében [121].  

Bipoláris szindrómában (BP-II) szenvedő betegekből vett genetikai minták segítségével 

számos SNP-t azonosítottak, amelyek között találtak MYO16 gént érintő polimorfizmust is 

[122]. A Myo16 érintettsége nem meglepő a bipoláris szindrómában, mivel ez a betegség 

skizofréniával is összefügg és a két neuropszichiátriai megbetegedés közös patofiziológiai 

háttérrel rendelkezik [123]. 

1.5 RENDEZETLEN FEHÉRJÉK 

1.5.1 Rendezetlen fehérjék szerkezeti és funkcionális jellemzői 

A hagyományos nézet szerint a fehérjék jól definiált háromdimenziós térszerkezetben 

látják el funkciójukat (szerkezet-funkció paradigma) [124]. A fehérjéknek viszont van egy 

olyan csoportja, amelyek natív, funkcionális állapotban sem rendelkeznek szerkezettel, vagyis 

rendezetlen szerkezetűek [125–127]. Ezeket a rendezetlen fehérjéket, fehérje régiókat az angol 

nomenklatúra alapján IDP-nek (intrinsically disordered proteins) vagy IDR-nek (intrinsically 

disordered regions) nevezik, mert ez a szerkezeti sajátság  a fehérjék „belső”, natív állapotára 

jellemző tulajdonság [126]. A rendezetlen szerkezetű fehérjék leginkább a globuláris fehérjék 

denaturált állapotaira emlékeztetnek [128]. Alapvetően viszont eltérnek a globuláris 

fehérjéktől: egyrészt nem rendelkeznek stabil térszerkezettel a harmadlagos kölcsönhatások 

hiányának köszönhetően, valamint kevés másodlagos szerkezeti elemet tartalmaznak 

[125,126].               

 A rendezetlen fehérjék gyorsabban fejlődtek az evolúció során, mint a globuláris fehérjék, 

ami feltehetően a szelekciós nyomásból származó aminosav szubsztitúciós ráta növekedésének 
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köszönhető [129–131]. Elsősorban a szubsztitúció által megnövekedett cisztein és prolin 

aminosavak száma vezethet a rendezetlen szerkezet kialakulásához, mivel ezek az aminosavak 

interferálnak a kooperatív fehérje feltekeredéssel [132]. Bioinformatikai analízis alapján a 

rendezetlen fehérjék gyakoriak különféle proteomokban, és előfordulások az organizmus 

komplexitásával növekszik [133–135]. Az eukarióta fehérjék közel 40%-a tartalmaz 

rendezetlen fehérje régiókat [136]. Mindezek miatt a rendezetlen fehérjék egyre nagyobb 

figyelmet kaptak és a 2000-es évektől kutatásuk dinamikusan fejlődik (7. ábra). 

 

7. ábra. A rendezetlen fehérjékkel foglalkozó kutatások. Publikációk és citációk száma egymást követő 

ötéves periódusokban felfedezésüktől kezdve (1990) napjainkig (Web of Science adatok alapján). 

A rendezetlenség alapja a fehérjét alkotó eltérő aminosav összetétel, amennyiben a 

rendezetlen szerkezetet elősegítő aminosavak gyakoriak a fehérjékben, mint például az Ala, 

Gly, Arg, Asp, His, Gln, Lys, Ser, Glu, Pro. Ezzel szemben a rendezettséget elősegítő 

aminosavak aránya lényegesen kisebb a rendezetlen fehérjékben, úgy mint a Trp, Phe, Tyr, Ile, 

Met, Leu, Val, Asn, Cys, Thr [125]. A rendezetlenséget jellemző elsődleges fizikai 

paraméterek: a nagy nettó töltés és az alacsony hidrofóbicitás, amelyek meggátolják a kompakt 

térszerkezet kialakulását [137]. A fehérje rendezetlenség tehát nem egy feltekeredési/folding 

probléma, sokkal inkább funkcionális előny a fehérje számára. A rendezetlen fehérjéknek 

különböző szerkezeti és funkcionális csoportjai különíthetők el.      

 Szerkezetüket tekintve sok esetben nem teljesen rendezetlenek, hanem szignifikáns 
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mennyiségű szerkezeti elemet tartalmazhatnak, úgynevezett molten globula (MG) [138] és pre-

molten globula (PMG) [139] konformációt vehetnek fel, valamint ezek között intermedier 

konformációs állapotok is előfordulhatnak natív állapotban (PMG-like, coil-like átmenetek). 

Tehát ezek a fehérjék különböző arányban tartalmaznak rendezetlen és rendezett régiókat, és 

ritkább esetben lehetnek teljesen rendezetlenek (random coil). A 8. ábra a globuláris 

szerkezettől kezdve mutatja be a fehérjék konformációs állapotait [140].  

 

8. ábra. Fehérjék konformációs állapotai. A globuláris fehérjékre jellemző a kompakt szerkezet. A 

molten globula konformációs állapottól kezdve különböző fokú rendezetlenség figyelhető meg a 

fehérjék szerkezetében (MG, PMG, PMG-like, Coil-like), valamint ritkábban lehetnek teljesen 

rendezetlenek ezek a fehérjék (random coil). Az ábra forrása [140]. 

A különféle rendezetlen régiókat tartalmazó konformációs állapotokban a lokális 

szerkezeti elemek összefüggést mutatnak azokkal a szerkezeti elemekkel, amit ezek a fehérjék 

kötött állapotban vehetnek fel. Ezek az úgynevezett tranziens szerkezeti elemek, amik előre 

kialakult kötőhelyeknek (preformed structural element – PCS) [141] vagy molekuláris 

felismerő elemeknek (molecular recognition element – MoRE) [142] nevezhetők.   

 A rendezetlen fehérjék hat funkcionális osztályra oszthatók a partner fehérje kötési 

jellemzői alapján. Működésük során köthetnek tranziensen vagy permanensen valamilyen 

partnermolekulát, de lehetnek funkcionálisak partner kötése nélkül is. Ezek alapján a 

rendezetlen fehérjék lehetnek entrópikus láncok, bemutató helyek, chaperonok, effektorok, 

összeszerelők, raktározók és akár ezek kombinációi is [143,144]. Az entrópikus láncok nem 

kötődnek partner fehérjéhez, általában flexibilis linker funkciót látnak el. A bemutató hely 

funkciót ellátó rendezetlen fehérjék tranziensen kötik partnerüket és nagyobb számban 

tartalmazhatnak poszttranszlációs módosulási (PTM) helyeket. A poszttranszlációs 

módosulások létrejöttéhez elvárt a fehérje felszínén a hozzáférhetőség a kötőpartner számára, 

ezért nem meglepő, hogy a rendezetlen fehérjékben a lokálisan rendezetlen régiók számos 
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poszttranszlációs módosulási helyet tartalmazhatnak, úgy mint pl. foszforilációs helyek [145].  

A következő funkcionális osztály a chaperonok, amelyek szintén tranziens módon kötik 

partnerüket, és feladatuk a rossz fehérje feltekeredés felismerése, valamint a hibás szerkezet 

fellazítása. Az effektorok permanens módon kötődnek a partnerfehérjéhez és azok aktivitását 

befolyásolják, ami általában negatív irányban. Az összeszerelők nagy fehérje komplexek 

összeállításában játszanak szerepet. A raktározók osztálya kisebb ligandumok raktározására 

vagy neutralizálására specializálódott. A rendezetlen fehérjék különböző funkcióiban a belső 

rendezetlenségnek funkcionális előnyei vannak, amelyek a fehérjék komplexitás növekedése 

miatt az evolúciós hajtóerők révén alakultak ki. Ilyen funkcionális előnyök a következők: 

szerkezeti flexibilitás, funkcionális plaszticitás, nagy kötőfelszín és specificitás a kötés erősség 

növekedése nélkül, valamint egyszerre több funkció egyidejű ellátása [146–148]. Partner 

fehérje kötés által indukált esetben a rendezetlen fehérjék tranziens feltekeredése során 

konformációs entrópiájuk jelentősen csökkenhet. Ilyenkor a korábban említett kötődés 

specificitása és erőssége fordított arányban változik, vagyis a nagy kötési specificitás alacsony 

affinitással párosulhat, ami szabályozó funkciók esetén a kölcsönhatás reverzibilitásában 

nyilvánul meg [143]. A rendezetlenség funkcionális relevanciáját szemlélteti, hogy gyakoriak 

jelátviteli folyamatokban, sejtciklus szabályozásban és transzkripcióban szerepet játszó 

fehérjékben [133–135]. 

1.5.2 Rendezetlen fehérjék és neurodegeneratív kórképek kapcsolata 

A rendezetlen fehérjék és fehérje régiók számos humán megbetegedésben játszanak 

szerepet, mint például kardiovaszkuláris rendellenességek, tumoros elváltozások, diabétesz, 

amiloidózis és neurodegeneratív betegségek [149–152]. Jóllehet, mindegyik megbetegedés 

súlyos következményekkel járhat, de a rendezetlen fehérjékre jellemző hibás fehérje 

feltekeredés és aggregáció különösen gyakori neurodegeneratív kórképekben, csak néhány 

példát említve: Alzheimer kór, Parkinson kór, Prion betegségek, Motoros neuron betegségek, 

Huntington kór, Spirocerebelláris ataxia és Spinális izomatrófia [153].    

 A rendezetlen fehérjék gyakoriságának oka neurodegeneratív betegségekben a sajátos 

szerkezeti és funkcionális tulajdonságaikban keresendő. Az egyedi szerkezeti flexibilitás és 

plaszticitás, konformációs és adaptációs képesség a környezeti változásokra, valamint az 

interakciós sokféleség mind jellemző a jelátviteli, szabályozási és a partner fehérje funkciók 

kontrollálásában [127,154–156]. A poszttranszlációs módosulások (foszforiláció, acetiláció és 

glikoziláció) szigorú kontroll alatt tartják a rendezetlen fehérjék biológiai aktivitását 

[155,157,158]. Továbbá a rendezetlen fehérjék különféle fehérje interakciós hálózatok 
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csomópontjaként funkcionálhatnak, ezáltal kontrollálhatják a közvetett úton kapcsolódó 

fehérjék funkcióját is [159]. Nem utolsó sorban a rendezetlen fehérjék különböző konformációs 

állapotokat és másodlagos szerkezetet vehetnek fel különféle partner fehérjék kötésekor [160]. 

Mivel a rendezetlen fehérjék funkciója meghatározó számos biológiai folymatban, nem 

meglepő, hogy hibás működésük esetén szerepük van humán betegségekben, különösképp 

neurodegeneratív folyamatokban.  
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2. CÉLKITŰZÉSEK 

 

Munkánk során a nem-konvencionális miozin XVI osztályba tartozó miozin 16b (Myo16b) 

izoforma C-terminális szakaszának szerkezeti és funkcionális tulajdonságait vizsgáltuk.  

 

A szekvencia összetétel alapján a miozin 16b C-terminális farok (Myo16Tail) feltehetően natív 

rendezetlen szerkezetben funkcionális. Ahhoz, hogy megértsük a Myo16Tail biológiai 

folyamatokban betöltött szerepét először a fehérje fragmentum szerkezetét tanulmányoztuk in 

silico és in vitro körülmények között a következő kérdésekre keresve a választ:  

 milyen szerkezetet jeleznek előre a bioinformatikai analízisek? 

 hogyan befolyásolja a denaturáló ágens a fehérje-kitekeredés kooperativitását? 

 hogyan hat a fehérje-kitekeredés a Myo16Tail konformáció dinamikájára? 

 tartalmaz-e másodlagos szerkezeti elemeket a Myo16Tail? 

 milyen a Myo16Tail termodinamikai stabilitása? 

 

Kutatásaink második felében funkcionális kísérleteket végeztünk. Arra voltunk kíváncsiak, 

hogy a Myo16Tail milyen fehérjékhez képes kötődni és ez által milyen folyamatokat lehet 

képes befolyásolni. Ehhez a következő kérdéseket tettük fel: 

 kötődik-e a Myo16Tail az N-terminális Myo16Ank-hoz? 

 befolyásolja-e az IQ motívum a Myo16Tail interakciós tulajdonságait? 

 képes-e a Myo16Tail befolyásolni az aktin filamentumok összeszerelődését? 
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

3.1 BIOINFORMATIKAI ANALÍZIS 

A Myo16Tail rekombináns fehérje konstrukció tervezéséhez az NCBI fehérje 

adatbázisban elérhető aminosav szekvencia információt használtuk (UniProtKB: Q9ERC1.1).  

A patkány Myo16Tail kódoló DNS szekvenciát (Gene ID: 192253, Rattus norvegicus) 

bakulovírus/Sf9 expressziós rendszer tRNS készletéhez optimalizálták OptimumGeneTM 

kodon optimalizáló program segítségével (GenScript, Piscataway, NJ, USA) [161].  

A rekombináns fehérje fragmentum oldhatóságát PROSO II (Protein Solubility Evaluator II) 

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/prosoII) webszerver [162], míg a molekulatömeg és 

extinkciós koefficiens meghatározása ExPASy (ProtParam) program 

(https://web.expasy.org/protparam/) segítségével történt [163].     

 A Myo16Tail szekvencia analízisét különböző szerkezeti és funkcionális információt 

prediktáló bioinformatikai programokkal végeztük. A fehérje konstrukció aminosav 

összetétele alapján rendezetlen szerkezetet feltételezünk, amelyet különböző rendezetlenséget 

valószínűsítő programok kombinációjával vizsgáltunk: VLXT [164,165], VL3-BA [166], 

VLS2b [167], Ronn [168] és IUPred [169–171]. A fehérje szerkezet flexibilitását DynaMine 

programmal analizáltuk (http://dynamine.ibsquare.be/) [172,173]. A foszforilációs helyek 

predikcióját, mint lehetséges poszttranszlációs módosulás, a PhosphositePlus program 

segítségével végeztük (https://www.phosphosite.org) [81]. Az általunk vizsgált patkány 

Myo16Tail szekvenciát különböző gerinces osztályok képviselőinek szekvenciájával 

hasonlítottuk össze és vizsgáltuk Clustal-X program segítségével [82]. A Myo16Tail 

lehetséges háromdimenziós szerkezetét az aminosav szekvencia alapján I-TASSER 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) webszerver segítségével modelleztük [174] 

és Discovery Studio Visualizer programmal vizualizáltuk [175]. 

3.2 FEHÉRJÉK TERVEZÉSE ÉS TISZTÍTÁSA 

3.2.1 Rekombináns Myo16Tail klónozás 

Az IQ motívumot is tartalmazó Myo16Tail fehérje fragmentumot (1146-1912 aminosav) 

pFastBac (ThermoFisher Scientific) bakulovírus kompatibilis shuttle vektorba klónoztuk.  Az 

5’ primer NcoI, míg a 3’ primer Sal1 restrikciós helyet tartalmazott. A plazmid konstrukció 5’ 

végén Hisztidin affinitás (6 His), valamint TEV proteáz felismerő mintázatot tartalmaz: 

ExxYxxQG/S, jelen esetben ENLYFQG aminosav szekvenciát. Az N-terminális ankyrin 

http://mips.helmholtz-muenchen.de/prosoII
https://web.expasy.org/protparam/
http://dynamine.ibsquare.be/
https://www.phosphosite.org/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
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doménnel kialakított kölcsönhatás vizsgálatához egy további, IQ motívumot nem tartalmazó 

Myo16Tail (-IQ) rekombináns konstrukciót is készítettünk (1176-1912 aminosav). 

3.2.2   Myo16Tail expresszió és tisztítás bakulovírus/Sf9 rendszerben 

A pFastBac-Myo16Tail és pFastBac-Myo16Tail (-IQ) plazmidot DH10Bac kompetens 

sejtekbe transzformáltuk, majd LB (Luria Broth) táptalajra (VWR) szélesztettük. A táptalaj a 

következő összevetőket tartalmazta: három féle antibiotikum (kanamicin, gentamicin, 

tetraciklin), izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG), Bluo-gal és LB. A lemezek 48 órás 

37 °C-on történő inkubációját követően kék-fehér szelektálással mintát vettünk a fehér 

kolóniákból, tartalmazva a transzformánst. A fehér kolóniából vett mintát LB tápoldatban 

amplifikáltuk éjszakán át, 37 °C-os inkubátorban, rázatás mellett. A felnövesztett transzformáns 

DH10Bac kompetens sejtekből rekombináns bacmid DNS-t izoláltunk és tisztítottunk, majd a 

klónokat PCR reakció segítségével ellenőriztük. A bacmid DNS-t Sf9 (Spodoptera fugiperda) 

sejtekbe transzfektáltuk Cellfectin (Invitrogen) reagenssel. A sejtkultúrát 3-5 napig inkubáltuk 

27 °C-on, 125 rpm rázatás mellett. A sejtkultúrát centrifugáltuk (Sigma 4-16K, 1500 g, 10 perc, 

4 °C) és a szupernatánst összegyűjtöttük, amely tartalmazza a P1 generációs rekombináns 

Myo16Tail vírustörzsoldaltot. Ezt követően P1 generációs vírusoldattal fertőztük az Sf9 

sejteket, majd három nap után centrifugálást követően a szupernatánst összegyűjtöttük (P2 

vírusgeneráció). A P2 vírustörzssel hasonlóan fertőztük az Sf9 sejteket, majd három napos 27 

°C-os, 125 rpm rázatás mellett inkubáció és centrifugálás után előállítottuk a harmadik 

generációs P3 vírustörzsoldatot. A Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) expresszió optimalizálását 

követően a P3 vírusoldat hozzáadásával termeltettük a rekombináns fehérje fragmentumokat 

Sf9 sejteket tartalmazó Insectagro Sf9 tápoldatban (serum-Free/Protein-Free 1x medium, 

Corning). Továbbá a sejtkultúrához 10 µg/ml antibiotikum-antimikotikum (Biowest) oldatot 

adtunk. Három nap után az Sf9 sejteket lecentrifugáltuk (1500 g, 2 perc, 4 °C), a felülúszót 

leöntöttük és a sejt pelletet folyékony nitrogénben lefagyasztottuk későbbi felhasználásra. A 

Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) tisztítás minden lépése Nátrium-foszfát (Na3PO4) pufferben 

(0,2 M Na2HPO4 és 0,2 M NaH2PO4 megfelelő arányú keveréke, pH 8,0) [176] történt 4 °C-on. 

A fagyasztott sejt pelletet a felolvasztást követően lízis pufferben [50 mM Na3PO4 (pH 8,0), 

500 mM NaCl, 10 mM BME, 0,2 mM PMSF és 1% Triton-X 100 detergens] extraháltuk. 

Ezután homogenizáltuk és szonikáltuk (Bandelin Sonoplus GM 3100, MS 73 készülékkel, 4x1 

perc, 80% amplitúdó és 0,4 sec impulzusidő). A sejt lizátumot 20 µg/ml DNáz (AppliChem, 

PanReac) és Protein inhibitor koktél (Sigma-Aldrich, 8465) hozzáadása után 4 °C-on 1 órán 
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keresztül kevertettük. A lizátumot ultracentrifugáltuk (Hitachi, 20000 g, 20 perc, 4 °C), amely 

során a Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) a pellet frakcióba ülepedett. A Myo16Tail oldatban 

tartásához 6 M GuHCl denaturáló ágenst adtunk a lizátumhoz, majd mechanikai 

homogenizálással feloldottuk a sejt pelletet. Újabb ultracentrifugálással (Hitachi, 20000 g, 20 

perc, 4 °C) pelletáltuk a fennmaradó sejttörmeléket, majd a felülúszóhoz 20 µg/ml RNázt 

(ThermoFisher Scientific) adtunk az RNS eliminálásához. A felülúszót ~1,5 ml nikkel 

gyöngyhöz (Protino Ni-NTA, ~6 ml/1 l lizátum) adtuk, majd éjszakán át lassan kevertettük. 

Másnap a gyöngyöket oszlopra töltöttük és 8 M ureát tartalmazó csökkenő pH-ra beállított 

pufferekkel mostuk és eluáltuk a Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) rekombináns 

fragmentumokat. Először a nikkel oszlopot 20 ml mosó pufferrel öblítettük (8 M urea, 50 mM 

Na3PO4, 500 mM NaCl, 10 mM BME, pH 7,0). Az eluálás pH 6 és pH 4-re beállított 10-10 ml 

eluáló pufferrel (8 M urea, 50 mM Na3PO4, 300 mM NaCl, 10 mM BME) történt és az eluálás 

során 2 ml-es frakciókat gyűjtöttünk. Az expresszió és tisztítás lépéseiből mintákat vettünk és 

10%-os SDS-poliakrilamid gélen elektroforetizáltuk. A megfelelő elúciós frakciókat 

összegyűjtöttük és 3 lépésben dializáltuk. Az első dialízis során 6 órán keresztül kevertettük a 

Myo16Tail vagy a Myo16Tail (-IQ) rekombináns fehérje fragmentumokat 4 M ureát tartalmazó 

dialízis pufferben (4 M urea, 50 mM Na3PO4, 200 mM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0). Második 

lépésben már urea mentes pufferben (50 mM Na3PO4, 100 mM NaCl, 2,5% glicerin, 1% 

szukróz, 5 mM BME, pH 8,0) történt a dialízis éjszakán át. Harmadik lépésben szintén 6 órán 

keresztül dializáltunk tároló pufferben (50 mM Na3PO4, 100 mM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0). 

A dialízist követően koncentráló csőben (Amicon Ultra 50-kDa, Sigma-Aldrich) koncentráltuk 

és végül centrifugálással tisztítottuk (Beckman, 1000 g, 2 perc, 4 °C) a fehérje fragmentumokat 

az egyéb szennyeződésektől. A fehérje koncentrációt UV-VIS abszorpciós spektroszkópiai 

módszerrel (JASCO) határoztuk meg. A fehérjét a felhasználásig jégen tároltuk. 

3.2.3 Kísérletek során felhasznált egyéb fehérjék előállítása 

A kötésen alapuló kísérleteink kiegészítéséhez rekombináns Myo16IQ peptidet (Rattus 

norvegicus, 1146-1175 aminosav) szintetizáltattunk 4,9 mg/ml végkoncentrációban erre 

specializálódott cég segítségével (Genscript). A gyártó tömegspetrometriás módszerrel 

meghatározta a Myo16IQ molekulatömegét (MW: 3,6386 kDa). A Myo16IQ peptidet a gyártó 

által biztosított felhasználási protokoll alapján kezeltük. A liofilizált Myo16IQ-t 1 ml miliQ 

vízben feloldottuk és a fehérje oldathoz koncentrált puffert adtunk, hogy a kívánt puffer 

körülményekre higítsuk a fehérje oldatot (50 mM Na3PO4, 100 mM NaCl, 5 mM BME, pH 

8.0). 
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Az aktin fehérjét nyúl vázizomból (Musculus psoas) nyertük ki több lépcsős procedúra 

során. Először az aktin izolálását aceton forgácsból végeztük [177], majd egy korábban leírt 

rutinszerűen alkalmazott módszerrel tisztítottuk [178]. Végül az aktint ’A’ pufferben tárultuk 

(4 mM TRIS, 0,2 mM Na2ATP, 0,5 mM BME, 0,2 mM CaCl2, 0,005% NaN3, pH=7,4). 

 A rekombináns Myo16Ank termeltetése bakteriális Escherichia coli rendszerben zajlott 

LB tápoldatban IPTG hozzáadással. A tisztítási procedúra Kengyel és munkatársai által 

kidolgozott módszer alapján történt [43].         

 A rekombináns egér profilin (PFN1 izoforma) fehérjét LB tápoldatban expresszáltuk 

IPTG hozzáadásával és a szakirodalomból ismert protokoll alapján tisztítottuk  [108]. 

3.3 WESTERN BLOT ANALÍZIS 

A fehérje expresszió és tisztítás során vett mintákat 10%-os SDS-poliakrilamid gélen 

elektroforetizáltuk, majd nitrocellulóz membránra blottoltuk Trans-blot Turbo transzfer (Bio-

Rad) rendszer segítségével. A nem specifikus elsődleges antitestkötő helyeket 3%-os tejpor 

oldattal blokkoltuk ((3% tejpor, Tris pufferelt NaCl, 0,5% Tween-20 (TBST)). A nitrocellulóz 

membránt 1,5 órán át inkubáltuk az elsődleges anti-His antitesttel (Sigma-Aldrich egér 

monoklonális IgG SAB1305538, higítás 1:3000). Ezt követően TBST oldattal mostuk a 

nitrocellulóz membránt, majd 45 percig inkubáltuk HRP konjugált másodlagos anti-egér 

antitesttel (Millipore AP160P, higítás 1:10 000). A kemilumineszcens reakcióhoz előhívó 

oldatot használtunk (Luminata Crescendo Western Western HRP Substrate, Merck) és a 

felvételt az előhívó készülék segítségével rögzítettük (Multi Genius Bio imaging system, 

Syngene).  

3.4 FEHÉRJÉK FLUORESZCENS JELÖLÉSE 

A rekombináns Myo16Ank, a szintentizált Myo16IQ peptid és a profilin fluoreszcens 

jelöléséhez Alexa568 festéket használtunk (Alexa Fluor® 568 C5 maleimide, Invitrogen). A 

jelölési protokoll során először az Alexa568 festéket tízszeres moláris feleslegben adtuk a 

BME-mentes pufferben [10 mM MOPS, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,4] található fehérje 

oldathoz folyamatos kevertetés mellett mágneskeverő használatával. Ezt követően a fehérjék 

éjszakán át inkubálódtak 4 °C-on, majd másnap 10 mM BME hozzáadásával állítottuk le a 

jelölési reakciót. Végül a fehérje oldatot 4 °C-on, éjszakán át dializáltuk 10 mM BME-t 

tartalmazó pufferben (10 mM MOPS, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 mM BME pH 7,4) annak 

érdekében, hogy elimináljuk a nem kötött Alexa568 festéket az oldatból. Az Alexa568-jelölt 
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fehérjék koncentrációját UV-VIS abszorpciós spektroszkópiai eljárással határoztuk meg 

(JASCO) és korrigáltuk az Alexa568 festék abszorpciójával 280 nm-en. 

3.5 SPEKTROSZKÓPIAI MÓDSZEREK 

3.5.1 Fluoreszcencia emisszió         

A triptofán és 1-anilino-8-naftalin szulfonát (ANS) fluoreszcencia emissziós méréseket 

Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spektrofluoriméteren végeztük, 20 ºC-on. A Myo16Tail és 

G-aktin mintákban található triptofán aminosavakat 295 nm-en gerjesztettük, majd a steady-

state fluoreszcencia emissziót 300-450 nm-es hullámhossz tartományban detektáltuk növekvő 

Guanidin-hidroklorid (GuHCl) koncentráció függvényében. Az ANS (250 µM) gerjesztés 360 

nm-en történt és a fluoreszcencia emissziót 400-650 nm között detektáltuk szintén növekvő 

GuHCl koncentráció mellett. A GuHCl háttérintenzitását kivonva korrigáltuk a mért adatokat. 

A triptofán fluoreszcencia mérések esetében gerjesztési és emissziós rések nagysága 2,5 nm 

volt, míg az ANS mérések esetében 5 nm. A mérések során 5-5 µM fehérje mintát használtunk. 

Három mérés eredményét átlagoltuk és az eredményeket Origin 2020 szoftver segítségével 

értékeltük ki. A maximális hullámhossz (maximális emisszóhoz tartozó hullámhossz) adatok 

illesztéséhez Boltzmann függvényt  használtunk (1. egyenlet) [179,180], ahol x a GuHCl 

koncentrációja, a λN a natív és a λU a denaturált fehérjét jellemző maximális hullámhossz, a D 

az inflexiós ponthoz tartozó GuHCl koncentráció, míg az a fordítottan arányos az inflexiós 

ponthoz húzott egyenes meredekségével. 

𝜆 = 𝜆𝑁 +
(𝜆𝑈−𝜆𝑁)

1+exp(
𝐷−𝑥

𝑎
)
        (1. egyenlet) 

A Myo16Tail ANS fluoreszcencia mérések esetében a maximális hullámhossz adatokra a fent 

említett Boltzmann függvényt illesztettük (1. egyenlet). A kontroll G-aktin ANS fluoreszcencia 

eltérő tendenciájú maximális hullámhossz adatokat eredményezett a rendezett, globuláris 

fehérje szerkezet miatt. Emiatt a kontroll mérések adataira Gauss függvényt illesztettünk (2. 

egyenlet), ahol A a terület, yo az alapvonal, x a [GuHCl], xc a Gauss görbe maximális értékéhez 

tartozó [GuHCl], a w pedig a félértékszélesség. 

24ln(2)( )

2

0

4ln(2)

x x
cAe

wy y

w


 

     (2. egyenlet) 
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3.5.2 Fluoreszcencia kioltás 

Triptofán fluoreszcencia kioltás kísérleteinket a kontroll G-akin és Myo16Tail fehérjéken 

végeztük elektromos töltését tekintve semleges akrilamid kioltó segítségével. A fluoreszcencia 

intenzitás kioltás méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spektrofluoriméterrel, míg a 

kioltás során mért fluoreszcencia élettartam kísérleteket Horiba Jobin Yvon Nanolog 

készülékkel végeztük 20 ºC-on. A kioltás kísérletek során a gerjesztési és emissziós 

paraméterek a következők voltak: λex=295 nm, λem=350 nm. A kísérletek során 5 µM fehérje 

mintát használtunk. Az akrilamid koncentrációját 0-1,2 M között fokozatosan növeltük. A 

kísérletek során kapott adatokat a klasszikus Stern-Volmer egyenlet felhasználásával értékeltük 

ki (3. és 4. egyenlet) Origin 2020 szoftver segítségével. Az adatokat korrigáltuk a „belső szűrő” 

(inner filter) effektusra. 

 
𝐹0

F
= 1 + 𝐾𝑆𝑉 [Q]    (3. egyenlet) 

 

 
0


= 1 + 𝐾𝑆𝑉  [Q]     (4. egyenlet) 

 
A Stern-Volmer egyenletekben az F0 vagy a τ0 a triptofán fluoreszcencia 

intenzitása/élettartama akrilamid kioltó molekula hiányában és az F vagy a τ a triptofán 

fluoreszcencia intenzitása/élettartama különböző akrilamid koncentrációk esetén [Q]. A Stern-

Volmer kioltási állandó (Ksv) értéke az F0/F és a [Q] alapján ábrázolt adatpontokra illesztett 

egyenes meredekségének felel meg.  

3.5.3 Steady-state anizotrópia 

A triptofán fluoreszcencia anizotrópia mérések során a G-aktin (kontroll) és Myo16Tail 

fehérje mintákat növekvő GuHCl koncentráció hozzáadás mellett vertikálisan polarizált fénnyel 

gerjesztettük 295 nm-en. Ezt követően az emissziót 350 nm-en detektáltuk vertikális és 

horizontális szűrőkön keresztül.           

 Fehérje:fehérje kölcsönhatásra irányuló fluoreszcencia anizotrópia kísérletek során 1-1,2 

µM Alexa568-jelölt Myo16Ank fehérjét és 1 µM Alexa568-jelölt Myo16IQ peptidet 

használtunk (λex=578 nm, λem=601 nm). Az Alexa568–Myo16Ank-hoz Myo16Tail és 

Myo16Tail (-IQ) fehérjét, míg az Alexa568–Myo16IQ-hoz Myo16Ank fehérjét adtunk 

növekvő koncentrációban és vizsgáltuk az anizotrópia változását. Az Alexa568–

Myo16Ank:Myo16Tail és Alexa568–Myo16Ank:Myo16Tail (-IQ), valamint az Alexa568–

Myo16IQ:Myo16Ank komplexet jellemző disszociációs egyensúlyi állandó értékeket (KD) az 
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5. egyenlet alapján határoztuk meg. Az egyenletben szereplő A0 és T0 a fluoreszcensen jelölt 

Myo16Ank vagy Myo16IQ és a jelöletlen Myo16Tail/Myo16Tail (-IQ) vagy Myo16Ank 

koncentrációkat jelöli, rA az Alexa568–Myo16Ank/Myo16IQ steady-state anizotrópiája 

Myo16Tail/Myo16Tail (-IQ) hiányában, rAT az Alexa568–Myo16Ank/Myo16IQ steady-state 

anizotrópiája a Myo16Tail/Myo16Tail (-IQ) telítési koncentrációja mellett. 

𝑟 − 𝑟𝐴

𝑟𝐴𝑇 − 𝑟𝐴
=

𝐴0 + 𝑇0 + 𝐾𝐷 − √ (𝐴0 + 𝑇0 + 𝐾𝐷)2 −4𝐴0 𝑇0 

2
  (5. egyenlet) 

A triptofán és az Alexa568-jelölt fluoreszcencia anizotrópia kísérletek során a gerjesztési 

és emissziós rések nagysága 2,5 nm volt egyaránt és az anizotrópiát 10 percen át mértük, majd 

az értékek átlagát határoztuk meg. A kísérletekhez Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22 

spektrofluorimétert használtunk és a mérések 20 ºC-on zajlottak. 

3.5.4 Időkorrelált egyfoton számlálás (TCSPC) 

A triptofán fluoreszcencia élettartam és anizotrópia lecsengés méréseket Horiba Jobin 

Yvon Nanolog spektrofluoriméterrel végeztük. A triptofán aminosavakat Nanoled impulzus 

üzemű fényforrással gerjesztettük 295 nm-en és az emittált fényt 350 nm-en detektáltuk.  

A kísérletek során a kontroll G-aktin és Myo16Tail koncentrációja 5-5 µM volt. Az egyes 

mérésekhez növekvő koncentrációban GuHCl oldatot adtunk (0, 1, 2, 3, 4 M). A kísérletek 

során a csatornaszélesség 0,055 ns/csatorna volt, a résszélesség élettartam mérések esetén 3 nm, 

míg anizotrópia lecsengés esetén 10 nm volt. További fontos mérési paraméterek: detektor 

feszültség 950 V, mérési tartomány 200 ns, ismétlési frekvencia 1 MHz, impulzus időtartam 

<1ns, szinkronizálás késleltetés 50 ns. Legalább három mérést átlagoltunk és az adatokat Origin 

2020 program segítségével értékeltük ki. Az időfüggő triptofán fluoreszcencia élettartam 

értékeket () a 6. egyenlet segítségével számoltuk. Az egyenletben az I(t) az időfüggő 

flureszcencia intenzitás, az IRF a műszer impulzus válasz függvénye, Ai az i-edik komponens 

amplitúdója 0 időpillanatban, és a τi az i-edik komponens fluoreszcencia élettartama. Az 

adatokra Fluofit (PicoQuant) program segítségével exponenciális függvényt illesztettünk. 

𝐼(𝑡) = ∫ 𝐼𝑅𝐹(𝑡′) ∑ 𝐴𝑖 ∙ 𝑒
−

𝑡−𝑡′

𝜏𝑖 𝑑𝑡′𝑛
𝑖=1

𝑡

−∞
      (6. egyenlet) 

Az időfüggő anizotrópia lecsengés adatokra két exponenciális függvényt illesztettünk 

Origin 2020 program segítségével, majd a 7. egyenlet segítségével határoztuk meg a fehérjék 

rotációs korrelációs idejét (θ). Az egyenletben szereplő r(t) az időfüggő anizotrópia, az r∞ a 
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végtelen időpontban mért anizotrópia (t=∞, limitáló anizotrópia), az Ai az i-edik komponens 

pre-exponenciális faktora, végül a θi az i-edik komponens rotációs korrelációs ideje. 

𝑟(𝑡) = 𝑟∞ + ∑ 𝐴𝑖 ∙ 𝑒
−

𝑡

𝜃𝑖𝑛
𝑖=1    (7. egyenlet) 

3.5.5 Cirkuláris dikroizmus spektroszkópia (CD) 

A Myo16Tail lehetséges másodlagos szerkezetét Peltier típusú temperáló egységgel 

ellátott Jasco J-810 spektropolariméter (Japan Spectroscopic Co., Tokio, Japán) segítségével 

vizsgáltuk. A méréseket távoli UV tartományban (190-250 nm) végeztük 25 ºC-on.  

A Myo16Tail koncentrációja 12,7 µM (1,1 mg/ml) volt az egyes mérések során. A kísérleti 

paraméterek a következők: 0,01 cm úthossz, sávszélesség 1 nm, scannelési sebesség 20 

nm/min, válaszidő 4 másodperc. A Myo16Tail pufferrel (50 mM Na3PO4, 100 mM NaCl, pH 

8,0) szintén elvégeztük a kísérletek ugyanazon beállításokkal. Legalább három mérés CD 

spektrumát átlagoltuk és a Myo16Tail pufferrel mért CD spektrummal korrigáltunk. A CD 

adatokat BestSel webszerver (http://bestsel.elte.hu) segítségével analizáltuk. Továbbá a CD 

adatok segítségével kiszámoltuk az egy aminosavra eső moláris ellipticitás (θ) értékeket (8. 

egyenlet) 222 és 220 nm-en ([θ]222=  -5813 deg cm2 dmol-1 és [θ]200= -8865 deg cm2 dmol-1), 

amelyek alapján a fehérjék különböző rendezetlen konformációs állapotainak populációi 

jellemezhetőek egy kettős hullámhossz ábrázolás segítségével [181]. Az egyenletben a θ az egy 

aminosavra eső moláris ellipticitás, a Δε a moláris extinkciós koefficiens különbsége a jobbra 

és balra cirkulárisan poláros fény különböző elnyelődése alapján, valamint a korrekciós faktor 

értéke 3298 abban az esetben, ha az egy aminosavra eső moláris ellipticitás deg cm2 dmol-1, a 

Δε M-1cm-1 mértékegységben van megadva [182]. 

    θ= 𝛥𝜀 · 3298     (8. egyenlet) 

A hőmérsékletfüggő CD spektroszkópiai kísérletek során 1,15 µM (0,1 mg/ml) 

Myo16Tail fehérjét használtunk és a méréseket 1 mm úthosszúságú cellával végeztük. A 

nagyobb úthossz végett a Myo16Tail pufferében csökkentettük a NaCl koncentrációt 20 mM-

ra. A CD spektrumokat 10-100 ºC között mértük 1 ºC/min felfűtési sebességgel. A felfűtés 

során 10º C-ként vettünk fel egy újabb CD spektrumot, majd három mérést átlagoltunk és az 

adatokat BestSel programmal értékeltük ki1.  

                                                           
1 A CD spektroszkópiai méréseket az ELTE TTK Biokémia tanszéken végeztük.  

http://bestsel.elte.hu/
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3.5.6 Differenciális pásztázó kalorimetria (DSC) 

A kalorimetriás méréseket Setaram Micro DSC-III készülékkel végeztük. A fehérje 

mintákat 20 ºC-ról 100 ºC-ra fűtöttük fel 0,3 K/min felfűtési sebességgel. A Myo16Tail minták 

Na3PO4-ot tartalmazó puffer közegben (50 mM Na3PO4, 100 mM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0), 

a G-aktin kontrollt (4 mM TRIS, 0,2 mM Na2ATP, 0,5 mM BME, 0,2 mM CaCl2, 0,005% 

NaN3, pH=7,4) ’A’ pufferben tároltuk jégen. A referencia mérések során a fehérjék tároló 

pufferét használtuk. A Myo16Tail és a G-aktin koncentrációja 1 mg/ml volt a mérések során. 

Minden esetben a minta kétszer került felfűtésre az adott hőmérséklet tartományban. A második 

felfűtést követő mérés igazolja, hogy a kontroll G-aktin és a Myo16Tail az első felfűtés alatt 

már irreverzibilis módon denaturálódott. A kísérletek során három mérést végeztünk és az 

adatokat Origin 2020 program segítségével értékeltük ki, valamint a hőáram görbékre Gauss 

függvényt illesztettünk (2. egyenlet). 

3.5.7 Polimerizációs kinetika 

A Myo16Tail hatását az aktin polimerizációra N-(1-pirén)jódacetamid (pirén)-jelölt aktin 

fehérje alkalmazásával végeztük (2 µM, 2% jelölt). A polimerizációt 100 mM KCl és 2 mM 

MgCl2 hozzáadásával indítottuk. A pirén jellemző tulajdonsága, hogy a fluoreszcencia 

intenzitása arányosan növekszik az aktin filamentumok mennyiségével, aminek köszönhetően 

az aktin polimerizáció kinetikai szempontból karakterizálható. A mérésekhez Safas Xenius 

FLX spektrofluorimétert használtunk (ex = 365 nm, em = 407 nm). A polimerizációs sebesség 

meghatározása érdekében egyenest illesztettünk a polimerizációs tranziensek kezdeti, lineáris 

szakaszára (0 – 500 s). Az adatokat Origin 2020 program segítségével értékeltük ki.  
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4. EREDMÉNYEK 

4.1 MYO16TAIL BIOINFORMATIKAI SZEKVENCIA ANALÍZIS 

4.1.1 Myo16Tail aminosav szekvencia összetétel vizsgálata 

Kísérleteink első fázisában in silico bioinformatikai módszerekkel vizsgáltuk a 

rekombináns Myo16Tail konstrukció aminosav szekvenciáját (1146-1912 aminosav), amely 

tartalmazza az IQ motívum (30 aminosav) és a C-terminális kódoló régiót. Az analízis első 

felében azt vizsgáltuk, hogy a Myo16Tail szekvencia milyen arányban tartalmaz rendezett, 

kompakt szerkezetet elősegítő (Trp, Phe, Tyr, Ile, Met, Leu, Val, Asn, Cys, Thr), vagy 

rendezetlen szerkezetet elősegítő aminosavakat (Ala, Gly, Arg, Asp, His, Gln, Lys, Ser, Glu, 

Pro). Az eredmények alapján magas a rendezetlen szerkezetet elősegítő aminosavak aránya 

(68%), míg a másodlagos és harmadlagos szerkezet kialakulásáért felelős aminosavak aránya 

ezzel szemben kevesebb volt (32%). Említésre méltó az alfa-hélix szerkezetet megtörő prolin 

[183] aránya, amely 15%-ot tesz ki a teljes Myo16Tail szekvenciában. A Myo16Tail középső 

régiójában található prolin-gazdag szekvencia motívumban még ennél is magasabbnak, 30,7%-

nak mutatkozott a prolin aminosav aránya. Az aminosavak csoportosítását és megoszlását a 2. 

táblázat mutatja.  

Rendezett szerkezetet elősegítő aminosavak  

Trp Phe Tyr Ile Met Leu Val Asn Cys   Thr  

6 16  13 16  15 67 32 21 21   39  

 

Rendezetlen szerkezetet elősegítő aminosavak  

Ala Gly Arg Asp His Gln Lys Ser Glu       Pro  

59 49 47 34 19 34 34 88 45  116  

2. táblázat. A Myo16Tail szekvenciában található aminosavak csoportosítása és megoszlása. Az 

aminosavak három betűs kódja alatt látható a szekvenciában előforduló aminosavak száma. 

A rendezetlen fehérjék evolúciójában jelentős szerepet töltenek be bizonyos aminosavak 

szubsztitúciói (Ile, Ser, és Pro) [132]. A szekvencia elemzésből látható, hogy a rendezett 

szerkezet jelenlétét jelző izoleucin száma kevés, ezzel szemben a rendezetlenséget elősegítő 

szerin és prolin aminosavak száma jelentős a Myo16Tail szekvenciában. A szerin és a prolin a 

másodlagos szerkezeti elemek kialakulását gátolja, továbbá a szerin aminosavak nagy száma 
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korrelálhat a foszforilációs helyek előfordulásával is. Tehát az egyedi aminosav eloszlások 

alapján feltételezhetjük, hogy a Myo16Tail rendezetlen szerkezetű C-terminális fehérje 

fragmentum.  

4.1.2  Myo16Tail rendezetlenség és szerkezeti dinamika prediktálása 

A Myo16Tail lehetséges szerkezeti dinamikáját különböző rendezetlenséget előrejelző 

program kombinációjával tanulmányoztuk: VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és IUPred (9. A 

ábra). A predikción a szaggatott vonal alatti rész (<0,5) utal a rendezett fehérje szerkezetre, 

míg a szaggatott vonal felett (>0,5) a fehérje rendezetlen szerkezetűnek tekinthető a szekvencia 

alapján. Az ábrán szembetűnő a jól ismert, alfa-helikális szerkezettel rendelkező IQ motívum 

(szürke téglalap), amely feltehetően rendezettebb szerkezetet mutat [184]. A Myo16Tail C-

terminális további része, illetve a NYAP és a prolin-gazdag régiók nagyfokú rendezetlenséget 

mutatnak (9. A ábra).    

A       B 

 

9. ábra. A Myo16Tail szerkezeti rendezetlenség valószínűségének vizsgálata. Az ábrákon az ismert 

fehérje motívumokat színes téglalapokkal jelöltük. Az IQ motívum szürke, a NHM narancssárga és a 

prolin-gazdag régió zöld színnel jelölve. (A) A Myo16Tail rendezetlen szerkezetének vizsgálata 

különböző webszerverek kombinációjával történt: VLXT (fekete), VL3-BA (világoskék), VLS2b (sárga), 

Ronn (sötétkék), IUPred (rózsaszín). A vízszintes szaggatott vonal küszöbértéke (0,5) felett 50% a 

valószínűsége a rendezetlen szerkezet jelenlétének. Ezen érték alatt pedig a fehérje szerkezete 

vélhetően rendezett és a másodlagos szerkezeti elemek dominálnak. (B). A rendezetlenség 
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konzerváltságának vizsgálata különböző gerinces osztályok képviselőinél IUPred program segítségével.  

Az analízishez a következő UniProt fehérje adatbázisban található szekvenciákat használtuk: Homo 

sapiens (Hs): Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus 

(Gg): XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): A0A5G3IJG7, Danio rerio (Dr): F1QE80. 

Tovább vizsgáltuk a patkány Myo16Tail feltételezett szerkezeti rendezetlenségét 

összehasonlítva különböző gerinces osztályok képviselőinek Myo16Tail szekvenciáival 

IUPred webszerver segítségével (9. B ábra). Az elemzés során szembetűnő a szerkezeti 

rendezetlenség valószínűségek átfedése az egyes szekvenciák esetében (Homo sapiens (Hs), 

Mus musculus (Mm), Rattus norvegicus (Rn), Gallus gallus (Gg), Xenopus tropicalis (Xt), 

Danio rerio (Dr)). A funkcionális fehérje régiók közül az IQ motívum esetében szintén a 

rendezettségre utaló szerkezet valószínűsíthető, míg az NHM és a prolin-gazdag régió minden 

vizsgált gerinces faj szekvenciájában nagymértékű rendezetlenséget valószínűsít. Mindezek 

arra utalnak, hogy a rendezetlen fehérje régiók konzerválódtak az evolúció során.  

 A Myo16Tail szekvenciát tovább vizsgáltuk a szerkezeti flexibilitást prediktáló 

DynaMine program segítségével (10. ábra). A predikció alapján a Myo16Tail 70%-a 

flexibilisnek tekinthető (S2 érték <0,7), míg a merev fehérje szerkezet valószínűsége csak 20% 

(S2 érték >0,8). Az elemzésben található egy átmeneti régió (S2 érték 0,7–0,8), amely a 

kontextusfüggő konformációs sajátságokra utalhat (10%), pl. partner fehérje kötődésekor a 

rendezetlen fehérje konformáció változáson mehet keresztül és vehet fel egy rendezettebb 

szerkezetet [185]. A DynaMine predikció alapján a Myo16Tail szerkezete flexibilisnek 

tekinthető. Jól elkülönül a rendezett IQ motívum a predikcióban, ami a merev szerkezeti 

régióban található. A Myo16Tail C-terminális többi része – magába foglalva az NHM és a 

prolin-gazdag motívumokat – nagymértékű szerkezeti flexibilitás mutat (10. ábra). 
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10. ábra. A Myo16Tail szerkezeti flexibilitásának vizsgálata DynaMine program segítségével. Az 

alacsony (<0,7) S2 predikció értékek nagymértékű fehérje szerkezeti flexibilitásra utalnak, míg a magas 

(>0,8) S2 értékek a merev, kompakt szerkezet jelenlétét valószínűsítik. A ferdén vonalkázott tranziens 

régió (0,7–0,8 S2 predikciós értékek között) egy kontextusfüggő szerkezeti dinamikát feltételez. Az 

ismert fehérje motívumokat különböző színű téglalapok jelzik az aminosav szekvencia alapján. Az IQ 

motívum szürke, az NHM narancssárga és a prolin-gazdag régió zöld színnel van jelölve. 

4.1.3 Myo16Tail poszttranszlációs módosulási helyek predikciója 

A szakirodalom alapján a rendezetlen fehérjék gazdagabbak poszttranszlációs 

módosulási helyekben, mint a rendezett szerkezetű társaik [186]. Ezért a Myo16Tail 

szekvenciát tovább vizsgáltuk PhosphositePlus programmal lehetséges poszttranszlációs 

módosulási helyeket keresve [81]. A referencia alapú predikció szerint a Myo16Tail 17 

foszforilációs helyet tartalmazhat (10 Ser, 4 Thr és 3 Tyr foszforilációs hely). Közvetlen az IQ 

motívum után található harmadik treonin aminosav egy feltételezett foszforilációs hely, aminek 

a poszttranszlációs modifikációja a könnyűlánc kötésben játszhat szerepet. További prediktált 

foszforilációs helyek találhatóak az NHM motívumban, továbbá jelentős mennyiségben a 

rendezetlen régiókban (11. ábra).  
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11. ábra. Poszttranszlációs módosulási helyek vizsgálata a Myo16Tail szekvenciában. Az ábrán az 

ismert fehérje motívumokat különböző színű téglalapokkal jelöltük az aminosav szekvencia alapján. Az 

IQ motívum szürke, az NHM régió narancssárga, valamint a prolin-gazdag motívum zöld színnel jelölve. 

A referencia számérték nagyobb értéke megbízhatóbb valószínűséget feltételez.  

4.1.4 Myo16Tail szekvencia konzerváció vizsgálata 

A Myo16Tail szekvencia konzerváltságának további elemzéséhez a patkány Myo16Tail 

szekvenciát hasonlítottuk össze a gerinces osztályok (emlősök, rágcsálók, madarak, kétéltűek, 

halak) képviselőinek Myo16Tail szekvenciáival Clustal-X program segítségével (12. ábra) 

[82]. A részletes analízisben a szekvencia konzerváltságáról és annak mértékéről kaphatunk 

információt (teljes konzerváltság – 100%, erős hasonlóság – 80% és gyenge hasonlóság – 60%). 

Az eredmények alapján a Myo16Tail 47% -os teljes szekvencia homológiát mutatott, ami utal 

az egyes fehérje régiók konzerváltságára. Az ismert motívumokat vizsgálva az IQ 86%, az 

NHM 49%-ban mutat egyezést, míg a prolin-gazdag motívum mindössze 2,4%-os homológiát 

mutat (12. ábra; 3. táblázat). Tehát a szekvencia analízis alapján nagymértékű szekvencia 

konzerváció figyelhető meg az ismert motívumok közül az IQ és NHM motívumban, viszont a 

prolin-gazdag régió nem tűnik konzerváltnak. Más fehérje régiókban szintén jelentős mértékű 

a konzerváltság, ami arra utal, hogy a prediktált rendezetlen szerkezetű régiók konzerválódtak 

az evolúció során a gerinces élőlényekben. Az összehasonlító Clustal-X szekvencia analízis 

összhangban van az IUPred által vizsgált gerinces osztályok képviselőinek szekvencia 

egyezésével a rendezetlenség tekintetében (9. B ábra).  
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A fehérje térszerkezet kialakításáért elsődlegesen felelős aminosavak határozzák meg a 

funkciót, amelyek nagymértékű konzerválódást mutatnak. Ezért hasonlóságot találhatunk a 

fehérje funkcióban 25%-os szekvencia homológia felett [143]. Az irodalmi adatok alapján a 

Myo16Tail szerepet játszhat neurodegeneratív megbetegedésekben [115,120,122,187,188], 

ezért feltételezzük, hogy a konzervált rendezetlen szerkezetnek funkcionális jelentősége lehet 

a humán Myo16 és a hozzá kapcsolódó neurodegeneratív kórképek esetében. 

A rendezetlen fehérje szerkezettel összefüggésben lévő prediktált poszttranszlációs 

módosulási helyek relevanciájának megerősítéséhez további lehetőséget teremt a szekvencia 

összehasonlításon alapuló konzerváltság analízis (12. ábra). Ezért azt vizsgáltuk, hogy a 

Myo16Tail szekvenciában milyen mértékű a korábbi fejezetben bemutatott, PhosphoSitePlus 

(11. ábra) által prediktált foszforilációs helyek konzerváltsága. A lehetséges foszforilációs 

helyeket az aminosavak fölött látható lefelé mutató piros nyíl jelzi (12. ábra). Az IQ motívumot 

követő első lehetséges foszforilációs hely (T1178) nem mutat hasonlóságot a szekvencia 

összehasonlításban. Három lehetséges foszforilációs hely található az NHM motívumban, 

melyek teljes konzerváltságot mutatnak (100%-os egyezés a gerinces élőlények 

szekvenciáiban). Ezek közül két tirozin (Y1416 és Y1441) szerepét már korábban leírták, ahol a 

Fyn kináz által a tirozin aminosavakon keresztül foszforilálódott Myo16Tail képes kötődni a 

foszfoinozitid 3-kináz (PI3K) p85 alegységéhez, ezáltal aktiválva a PI3K jelátviteli útvonalat 

[53]. A további lehetséges foszforilációs helyek mind a rendezetlen régiókban találhatóak és 

ezek közül kilenc foszforilációs hely teljes konzerváltságot mutat, egy prediktált szerin gyenge 

hasonlóságot feltételez, míg két prediktált szerin nem mutat egyáltalán homológiát (12. ábra). 

Összefoglalva a foszforilációs helyek konzerváltságának elemzését azt mondhatjuk, hogy 

a 17 lehetséges foszforilációs helyből 13 konzervált a gerinces élőlények szekvenciáiban, 

melyek szinte kivétel nélkül a prediktált rendezetlen régiókban találhatóak. Az analízis 

biológiai relevanciáját tekintve, a konzervált foszforilációs helyek alapján feltételezhetjük, 

hogy a Myo16Tail rendezetlen régióinak foszforilációja fontos szerepet játszhatott a Myo16 

fehérje evolúciójában.  
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12. ábra. Myo16Tail szekvencia konzerváltságának vizsgálata gerinces osztályok képviselőiben. Az 

elemzéshez az UniProt fehérje adatbázisban található szekvenciákat használtuk: Homo sapiens (Hs): 

Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus (Gg): 

XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): A0A5G3IJG7, Danio rerio (Dr): F1QE80. A különböző szintű 
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aminosav konzerváltság jelölésére különféle árnyékoltságot és jelöléseket használtunk: fekete (100%) 

– teljes konzerváltság (*), sötétszürke (80%) – erős hasonlóság (:) és világosszürke (60%) – gyenge 

hasonlóság (.). A piros nyilak a PhosphoSitePlus programmal vizsgált lehetséges foszforilációs helyeket 

jelölik. Az ismert motívumokat színes kerettel jelöltük: az IQ szürke, az NHM narancssárga, míg a prolin-

gazdag régió zöld színnel keretezve.   

Myo16Tail szekvencia összehasonlítás gerinces fajokban 

Szekvencia összehasonlítás  Szekvencia egyezés (%) 

Teljes szekvencia homológia 47 

Teljes konzerváció (*) 26,5 

Erős hasonlóság (:) 12,9 

Gyenge hasonlóság (.) 7,8 

IQ azonosság 86 

NHM azonosság 49 

Prolin-gazdag motívum azonosság 2,4 

 

3. táblázat. Myo16Tail szekvencia homológia összefoglalása. A táblázat tartalmazza a különböző 

aminosav konzerváltsági szintek eloszlását a teljes szekvencia esetében, valamint az ismert 

motívumokra lebontva százalékos értékben.  

4.1.5  Myo16Tail szerkezet modellezése 

A bioinformatikai szekvencia analízisek alapján a Myo16Tail szerkezete nagyfokú 

rendezetlenséget mutat, habár kísérleteken alapuló szerkezeti adatok nem állnak még 

rendelkezésünkre. Ezért az aminosav szekvencia alapján I-TASSER (Iterative Threading 

Assembly Refinement) [174,189] programmal modelleztük a Myo16Tail lehetséges szerkezetét 

(13. ábra). A szerkezeti modell eredményeinket összehasonlítottuk a szekvencia elemzésekkel, 

amelyek között összehang mutatkozott. A szerkezeti modell alapján a Myo16Tail tartalmaz 

lehetséges α-helikális és -lemez másodlagos szerkezeti elemeket, valamint rendezetlen 

szerkezetű régiókat. A szerkezeti modell jóságát a program megbízhatósági indexel jellemez, 

mely az általunk generált modell esetében -1,95 volt. A megbízhatósági index széles 

tartományban mozoghat (-5, +2). Minél magasabb az index értéke, annál nagyobb a szerkezeti 

modell jósága. Figyelembe véve a szerkezeti rendezetlenséget és a másodlagos szerkezeti 
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elemek jelenlétét a modellben feltételezzük, hogy a Myo16Tail fehérje fragmentum szerkezete 

leginkább a molten globula, részben rendezetlen szerkezeti állapotnak felel meg. A molten 

globula fehérje szerkezet egy kevésbé kompakt, inkább flexibilis és dinamikus fehérje 

konformációt takar [190]. 

 

13. ábra. A Myo16Tail egy feltételezett háromdimenziós szerkezeti modellje I-TASSER szerkezeti 

analízis alapján. Az α-helikális (piros), a -lemez (ciánkék) másodlagos szerkezeti elemek, valamint a 

fordulat (zöld) és a rendezetlen elemek (szürke) színkóddal vannak jelölve [174]. A piros körök a 

feltételezett rendezetlen régiókban előforduló triptofán aminosavakat jelölik.  

4.2 MYO16TAIL ELŐÁLLÍTÁSA 

A hat hisztidin (His6) aminosavval fuzionált rekombináns Myo16Tail és Myo16Tail (-

IQ) fragmentumokat (14. A ábra) a klónozást követően bakulovírus/Sf9 rendszerben 

termeltettük. Az Sf9 sejtekben történő fehérje expressziót előre optimalizált koncentrációjú 

bakulovírus hozzáadásával indukáltuk. Az Sf9 kultúrát három nap után lecentrifugáltuk és a 

sejt pelletet folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd további felhasználásig -80 °C-on 

tároltuk. A Myo16Tail feltárás során az Sf9 sejtlizátum centrifugálását követően a rekombináns 

fehérje fragmentum jelentős része a pellet frakcióban ülepedett. Az alacsony szolubilitás végett 

csak denaturáló módszerrel (GuHCl, urea) sikerült oldható állapotban tartani a Myo16Tail-t. A 

Myo16Tail fehérjét 6 M GuHCl-el denaturáltuk, majd szolubilis formában His6 affinitás 

szekvencián keresztül nikkel gyöngyökhöz kötöttük egész éjszakán át történő kevertetés során. 
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Először átfolyattuk a GuHCl-t tartalmazó puffer oldatot a nikkel gyöngyökön, majd 8 M ureát 

tartalmazó csökkenő pH sorral mostuk és eluáltuk a Myo16Tail-t (pH 7 mosó puffer, pH 6 és 

pH 4 eluáló puffer). Ezt követően háromlépcsős dialízis során renaturáltuk a Myo16Tail-t. A 

dialízis után a mintát koncentráltuk és végül egy tisztító centrifugálást követően jégen tároltuk 

a felhasználásig. A Myo16Tail -80 °C-on tárolása nem lehetséges, mert a felolvasztást követően 

a mintában precipitáció jeleit figyeltük meg már alacsony fordulatszámú centrifugálás (75 g) 

hatására. A fehérje expresszió és a tisztítás során vett mosó és eluáló frakciókból mintát vettünk 

és SDS-poliakrilamid gélen elektroforetizáltuk, valamint a fehérje tisztítást anti-His Western 

blot módszerrel is megerősítettük (14. B és C ábra). Minimális mennyiségű szennyező fehérjék 

a preparálás végén jelen voltak, viszont ezeket további tisztító lépésekkel (ion grádiens, 

gélszűrés, imidazol koncentráció grádiens) sem sikerült teljesen eliminálni. A tisztítási 

folyamat végén átlagosan ~20 µM (~1,7 mg/ml) koncentrációjú fehérjét sikerült előállítani. A 

Myo16Tail jégen tárolva átlagosan két hétig stabil maradt és degradáció jele nem volt 

megfigyelhető.  

A 

 

B         C 

 

14. ábra. A Myo16Tail előállításának és tisztításának lépései elektroforetikus vizsgálattal.  

(A) A His6 affinitás szekvenciával (kék) jelölt rekombináns Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) konstrukció 
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sematikus ábrázolása. A sárga és a sötétzöld jelölés az NHM és a prolin-gazdag motívumot jelöli. (B) A 

Myo16Tail expresszió és tisztítás lépéseit 10%-os SDS-poliakrilamid gélen vizsgáltuk. A fehérje tisztítás 

denaturáló körülmények között zajlott (6 M GuHCl), valamint a mosó és elúciós lépések 8 M urea 

csökkenő pH grádienssel történtek. A minták az elektroferogrammon a következők: fehérje marker (1), 

negatív kontrollként használt Sf9 teljes sejtlizátum (2), Myo16Tail expresszált teljes sejtlizátum (3), a 

denaturáló feltárás 8 M ureát tartalmazó pH 7 mosó frakciója (4), az eluálás lépései csökkenő 8 M urea 

pH 6 és pH 4 grádienssel (5, 6), koncentrált és tisztított Myo16Tail (7). (C) A fehérje fragmentum 

előállításának lépéseit anti-His Western blot segítségével is megerősítettük. A Myo16Tail elúciós 

lépéseit és a koncentrált elektroforézishez használt mintát (5, 6, 7) ötszörösre hígítottuk a 

kemilumineszcens előhívás túlexponáltság elkerülése végett. A nitrocellulóz membránról az előhívás 

előtt (fehérje marker látható) és utána is készítettünk felvételt. Végül a két felvételt egymásra 

vetítettük a fehérje minták méretének könnyebb meghatározása érdekében.  

A két rekombináns Myo16Tail konstrukció molekulatömegét Expasy ProtParam [191] 

segítségével számítottunk (Myo16Tail, MW: 86,47 kDa; Myo16Tail (-IQ), MW: 81,99 kDa)), 

viszont a gél elektroforézis során abnormális elektroforetikus fehérje migrációt figyeltünk meg 

(14. B ábra). A Myo16Tail és Myo16Tail (-IQ) látszólagos molekulatömege magasabban, 

~120 kDa körül adódik, ami az SDS és a fehérje molekulák gyenge interakciójából adódhat. Ez 

az eltérő elektroforetikus migráció alapvetően az irreguláris aminosav összetételből következik, 

ami a rendezetlen fehérjékre jellemző [137,164]. Az SDS gél elektroforézis az első kísérleti 

indikáció, amely alapján feltételezhetjük, hogy a Myo16Tail szerkezete rendezetlen. 

4.3 MYO16TAIL SZERKEZETÉNEK KARAKTERIZÁLÁSA 

4.3.1 Myo16Tail konformációs tulajdonságainak vizsgálata 

A bioinformatikai szekvencia analízis megerősítéséhez a kísérletek nagy részében 

triptofán fluoreszcencián keresztül vizsgáltuk a Myo16Tail szerkezeti sajátságait. A Myo16Tail 

rekombináns fragmentum hat triptofán aminosavat tartalmaz. Ezek közül három a rendezett 

régiókban található, míg a további három triptofán a rendezetlen régiókban a rendezetlenségi 

valószínűség predikció alapján. Mindössze egy triptofán helyezkedik el az IQ motívum 

közelében, két triptofán a rendezetlen NHM régióban, valamint a fennmaradó három triptofán 

pozíciója nem köthető ismert szekvencia motívumokhoz (15. ábra).     

 A triptofán aminosavak, mint belső fluorofórok érzékenyek a lokális környezeti 

változásokra [192]. Ezért triptofán fluoreszcencia méréseken keresztül információt nyerhetünk 

a fehérje konformációjáról a hullámhossz függvényében. Ha a triptofánok a fehérje hidrofób 
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magjában találhatóak, akkor a fluoreszcencia emisszió maximális hullámhossza ~320 nm is 

lehet. Ezzel szemben, mikor a triptofánok flexibilis fehérje régiókban találhatóak és az oldat 

számára hozzáférhetőek, akkor a maximális hullámhossz vörös eltolódása figyelhető meg, ami 

350 nm felett is detektálható [193]. Speciális esetekben különböző triptofán rotamerek 

találhatóak a fehérjében (rotációs konformációs izomerek), továbbá a fluoriméter 

monokromátorok hullámhosszra adott válaszától és a detektoroktól függően a maximális 

emissziós hullámhossz tovább is tolódhat ~360 nm fele [193,194]. 

 

15. ábra. Myo16Tail triptofán aminosavak pozíciója a rendezetlen szerkezet valószínűségének 

függvényében. Az ismert motívumok színes téglalapokkal jelölve: IQ (szürke), NHM (narancssárga), 

prolin-gazdag régió (zöld). A triptofán aminosavak pozícióját piros pont jelöli.  

A kísérletek során először a Myo16Tail triptofán fluoreszcencia emissziójának változását 

tanulmányoztuk növekvő GuHCl koncentráció jelenlétében. A mérésekhez G-aktin fehérjét 

használtunk kontrollként. A G-aktinban található négy triptofán pozíciója és a fehérje 

másodlagos és harmadlagos szerkezete is jól ismert [195,196]. A kontroll mérés esetében a G-

aktin fluoreszcencia intenzitása ~38%-kal csökkent, és a maximális hullámhossz 25 nm vörös 

eltolódást mutatott 336-361 nm között (16. A ábra).        

 A Myo16Tail triptofán fluoreszcencia emisszió maximális hullámhossza a mérés során 

denaturáló ágens hiányában ~351 nm volt, valamint a fluoreszcencia intenzitásának csökkenése 

is kevésbé volt kifejezett (~27%). Ezek alapján arra következtethetünk, hogy a triptofánok 

nagyobb mértékben hozzáférhetőek a natív Myo16Tail fehérjében, mint a G-aktin esetén. A 
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GuHCl koncentráció növelésével a Myo16Tail szerkezet csekély mértékben változott, 

mindössze 9 nm vörös spektrális eltolódás volt megfigyelhető 351-360 nm között (16. B ábra). 

A        B 

 

16. ábra. Fehérje konformációs átmenetek vizsgálata triptofán fluoreszcencia emisszió segítségével.  

A fehérje kitekeredési kísérletek növekvő GuHCl koncentráció jelenlétében zajlottak. A triptofán 

aminosavak gerjesztése 295 nm-en történt, majd a fluoreszcencia emissziót 300-450 nm között 

detektáltuk. (A) A kontroll G-aktin fluoreszcencia emissziója 25 nm vörös eltolódást mutatott 336-361 

nm között. (B) Ezzel szemben a Myo16Tail konformációs változása 351-360 nm között mindössze 9 nm 

spektrális eltolódást eredményezett. Az eredmények három mérés átlagát mutatják (n=3). 

A maximális hullámhossz GuHCl koncentráció függése tovább erősíti ezt a feltételezést (17. 

ábra). Az ábrán jól látható a kontroll G-aktin és a Myo16Tail konformációs átmeneteinek eltérő 

karakterisztikája. A G-aktin denaturáció során a maximális hullámhosszváltozás meredek 

szigmoid tendenciát mutat, ami kooperatív konformációváltozásra utal. Ezzel szemben a 

Myo16Tail konformációváltozásában a kooperativitás hiánya figyelhető meg és csak enyhe 

szigmoid változást láthatunk a maximális hullámhossz értékekben (17. ábra). A fehérje 

feltekeredés vagy kitekeredés kooperativitása jól jellemzi a másodlagos és harmadlagos 

szerkezet kölcsönhatásainak változásait. A nagyfokú kooperativitás a globuláris, rendezett 

fehérje szerkezetre utal, míg az alacsony kooperativitás rendezetlen, flexibilis szerkezetet 

feltételez [197,198]. 
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17. ábra. Fehérje kitekeredés konformációs átmeneteinek kooperativitása a triptofán fluoreszcencia 

emisszió maximális hullámhosszának függvényében. A spektrumok maximális hullámhossz értékeit 

ábrázoltuk a GuHCl koncentráció függvényében. Az adatpontokra Boltzmann függvényt illesztettünk 

(1. egyenlet). Az eredmények három mérés átlagát mutatják (n=3, átlag ± SD). 

A Myo16Tail konformációs sajátságainak további tanulmányozása érdekében 1-anilino-

8-naftalin szulfonát (ANS) alapú fluoreszcencia emissziós kísérleteket végeztünk. Az ANS 

eltérő módon képes kötődni a fehérjék különböző konformációihoz és alkalmas a molten 

globula konformációs állapot specifikus karakterizálására [199]. Az ANS fluoreszcencia 

intenzitás változása és a spektrális eltolódás növekvő GuHCl hozzáadására tükrözi a fehérje 

konformáció mikrokörnyezetének változását (rendezett szerkezet – hidrofób, rendezetlen – 

poláros környezet). Az ANS maximális fluoreszcencia intenzitása (kötés telítődés) kifejezetten 

a molten globula konformációs állapot esetén jellemző, az alacsony ANS intenzitás pedig a 

rendezett vagy a teljesen kitekeredett fehérjeszerkezetet reprezentálja [199].  

Az ANS fluoreszcencia kísérletek első felében kontroll méréseket végeztünk G-aktin 

fehérjével GuHCl hiányában és jelenlétében. A kezdeti G-aktin ANS fluoreszcencia emisszió 

GuHCl hiányában a legalacsonyabb volt, viszont 1-2 M GuHCl koncentráció tartományban az 

ANS emisszió megnövekedett, ami a fehérjeszerkezet részleges kitekeredésére utal, azaz a 

molten globula konformációs átmenet jelenlétére (18. A ábra). Magasabb GuHCl 

koncentráción (2-4 M) az ANS emisszió újra lecsökken, ahogy a G-aktin szerkezete teljesen 

denaturálódik. A kontroll G-aktin ANS fluoreszcencia eredmények összhangban vannak a 
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fehérje kétfázisú konformációs változásával [200].       

 A Myo16Tail ANS fluoreszcencia intenzitása GuHCl hiányában volt a legmagasabb, 

majd növekvő GuHCl koncentráció függvényében fokozatosan csökkent (18. B ábra). A 

Myo16Tail kezdeti magas ANS intenzitása arra utal, hogy natív állapotban feltehetően molten 

globula konformációval rendelkezik. 

A        B 

 

18. ábra. Fehéje konformációs átmenetek vizsgálata ANS fluoreszcencia emisszióval. Az ANS 

gerjesztése 360 nm-en történt, míg az fluoreszcencia emissziót 400-650 nm között detektáltuk.  

 (A) A G-aktin ANS fluoreszcencia kísérletek alapján az intenzitása 1-2 M GuHCl koncentráció 

tartományban volt a legmagasabb, mely utal a kezdeti nem-poláris fehérjeszerkezet kitekeredésére és 

molten globula konformációs átmenet jelenlétére (poláris mikrokörnyezet). (B) A Myo16Tail ANS 

fluoreszcencia mérések során GuHCl hiányában mértük a legmagasabb ANS fluoreszcencia intenzitást, 

majd folyamatosan csökkent egyre növekő GuHCl koncentráció mellett. Ezek alapján a Myo16Tail natív 

konformációja megfeleltethető a molten globula állapotnak. A kísérletek során három mérést 

végeztünk (n=3). 

Az ANS fluoreszcencia emissziós spektrumok adatai alapján ábrázoltuk a maximális ANS 

intenzitáshoz tartozó hullámhossz értékeket a GuHCl koncentráció függvényében.  

A G-aktin ANS mérések során a maximális ANS intenzitáshoz tartozó hullámhossz kétfázisú, 

kooperatív kitekeredést feltételez, valamint 1-2 M GuHCl koncentráció tartományban a 

maximális ANS hullámhossz (~480 nm) a molten globula konformációs állapot jelenlétére utal. 

Ehhez képest a Myo16Tail maximális ANS intenzitáshoz tartozó hullámhosszt 480 nm-en 
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detektáltuk GuHCl hiányában, ami egybeesik a G-aktin molten globula konformációs 

átmenetének tartományával (1-2 M GuHCl, ~480 nm). Továbbá a Myo16Tail esetében 

fokozatos, enyhe szigmoid átmenet figyelhető meg a fehérje kitekeredése során, ahogy 

emelkedik a GuHCl koncentráció (19. ábra). Tehát a Myo16Tail gyengén kooperatív 

denaturációt mutat és a maximális ANS intenzitáshoz tartozó ~480 nm hullámhossz is arra utal, 

hogy a Myo16Tail molten globula konformációval rendelkezik natív állapotban. 

 

19. ábra. Fehérje konformációs átmenetenek kooperativitása az ANS fluoreszcencia függvényében. 

Az ANS fluoreszcencia emissziós spektrumok maximális intenzitáshoz tartozó hullámhossz értékeit 

ábrázoltuk növekvő GuHCl koncentráció függvényében. A G-aktin maximális ANS hullámhossz 

kooperatívitásra jellemző változást mutatott a kitekeredés során. A G-aktinhoz tartozó adatpontokra 

Gauss függvényt illesztettünk (2. egyenlet). A Myo16Tail maximális ANS hullámhossz változás viszont 

alacsony kooperativitást mutatott, ami a kismértékű konformáció változásra utal a kitekeredés során. 

A Myo16Tail adatokra Boltzmann függvényt illesztettünk (1. egyenlet). A kísérletek során végzett 

három mérés adatait átlagoltuk (n=3, átlag ± SD). 

4.3.2 Myo16Tail triptofán hozzáférhetőség vizsgálata 

A triptofán hozzáférhetőség további vizsgálatához triptofán fluoreszcencia kioltás 

kísérleteket végeztünk, ami egy széles körben alkalmazott módszer a fehérjeszerkezet és 

konformációs dinamikai tulajdonságok jellemzéséhez [201,202]. A kontroll G-aktin és 

Myo16Tail steady-state triptofán fluoreszcencia emisszió kioltását akrilamid segítségével 

végeztük. A Stern-Volmer egyenlet alapján ábrázoltuk és meghatároztuk a Stern-Volmer 
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együtthatókat. A G-aktin kontroll mérésnél alacsonyabb (Ksv=1,98 ± 0,01 M-1), míg a 

Myo16Tail esetében magasabb Stern-Volmer együtthatókat kaptunk (Ksv=2,59 ± 0,01 M-1), ami 

utal a Myo16Tail nagyobb triptofán hozzáférhetőségére és a dinamikus konformáció 

változására (20. A ábra). Megfigyelhető, hogy a Myo16Tail esetében a Stern-Volmer féle 

ábrázolás eltér a lineáristól és jobb illesztést kaphatunk, ha quadratikus polinom függvényt 

illesztünk a felfelé görbülő tendenciát mutató adatpontokra (20. A ábra). A Myo16Tail 

fluoreszcencia emisszió kioltás lineáris tendenciától való eltérése arra utal, hogy nem csak 

dinamikus kioltás történt, hanem statikus kioltás is jelen volt. A statikus komponens jelenléte 

magyarázható az úgynevezett „sötét komplex” kialakulásával, ami során az akrilamid kioltó 

molekula nemfluoreszcens komplexet alkot a triptofán intrinzik fluoroflórokkal [203]. A „sötét 

komplexek” nem gerjeszthetők, mivel a fluorofórok gyors hozzáférhetősége miatt még a 

gerjesztés előtt megtörténik a kioltás, így a „sötét komplexek” nem járulnak hozzá az időfüggő 

fluoreszcencia spektroszkópiai mérések során végzett triptofán fluoreszcencia élettartam 

kioltás eredményekhez.  

A        B 

 

20. ábra. Triptofán hozzáférhetőség vizsgálata fluoreszcencia kioltás kísérletekkel. (A) Triptofán 

fluoreszcencia emisszió kioltása akrilamid kioltó segítségével. Az adatokat a klasszikus Stern-Volmer 

egyenlet segítségével illesztettük és meghatároztuk a Ksv értékeket (±SD) (az illesztett egyenes 

meredeksége). (B) Triptofán fluoreszcencia élettartam kioltás vizsgálata időfüggő spektroszkópiai 

módszerrel. Az adatokat a fluoreszcencia élettartamra vonatkoztatott Stern-Volmer egyenlet alapján 

illesztettük. Az eredményeket három mérést követően átlagoltuk (n=3, átlag ± SD). 
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Akrilamid   G-aktin      Myo16Tail 

c (M)  (ns) ± SD     (ns) ± SD  

0 3,6 0,00  4,1 0,00 

0,26 2,2 0,08  3,2 0,08 

0,48 1,7 0,12  3,0 0,12 

0,67 1,4 0,00  2,8 0,00 

0,83 1,3 0,01  2,8 0,01 

0,97 1,2 0,01  2,8 0,01 

1,09 1,1 0,01  2,9 0,01 

4. táblázat. Triptofán fluoreszcencia élettartam az akrilamid koncentráció függvényében.  

Az eredmények három mérés átlagát mutatják (n=3). 

A triptofán fluoreszcencia élettartam kioltás mérések esetében a „sötét komplex” 

kialakulása nem befolyásolja a fluoreszcencia élettartamot. Abban az esetben, ha csak statikus 

kioltás – és „sötét komplex” formálás – történik a 0/ Stern-Volmer ábrázolás vízszintes, 

egyenes vonalat eredményezne. Dinamikus kioltás esetén a steady-state mérésekhez hasonlóan 

egy KSV meredekségű egyenest várnánk. A triptofán fluoreszcencia kioltásban szerepet játszó 

statikus komponens jelenlétének további vizsgálatához időkorrelált egy foton számlálás 

módszerén alapuló kísérleteket végeztünk. A kontroll G-aktin triptofán fluoreszcencia 

élettartam kioltás Stern-Volmer féle ábrázolása lineáris, ami alapján arra következtethetünk, 

hogy a kioltás dinamikus (20. B ábra; 4. táblázat). A kontroll G-aktin triptofán fluoreszcencia 

élettartam kioltás esetében az átlagos triptofán fluoreszcencia élettartam lineáris csökkenést 

mutat a növekvő akrilamid koncentráció függvényében (20. B ábra; 4. táblázat).   

A kontroll mérésekkel ellentétben a Myo16Tail triptofán fluoreszcencia kioltás Stern-

Volmer 0/ értékei enyhe emelkedést mutattak 0,5 M akrilamid koncentrációig, ezt követően 

viszont a Stern-Volmer ábrázolás ellaposodó tendenciát mutat (20. B ábra). Az eredmények 

alapján arra következtethetünk, hogy a dinamikus kioltás mellett a statikus komponens is 

jelentősen mértékben hozzájárul a Myo16Tail triptofán fluoreszcencia kioltáshoz. A triptofán 

fluoreszcencia élettartam átlag értékeket vizsgálva látható, hogy az élettartam meredeken 

csökken 4,1-3,12 ns között 0,26 M akrilamid hozzáadására. Magasabb akrilamid koncentráción 
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(0,48-1,09 M) viszont az átlagos triptofán fluoreszcencia élettartam csak kis mértékben változik 

(~2,8 ns) (4. táblázat). 

Tehát az időkorrelált triptofán fluoreszcencia kioltás mérések során a növekvő akrilamid 

koncentráció hatására csökkenő Myo16Tail triptofán fluoreszcencia intenzitást eredményezett, 

amely arra utal, hogy 0,5 M akrilamid koncentráció felett a triptofánok „sötét komplexet” 

alkotnak a kioltó molekulákkal. A kioltásos kísérletek arra engednek következtetni, hogy a 

Myo16Tail szerkezetében található triptofánok jelentős mértékben hozzáférhetőek az oldat és 

az akrilamid számára. 

4.3.3 Myo16Tail szerkezeti kooperativitása 

Tovább vizsgálva a Myo16Tail konformációs tulajdonságait steady-state triptofán 

anizotrópia, időkorrelált triptofán élettartam, valamint anizotrópia lecsengés méréseket 

végeztünk GuHCl hozzáadásával. Először steady-state triptofán fluoreszcencia anizotrópia 

kísérletekben hasonlítottuk össze a kontroll G-aktin és a Myo16Tail anizotrópia sajátságait 

növekvő GuHCl koncentráció függvényében (21. A, B ábra). A kontroll esetben kétlépcsős 

triptofán anizotrópia változás figyelhető meg a GuHCl függvényében. Az első fázisban, 

alacsony GuHCl koncentráción az anizotrópia növekszik, ami a G-aktin natív szerkezetből 

inaktív állapotba történő konformációs átmenetét jelzi. Ezt követően egy meredek anizotrópia 

csökkenés következik be, amikor az inaktív G-aktin denaturálódik, utalva a fehérje kitekeredés 

kooperatív jellegére (21. A ábra). A G-aktin triptofán fluoreszcencia anizotrópia kísérleteink 

összhangban vannak korábban leírt eredményekkel [200].      

 A Myo16Tail triptofán fluoreszcencia anizotrópia egyfázisú, monoton csökkenést 

mutatott a GuHCl koncentráció függvényében, hasonlóan a fluoreszcencia emissziós 

eredményekhez (16. A, B; 17. ábra). Az gyengén kooperatív denaturációra utaló tendencia 

[204], ami a maximum hullámhossz és az anizotrópia eredményeknél is megfigyelhető tovább 

erősíti a Myo16Tail feltételezett rendezetlen szerkezeti sajátságaira vonatkozó 

elképzeléseinket. 
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A        B

 

21. ábra. Konformációs átmenetek vizsgálata steady-state anizotrópiával. (A) Kontroll G-aktin és (B) 

Myo16Tail triptofán anizotrópia növekvő GuHCl koncentráció függvényében. A triptofán gerjesztés 295 

nm-en, míg az emisszió detektálás 350 nm-en történt. A mérések során az adatokat átlagoltuk (n=3, 

átlag ± SD). 

4.3.4 Myo16Tail konformációs dinamikája 

A továbbiakban időkorrelált egyfoton számlálás módszerével vizsgáltuk a fehérjék 

konformációs dinamikáját triptofán élettartam és anizotrópia lecsengés kísérleteken keresztül 

növekvő GuHCl koncentráció függvényében. Az átlag triptofán fluoreszcencia élettartamot 

ábrázolva hasonló kétfázisú tendenciát kaptunk a kontroll G-aktin esetében, valamint fokozatos 

egyfázisú csökkenés figyelhető meg a Myo16Tail adatokban a GuHCl denaturáció hatására (22. 

A, B ábra; 5. táblázat), úgy mint a steady-state anizotrópia méréseknél (21. A, B ábra).  
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A        B 

 

22. ábra. Konformációs átmenetek vizsgálata triptofán élettartam mérésekkel időkorrelált egy foton 

számlálás módszerével. (A) Kontroll G-aktin és (B) Myo16Tail triptofán fluoreszcencia élettartam 

növekvő GuHCl koncentráció függvényében. Az időfüggő nyers élettartam lecsengési adatokat a 

beillesztett ábrák mutatják. A triptofán aminosavak gerjesztése 295 nm-en, míg a fluoreszcencia jel 

detektálása 350 nm-en történt. A kísérletek során három mérést végeztünk és ezeket átlagoltuk (n=3, 

átlag ± SD). 

Időfüggő triptofán anizotrópia lecsengés kísérletekkel tovább vizsgáltuk a Myo16Tail 

konformációs dinamikai jellegzetességeit. A 42 kDa molekula tömegű kontroll G-aktin 

triptofán rotációs korrelációs idők változása hasonló tendenciát mutatott a triptofán élettartam 

mérésekben megfigyeltekhez, amit magyarázhat a fehérje két, egymást követő konformációs 

átmenete a denaturáció során (23. A ábra; 5. táblázat). A kontroll mérés során kapott G-aktin 

triptofán rotációs korrelációs idők összehangban vannak a korábban leírt eredményekkel [205]. 

A G-aktin triptofán rotációs korrelációs idő ~26 ns volt a denaturáló ágens hiányában, amely a 

GuHCl hozzáadásra csökkenő tendenciát mutatott (23. A ábra; 5. táblázat). A rotációs 

korrelációs idők a fehérje egészének mozgását reprezentálják. A csökkenő rotációs korrelációs 

idők a megnövekedett triptofán mobilitásra utalnak az adott fehérje szegmensben, ami a fehérje 

denaturáció következménye (5. táblázat).  

A Myo16Tail anizotrópia lecsengése különbözik a kontroll mérésektől. Az adatokra két 

exponenciális függvényt illesztve két komponens figyelhető meg a triptofánok forgásában.  

A GuHCl hiányában egy gyors ~1 ns és egy lassú ~33 ns rotációs korrelációs komponenst 
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határoztunk meg (23. B ábra; 5. táblázat). A gyors komponens a triptofán aminosavak saját 

forgására utal és nem jelenik meg a G-aktin esetében, mivel a triptofánok a globuláris fehérje 

szerkezetben együtt forognak a fehérjével. A Myo16Tail esetén mért lassabb kezdeti ([GuHCl] 

= 0 M) rotációs korrelációs idő (~33 ns) gyakorlatilag egyenlő a molekulatömeg (86,47 kDa) 

és a kísérletes úton származtatott képlet (𝛷𝑝𝑟𝑜𝑡 = 𝜂
𝑉

𝑘·𝑇
= 𝑀(′𝒰 + ℎ)

𝜂

𝑅·𝑇
) alapján számított 

triptofán rotációs korrelációs idővel [206]. A GuHCl koncentrációt növelve lassú csökkenés 

figyelhető meg a Myo16Tail triptofánok két komponensének forgásában, ami a fokozott 

rotációs dinamikára utal. A Myo16Tail mérés során kapott eredmények arra utalnak, hogy a 

triptofánok legalább egy része hozzáférhetőbb az oldat számára, szemben a G-aktinban 

található triptofánokkal. Továbbá az eredmények korrelálnak a triptofán aminosavak 

lokalizációjával (15. ábra), miszerint a triptofánok egy része a rendezett Myo16Tail fehérje 

régiókban található, míg másik része inkább a rendezetlen szegmensekben. 

A        B 

 

23. ábra. Időkorrelált egyfoton számlálás módszerével végzett triptofán anizotrópia lecsengés 

mérések eredményei. (A) Kontroll G-aktin és (B) Myo16Tail triptofán anizotrópia lecsengés növekvő 

GuHCl koncentráció függvényében. A gerjesztés 295 nm-en történt, az anizotrópia lecsengés 

detektálása pedig 350 nm-en. A kísérletek során három mérést végeztünk (n=3). 
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GuHCl  G-aktin    Myo16Tail  

c (M)  (ns) ± SD θ (ns) ± SD  (ns) ± SD θ1 (ns) ± SD θ2 (ns) ± SD 

0 4,3 0,16 25,9 1 4,3 0,08 1,2 0,2 33 1 

1 4,5 0,23 32,7 1 4,1 0,19 1 0,4 31 3,5 

2 4,7 0,31 30,4 2 3,7 0,15 0,9 0,4 41,7 10 

3 3,6 0,23 19,4 1 3,4 0,18 0,7 0,4 25,1 4 

4 3,4 0,23 15,8 1 3,2 0,12 1 0,3 22,4 3,6 

5. táblázat. Az időkorrelált egyfoton számlálás módszerével végzett kísérleti eredmények 

összefoglalása. Az eredmények három mérés átlagát mutatják (n=3). 

Tehát a steady-state és időfüggő triptofán fluoreszcencia denaturációs kísérletek csekély, 

de dinamikus Myo16Tail konformáció változásra utalnak. Továbbá ezek alapján 

feltételezhetjük, hogy a rendezetlen régiók mellett másodlagos és harmadlagos szerkezeti 

elemek is jelen vannak a Myo16Tail szerkezetében, valamint lehetséges, hogy a Myo16Tail 

biológiai funkció során (fehérje interakciók) kontextus függő konformáció változásokon mehet 

keresztül.  

4.3.5 Myo16Tail másodlagos szerkezeti elemek vizsgálata  

A Myo16Tail szerkezetének részletesebb megismerése érdekében Cirkuláris dikroizmus 

(CD) spektroszkópiai méréseket végeztünk. A távoli ultraibolya (190-250 nm) tartományban 

mért CD spektrum elemzéséből információt nyerhetünk a fehérjék másodlagos szerkezetéről, 

illetve a strukturális elemek arányáról [207].         

 A Myo16Tail CD spektruma tartalmaz egy negatív minimum (205 nm), egy pozitív 

maximum csúcsot (190 nm), valamint egy jellegzetes hullámhossz tartományt 215-225 nm 

között. Ezek a hullámhossz értékek és tartományok az α-hélix és ß-lemez másodlagos 

szerkezeti elemekre jellemzőek. Továbbá a viszonylag nagy negatív minimum (205 nm) és a 

gyenge pozitív  maximum (190 nm) a CD spektrumon a rendezetlen szerkezet jelenlétére is utal 

(24. A ábra). A Myo16Tail másodlagos szerkezet analíziséhez a dekonvolúciós algoritmusra 

épülő BestSel programot használtuk [182,208,209]. A BestSel egy új módszer, amelynek 

segítségével az α-helikális és ß-lemez szerkezeti elemek típusa és aránya meghatározható, úgy 

mint, például paralell és antiparalell ß-lemez szerkezeti elemek. Az antiparalell ß-lemez 

szerkezet 3 típusát lehet elkülöníteni, anti 1 (balra csavart), anti 2 (relaxált) és anti 3 (jobbra 
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csavart) ß-komponens. A Myo16Tail CD spektrum analízise 19,5% α-hélix és 21,3% ß-lemez 

másodlagos szerkezeti elemet mutatott ki. Habár a rekombináns Myo16Tail tartalmazza az IQ 

motívumot, mely főként α-hélix másodlagos szerkezeti elemeket tartalmaz [184] nem 

valószínű, hogy hozzájárul a 19,5%-os hélix tartalomhoz. Az IQ mindössze 3,9%-át teszi ki a 

teljes Myo16Tail szekvenciának, ezért a helikális szerkezeti elemek a farok régióban vannak 

túlsúlyban. További szerkezeti elemek jelenléte szintén fontos a fehérje szerkezet 

karakterizálásában. Az úgynevezett fordulat (turn) 15,2%-ban és a rendezetlen szerkezeti 

elemek 44%-ban találhatóak meg a Myo16Tail-ben, melyek aránya jelentős, összesen 59,2%-

ot tesz ki. A nagymértékű Myo16Tail rendezetlenség a CD spektroszkópiai alapján egybevágó 

eredményt mutat az aminosav szekvencia alapján végzett bioinformatikai analízissel (2. 

táblázat). A szerkezeti elemek megoszlását a 6. táblázat foglalja össze. Továbbá említésre 

méltó, hogy a másodlagos szerkezeti elemek jelenléte megerősíti a rekombináns Myo16Tail 

megfelelő renaturációját a tisztítási procedúra során. A BestSel analízisnek van egy hátránya, 

miszerint a nagymértékben rendezetlen fehérjék rendezetlen régióit bizonyos esetekben anti 3 

ß-lemez komponensekként osztályozza [209], ami a jelenlegi esetben azt is jelentheti, hogy a 

Myo16Tail rendezetlensége feltehetően még jelentősebb. Eredményeinket hasonló 

szakirodalmi adatok is megerősítik [210]. 

A        B 

 

24. ábra. Másodlagos szerkezet vizsgálat CD spektroszkópia segítségével. A CD spektrumok felvétele 

a távoli UV hullámhossz tartományban történt. A spektrumokon a hullámhosszt ábrázoltuk az 

ellipticitás függvényében. (A) Myo16Tail (1,1 mg/ml) CD spektruma (fekete) és az illesztés ábrázolása 

(piros) BestSel webszerver segítségével történt. (B) A hődenaturációs CD spektroszkópiai mérések 
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során 10 °C-os lépésekben regisztráltuk a spektrumokat 10 és 100 °C között. A Myo16Tail 

koncentrációja a fehérje aggregáció elkerülése érdekében 0,1 mg/ml volt. A nyíl a változás irányát 

mutatja. A kísérletek során három mérést végeztünk (n=3). 

Másodlagos szerkezeti elemek (%) 

 Helix 1 (szabályos) 12,4 

 Helix 2 (torzult) 7,1 

 Anti 1 (balra csavart) 0 

 Anti 2 (relaxált) 5,4 

 Anti 3 (jobbra csavart) 15,9 

 Fordulat (turn) 15,2 

 Rendezetlen 44 

6. táblázat. Myo16Tail másodlagos szerkezeti elemek összefoglalása. A táblázatban a BestSel 

program által számított másodlagos és rendezetlen szerkezeti elemek %-os arányai láthatóak.  

A másodlagos szerkezeti elemek vizsgálata után hődenaturációs CD spektroszkópiai 

méréseket végeztünk. A kísérletek során a Myo16Tail fehérje mintát 10 és 100 °C között 

felfűtöttük, 10 °C-os lépésekben regisztrálva a CD spektrumokat (24. B ábra).  

A Myo16Tail a hődenaturáció hatására fokozatos, de csekély mértékű spektrális változást 

mutatott, ami szintén az alacsony kooperatív denaturációt támasztja alá és a kompakt 

fehérjeszerkezet hiányát. A BestSel elemzés ~7% α-hélix tartalom csökkenést és ~5% 

rendezetlenség emelkedést mutatott ki. A ß-lemez szerkezeti elemek aránya szintén emelkedett 

~4%-al, viszont ez feltehetően a magas hőmérsékleten végbemenő részleges fehérje 

aggregációnak köszönhető.    

A Myo16Tail CD adatok alapján (24. A ábra) kiszámoltuk az egy aminosavra vonatkozó 

moláris ellipticitás (θ) értékeket a 8. egyenlet segítségével, 222 és 220 nm-en ([θ]222=  -5813 

deg cm2 dmol-1 és [θ]200= -8865 deg cm2 dmol-1). A moláris ellipticitás értékeket egy kettős 

hullámhossz ábrára vetítettük rá (piros szaggatott vonal), ahol fehérjék különböző mértékű 

rendezetlen konformációs állapotainak populációi kerültek csoportosításra moláris ellipticitás 

alapján Uversky és Fink által [181]. A módosított ábrán a Myo16Tail konformációja (piros 

szaggatott vonal metszéspont) a molten globula (MG) és a pre-molten globula (PMG) 

populációk közé esik (25. ábra). 
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25. ábra. Myo16Tail rendezetlenség karakterizálása moláris ellipticitás alapján. A Myo16Tail távoli-

UV CD adatok származtatott moláris ellipticitás értékeinek ábrázolása 222 nm-en és 220 nm-en [θ]222= -

5813 deg cm2dmol-1 és [θ]200= -8865 deg cm2dmol-1). Az ábra Uversky és Fink alapján módosítva [181], 

ahol a piros szaggatott vonalak metszéspontja jelzi a Myo16Tail konformációs állapotát. Az ábrán a 

színes körök különböző fehérjék rendezetlen konformációs állapotainak csoportosítását mutatja be a 

rendezett állapottól kezdve a rendezetlen fehérje szerkezetig az alábbiak szerint: natív (zöld-N), molten 

globula (sötét kék-MG), pre-molten globula (ciánkék-PMG), amiloid intermedierek (piros) a PMG 

csoporttal átfedve és rendezetlen konformáció (sárga-U).       

Tehát a CD spektroszkópiai mérési eredmények alapján a Myo16Tail rendezett és 

rendezetlen fehérje régiókat is tartalmaz, valamint molten globula konformációval 

rendelkezhet, alátámasztva ezzel a triptofán és ANS fluoreszcencia spektroszkópiai kísérleti 

eredményeinket. Továbbá a CD spektroszkópiai eredmények összhangban vannak a Myo16Tail 

háromdimenziós szerkezeti modellel, miszerint tartalmaz másodlagos szerkezeti elemeket és 

számottevő arányban rendezetlen fehérje régiókat is (13. ábra). 

4.3.6 Myo16Tail termodinamikai stabilitásának karakterizálása 

A differenciális pásztázó kalorimetria (DSC) egy széles körben alkalmazott 

szerkezetvizsgáló módszer, ami a fehérjék termodinamikai stabilitásáról ad információt [211]. 

Nem csak a globuláris fehérjék szerkezetvizsgálatára alkalmas, hanem a rendezetlen fehérjék 

szerkezeti állapotairól is nyerhetünk adatokat [212]. A rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek 

kompakt, harmadlagos szerkezettel, ezért nem figyelhető meg valós endoterm kooperatív 

denaturáció a kalorimetriai mérések során. Továbbá a rendezetlen fehérjék oldatnak kitett 
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hidrofób csoportjai miatt könnyen kialakulhat oligomerizáció és/vagy aggregáció. Az 

oligomerizáció és/vagy aggregáció másodlagos szerkezeti elemek kialakulását, szerkezet 

felvételét segítheti elő a rendezetlen fehérjékben, ezért exoterm folyamatként jellemezhető 

[212]. Ez az exoterm folyamat kooperatív termikus feltekeredésben nyílvánulhat meg [213], 

feltehetően a hőmérséklet növekedése miatt bekövetkező hidrofób kölcsönhatások 

erősödésének köszönhetően [214].  

 DSC kísérleteink első fázisában 0,3 K/perc felfűtési sebességgel denaturáltuk a kontroll 

G-aktin és Myo16Tail fehérje mintákat 20-100 °C között. A G-aktin a globuláris szerkezetből 

adódóan kooperatív denaturációval jellemezhető 50-60 °C-os tartományban, ahol az olvadási 

hőmérséklete 54,98 °C (Tm, az olvadási hőmérséklet, ahol a felfűtött minta 50%-ban denaturált 

állapotban van) (26. A ábra). A G-aktin olvadási hőmérséklete konzekvens az irodalmi 

adatokkal [215].              

 A kontroll mérésekkel szemben a Myo16Tail nem mutatja egyértelmű jelét endoterm, 

kooperatív denaturációnak, habár kismértékű endoterm hőáram változások megfigyelhetőek 

55-70 °C-os tartományban, ami utalhat a másodlagos szerkezeti elemek kitekeredésére. A 

Myo16Tail rendezetlen szerkezetéből adódóan sokkal inkább gyors aggregáció kialakulása, 

majd az aggregátumok lassú denaturációja, olvadása dominál 50 °C felett, ami a hőáram 

folyamatos negatív irányú viszonylag nagymértékű endoterm csökkenését eredményezheti (26. 

A ábra). A feltételezett aggregáció miatt exoterm irányú hőáram változást várnánk, ez a 0,3 

K/min felfűtési sebesség esetén lezajlott eredményekben nem tükröződik. Feltehetően a 0,3 

K/min felfűtési sebesség gyors aggregációt okozhat az érzékeny, rendezetlen fehérjék esetében 

és ezért már csak a Myo16Tail aggregátumok olvadása, endoterm denaturációja figyelhető meg. 

Az alkalmazott fehérje koncentráció limitáló tényező lehet a kalorimetriás mérésekben, mivel 

a rendezetlen fehérjék magasabb koncentráción hajlamosabbak az aggregációra, viszont a 

microDSC készülék limitációja 1 mg/ml-es fehérje koncentráció.  

A feltételezett aggregáció megerősítése érdekében alacsonyabb felfűtési sebességen is 

végeztünk méréseket (0,1 K/min). A lassabb felfűtési sebesség esetén széles hőmérsékleti 

tartományban tapasztaltunk exoterm kooperatív hőáram változást (45-80 °C), ami aggregációra 

utalhat (26. B ábra). A rendezetlen Myo16Tail exoterm termikus feltekeredésen mehet 

keresztül a hidrofób kölcsönhatások erősségének növekedése miatt, amit a lassabb 

hőmérsékletnövekedés okozhat. 

A Myo16Tail kalorimetriás mérések alapján alacsony termodinamikai stabilitás és a 

fehérjefragmentum kooperatív denaturációjának hiánya figyelhető meg magasabb felfűtésen 
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(0,3 K/min), ami gyors fehérje aggregációval és ezek olvadásával párosulhat, de az 

aggregátumok olvadása miatt endoterm folyamatként láthatjuk. Alacsonyabb felfűtési sebesség 

mellett (0,1 K/min) exoterm kooperativitást detektáltunk, ami valószínűleg a hidrofób 

kölcsönhatások növekedéséből származó exoterm termikus szerkezeti feltekeredésnek 

köszönhető.  

A        B 

 

26. ábra. A Myo16Tail termodinamikai stabilitásának jellemzése. (A) A kontroll G-aktin endoterm 

kooperatív denaturációt mutat (Tm=54,98 °C). A Myo16Tail esetében nem tapasztalható kooperatívitás 

a szerkezet kitekeredésben 0,3 K/min felfűtési sebesség mellett. Sokkal inkább fehérje aggregációra 

utaló nem-kooperatív negatív hőáram növekedés figyelhető meg (endoterm). (B) Lassabb felfűtési 

sebesség (0,1 K/min) esetén is megvizsgáltuk a Myo16Tail hődenaturációját, amely egyértelmű 

aggregáció jeleit mutatta (exoterm). A G-aktin (0,3 K/min) és Myo16Tail (0,1 K/min) hőáram adatokra 

Gauss illesztést alkalmaztunk (zöld vonal). A nyilak a pozitív irányú exoterm és a negatív irányú 

endoterm folyamatokat mutatják. A kísérletek során három mérést végeztünk (n=3). 

4.4 MYO16TAIL FUNKCIONÁLIS VIZSGÁLATA 

4.4.1 Myo16Tail funkcionálisan aktív és kölcsönhat a Myo16Ank doménnel 

A renaturált Myo16Tail aktivitásának tesztelése érdekében steady-state anizotrópia 

segítségével vizsgáltuk a rekombináns fehérje fragmentum lehetséges interakciós 

tulajdonságait. Számos miozin C-terminális farok régió esetében ismert, hogy képes 

intramolekuláris kölcsönhatás révén kötődni a polipeptidlánc N-terminális végéhez egyfajta 

visszacsatoló mechanizmussal (miozin IIA, V, VI, VII, X) [39,41,42,216,217]. Ez az  
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autoregulációs interakció általában negatívan befolyásolja a miozin motor domén enzimatikus 

aktivitását [30]. Korábban Kengyel és munkatársai vizsgálták az N-terminális Myo16Ank 

lehetséges intramolekuláris hatását a modellként használt nyúl vázizom nehéz meromiozin II 

(skHMM) és a nem-izom miozin IIB motor aktivitásra koszedimentációs és felületi plazmon 

rezonancia kísérletekben. Eredményeik alapján a Myo16Ank kötődik a skHMM-hez 

mikromoláris affinitással és megnöveli a motor domén aktin-aktivált Mg2+-ATPáz aktivitását 

[43]. A fent említett irodalmi adatok alapján feltételezzük, hogy a C-terminális Myo16Tail 

kötődhet az N-terminális Myo16Ank doménhez és ezáltal indirekt módon szabályozhatja a 

Myo16motor domén aktivitását a Myo16Ank:Myo16motor komplexen kereszült. Ezért steady-

state fluoreszcencia anizotrópia kísérleteket végeztünk a Myo16Tail és Myo16Ank domén 

között feltételezett interakció vizsgálatára (27. ábra).  

A        B 

 

27. ábra. A C-terminális Myo16Tail kötődik az N-terminális Myo16Ank doménhez. (A) A steady-state 

anizotrópia kísérletekben 1,2 µM Alexa568-jelölt Myo16Ank anizotrópiáját vizsgáltuk növekvő 

Myo16Tail koncentráció függvényében. A disszociációs egyensúlyi állandó (KD) értéke 2,5 µM ± 0,2 µM-

nak adódott. (B) 1 µM Alexa568-jelölt Myo16Ank steady-state anizotrópia vizsgálata IQ motívumot 

nem tartalmazó Myo16Tail (-IQ) emelkedő koncentrációjának jelenlétében. AZ IQ motívum hiányában 

a KD értéke 5,6 ± 0,02 µM-nak adódott. A szaggatott vonalak a kvadratikus kötési egyenlet alapján 

történt illesztést mutatják (5. egyenlet). A kísérletek során három mérést végeztünk és ezek átlagát 

ábrázoltuk (n=3, átlag ± SD). 

A mérések során az Alexa568-jelölt Myo16Ank steady-state anizotrópia változását 

vizsgáltuk a két rekombináns Myo16Tail növekvő konentrációban történő hozzáadásával.  



 
70 

A kísérletek első felében az IQ motívumot is tartalmazó Myo16Tail emelkedő koncentráció 

jelenlétében megnövekedett Alexa568–Myo16Ank anizotrópiát tapasztaltunk. A kvadratikus 

egyenlet (5. egyenlet) segítségével számolt Myo16Ank:Myo16Tail disszociációs egyensúlyi 

állandó (KD) értéke ~2,5 µM volt (27. A ábra). Az anizotrópia mérések második felében az IQ 

motívumot nem tartalmazó Myo16Tail (-IQ) növekvő koncentráció jelenlétében hasonlóan 

növekvő Alexa568–Myo16Ank anizotrópia változást mértünk. A kvadratikus illesztés alapján 

a Myo16Ank:Myo16Tail (-IQ) disszociációs egyensúlyi konstans (KD) értéke ~5,6 µM volt 

(27. B ábra).  

 

28. ábra. A Myo16IQ gyengén kötődik az N-terminális Myo16Ank doménhez. A steady-state 

anizotrópia kísérletekben 1 µM Alexa568-jelölt szintetizált Myo16IQ anizotrópia változását vizsgáltuk 

növekvő Myo16Ank koncentráció függvényében. A Myo16IQ:Myo16Ank komplex disszociációs 

egyensúlyi állandójának (KD) az illesztés alapján meghatározott értéke 16,04 ± 2,9 µM volt. A szaggatott 

vonal a kvadratikus kötési egyenlet alapján történt illesztést mutatja (5. egyenlet). A kísérleti 

eredményeket három mérést átlagolva ábrázoltuk (n=3, átlag ± SD). 

Továbbá kíváncsiak voltunk arra, hogy önmagában a Myo16IQ motívum milyen 

mértékben befolyásolja a Myo16Tail kötődését a Myo16Ank-hoz. Ezért szintetizált Myo16IQ 

motívumot Alexa568 fluoreszcens festékkel jelöltünk és steady-state anizotrópia kísérletek 

során növekvő koncentrációban jelöletlen Myo16Ank-ot adtunk 1 µM Alexa568–Myo16IQ-

hoz. Az eredmények alapján a Myo16IQ:Myo16Ank komplex disszociációs egyensúlyi 

állandójának (KD) értéke ~16 µM-nak adódott (28. ábra). 
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A steady-state anizotrópia eredmények alapján a Myo16Tail hasonló, viszonylag gyenge 

(M) affinitással kötődik a Myo16Ank-hoz az IQ jelenlétében vagy hiányában is, viszont az IQ 

befolyásolhatja ezt a kötődést. Ez a viszonylag gyenge affinitás gyakori a szabályozási funkciót 

ellátó rendezetlen szerkezetű fehérjék között [143]. Az anizotrópia eredményeink egyrészt 

igazolják, hogy a rekombináns Myo16Tail aktív, legalább is a Myo16Ank kölcsönhatás 

tekintetében, másrészt a Myo16Tail egy új funkciójára derült fény a Myo16Ank interakción 

keresztül. A kötődés affinitás tartománya konzisztens a Myo16Tail feltételezett szerepével, 

miszerint egy multifunkcionális interakciós felszínt biztosíthat a PI3K jelátviteli folyamatok 

résztvevői számára: PI3K, WRC [53] és a Myo16Ank kötésen keresztül feltehetően 

befolyásolhatja a Myo16 motor domén funkcióját is. 

4.4.2 Myo16Tail nem befolyásolja az aktin polimerizáció dinamikáját 

Korábban Cameron és munkatársai kolokalizációt mutattak ki COS7 sejtekbe 

transzfektált GFP-Myo16Tail és nukleáris aktin filamentumok, valamint profilin-asszociált 

struktúrák között [36]. Továbbá ismert, hogy a Myo16 szerepet játszik az aktin citoszkeleton 

átrendeződésében [53,57]. A Myo16Tail prolinban gazdag, ezért a profilin fehérje potenciális 

interakciós partnere lehet a Myo16 közvetítette molekuláris folyamatokban. Alternatív 

útvonalként a profilin kötésen keresztül befolyásolhatja az aktin sejtváz dinamikáját. 

A Myo16Tail prolin-gazdag régió feltételezett szerepét célzó kísérletek első felében 

steady-state fluoreszcencia anizotrópiával vizsgáltuk az Alexa568–jelölt profilin 1 izoforma 

(PFN1) anizotrópia változását növekvő Myo16Tail hozzáadásra. Az eredmények alapján az 

Alexa568–profilin anizotrópia változása nem mutatott szignifikáns különbséget és konzekvens 

növekedést Myo16Tail emelkedő koncentráció hozzáadására sem (29. A ábra). További 

kísérletekben vizsgáltuk, hogy a profilin–G-aktin komplex befolyásolja-e a feltélezett 

Myo16Tail affinitást a profilinhez. A kísérletekben azt vizsgáltuk, hogy ha a profilin komplexet 

alkot a G-aktinnal, akkor a profilin felvesz-e egy, a Myo16Tail kötés számára kedvezőbb 

konformációt vagy sem. A kontroll mérések során a Myo16Tail (15 µM) hozzáadására 

(profilin+Myo16Tail) nem tapasztaltunk szignifikáns anizotrópia változást (p>0,05). A G-aktin 

(5 µM) hozzáadására az Alexa568–profilin anizotrópia jelentős növekedést (p≤0,001) mutatott, 

ami utal a kötésre és a komplex kialakulására (profilin+Gaktin). A kísérletek utolsó fázisában 

a profilin–G-aktin komplexhez Myo16Tail-t adtunk maximális koncentrációban (15 µM), 

aminek hatására nem emelkedett meg az Alexa568–profilin anizotrópia (p>0,05). Ebből arra 
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következtethetünk, hogy a Myo16Tail nem képes kötődni a profilin–G-aktin komplexhez sem 

(29. B ábra).  

A        B 

 

29. ábra. A Myo16Tail nem kötődik a profilinhez és a profilin–G-aktin komplexhez. (A) Steady-state 

anizotrópia kísérletekben vizsgáltuk az 1 µM Alexa568-jelölt profilin 1 izoforma (PFN1) anizotrópia 

változását növekvő Myo16Tail koncentráció függvényében. A piros szaggatott vonal a kontroll 

Alexa568-profilin anizotrópiát mutatja Myo16Tail hiányában (B) Myo16Tail affinitás vizsgálata 

Alexa568–profilin–G-aktin komplex esetén steady-state anizotrópiával. A statisztikai analízist 

kétmintás t próbával végeztük. A szignifikancia jelölése: szignifikáns (***, p≤0,001), nem szignifikáns 

különbség (p>0,05). A kísérletek során három mérés átlagát határoztuk meg (n=3, átlag ± SD).  

A továbbiakban pirén-jelölt G-aktin (2 µM) fluoreszcencia emisszióján keresztül 

vizsgáltuk az aktin polimerizáció dinamikáját Myo16Tail és profilin jelenlétében és hiányában 

(30. ábra). A kísérletek első fázisában azt vizsgáltuk, hogy a Myo16Tail képes-e direkt módon 

befolyásolni az aktin polimerizációt. Az eredmények alapján a Myo16Tail nem képes 

kölcsönhatni az G-aktinnal és jelenléte nem befolyásolja a pirén–aktin polimerizációt (piros) 

összehasonlítva a kontrol aktin polimerizációs görbével (fekete). Ezt követően profilin 

hozzáadásával folytattuk a kísérleteket. A profilin fehérjéről ismert, hogy lassítja az aktin 

polimerizációt [218], melyet saját méréseink során is sikerült reprodukálni (narancssárga). A 

mérések utolsó felében a komplexben lévő aktin–profilin elegyhez adtuk a Myo16Tail-t, 

viszont ebben az esetben sem tapasztaltunk változást (oliva zöld), ami arra utal, hogy a 

Myo16Tail nem kötődik a G-aktinhoz profilin jelenlétében sem és nem befolyásolja az aktin 
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polimerizáció dinamikáját (30. ábra). Az eredmények kvantitatív megerősítése érdekében a 

normált polimerizációs görbék kezdeti szakaszára (0-500 s) egyenest illesztettünk és a 

meredekségből meghatároztuk a polimerizáció sebességét kvantitatívan jellemző paramétert (7. 

táblázat). 

Tehát az Alexa568-jelölt profilin steady-state fluoreszcencia anizotrópia eredmények 

alapján arra következtethetünk, hogy a profilin önmagában és a G-aktinnal komplexet alkotva 

sem képes kölcsönhatni a Myo16Tail fehérjével annak prolin-gazdag régióján keresztül. 

Továbbá a pirén fluoreszcencián alapuló polimerizációs kísérleteink alapján a Myo16Tail nem 

képes kötődni a G-aktinhoz és nem befolyásolja az aktin polimerizáció dinamikáját profilin 

hiányában és jelenlétében sem. 

 

30. ábra. A Myo16Tail nem játszik szerepet az aktin polimerizáció dinamikájának szabályozásában.  

2 µM Pirén-G-aktin (2% pirén-jelölt) fluoreszcencia emissziójának időbeli változása Myo16Tail és/vagy 

profilin hiányában és jelenlétében. [Myo16Tail]= 10,5 µM, [profilin]=6,9 µM. A kísérletek során három 

mérést végeztünk (n=3). 

 
v (×10-3s-1) ± SD    

Aktin 0,87 0,023  

Myo16Tail 0,81 0,021  

Profilin 0,46 0,016  

Profilin+Myo16Tail 0,43 0,012  
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7. Táblázat. Aktin polimerizáció sebességét jellemző paraméter. 

Az eredmények három mérés átlagát mutatják (n=3). 

A Myo16Tail-ban található prolin-gazdag régió már a gerinces osztályok képviselőinek 

bioinformatikai elemzése során sem mutatott szekvencia azonosságot és konzerváltságot (12. 

ábra). A profilin-kötő fehérjék tartalmaznak egy XP5 (X = G, L, I, S vagy A) profilin felismerő 

helyet (PRM1), melyek előfordulhatnak egyedüli motívumként vagy tandem ismétlődésként 

[106]. A Myo16Tail prolin-gazdag régió nem felel meg az XP5 motívum feltételeinek, viszont 

a prolin-gazdag régión kívül eső C-terminális szegmense tartalmaz egy AP5 szekvencia 

motívumot. A szekvencia elemzés és az Alexa568-jelölt profilin steady-state anizotrópia, 

valamint a polimerizációs tesztek eredményei alapján nem találtunk kölcsönhatásra utaló jelet 

a rekombináns Myo16Tail és a profilin (PFN1) között. Az eredmények alapján feltételezzük, 

hogy gyenge profilin kölcsönhatás kialakulhat, ami a kísérleti elrendezésünkben nem 

eredményezett detektálható változást, vagy izoforma-specifikus interakció is elképzelhető, ami 

a profilin 2 (PFN2) izoforma specifikusan neurális előfordulásával magyarázható [219]. 

Ezenkívül a foszforilációs folyamatoknak is szerepe lehet a profilin kölcsönhatás 

kialakításában. A RhoA-asszociált fehérje kináz (ROCK1) foszforilálja a PFN1-et szerin 

aminosavon keresztül (S137) in vivo körülmények között, ami egy konzervált poszttranszlációs 

módosulás a PFN1 és a PFN2 izoformák esetében [220]. A ROCK1 által végzett foszforiláció 

szabályozza a PFN1:ligand kölcsönhatást, megnövelve a profilin affinitását a poliprolin 

motívumot tartalmazó ligandhoz és az aktinhoz [221]. A defoszforilációs mechanizmusban a 

protein foszfatáz 1 katalitikus alegység fehérjét (PP1c) azonosították, ami defoszforilálja a 

PFN1-et ugyanazon a szerin aminosavon keresztül (S137) [222]. In vitro körülmények között a 

PP1c nem közvetlenül kötődik a PFN1-hez, egy még nem ismert PP1c-kötő mediátor fehérje 

szerepet játszhat a PFN1 megfelelő közelségbe juttatásához a PP1c defoszforiláció számára. 

Habár a PFN1-et szabályozó PP1c regulatórikus alegységek még nem ismertek. Ismert 

ugyanakkor, hogy a Myo16Ank in vitro kísérletekben kötődik a PP1c α és PP1c σ izoformákhoz 

szubmikromoláris affinitással [43], ezáltal feltehetően megfelelő közelségbe hozva a PP1c-t a 

profilin számára.  

Az irodalmi adatok alapján a profilin izoforma-specifikus interakció lehetősége és a 

profilin foszforiláció/defoszforiláció által történő szabályozás még nyitott kérdéseket hagy 

maga után, melyek tisztázása további vizsgálatokat igényel. 

 

 



 
75 

5. ÖSSZEFOGLALÁS 

A nem-konvencionális miozin XVI osztály predomináns Myo16b izoformája tartalmaz 

egy funckionális motívumokat magába foglaló egyedülálló C-terminális farok régiót 

(Myo16Tail), mely szerkezete feltehetően rendezetlen az aminosav szekvencia alapján. Mivel 

a Myo16Tail szerkezetéről még nem áll rendelkezésre információ, valamint funkciói sem 

teljesen tisztázottak, ezért kísérleteinkben a Myo16Tail szerkezetének, konformációjának és 

funkciójának biokémiai karakterizálását tűztük ki célul. Kísérleteink során patkány (Rattus 

norvegicus) Myo16b C-terminális farok régiójának (Myo16Tail) konformációs és funkcionális 

tulajdonságait vizsgáltuk bioinformatikai, fluoreszcencia-, CD spektroszkópiai, valamint 

kalorimetriás módszerek segítségével.   

5.1 MYO16TAIL BIOINFORMATIKA ANALÍZISE 

A bioinformatikai analízis első lépéseként vizsgáltuk a Myo16Tail aminosav szekvencia-

összetételét és csoportosítottuk a szerkezeti rendezettség és rendezetlenség kialakításában 

szerepet játszó aminosavakat. Az analízis alapján a szerkezeti rendezetlenség kialakításáért 

felelős aminosavak aránya a Myo16Tail szekvenciájában 68%-nak adódott, míg a 

rendezettségért felelős aminosavak jóval kisebb arányban képviselik magukat (32%).  

A prolin aminosavról ismert, hogy az alfa-hélix szerkezetet megtöri és gátolja a rendezett 

konformáció kialakítását [183]. Ennek fényében nem meglepő, hogy a prolin számottevő 

arányban megtalálható a Myo16Tail szekvenciában (15%) (2. táblázat).  

A Myo16Tail szerkezeti rendezetlenség analízisét különböző predikciós algoritmus 

kombinációival vizsgáltuk: VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és IUPred. Az analízis alapján a 

Myo16Tail, ezen belül az NHM és a prolin-gazdag régió is rendezetlenséget mutat 

(rendezetlenség valószínűsége >0,5) (9. A ábra). Különböző gerinces osztályok képviselőinek 

Myo16Tail szekvencia összehasonlítása során az IUPred által jósolt rendezetlenségi 

valószínűség nagyfokú átfedést mutatott, ami alapján arra következtethetünk, hogy a 

Myo16Tail feltehetően rendezetlen szerkezete konzerválódott az evolúció során (9. B ábra). A 

Myo16Tail szekvencia szerkezeti flexiblitását DynaMine programmal vizsgáltuk, amely 70%-

os szerkezeti flexibilitást prediktált (S2 <0,7), míg a rigid szerkezet előfordulásának 

valószínűsége mindössze 20% (S2 >0,7). Továbbá a DynaMine analízis alapján a Myo16Tail 

10%-ban kontextusfüggő konformáció változásokon is átmehet (S2 0,7–0,8).  

Az irodalmi adatok alapján a rendezetlen fehérjékben magasabb a poszttranszlációs 

módosulási helyek aránya [186]. PhosphositePlus program segítségével vizsgáltuk a 
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Myo16Tail szekvenciában feltehetően előforduló poszttranszlációs módosulási helyeket.  

Az analízis alapján a Myo16Tail 17 foszforilációs helyet tartalmazhat (10 Ser, 4 Thr és 3 Tyr) 

(11. ábra). Ezen felül tovább vizsgáltuk a Myo16Tail szekvencia és poszttranszlációs 

módosulási helyek konzerváltságát különböző gerinces fajok Myo16Tail szekvenciáival 

összehasonlítva Clustal-X program segítségével. Az analízis teljes homológiát mutatott 47%-

ban a gerinces fajok Myo16Tail szekvenciái között. Továbbá a szekvencia konzerváltság 

szintjei a következők voltak: teljes konzerváltság 26,5% (100%-os egyezés – fekete (*)), erős 

hasonlóság 12,9% (80%-os egyezés – sötétszürke (:)) és gyenge hasonlóság 7,8% (60%-os 

egyezés – világosszürke (.)). Ezen felül az ismert motívumok (IQ – 86% és NHM – 49%) 

szekvenciái is jelentős egyezést mutattak, míg a prolin-gazdag szekvencia nem konzervált (12. 

ábra; 3. táblázat). A PhosphositePlus analízisből (11. ábra) származó adatok alapján 

elemeztük a prediktált poszttranszlációs módosulási helyek konzerváltságát is a Clustal-X 

szekvencia elemzés segítségével. A foszforilációs helyek jelentős része a rendezetlen régiókban 

található, valamint 13 prediktált foszforilációs hely mutatott teljes konzerváltságot (100%-os 

egyezés) és 2 foszforilációs hely pedig gyenge hasonlóságot (60%-os egyezés) a 17 

foszforilációs helyből összesen a gerinces fajok Myo16Tail szekvenciáiban (12. ábra). A 

foszforilációs helyek evolúciós konzerváltsága alátámasztja, hogy a poszttranszlációs 

módosulás ezen formája meghatározó lehet a rendezetlen fehérjék, ez esetben a Myo16b fehérje 

funkciójában a C-terminális farok régión keresztül. Az NHM motívumban található teljes 

konzerváltságot mutató két tirozin (Y1416 és Y1441) Fyn kináz által történő foszforilációjának 

szerepét a PI3K jelátvitelben már korábban leírták [53]. A további teljes konzerváltságot mutató 

foszforilációs helyek szerepe még nem ismert a Myo16Tail szekvenciában.  

A bioinformatikai analízis lezárásaként szerkezet modellezéssel vizsgáltuk a Myo16Tail 

lehetséges konformációját I-TASSER program segítségével. A szerkezeti modell alapján a 

Myo16Tail tartalmaz α-helikális (piros) és -lemez (ciánkék) másodlagos szerkezeti elemeket, 

valamint fordulat (zöld) és tekintélyes mennyiségű rendezetlen szerkezeti elemeket (szürke). A 

nagyfokú rendezetlenségből adódóan a Myo16Tail egy kevésbé kompakt, flexibilis, molten 

globula [190] konformációval rendelkezhet a szerkezeti modell alapján (13. ábra). 

5.2 MYO16TAIL KONFORMÁCIÓ VIZSGÁLATA 

A rekombináns Myo16Tail konstrukciók előállítása során futatott SDS-poliakrilamid 

gélen a Myo16Tail a várttól eltérő elektroforetikus migrációt mutatott, ami látszólagos, 

nagyobb molekulatömeg magasságban történő megjelenést eredményezett (~120 kDa) a valós 

molekulatömeghez képest (MWMyo16Tail= 86,46 kDa és MWMyo16Tail (-IQ)= 81,99 kDa) (14. B, C 
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ábra). Az aminosav összetételből eredeztethető abnormális elektroforetikus migráció a 

rendezetlen fehérjékre jellemző [137,164].  

A triptofán fluoreszcencia spektroszkópiai kísérletek könnyebb interpretációja érdekében 

IUPred rendezetlenségi predikció analízissel vizsgáltuk a triptofán aminosavak előfordulási 

arányát a rendezett (<0,5) vagy rendezetlen (>0,5) Myo16Tail szekvencia régiókban.  

Az analízis alapján a Myo16Tail tripofán aminosavak 50-50%-ban találhatóak a feltételezett a 

rendezett és rendezetlen szerkezetben (15. ábra).       

 A triptofán fluoreszcencia emissziós kísérletek során kimutattuk, hogy a Myo16Tail 

mindössze 9 nm spektrális eltolódást mutat a vörös irányban a növekvő GuHCl koncentráció 

hatására (351-360 nm), szemben a 25 nm-es vörös eltolódással, amit a globuláris aktin esetében 

figyeltünk meg (16. A, B ábra). Ábrázolva a maximális triptofán fluoreszcencia emisszióhoz 

tartozó hullámhossz értékeket a GuHCl koncentráció függvényében azt tapasztaltuk, hogy a 

Myo16Tail enyhe kooperatív kitekeredésen megy keresztül a kémiai denaturáció során, azaz 

csekély konformáció változás figyelhető meg, összehasonlítva a G-aktin viszonylag nagyfokú 

kooperatív szerkezeti átrendeződésével (17. ábra). 

Az ANS fluoreszcencia kísérletekben az ANS intenzitás mértékéből, pontosabban annak 

maximális értékéből következtethetünk a molten globula konformációs állapot jelenlétére 

[199]. Az ANS emissziós kísérletek során a Myo16Tail GuHCl hiányában eredményezte a 

legmagasabb ANS intenzitást, szemben a G-aktin kontroll mérésekkel (18. A, B ábra). A 

maximális ANS fluoreszcencia emisszióhoz tartozó hullámhossz értékek ábrázolása jól 

szemlélteti a fehérje kitekeredés kooperativitását és a konformációs állapotok viszonyait. A G-

aktin kitekeredés során mért ANS intenzitás maximuma 1-2 M GuHCl koncentráció 

tartományban figyelhető meg 480 nm-en. Ez az a tartomány, ahol a G-aktin natív rendezett és 

rendezetlen szerkezeti állapotok közötti molten globula átmeneti konformációs állapota 

jellemző. A Myo16Tail ANS intenzitás maximumát viszont már GuHCl hiányában detektáltuk 

480 nm-es hullámhosszon, ami megfelel a molten globula konformációs állapotnak. Ezt 

követően enyhe kooperatív kitekeredés figyelhető meg növekvő GuHCl koncentráció 

hozzáadására (19. ábra). 

Steady-state triptofán fluoreszcencia kioltással tanulmányoztuk a triptofánok 

hozzáférhetőségét akrilamid kioltó segítségével. A kontroll G-aktin mérések során kisebb 

Stern-Volmer együtthatót kaptunk (Ksv=1,98 ± 0,01 M-1), míg a Myo16Tail magasabb Stern-

Volmer értéke (Ksv=2,59 ± 0,01 M-1) a hozzáférhetőbb triptofán aminosavakról ad információt 

(20. A ábra). Ugyanakkor a Myo16Tail esetében az enyhén felfelé ívelő Stern-Volmer illesztés 

a dinamikus mellett a statikus kioltási komponens jelenlétére is utal, ami szintén a triptofánok 
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nagyobb hozzáférhetőségét magyarázza. Az időkorrelált triptofán fluoreszcencia élettartam 

kioltás során azt tapasztaltuk, hogy a kontroll G-aktin esetén az élettartam az akrilamid 

koncentráció emelkedése során csökken és a 0/ adatokra egyenes illeszthető (20. B ábra, 4. 

táblázat). A Myo16Tail esetén az élettartam csekély mértékben csökkent a növekvő akrilamid 

koncentráció jelenlétében, a 0/ Stern-Volmer ábrázolás vízszinteshez közeli, enyhén 

emelkedő tendenciát mutatott (20. B ábra, 4. táblázat). Az élettartam kioltás mérések 

megerősítik a statikus komponens jelenlétét a Myo16Tail esetén. 

A steady-state tripfotán anizotrópia mérések során GuHCl koncentráció függvényében 

tovább vizsgáltuk a fehérje szerkezet kitekeredésének kooperativitást. Az eredmények alapján 

a Myo16Tail enyhe kooperatív anizotrópia csökkenést mutatott. Ezzel szemben a kontroll  

G-aktin anizotrópiában meredek, kétfázisú csökkenés látható (21. A, B ábra). A steady-state 

anizotrópia megfigyelések megerősítik a korábbi Myo16Tail denaturáns indukálta kitekeredési 

eredményeit (16, 17, 18 és 19. ábra).         

 Az időkorrelált triptofán fluoreszcencia kísérletek során a Myo16Tail konformációs 

dinamikáját tanulmányoztuk. A triptofán élettartam mérések emelkedő GuHCl koncentráció 

függvényében zajlottak, ahol a Myo16Tail átlagos triptofán élettartam graduális csökkenést 

eredményezett, szemben a kétfázisú G-aktin triptofán élettartam változással (22. A, B ábra; 5. 

táblázat). Az időkorrelált Myo16Tail anizotrópia lecsengés mérések során két rotációs 

korrelációs komponens figyelhető meg a triptofánok forgásában. A GuHCl hiányában egy 

gyors (θ1= ~1 ns) és egy lassú (θ2= ~33 ns) komponest kaptunk az illesztés során. A gyors 

rotációs korrelációs komponens a növekvő GuHCl koncentráció jelenlétében is megfigyelhető, 

ami arra utal, hogy a Myo16Tail-ben található triptofánok egy része legalább az oldat számára 

hozzáférhetőbb  már natív állapotban. Ezáltal a triptofánok egy része a rendezetlen szerkezetben 

dinamikusabb rotációs mozgással jellemezhető. A Myo16Tail lassú komponense viszont a 

teljes fehérje fragmentum forgására utal. A kontroll G-aktinnal végzett mérésekben a rövidebb 

komponens nem jelent, csak a fehérje forgását jellemző lassabb komponens csökkenése volt 

megfigyelhető a denaturáció hatására (23. A, B ábra; 5. táblázat). Ezek az  időkorrelált 

fluoreszcencia spektroszkópiai eredményeink összhangban vannak a Myo16Tail triptofánok 

lehetséges eloszlásával és a szerkezeti rendezetlenség predikcióval (15. ábrán). 

A CD spektroszkópiai eredmények BestSel analízise által részletes információt nyertünk 

a Myo16Tail-ben található másodlagos szerkezeti elemek és a rendezetlenség jelenlétéről. A 

Myo16Tail CD analízise során 19,5% α-hélix és 21,3% ß-lemez másodlagos szerkezeti elemet 

mutattunk ki. Továbbá a fordulat (turn) elemek 15,2%-ban és a rendezetlen szerkezeti elemek 
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viszonlyag nagy mennyiségben, 44%-ban képviseltetik magukat a Myo16Tail szerkezetben 

(24. A ábra; 6. táblázat). A hődenaturációs CD mérések során csekély, nem kooperatív 

spektrális változás volt megfigyelhető a Myo16Tail szerkezetének kitekeredésekor.  

A hődenaturáció hatására a BestSel CD adatok ~7% α-hélix tartalom csökkenést és ~5% 

rendezetlenség emelkedést mutattak. Ugyanakkor, a ß-lemez szerkezeti elemek aránya szintén 

emelkedett ~4%-al, ami feltehetően a magas hőmérsékleten végbemenő részleges fehérje 

aggregációnak köszönhető (24. B ábra). A CD adatok alapján (24. A ábra) meghatároztuk az 

egy aminosavra eső moláris ellipticitást (θ) 222 és 220 nm-en ([θ]222=  -5813 deg cm2 dmol-1 és 

[θ]200= -8865 deg cm2 dmol-1). A Myo16Tail moláris ellipticitás értékeket ábrázoltuk az 

Uversky & Fink [181] által leírt kettős hullámhossz grafikonon, ahol a különböző 

konformációval rendelkező rendezetlen szerkezetű fehérje populációk moláris ellipticitás 

eloszlása látható. A Myo16Tail a moláris ellipticitás metszéspont alapján (piros szaggatott 

vonal) a pre-molten globula és a molten globula szerkezeti populációk közé sorolható (25. 

ábra). A korábbi triptofán-, ANS fluoreszcencia és a hődenaturációs CD kísérletek alapján a 

Myo16Tail szerkezete közelebb állhat a molten globula konformációs állapothoz, mivel a pre-

molten globula konformáció jelenléte esetén a kooperativitás teljes hiányát látnánk a fehérje 

kitekeredési kísérletek során [204]. Ezzel szemben enyhe kooperatív denaturáció figyelhető 

meg, ami a molten globula konformációs állapotra jellemző.     

 A Myo16Tail termodinamikai stabilitását vizsgálva DSC méréseket végeztünk.  

A kalorimetriás kísérletek 0,3 K/min felfűtési sebesség mellett azt mutatták, hogy a Myo16Tail 

feltehetően aggregációra hajlamos, majd az aggregátumok olvadásából adódik, hogy magasabb 

hőmérsékleten fokozatosan nő a hőáram változás endoterm (negatív hőáram) irányban. A 

kontroll G-aktin kalorimetriás mérés jól reprezentálja egy rendezett szerkezeti elemekben 

gazdag fehérje kooperatív kitekeredését (26. A ábra). A fehérje aggregátumok exoterm reakció 

során jönnek létre [212]. Annak érdekében, hogy a Myo16Tail aggregációt nyomon tudjuk 

követni további méréseket végeztünk alacsonyabb felfűtési sebesség mellett (0,1 K/min). Az 

eredmények alapján a Myo16Tail pozitív irányú hőáram változást mutatott (26. B ábra), ami 

az aggregálódásnak, a hidrofób kölcsönhatások növekedéséből származó kooperatív exoterm 

termikus szerkezeti feltekeredésnek lehet a következménye [213]. A kalorimetriás mérések 

alapján a Myo16Tail termodinamikailag instabil és hajlamos az aggregációra, a kooperatív 

exoterm termikus feltekeredésre. A Myo16Tail feltételezett aggregációját a hődenaturációs CD 

méréseink is megerősítik.  
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5.3 MYO16TAIL BIOKÉMIAI KARAKTERIZÁLÁSA 

 A Myo16Tail eddig még nem tisztázott funkcióinak vizsgálata érdekében steady-state 

anizotrópia és aktin polimerizációs kísérleteket végeztünk. A szakirodalomból ismert, hogy 

számos miozin C-terminális képes intramolekuláris kölcsönhatás révén kötődni a fehérje N-

terminális végéhez [39,41,42,216,217]. Anizotrópia kísérleteinkben a Myo16Tail mérsékelt 

affinitással kötődött az Alexa568-jelölt Myo16Ank-hoz (KD= 2,5 µM ± 0,2 µM) (27. A ábra). 

Ezt követően azt vizsgáltuk, hogy az IQ motívum befolyásolja-e a Myo16Tail:Myo16Ank 

komplex kialakulását, affinitását. Ehhez a továbbiakban az IQ motívumot nem tartalmazó 

rekombináns Myo16Tail (-IQ) kötési tulajdonságait vizsgáltuk. Az anizotrópia mérések során 

a Myo16Tail (-IQ) szintén képes volt kötődni az Alexa568-jelölt Myo16Ank-hoz, de az 

affinitás gyengébb volt (KD= 5,6 µM ± 0,02 µM) (27. B ábra). Végül a szintetizált Alexa568-

jelölt Myo16IQ anizotrópiáját vizsgáltuk Myo16Ank jelenlétében. Az anizotrópia mérések azt 

mutatták, hogy a Myo16IQ önmagában is kötődhet a Myo16Ank-hoz azonban a lényegesen 

kisebb affinitással (KD= 16,04 µM ± 2,9 µM) (28. ábra), mint a Myo16 C-terminális tail 

jelenlétében. A steady-state anizotrópia méréseink alapján a C-terminális Myo16Tail kötődik 

az N-terminális Myo16Ank-hez, a Myo16IQ jelenléte minden bizonnyal befolyásolja ezt az 

intramolekuláris kölcsönhatást.  

Korábbi kísérletek kolokalizációt mutattak ki COS7 sejtekbe transzfektált GFP-jelölt 

Myo16Tail és nukleáris aktin filamentumok, valamint profilin-hez kapcsolódó struktúrák 

között [36]. További steady-state anizotrópia kísérletekkel vizsgáltuk, hogy a Myo16Tail 

képes-e kötődni az Alexa568-jelölt profilin 1 fehérjéhez (PFN1). Myo16Tail-lel titrálva az 

Alexa568–profilin-t nem tapasztaltunk szignifikáns változást az anizotrópiában,  ami arra utal, 

hogy a Myo16Tail nem kötődik a profilin fehérjéhez (29. A ábra). A profilin kötődés 

lehetőségét Alexa568-jelölt profilin–G-aktin komplexen keresztül is tanulmányoztuk. 

Feltételezéseink szerint a profilin konformációja a G-aktinnal komplexet alkotva kedvező 

irányban változhat a Myo16Tail kötődés számára. Az anizotrópia eredmények nem mutattak 

szignifikáns változást a kontroll profilin–G-aktin komplex és profilin–G-aktin+Myo16Tail 

között (p>0,05) (29. B ábra). Ez arra enged következtetni, hogy a Myo16Tail nem kötődik a 

profilinhez G-aktin hiányában és jelenlétében sem.  

Pirén-jelölt G-aktin polimerizációs kísérletekkel vizsgáltuk a Myo16Tail hatását a 

polimerizáció dinamikájára. Eredményeink alapján a Myo16Tail nem kötődik a pirén-jelölt G-

aktin monomerekhez és nem befolyásolja a polimerizáció sebességét profilin hiányában és 

jelenlétében sem (30. ábra; 7. táblázat). 
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6. KONKLÚZIÓ 

A Myo16 C-terminális farok (Myo16Tail) flexibilis, rendezetlen szerkezetű régiókat 

tartalmazó molten globula konformációs állapota számos funkcionális előnyt biztosíthat a 

Myo16 számára. A Myo16Tail molten globula konformációja segíthet megérteni a mérsékelt 

affinitású, nagy specificitású interakciók jelentőségét partner fehérjék jelenlétében, úgy mint  

szignál transzdukciós folyamatokban (PI3K, WAVE1), illetve a konformációs állapot evolúciós 

előnyeit foszforilációs folyamatokban (Fyn kináz foszforilált Myo16Tail) [53]. 

A Myo16Tail molten globula konformációja ugyancsak kedvező lehet az általunk leírt 

lehetséges szabályozási aspektusban, miszerint a Myo16Tail feltehetően flexibilis módon, 

visszahajolva kötődik az N-terminális Myo16Ank-hoz. Kengyel és munkatársai leírták, hogy a 

Myo16Ank megnöveli a modell rendszerként használt miozin II motor domén ATPáz 

aktivitását [43]. A miozinok körében a visszahajló autoregulációs mechanizmusok általában 

funkciók gátlásában nyilvánulnak meg [30]. Ennél fogva, a Myo16Tail egy lehetséges 

funkciója a motor domén ATPáz aktivitásának negatív szabályozása a Myo16Ank interakción 

keresztül. 

További funkcionális eredményeink azt mutatták, hogy a Myo16Tail nem kötődik a 

profilin 1 izoformához (PFN1) és nem képes befolyásolni az aktin polimerizáció dinamikáját 

profilin hiányában és jelenlétében sem. Ezeket az eredményeket alátámasztja a Clustal-X által 

végzett gerinces fajok Myo16Tail szekvenciáinak összehasonlító analízise, miszerint a 

funkcionális motívumok közül a prolin-gazdag régió egyáltalán nem mutat konzerváltságot a 

Myo16Tail szekvenciákban. Továbbá a Myo16Tail prolin-gazdag régióban található profilin 

kötő szekvencia motívum sem felel meg a PRM1 profilin kötő motívumnak. Mindazonáltal 

érdekes felvetés, hogy a ROCK1 kináz által foszforilált profilin 1 [220] képes lehet-e kötődni 

a Myo16Tail-hez, vagy az idegrendszer specifikus profilin 2 izoforma (PFN2) lehet a 

feltételezett kötőpartner a Myo16Tail számára. 

Összefoglalva az eredményeinket, a Myo16Tail natív molten globula konformációban 

bemutatóhelyként funkcionálhat, melynek szerepe lehet jelátviteli, poszttranszlációs 

módosulási folyamatokban, valamint autoregulációs szabályozásban. Ugyanakkor a 

Myo16Tail részben rendezetlen szerkezete fontos szerepet tölthet be a rendezetlen szerkezet-

asszociált neurodegeneratív megbetegedések kialakulásában [223]. 
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7. A TÉMÁBAN ELÉRT ÚJ EREDMÉNYEK 

A nem-konvencionális miozin XVI C-terminális (Myo16Tail) jelentős része tartalmaz 

rendezetlen fehérje régiókat a másodlagos szerkezeti elemek mellett. A fehérje konformáció és 

szerkezetvizsgálat során feltételezéseink szerint a Myo16Tail flexibilis, molten globula 

sajátságokkal rendelkezik.  

 

 A Myo1Tail szekvencia és szerkezeti rendezetlenség predikciók nagyfokú 

rendezetlenséget mutatnak (~68%). 

 A My16Tail szerkezeti rendezetlenségének összehasonlítása gerinces osztályok 

képviselőinek szekvenciáival nagyfokú konzerváltságot feltételez az evolúció során. 

 A Myo16Tail szekvencia alapján a szerkezet nagymértékben flexibilis (~70%), a 

merev szerkezeti elemek aránya 20%, ugyanakkor részben kontextus-függő 

konformáció változás is valószínűsíthető (10%). 

 A Myo16Tail számos prediktált foszforilációs helyet tartalmaz, melyek jelentős része 

konzervált a gerinces Myo16Tail szekvenciák között. 

 A Myo16Tail szerkezeti modellje alátámasztja a bioinformatikai eredményeket, 

miszerint jelentős része rendezetlen és flexibilis szerkezeti sajátságokkal rendelkezik. 

 A Myo16Tail enyhe kooperatív denaturációt és csekély spektrális eltolódást mutat. 

 A Myo16Tail szerkezet hozzáférhetőbb (KSV=2,59 ± 0,01 M-1) a kioltó számára a 

Stern-Volmer együtthatók alapján összehasonlítva a kontroll G-aktinéval (KSV=1,98 ± 

0,01 M-1), valamint a Myo16Tail kioltás esetén a statikus kioltás dominál a 

dinamikussal szemben. 

 A Myo16Tail esetén denaturáló szer hiányában és jelenlétében is rendezetlenségre 

utaló gyors, kétfázisú konformációs dinamika figyelhető meg. A gyors komponens 

utal a triptofánok rotációjára, míg a lassabb komponens a Myo16Tail rotációs 

dinamikáját jellmezi. 

 A Myo16Tail nagyfokú rendezetlenséget mutat CD-spektroszkópiai mérések alapján 

(44%), emellett a fordulat elemek aránya 15,2%, amivel összesen 59,2%-nak 

tekinthető a rendezetlen szerkezeti elemek aránya. A hődenaturációs CD eredmények 

szintén az alacsony kooperatív denaturációt támasztják alá. 
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 A Myo16Tail termodinamikai instabilitást mutat, valamint hajlamos aggregációra és 

az ebből következő exoterm kooperatív termikus feltekeredésre, ami szintén a 

rendezetlen szerkezetre utalhat. 

 

A nem-konvencionális miozin XVI C-terminális (Myo16Tail) funkcionális vizsgálatai 

kimutattuk, hogy kölcsönhat az N-terminális ankyrin doménnel (Myo16Ank) ezáltal 

szabályozhatja a fehérje funkcióját. A Myo16Tail nem kötődik a profilinhez és nem képes 

befolyásolni az aktin polimerizáció kinetikáját. 

 A Myo16Tail képes kötődni az N-terminális Myo16Ank-hoz (KD= ~2,5 µM), ami egy 

autoregulációs intramolekuláris interakcióra alapját jelentheti. Az IQ motívumot nem 

tartalmazó rekombináns Myo16Tail (-IQ) szintén képes kötődni a Myo16Ank-hoz 

gyengébb affinitással (KD= ~5,6 µM). A szintetizált izolált Myo16IQ gyenge affinitást 

mutat a Myo16Ank-hoz (KD= ~16 µM) ami révén a Myo16IQ befolyásolhatja a C-

terminális Myo16Tail kötődését a Myo16Ank-hoz. 

 A profilin nem képes kölcsönhatni a Myo16Tail prolin-gazdag régiójával, valamint a 

profilin–G-aktin komplex kialakulását követően sem jön létre a profilin számára 

kedvezőbb konformáció, ami által képes lenne kötődni. 

 A Myo16Tail nem kötődik a profilinhez és az aktinhoz, valamint nem befolyásolja az 

aktin polimerizációs dinamikát profilin hiányában és jelenlétében. 
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8. RÖVIDÍTÉSEK 

 

ANS   1-anilino-8-naftalin szulfonát 

Arp2/3  actin related protein 2/3 

ASD   autism spectrum disorder 

BME   -merkaptoetanol 

DNS   dezoxiribonukleinsav 

DSC   differential scanning calorimetry 

DTT   ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-bután-2,3-diol 

CaM   kalmodulin 

EGTA  etilén glikol tetraecetsav 

ELC   esszenciális könnyű lánc 

F-aktin  filamentális aktin 

FRAP  fluorescence recovery after photobleaching 

G-aktin  globuláris aktin 

5hmC  5-hidroximetil citozin 

HRP   horseradish peroxidase 

IPTG   izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid 

IRF   impulzus válasz függvény – instrument respone function 

LB   Luria broth 

5mc   5-metil citozin 

MG   molten globula 

MOPS  3-morfolinopropán-1szulfonil sav 

MoRE  molecular recognition element 

Myo16  miozin 16 

Myo16Ank  miozin 16 ankyrin domén 
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Myo16Tail  miozin 16 C-terminális farok domén 

MyPhoNE  miozin foszfatáz N-terminális elem 

MYPT  miozin foszfatáz célzó alegység 

mRNS  messenger ribonukleinsav 

NES   nukleáris export szignál 

NLS   nukleáris lokalizációs szignál 

NHM   NYAP homológia motívum 

NYAP  neuronal tyrosine-phosphorylated adaptor for the PI3K 

IDP   intrinsically disordered protein 

IDR   intrinsically disordered region 

PMG   pre-molten globula 

PCNA  proliferáló sejt nukleáris antigén 

PCR   polymerase chain reaction 

PCS   performed structural element 

PMSF  fenil-metil-szulfonil-fluorid 

PI3K   foszfoinozitid 3-kináz    

PP1c   protein foszfatáz 1 katalítikus alegység 

PPII   poliprolin II  

PRM   proline-rich motif 

RLC   regulatórikus könnyűlánc 

SDS   nátrium-dodecilszulfát 

skHMM  skeletal heavy meromyosin 

SNP   Single-nucleotide polymorphism 

TBST  Tris-buffered Saline with Tween-20 

WIR   Wave interacting region 

WRC   Wave regulatory complex 
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9. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

Szeretnék köszönetet mondani mindazoknak, akik hozzájárultak a tudományos pályán elért 

eredményeimhez és szakmai fejlődésemhez.  

Köszönettel tartozom Prof. Dr. Nyitrai Miklósnak, a Biofizikai Intézet igazgatójának, a PTE 

ÁOK dékánjának, hogy lehetőséget biztosított számomra a tudományos pályám elkezdéséhez a 

Biofizikai Intézetben, valamint a sok, hasznos szakmai tanácsáért.  

Szeretnék köszönetet mondani Dr. Kengyel Andrásnak, aki segített elindulni a kutatói pályán 

és szakmai tanácsaival rengeteg segítséget nyújtott a labormunka kezdeti nehézségeiben.  

Hálás köszönettel tartozom témavezetőimnek Dr. Lukács Andrásnak, a Biofizikai Intézet 

igazgatóhelyettesének, és Dr. Bugyi Beátának, a Biofizikai Intézet egyetemi docensének, akik 

temérdek szakmai tanácsot és iránymutatást adtak, hogyan válhatok jobb kutatóvá. Számos 

helyzetben példát mutattak, hogy miként gondolkodik egy jó kutató. Pozitív kritikai 

észrevételeikből sokat tanulhattam, ami nagyban hozzájárult szakmai fejlődésemhez.  

Köszönettel tartozom Dr. Ujfalusi Zoltánnak a hétköznapokban nyújtott baráti légkörért és 

szakmai tanácsokért, valamint Dr. Fekete Zsuzsannának, Karádi Kristófnak és minden 

kollégámnak, akik tanácsokkal és a laboratóriumban segítették munkámat.  

Továbbá szeretném megköszönni a Biofizikai Intézet dolgozóinak a mindennapi munka során 

nyújtott önzetlen segítségüket és baráti légkört, különös tekintettel a laboratóriumok 

vezetőinek: Brunner Jánosnénak „Ilike”, Hoffmanné Simon Évának, Heppné Konrád 

Ildikónak és Garajszkyné Papp Erzsébetnek „Zsóka”. 

Szeretnék köszönetet mondani Dr. Kardos Józsefnek (ELTE, TTK Biokémiai tanszék) a 

gyümölcsöző együttműködésért. 
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The lesser-known unconventional myosin 16 protein is
essential in proper neuronal functioning and has been impli-
cated in cell cycle regulation. Its longer Myo16b isoform con-
tains a C-terminal tail extension (Myo16Tail), which has been
shown to play a role in the neuronal phosphoinositide 3-kinase
signaling pathway. Myo16Tail mediates the actin cytoskeleton
remodeling, downregulates the actin dynamics at the post-
synaptic site of dendritic spines, and is involved in the orga-
nization of the presynaptic axon terminals. However, the
functional and structural features of this C-terminal tail
extension are not well known. Here, we report the purification
and biophysical characterization of the Myo16Tail by bioin-
formatics, fluorescence spectroscopy, and CD. Our results
revealed that the Myo16Tail is functionally active and interacts
with the N-terminal ankyrin domain of myosin 16, suggesting
an intramolecular binding between the C and N termini of
Myo16 as an autoregulatory mechanism involving backfolding
of the motor domain. In addition, the Myo16Tail possesses
high structural flexibility and a solvent-exposed hydrophobic
core, indicating the largely unstructured, intrinsically disor-
dered nature of this protein region. Some secondary structure
elements were also observed, indicating that the Myo16Tail
likely adopts a molten globule–like structure. These structural
features imply that the Myo16Tail may function as a flexible
display site particularly relevant in post-translational modifi-
cations, regulatory functions such as backfolding, and phos-
phoinositide 3-kinase signaling.

Myosins form a large and versatile superfamily of actin-
based motor proteins that convert the chemical energy of
ATP hydrolysis into mechanical force required for motion
along actin filaments (1). They are expressed in all eukaryotic
organisms (2) and play essential roles in a variety of cellular
processes, including organelle trafficking, cytokinesis, cell
shape maintenance, or muscle contraction (3–7). A novel
unconventional myosin was described in 2001 by Patel et al.
* For correspondence: András Lukács, andras.lukacs@aok.pte.hu; Beáta
Bugyi, beata.bugyi@aok.pte.hu.

© 2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier Inc on behalf of American Society for
BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
(8), which was originally named as myr8 (eighth unconven-
tional myosin from rats) but later was designated as a new
class: myosin XVI. Two myosin 16 (Myo16) splice variants
have evolved: Myo16a, the shorter, cytoplasmic isoform and
Myo16b, the predominant, longer isoform having an additional
590 amino acid extension on its C terminus. The unconven-
tional Myo16 has an N-terminal premotor extension called the
ankyrin domain composed of eight ankyrin repeats
(Myo16Ank), followed by a conserved motor domain, an IQ
motif in the neck region and a unique C-terminal tail exten-
sion in the Myo16b isoform (Myo16Tail) (Fig. 1).

The tail extensions are highly diverse among myosin classes
both from structural and functional aspects. Some myosin tails
contain α-helical regions and can form coiled-coil structure,
allowing the myosin to dimerize (9), whereas other myosins
are monomers containing functional domains, for example,
Src homology 3, GTPase-activating protein, four-point-one,
ezrin, radixin, moesin, or pleckstrin homology domains on
their tail (10). This structural diversity can lead to numerous
intracellular activities and functions, such as cargo binding,
dimerization, cellular localization, anchoring-tethering,
protein–protein interaction, kinase activity, or autoregulation
(11–14).

In mammals, Myo16 is expressed predominantly in the
embryonic and adult brain peaking during the 1 to 2 postnatal
weeks in rats, and in a lesser amount, it can be found in some
peripheral tissues. The expression of Myo16 coincides with
neuronal cell migration, axonal extension, and dendritic
elaboration (8). The N-terminal Myo16Ank interacts with the
protein phosphatase 1 catalytic subunit and regulates its
phosphatase activity (15). The protein phosphatase 1 catalytic
subunit is involved in the control of synaptic plasticity, the
mechanism of learning and memory (16). Myo16 is a
component of the neuronal phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
signaling pathway, in which it is phosphorylated by the Src
family of tyrosine kinase Fyn at its C-terminal tail (17).
Phosphorylated Myo16Tail interacts with PI3K and the
WAVE1 regulatory complex (WRC) simultaneously. Thereby,
Myo16 can mediate actin cytoskeleton remodeling through the
WRC–actin-related protein 2/3 complex (17). In line with this,
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Figure 1. Domain organization of Myo16b. The numbers indicate the
amino acid positions corresponding to the rat Myo16 (Rattus norvegicus,
accession number: Q9ERC1). Myo16b (1912 aa, 210.56 kDa) is composed of
an ankyrin repeat domain (Myo16Ank), a conserved motor domain followed
by a single IQ motif and a C-terminal tail extension (Myo16Tail) containing a
WAVE1 interacting region (WIR), a neuronal tyrosine-phosphorylated
adaptor for phosphoinositide 3-kinase (NYAP) homology motif (NHM) and
a proline-rich region. Myo16, myosin 16.

Disordered Myo16Tail behaves as molten globule
Myo16 downregulates actin dynamics at the postsynaptic side
of dendritic spines of Purkinje cells. In addition, Myo16 is also
implicated in the organization of presynaptic axon terminals of
parallel fibers (18, 19). Comprehensively, Myo16 seems to be
important in the regulation of the morphological and func-
tional features of parallel fiber-Purkinje cell synapses. Nuclear
localization of Myo16b was observed in the mouse cerebellum
(P23, 31) in vivo (8, 20), which is attributed to the C-terminal
tail, although this extension does not contain any typical nu-
clear localization sequence. Overexpression of Myo16 in COS7
cells delays the progression through the S phase, suggesting its
role in cell cycle regulation (20). The motor domain function
of Myo16 has not been described yet. The above findings
suggest that Myo16 has a crucial role in different aspects of
neuronal functioning. In addition, genetic alterations of
MYO16 were found to be involved in neurodegenerative dis-
orders, including schizophrenia, autism spectrum disorder,
bipolar disorder subtype II, and major depressive disorder
(21–23), which underlines its important role in the proper
functioning of the nervous system.

Myo16b has a multifaceted C-terminal extension consisting
of a WAVE1 interacting region, a neuronal tyrosine-
phosphorylated adaptor for PI3K homology motif (NHM)
(17), a proline-rich (Pro-rich) region, and a distal C-terminal
sequence element, which is presumed to be responsible for the
nuclear localization of the protein through an atypical way (20)
(Fig. 1). Besides the diversity in functional motifs, the C ter-
minus of Myo16 is supposed to have a disordered structure
(24). Disordered proteins and disordered regions lack a unique
3D structure in their native, functional state (25–27); there-
fore, these proteins or regions were named as intrinsically
disordered proteins (IDPs) or intrinsically disordered regions
(IDRs), respectively (27). IDPs can be classified by the level of
the structural disorder, such as molten globules, pre-molten
globules, and random coils (25). The main attributions of IDPs
and IDRs are the irregular amino acid composition (high
content of disorder-promoting and low content of order-
promoting residues) resulting in a high net charge accompa-
nied by electrostatic repulsion and low hydrophobicity, which
precludes the formation of globular structure (28). The pro-
pensity of post-translational modifications (PTMs) is an
important property of IDPs, which requires site accessibility;
therefore, PTM sites are located particularly in disordered
regions, providing a relatively large surface on the protein.
2 J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716
IDPs have been suggested to be enriched in phosphorylation
sites (29). These structural properties have functional advan-
tages in IDPs and IDRs, attributing structural flexibility and
thus plasticity to adapt to contextual changes provided by low
affinity and high specificity of binding as well as interaction
with extended partners or environmental factors (25, 30–33).
IDPs and IDRs are involved in an extended range of biological
processes, such as cell cycle regulation, recognition, signal
transduction, scaffolding, transcription, or chaperoning (26,
34–37). Some of these functions have been already described
in connection to Myo16b (17, 20).

Here, we focused on the Myo16Tail to characterize its
conformational dynamics and structural properties with the
combination of sequence-based prediction, fluorescence, and
CD spectroscopic approaches. For the first time, we described
the expression and purification of Myo16Tail. In silico bio-
informatic analysis was performed to investigate the structural
behavior of Myo16Tail at the level of the primary amino acid
sequence. The in silico findings were further addressed and
confirmed experimentally.

Results

Sequence-based in silico analysis of Myo16Tail predicts
disordered regions

Myo16Tail (1146–1912 amino acids, Rattus norvegicus,
UniProt: Q9ERC1) consists of the 30 amino acids of an IQ
motif, an NHM which is important in the neuronal PI3K
signaling pathway, a Pro-rich region, and a very C-terminal
sequence element (Fig. 1). To begin the characterization of the
conformational properties of Myo16Tail, its primary sequence
was analyzed. The analysis revealed that the sequence is
dominated by disorder-promoting amino acids (A, G, R, D, H,
Q, K, S, E, P) contributing about 68% to the total number of
residues, whereas the order-promoting amino acids (W, F, Y, I,
M, L, V, N, C, T) are present at only around 32%. It is note-
worthy that the proportion of the well-known α-helical
structure-breaker proline (38) is 15% of the total amino acid
content; moreover, in the Pro-rich motif, it is as high as 30.7%.

Disorder prediction of rat Myo16Tail was performed with
the combination of disorder predictors, including VLXT (39,
40), VL3-BA (41), VSL2b (42), Ronn (43), and IUPred (44–46)
(Fig. 2A). Only the IQ motif was found to be relatively well
ordered as expected (47); in contrast, the C-terminally located
regions are characterized by a relatively high disorder proba-
bility. This analysis indicates that Myo16Tail is enriched in
IDP regions. For additional confirmation, we analyzed the
disorder probability of sequences of different vertebrate rep-
resentatives of Myo16Tail using IUPred: Homo sapiens, Mus
musculus, R. norvegicus, Gallus gallus, Xenopus tropicalis,
Danio rerio. Based on the IUPred prediction, the sequences of
representatives display similarly high disorder probability,
suggesting that the intrinsically disordered structure is
conserved in Myo16Tail (Fig. 2B). In line with this, we
analyzed the conservation of the Myo16Tail sequence from
different vertebrate classes in multiple sequence alignment by
using Clustal X (48) (Fig. S1). The analyses showed substantial



Figure 2. Secondary structure prediction and dynamic propensity analysis of Myo16Tail. The known regions of Myo16Tail are shown in gray (IQ),
orange (NHM), and green (proline-rich) boxes. A, disorder prediction of Myo16Tail using the combination of VLXT (black), VL3-BA (light blue), VSL2b (yellow),
RONN (dark blue), and IUPred (pink) servers. The horizontal dashed black line indicates the threshold at 0.5 value of disorder probability, above which the
residue has more than 50% probability of being disordered. B, disorder conservation prediction of vertebrate class representatives of Myo16Tail by using
IUPred. The following species sequences were used: Homo sapiens (Hs): Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus
(Gg): XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): A0A5G3IJG7, and Danio rerio (Dr): F1QE80. C, analysis of the dynamic characteristics of Myo16Tail using DynaMine.
Low S2pred values (<0.7) indicate backbone flexibility, and high S2pred values (>0.8) suggest a rigid protein structure. The transient range (diagonally striped)
indicates that in this zone, proteins have context-dependent dynamics. D, post-translational modification site prediction of Myo16Tail using PhosphoSi-
tePlus. The prediction is based on the number of references. Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; NHM, neuronal tyrosine-phosphorylated adaptor for PI3K
homology motif.

Disordered Myo16Tail behaves as molten globule
amount of conservation of Myo16Tail in the IQ and NHM
motifs but not in the Pro-rich region. In addition, other re-
gions also display a considerable number of conservations,
which suppose that the predicted disordered segments are
mostly conserved, suggesting that the intrinsically disordered
nature of Myo16Tail is conserved through the evolution
(Fig. S1). Because Myo16Tail might be involved in neurode-
generative disorders (21–23), the conserved nature of the
Myo16Tail structure can have significance in the functioning
of the human Myo16.

The Myo16Tail sequence was further assessed with Dyn-
aMine (49, 50) to characterize the protein backbone flexibility
(Fig. 2C). According to the DynaMine prediction, �70% of
Myo16Tail shows high backbone flexibility (S2 values < 0.7)
and only �20% of Myo16Tail has a rigid structure (S2 values >
0.8). There is a context-dependent range (10%) where the
protein of interest might be able to switch between confor-
mational states or folding can occur toward a more ordered
structure upon binding to a partner molecule (49, 50).

As IDRs are enriched in PTM sites, the PTMs of Myo16Tail
were analyzed using PhosphoSitePlus (51) (Fig. 2D). The
prediction showed that several phosphorylation sites might
occur in Myo16Tail based on references (11 Ser, 4 Thr, 3 Tyr
phosphorylation sites). To assess the relevance of these PTMs,
the conservation of predicted Myo16Tail phosphosites was
analyzed in the aforementioned multiple sequence alignment
(Fig. S1). Three of the predicted phosphorylation sites are
located in the NHM motif and shown to be fully conserved
from fish to human. Two of them (Tyr1416 and Tyr1441) were
identified to be phosphorylated by Fyn kinase that eventuates
the recruitment of the p85 subunit of the PI3K and the acti-
vation of the PI3K signaling pathway (17). The rest of
J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716 3



Disordered Myo16Tail behaves as molten globule
phosphosites can be found particularly in the disordered re-
gions, notably 10 of 14 phosphosites are fully conserved, and
one of them is weakly similar (Fig. S1). The conservation of
phosphosites suggests that phosphorylations in the disordered
regions of Myo16Tail might have particular importance in the
evolution of vertebrate Myo16.

Comprehensively, the sequence-based analysis suggests that
Myo16Tail is characterized by an intrinsically disordered
structure; however, structural data have not been available yet.
For this reason, we created a 3D structural model of Myo16-
Tail by using Iterative Threading Assembly Refinement (I-
TASSER) (52, 53) (Fig. 3). I-TASSER utilizes the Protein Data
Bank to identify structural templates by multiple threading
approaches. The 3D model of Myo16Tail predicts α-helical, β-
sheet, and turn components besides the considerable amount
of disordered structural elements. The confidence of the
structural model was evaluated by the C-score (confidence-
score), which is -1.95 in our model. C-score measures the
quality of predicted models in the range of (−5, +2), where the
higher the C-score, the more reliable the structural model. The
model shows a mixture of secondary structural elements and a
significant number of disordered segments, supposing a
molten globule–like behavior of Myo16Tail. The molten
globule state of a protein is less compact and more flexible and
dynamic than a globular fold (54).

Expression and purification of Myo16Tail

To address experimentally the conformational characteris-
tics of Myo16Tail, we successfully cloned and expressed it in
Sf9/baculovirus system (Fig. 4). Because Myo16Tail showed
low solubility under native protein preparation conditions,
which might be caused by inclusion body formation, a dena-
turing buffer environment (6 M guanidine hydrochloride
[GuHCl], 8 M urea pH 7, 6, and 4) was applied. The denatured,
soluble Myo16Tail was purified via a His6 affinity tag and
renatured by gradually eliminating the denaturant during
Figure 3. Myo16Tail displays a molten globule–like structure. Predicted
structural model of Myo16Tail using I-TASSER. Structural elements are
represented by different colors: α-helix (red), β-sheet (cyanic blue), turn
(green), and disordered structural elements (gray). The location of the
tryptophan residues is highlighted with yellow to visualize their position for
the fluorescence spectroscopic assays. Moreover, tryptophans in the pre-
dicted disordered segments are featured with red circles. Myo16Tail, myosin
16 C-terminal tail; I-TASSER, Iterative Threading Assembly Refinement.
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dialysis. The concentration of routinely purified Myo16Tail
was found to be �1.7 mg/ml. The solubility of Myo16Tail was
assessed by Protein Solubility evaluator II that predicted a
value of 0.732, which classifies Myo16Tail as a rather soluble
protein (55). The expression and purification results were
analyzed and confirmed by SDS-PAGE and Anti-His Western
blot (Fig. 4, B and C). We noted that Myo16Tail showed an
anomalous electrophoretic migration (Fig. 4, B and C). The
apparent molecular weight of Myo16Tail seemed to be
�120 kDa in SDS-PAGE, which is higher than that calculated
based on its amino acid sequence (86.47 kDa, ProtParam) (56).
This abnormal electrophoretic mobility is a characteristic
feature of IDPs, which could result from poor interaction with
SDS molecules because of their irregular amino acid compo-
sition (28, 39).
Myo16Tail is functionally active and interacts with Myo16Ank

To study the functional activity of the renatured Myo16-
Tail, we aimed to characterize its possible binding proper-
ties. Backfolding is an intramolecular interaction between
the C-terminal tail and the N terminus of myosins that have
been described in several classes (myosin IIa, V, VI, VII, X)
(57–61). In general, this mode of autoregulation has a
negative impact on the enzymatic activity of the myosin
motor. For this reason, we performed a binding assay using
steady-state fluorescence anisotropy measurements to test
the interaction between Myo16Tails with the N-terminal
Myo16Ank region. Anisotropy is a powerful method to
investigate the size, shape, dynamics, conformation, and in-
teractions of proteins (62) and was used successfully to
monitor protein binding (63–67). The steady-state anisot-
ropy of fluorescently labeled Alexa568–Myo16Ank (1.2 μM)
increased by the addition of an increasing concentration of
Myo16Tail as expected for binding interaction. The analysis
revealed that the affinity (KD) of Myo16Tail to Myo16Ank is
�2.5 μM according to Equation 1 (Fig. 5A).

To characterize the binding properties of the tail of Myo16
in more detail, we measured the steady-state anisotropy of
Alexa568–Myo16Ank (1 μM) in the presence of an increasing
concentration of a new recombinant Myo16Tail without the
IQ motif, Myo16Tail (−IQ). The fit to the anisotropy data
resulted in weaker affinity with �5.6 μM dissociation equi-
librium constant according to Equation 1 (Fig. 5B). Moreover,
to investigate the binding contribution of unoccupied IQ motif
to Myo16Ank, we measured the steady-state anisotropy of
Alexa568-labeled, synthesized rat Myo16IQ in the presence of
an increasing concentration of Myo16Ank. Because Myo16IQ
is a small peptide (3.6385 kDa) and its motion is probably fast,
first we performed time-resolved lifetime measurements with
free Alexa568 in the buffer solution and Alexa568–Myo16IQ
to confirm the labeling reaction. The average lifetime of free
Alexa568 was 2.84 ns, whereas that of Alexa568–Myo16IQ
increased to 3.66 ns (Fig. S2). In addition, steady-state fluo-
rescence emission measurements of free Alexa568 dye and
Alexa568–Myo16IQ were carried out for further confirmation
of the labeling. The maximum wavelength plot showed



Figure 4. SDS-PAGE of expressed and purified Myo16Tail. A, schematic structure of the His6-tagged Myo16Tail construct used in our study. B, expression
and purification of Myo16Tail. The protein weight standard marker (ProSieve, QuadColor) was applied in lane 1. Total lysate of Sf9 cells as negative control
(lane 2) and total lysate of Sf9 cells expressing Myo16Tail (lane 3). Myo16Tail was purified under denaturing conditions using 6 M GuHCl and eluted from the
Ni-NTA resin by 8 M urea and decreasing pH; pH 7 is for washing (lane 4), and pH 6 (lane 5) and pH 4 (lane 6) are for elution. At the end of the purification
process, Myo16Tail was pooled and concentrated (lane 7). C, the presence of Myo16Tail in the expression and purification samples was confirmed by anti-
His Western blot analysis. The elution samples of Myo16Tail (pH 6, pH 4, and pooled Myo16Tail) were 5-fold diluted for Western blot to avoid overexposure
of chemiluminescence. The membrane was recorded before (molecular weight marker appears) and after developing chemiluminescence. The merged
image was used to display the expression and purification of His6–Myo16Tail. The samples were derived from the same experiments, and the gel and blot
were processed in parallel. GuHCl, guanidine hydrochloride; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; Ni-NTA, nickel-nitrilotriacetic acid.
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spectral shift from 596 nm (free Alexa568) to 599 nm
(Alexa568–Myo16IQ), which also verifies the labeling of
Myo16IQ (Fig. S3). The steady-state anisotropy of Alexa568–
Myo16IQ revealed that Myo16Ank is able to interact with
Myo16IQ, albeit with much weaker affinity (KD = �16 μM)
Figure 5. Myo16Tail interacts with the N-terminal ankyrin domain (Myo
absence and presence of an increasing concentration of Myo16Tail. The das
quadratic binding equation gave a dissociation equilibrium constant of KD = 2.5
anisotropy of Alexa568–Myo16Ank (1 μM) in the absence and presence of M
Equation 1. The dissociation equilibrium constant resulted in KD = 5.6 ± 0.02 μ
anisotropy of Alexa568–Myo16IQ in the absence and presence of an increasing
data according to Equation 1, resulting in a dissociation equilibrium constant
Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; Myo16Tail (−IQ), Myo16Tail without the
according to Equation 1 (Fig. 5C) to that of both Myo16Ank–
Myo16Tail and Myo16Ank–Myo16Tail (−IQ) complexes.

Altogether, on the one hand, our results can confirm the
functional activity of the recombinantly produced Myo16Tail
and Myo16Tail (−IQ). On the other hand, our anisotropy
16Ank). A, steady-state anisotropy of Alexa568–Myo16Ank (1.2 μM) in the
hed line shows the fit to the data according to Equation 1. The fit of the
± 0.2 μM for the Myo16Ank–Tail complex. Mean ± SD (n = 3). B, steady-state
yo16Tail (−IQ). The dashed line indicates the fit to the data according to
M for the Myo16Ank–Tail (−IQ) complex. Mean ± SD (n = 3). C, steady-state
concentration of Myo16Ank. The dashed line shows the fit to the anisotropy
of KD = 16.04 ± 2.9 μM for the Myo16IQ–Ank complex. Mean ± SD (n = 3).
IQ motif.
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findings revealed that the tail of Myo16 is dominant in the
binding of Myo16Ank; however, the presence of Myo16IQ
seems to influence the strength of this interaction. This
moderate strength of the interaction of Myo16Tail is relatively
common in regulatory functions and consistent with its
possible role as a multiple interaction site for PI3K, WRC (17),
and Myo16Ank.
Myo16Tail shows low cooperativity of unfolding

Based on the amino acid composition, bioinformatic pre-
dictions and structural modeling, we hypothesized the intrin-
sically disordered nature of Myo16Tail (Figs. 2 and 3). To
investigate the structural properties of Myo16Tail experi-
mentally, we performed steady-state fluorescence measure-
ments by using its tryptophan residues as intrinsic probes and
ANS fluorescence assays. Myo16Tail contains six tryptophan
Figure 6. Conformational transitions followed by intrinsic tryptophan fluor
emission of tryptophan residues upon the addition of an increasing concentrati
295 nm, and the emission was recorded between 300 and 450 nm. A, the loc
shown in gray (IQ), orange (NHM), and green (proline-rich) boxes. The fluore
wavelength corresponding to the emission maximum from 336 to 361 nm, whi
of 9 nm from 351 to 360 nm. The arrows indicate the increasing GuHCl con
maximum wavelength (λmax) plotted as a function of GuHCl concentration. Th
corresponding colors. Mean ± SD (n = 3). E, the classical Stern–Volmer plot of
The fits to the fluorescence quenching data calculated with Equation 4 are sho
3), and the Ksv values are indicated as the mean ± SD. F, the lifetime of tryptoph
of Myo16Tail indicates the presence of the predominant static component. F
marized in Table S1. Mean ± SD (n = 3). G-actin, globular actin; GuHCl, guan
tyrosine-phosphorylated adaptor for PI3K homology motif.
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residues; three of them are located in more ordered segments,
whereas the other three are in the predicted disordered regions
(Fig. 6A). Only one tryptophan residue can be found in the
close vicinity of the IQ motif, and the rest of tryptophans are
not related to known domains (Fig. 6A). In line with this, the
position of tryptophan residues in Myo16Tail structural model
shows similar distribution (Fig. 3). Tryptophans, as intrinsic
fluorophores, are highly sensitive to their local environment
(68). According to Reshetnyak et al, tryptophan residues are
classified in different classes based on their accessibility (69).
The fluorescence emission of tryptophans located in the hy-
drophobic core of a protein (class S) is characterized by a
wavelength corresponding to the maximum fluorescence
emission (emission maximum wavelength, λmax) of around 320
to 330 nm. The emission maximum of class S tryptophans was
at 322.5 ± 4.6 nm (69). Partially buried tryptophans have
maximum fluorescence emission at �330 to 340 nm
escence emission and tryptophan fluorescence quenching. Fluorescence
on of the denaturing agent (GuHCl). Tryptophan amino acids were excited at
ation of tryptophan residues in Myo16Tail. Known regions of Myo16Tail are
scence emission of (B) G-actin (control) showed a 25-nm red shift in the
le (C) fluorescence emission of Myo16Tail revealed a less-significant red shift
centration. D, conformational transitions followed by unfolding; emission

e sigmoidal fits to the data calculated by using Equation 2 are shown in the
steady-state fluorescence emission of tryptophans quenched by acrylamide.
wn in the corresponding colors. The data are plotted as the mean ± SD (n =
ans upon acrylamide quenching using Equation 5. The downward curvature
luorescence lifetime values derived from quenching experiments are sum-
idine hydrochloride; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; NHM, neuronal



Disordered Myo16Tail behaves as molten globule
characterized by classes I and II, and the average values of
tryptophan emission maxima were found to be at 331.0 ± 4.8
and 342.3 ± 3.3 nm, respectively (69). In contrast to class S,
when tryptophans are exposed to the solvent, the maximum
wavelength is around 350 nm (70), and class III of tryptophan
residues was found to have maximum emission at 347.0 ± 3.1
(69) or even can be further red-shifted toward 360 nm (62). To
test the results of bioinformatic analysis at first, the tryptophan
fluorescence emission of Myo16Tail was measured to reveal
the unfolding properties in the presence of increasing con-
centrations of GuHCl as a denaturing agent. Our presumption
was that unfolding of the protein (thus the local environment
of tryptophans) should result in a red shift.

Globular actin (G-actin) containing four tryptophans was
used as a control, as it has well-defined secondary (71) and
tertiary structures (formed by two large domains) (72). The
experiments performed on G-actin revealed that in the pres-
ence of an increasing amount of GuHCl, the fluorescence
emission of tryptophans decreased and the maximum wave-
length was red-shifted (25 nm) from 336 to 361 nm (Fig. 6, B
and D). These spectral changes reflect the denaturation of G-
actin: as the protein unfolds, the tryptophan side chains are
more accessible to the solvent than in the native globular
protein structure.

Myo16Tail exhibited a red-shifted maximum wavelength
around 350 nm, even in the absence of a denaturant, sug-
gesting that tryptophan side chains are already solvent acces-
sible in the native molecule (Fig. 6, C and D). The decrease of
fluorescence intensity of Myo16Tail upon titration by GuHCl
was smaller than that observed for G-actin, as well as the
observed red-shift was less pronounced, from 351 to 360 nm
(Fig. 6, C and D). These observations indicate that tryptophans
of Myo16Tail are highly accessible, suggesting that they are
located in a less-structured, disordered protein matrix. The
GuHCl concentration dependence of the maximum wave-
length further supported the different conformational char-
acteristics of the two proteins (Fig. 6D). The pronounced and
steep sigmoid tendency observed for G-actin is indicative of
cooperative conformational transitions upon unfolding. In
contrast, the trend detected for Myo16Tail suggests modest or
the lack of cooperativity (Fig. 6D). Cooperativity of protein
folding/unfolding denotes the changes of secondary and ter-
tiary interactions, that is, high cooperativity correlates with
ordered, globular fold, whereas low cooperativity indicates a
disordered structure (73, 74).

To corroborate the above conclusions, tryptophan fluores-
cence quenching was performed, which is a powerful method
to investigate the structural and dynamic properties of proteins
(75, 76). Quenching of tryptophan residues of Myo16Tail and
G-actin by acrylamide as a neutral quencher was monitored in
steady-state fluorescence emission measurements (Fig. 6E).
The classical Stern–Volmer plot of steady-state fluorescence
quenching of tryptophans showed increased Ksv values for
Myo16Tail (Ksv = 2.59 ± 0.07 M−1) as compared with that
characteristic to G-actin (Ksv = 1.98 ± 0.01 M−1), suggesting
higher tryptophan accessibility and conformational dynamics
of Myo16Tail (Fig. 6E). As one can observe, the Stern–Volmer
plot of Myo16Tail deviates from linear tendency, and a better
fit is obtained if we use a quadratic polynomial. This suggests
that the quenching mechanism cannot be described only by
collisional quenching. An upward curvature was observed in
those cases when the fluorophores form a so-called dark
complex with the quencher and thus static quenching takes
place (77). As the dark complexes cannot be excited, they will
not contribute to the measured fluorescence lifetime in the
time-resolved measurements. In the case of fluorescence
quenching measurements observed by measuring the fluores-
cence lifetime, the formation of dark complexes will have no
effect on the fluorescence lifetime. If only static quenching—
and dark complex formation—happens, the τ0/τ Stern–Volmer
plot will be a flat line. To check the contribution of static
quenching, we performed acrylamide quenching experiments
by measuring the fluorescence lifetimes using time-correlated
single-photon counting (TCSPC) (Fig. 6F). As one can see in
Figure 6F, the Stern–Volmer plot of G-actin is linear, and we
can conclude that the quenching is collisional. Contrary to the
quenching measurements on G-actin, the Stern–Volmer plot
of measurements on Myo16Tail shows a moderate increase
until the addition of 0.5 M acrylamide; after that, it is relatively
flat (Fig. 6F). This suggests that in the case of Myo16Tail, there
is a significant static quenching part aside from the collisional
quenching. Observing the average fluorescence lifetime of
tryptophans of Myo16Tail, one can see that the lifetime drops
significantly—from 4.1 ns to 3.0 ns—by adding �0.5 M
acrylamide. Above this concentration, the increasing amount
of acrylamide has only a minor effect on the average lifetime,
which levels of around 2.8 ns. In comparison, the quencher has
a stronger effect in the case of G-actin: as one can observe, the
average lifetime of tryptophans decreases linearly with an
increasing quencher concentration (Table S1). In the time-
resolved quenching measurements, the increasing quencher
concentration results in decreasing fluorescence lifetime of
Myo16Tail, which means that above �0.5 M, the acrylamide
forms a dark complex with the tryptophans. The possible
explanation of this finding is that the solvent-exposed trypto-
phans are quenched efficiently by acrylamide.

To study the structural behavior of Myo16Tail in more
detail, 1-anilino-naphthalene-8 sulfonic acid (ANS) fluores-
cence measurements were performed. ANS is a hydrophobic
fluorescent probe that is used to reveal the hydrophobic sites
and characterize the molten globule conformation of proteins
(78). The change of fluorescence intensity and spectral distri-
bution by increasing GuHCl concentration reflects alterations
in the microenvironment of ANS from a hydrophobic (well-
structured) to a polar environment (solvent-exposed–less
structured). ANS does not bind to well-ordered proteins, or to
totally unfolded ones, but it displays maximum intensity when
molten globule conformation can occur (78).

In the case of G-actin (control) in the absence of GuHCl, the
ANS fluorescence intensity was relatively low, which
constantly increased and reached a maximum between 1 and
2 M GuHCl, suggesting partial denaturation and molten
globule transition of G-actin (Fig. 7A). Above this range of
GuHCl concentration, the fluorescence intensity decreased
J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716 7



Figure 7. Hydrophobic core accessibility monitored by ANS fluorescence upon GuHCl unfolding. ANS was excited at 360 nm, and the emission was
recorded between 400 and 650 nm. A, ANS fluorescence of G-actin (control) revealed the highest ANS intensity between 1 and 2 M GuHCl concentration,
which is indicative of hydrophobic (nonpolar) to solvent-exposed (polar) microenvironment change. B, ANS fluorescence of Myo16Tail showed the maximal
ANS fluorescence intensity in the absence of GuHCl and constantly decreased upon unfolding. C, conformational transitions of the emission maximum
wavelength of ANS fluorescence as a function of GuHCl concentration. G-actin showed cooperative unfolding by using Gaussian fit to the data (Equation 3.),
whereas Myo16Tail resulted in low cooperative unfolding process. The sigmoidal fit to the data of Myo16Tail was derived by using Equation 2. Mean ± SD
(n = 3). ANS, 1-anilino-naphthalene-8 sulfonic acid; G-actin, globular actin; GuHCl, guanidine hydrochloride; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail.
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toward the initial fluorescence emission values showing a
cooperative unfolding of G-actin (Fig. 7C).

Myo16Tail showed a relatively high ANS fluorescence in-
tensity already in the absence of GuHCl that decreased upon
GuHCl addition in a sigmoidal manner with a fewer steep
transitions than that observed for G-actin (Fig. 7, B and C).
Importantly, the highest intensity and wavelength maximum of
ANS fluorescence of Myo16Tail at low GuHCl (�480 nm) is in
accordance with the maximum values of G-actin in the range
of 1 to 2 M GuHCl (�480 nm), when the latter one is in
molten globule conformation (Fig. 7C). Our ANS fluorescence
results corroborate that Myo16Tail might have molten globule
conformation under native conditions.
Conformation dynamics of Myo16Tail

To further assess the conformational properties of Myo16-
Tail, steady-state and time-resolved anisotropy measurements
were carried out (Fig. 8). At first, the steady-state tryptophan
fluorescence anisotropy of G-actin and Myo16Tail was
compared upon chemical denaturation induced by GuHCl
(Fig. 8, A and B). In the case of G-actin (control), a two-step
process could be observed, in agreement with previous re-
ports (79). First, at low GuHCl concentrations, the transition
of G-actin from native to inactivated state can be revealed by
the increase in fluorescence anisotropy. Subsequently, a steep
decrease occurs indicating the transformation of inactivated
G-actin into an unfolded state (79) (Fig. 8A). A less-complex
response was detected for Myo16Tail upon addition of
GuHCl; also, the low steepness of the transition curve suggests
low cooperativity in unfolding (80) (Fig. 8B), in agreement with
the fluorescence emission measurements and with the ANS
fluorescence findings (Fig. 6, B–D, Fig. 7, B and C).

TCSPC data showed that the decrease in tryptophan lifetime
correlates upon denaturation by an increasing concentration
of GuHCl (1, 2, 3, 4 M) (Fig. 8, C and D). The average lifetime
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of tryptophan residues of G-actin as a function of the dena-
turant concentration (Fig. 8C; Table S2) showed similar ten-
dency to that of steady-state anisotropy data (Fig. 8A). For
Myo16Tail, the average lifetime of tryptophans (Fig. 8D)
revealed a similar, slightly sigmoidal decline upon chemical
denaturation as we observed in steady-state anisotropy mea-
surements (Fig. 8B).

The anisotropy decay of G-actin with a molecular mass of
42 kDa showed similar tendency in tryptophan rotation to that
of the lifetime decay (Fig. 8E; Table S2). The tendency in the
change of G-actin lifetime and anisotropy decay can be
explained by the two consecutive conformational transitions
during unfolding (79). The anisotropy decay data measured in
the case of G-actin are in correspondence with previously
described findings (81), starting with a rotational correlation
time of �26 ns and decreasing with increasing GuHCl con-
centrations. The reported values show the rotation of the
whole protein (Table S2). Decreasing rotational correlation
times reflect the increased mobility of the segments having the
tryptophans, meaning that upon denaturation, these parts of
the protein became more solvent-exposed, therefore more
mobile. In the case of Myo16Tail in the absence of GuHCl, one
can observe a very different anisotropy decay that can be fit
with two exponentials, a faster �1 ns and a longer �33 ns
phase (Fig. 8F; Table S2). The fast phase does not appear in the
case of G-actin, and it can be assigned as the standalone
rotation of tryptophan residues. The longer phase detected for
Myo16Tail is practically equal to the expected value for a
protein using the experimental formula by Visser (82) with the
corresponding molecular weight (�86.5 kDa). This result
shows that in Myo16Tail, there is an ensemble of tryptophans,
which are at least partially unburied and they are more solvent
exposed than in the case of G-actin. The rotation of these
solvent-exposed tryptophans is less restricted, which is the
reason of the presence of the �1 ns component in the rota-
tional correlation times.



Figure 8. Structural dynamic measurements using tryptophan fluorescence anisotropy. Steady-state anisotropy of (A) G-actin (control) and (B)
Myo16Tail as a function of GuHCl concentration. Mean ± SD (n = 3). Time-correlated single-photon counting of tryptophan residues by adding GuHCl. The
excitation wavelength was 295 nm, and the emission was monitored at 350 nm, using slits of 5 to 5 nm. Time-resolved lifetime plot of unfolding of (C) G-
actin (control) and (D) Myo16Tail; the raw lifetime decays are indicated as insets. The lifetime data (mean ± SD, n = 3) were derived according to Equation 6
and shown in Table S2. Anisotropy decay of G-actin (control) (E) and Myo16Tail (F) upon denaturation. The red lines show the fit to the data according to
Equation 7. The derived rotational correlation (θ) data (mean ± SD, n = 3) are shown in Table S2. G-actin, globular actin; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail;
GuHCl, guanidine hydrochloride.
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These findings agree with the correlation between the lo-
cations of tryptophan residues in the predicted structural
model (Fig. 3) and the disorder probability of the corre-
sponding regions (Fig. 6A). When titrating Myo16Tail by
increasing the GuHCl concentration, one can observe a slight
decrease of both components, suggesting that the segments
having the tryptophans became more mobile upon denatur-
ation; the increase in the mobility however is not as obvious as
in the case of G-actin. Altogether, both the steady-state and
time-correlated fluorescence results indicate that Myo16Tail
can undergo slight conformational transitions upon unfolding,
suggesting that the disordered regions are associated with
some ordered structural elements.
Secondary structure analysis of Myo16Tail by CD spectroscopy
reveals structured regions

To study the secondary structure of Myo16Tail, CD spec-
troscopy measurements were performed, which is a widely
used method for structural characterization of proteins in
solutions (83) (Fig. 9). The CD spectrum of Myo16Tail in the
far-UV region revealed the minimum at 205 nm, the positive
maximum at 190 nm, and a significant signal in a wide, 215 to
225 nm region (Fig. 9A). This suggests that the protein con-
tains both α-helical and β-structured elements. On the other
hand, the large minimum at 205 nm and the relatively weak
positive maximum around 190 nm indicate the presence of a
significant amount of disordered structure as well. The CD
spectroscopic analysis of G-actin (control) that was described
and published earlier revealed two major negative minima in
the far-UV region at 211 nm and 221 nm, suggesting a
significantly higher amount of α-helical and β-structured ele-
ments than what we detected in Myo16Tail (84).

To evaluate the secondary structure content of Myo16Tail,
Beta Structure Selection (BeStSel) method (85, 86) was used as
a deconvolution algorithm to assess CD data. BeStSel is a novel
method to distinguish between the α-helical content and β-
sheet structural elements and also to differentiate parallel and
antiparallel β-sheets, providing an improved secondary struc-
ture estimation for a wide range of proteins. Antiparallel β-
sheets can be divided into subclasses such as anti1 (left-
twisted), anti2 (relaxed), and anti3 (right-twisted) β elements.

BeStSel analysis showed that the secondary structure
content of Myo16Tail appeared to be due to 19.5% α-helix
J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716 9



Figure 9. Secondary structure analysis of Myo16Tail using CD spectroscopy. A, far-UV CD spectrum of Myo16Tail (12.7 μM (1.1 mg/ml)) in the solution
(black) and fit using the BeStSel method (85, 86) (red). B, thermal denaturation of Myo16Tail (1.15 μM (0.1 mg/ml)). The CD spectra were recorded at 10 �C
steps in the 10 to 100 �C range. The arrow indicates the direction of changes. BeStSel, Beta Structure Selection; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail.
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and 21.3% β-sheet, where the contributions of antiparallel β
subclasses are 0.0% anti1 (left-twisted), 5.4% anti2 (relaxed),
and 15.9% anti3 (right-twisted). Further structures in form of
15.2% turn and 44.0% “others” are present, the latter ac-
counts mainly for the disordered content. Of note, besides
our functional analysis, the secondary structure results also
confirm the appropriate renaturation of Myo16Tail during
protein purification. CD spectroscopy results revealed that
Myo16Tail contains ordered secondary structure elements.
We hypothesize that the helical polyproline II type recog-
nition motifs in the C-terminal and Pro-rich regions (87) are
also formed. These findings are in line with the disorder
prediction, in which some segments are predicted to be or-
dered (Fig. 2A). However, the sequence of IQ motif predicted
to be ordered accounts for only 3.8% of the sequence of the
whole construct, suggesting that IQ might have only minor
contribution to the secondary structure components and
helical and sheet structural elements predominantly account
for the C-terminal part of Myo16Tail. Moreover, it is
important to emphasize the presence of a high number of
disordered regions. Altogether, the turn and disordered
structure make up at least 60% in Myo16Tail, which is
consistent with the primary amino acid sequence–based
bioinformatic findings. It is important to note that in high-
ly disordered proteins, some part of the disordered content
might be counted as anti3 component by BeStSel (86), which
is the case here, suggesting an even higher level of disorder.
Similar trend in CD spectroscopy data was observed for
Golgi Reassembly and Stacking Proteins, suggesting a
natively unstructured, molten globule–like behavior (88).
The mean residue ellipticity of far-UV CD signals of
Myo16Tail was analyzed on a double-wavelength plot, [θ]222
against [θ]200, provided by Uversky and Fink (89) to classify
Myo16Tail as a molten globule or pre-molten globule
conformation (Fig. S4). Based on the plot, Myo16Tail can be
found between the molten and pre-molten globule
populations.
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To further study the structural properties of Myo16Tail by
CD, thermal denaturation experiments were carried out by
heating up the protein from 10 �C to 100 �C and recording the
spectra at 10 �C steps (Fig. 9B). The CD spectra gradually
changed upon increasing the temperature, although Myo16Tail
showed only minor spectral changes without a well-defined
unfolding transition. At higher temperatures, some precipita-
tion of the protein was observable; however, even with pre-
cipitation, there were only minor spectral changes. The
secondary structure analysis showed a �7% decrease in the α-
helix content and �5% increase in the disordered content. The
β-structure content is increased by �4%, which could be the
result of partial aggregation of the protein at high temperatures.
The thermal behavior of Myo16Tail showing low cooperativity
detected by CD measurements supports the idea of lacking a
stable globular fold and is characteristic of a molten globule–
like state (90). In conclusion, CD spectroscopy analysis in-
dicates the presence of both disordered and structured regions
in Myo16Tail, supporting our conclusions from fluorescence
spectroscopic measurements according to which the tail of
Myo16 might be in a molten globule–like conformation.
Discussion

The unconventional Myo16 is a relatively poorly charac-
terized member of the myosin superfamily. The tail in Myo16b
isoform is a unique extension involved in the neuronal PI3K
signaling pathway (8, 17) and supposed to have intrinsically
disordered structure (15). However, its detailed biological
functions and structural features remained unclear. Here, a
combination of bioinformatic and spectroscopic methods was
used to investigate the functional activity, structural proper-
ties, and behavior of Myo16Tail. The bioinformatic analysis
showed that Myo16Tail has a considerable number of disor-
dered regions in its structure. The experimental data by
tryptophan and ANS fluorescence emission, steady-state and
time-resolved anisotropy, and CD confirmed the bioinformatic
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predictions and provided insights into the structural charac-
teristics of Myo16Tail.

Myo16Tail was assessed by five disorder predictors and by
DynaMine protein flexibility tool (Fig. 2). The NHM, the Pro-
rich motif, and the C terminus overall appear to be disordered
in all predictions, and only the IQ motif has ordered structure
as we expected (47). Moreover, certain parts of the NHMmotif
and the C terminus of Myo16Tail are predicted to be close to
the ordered–disordered threshold, suggesting that these re-
gions might be able to fold into more ordered structure, for
example, upon binding to partner proteins (Fig. 2A). The
disorder predictions correlate well with the DynaMine results
(Fig. 2C). The IQ motif displays a rigid protein backbone
related to its ordered secondary structure content. In contrast,
the NHM, the Pro-rich motif, and the C terminus are
predicted to fall mainly in the flexible range associated with
disorder. Some portions of these regions are in the context-
dependent range in agreement with the disorder prediction,
suggesting contextual folding. Intrinsic disorder is associated
with conformational flexibility, which correlates with PTMs,
such as phosphorylation. Myo16Tail is regulated by phos-
phorylation in the neuronal PI3K signaling pathway (17).
Myo16Tail sequence assessment by PhosphoSitePlus predicts
conserved phosphorylation sites in the NHM and the disor-
dered regions, which is consistent with the abundance of
phosphosites in disordered and flexible protein structure
(Fig. 2D). The multiple sequence alignment analysis suggests
high conservation of the disordered segments between
Myo16Tail amino acid sequences from different vertebrate
species (Fig. S1), indicating that our observations on rat
Myo16Tail can have relevance, particularly in human Myo16
associated with neurodegenerative diseases (21–23). The
structural model supports the intrinsically disordered nature
of Myo16Tail (Fig. 3).

The first experimental indication of the disordered struc-
tural characteristics of Myo16Tail is its anomalous migration
showing higher apparent molecular mass as revealed by SDS-
PAGE, which was confirmed by anti-His Western blot (Fig. 4,
B and C). The unusual SDS-PAGE mobility as a characteristic
feature of IDPs (28, 39) supports that Myo16Tail or parts of it
are intrinsically disordered. Steady-state fluorescence anisot-
ropy revealed that both Myo16Tail and Myo16Tail (−IQ) bind
the N-terminal Myo16Ank with a KD of �2.5 μM and �5.6 μM
in a similarly moderate range of affinity, respectively (Fig. 5, A
and B), confirming the functional activity and a possible role of
Myo16Tail. In our assumption, Myo16Tail may play a role in
regulation by backfolding to the N terminus of Myo16. In
addition, GuHCl denaturation of Myo16Tail followed by
tryptophan fluorescence emission revealed that it lacks the
globular fold of well-structured proteins. The relatively small
shift in the tryptophan emission spectrum toward red wave-
lengths correlates with the solvent-exposed environment of
tryptophans, suggesting low conformational complexity
(Fig. 6C). Moreover, the emission maximum wavelength pro-
file of Myo16Tail clearly showed a shallow sigmoidal transi-
tion, implying the presence of ordered protein segments
(Fig. 6D). Fluorescence quenching results support that
tryptophans of Myo16Tail are highly accessible, which is
indicative of a dynamic and flexible structural behavior (Fig. 6,
E and F). ANS fluorescence measurements corroborate that
the hydrophobic core of Myo16Tail is solvent-exposed, having
the highest intensity in the absence of a denaturant (Fig. 7B).
Furthermore, the wavelength maxima of ANS emission change
in a poorly cooperative way, suggesting molten globule
conformation of Myo16Tail (Fig. 7C). The steady-state and
time-correlated fluorescence anisotropy results agree well with
the dual structural nature of Myo16Tail (Fig. 8). Furthermore,
CD revealed α-/β-type secondary structural elements besides
the considerable amount of disordered content in Myo16Tail
(Fig. 9A). The analysis of the mean residue ellipticity of
Myo16Tail CD signals on the double-wavelength ([θ]222
against [θ]200) plot (89) showed the location between the
population of molten globule and pre-molten globule con-
formations (Fig. S4). Moreover, thermal denaturation experi-
ments indicate minor conformational changes and the lack of
cooperative unfolding behavior, supporting the dominantly
unstructured nature of Myo16Tail (Fig. 9B).

Altogether, our results suggest that Myo16Tail might
possess a high number of IDRs besides ordered structural el-
ements. Moreover, the shallow, sigmoid cooperative unfolding
of Myo16Tail indicates molten globule–like behavior (Figs. 6D,
7C, and 8, B and C) rather than pre-molten globule confor-
mation because denaturant-induced unfolding of pre-molten
globules or natively unfolded coils shows noncooperative and
unfeatured linear changes (80), which was not observed in our
experiments. In line with this, the structural model of
Myo16Tail corroborates our experimental findings.

Therefore, we propose that Myo16Tail might act as a less
compact, dynamic molten globule (54), rather than a pre-
molten globule, and may function as a flexible display site (91).
Proving the presence of IDRs may help explain how Myo16
behaves during interactions with binding partners (Myo16Tail
interacts with PI3K and WAVE1, Myo16Ank), in phosphory-
lation process (Myo16Tail phosphorylated by Fyn) or signaling
pathways playing crucial role in regulation (17). The plasticity
of disordered proteins is an evolutional advantage as a
response to contextual change due to binding and environ-
mental fluctuations (33). These disorder-associated functions
are hypothesized to be evolutionary directed and crucial for
certain functions (36, 37). As examples, both regulation by
signaling and neurodegenerative diseases are associated with
proteins possessing intrinsically disordered structure (92).
From this aspect, it is of note that the genetic alterations of
MYO16 are implicated in neurodegenerative disorders
(21–23).
Experimental procedures

Bioinformatics

Disordered probability prediction for Myo16Tail was per-
formed using VLXT (39, 40), VL3-BA (41), VSL2b (42), RONN
(43), and IUPred servers (44–46). Structural flexibility was
analyzed by DynaMine server (49, 50). Phosphorylation site
prediction was assessed using PhosphoSitePlus (51). The
J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716 11
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physical and chemical parameters of Myo16Tail were calcu-
lated using ExPASy ProtParam tool (56), and the protein sol-
ubility was evaluated with Protein Solubility evaluator II tool
(55). Multiple sequence alignment of Myo16Tail was per-
formed by using Clustal X (48). The 3D structural model was
created by using I-TASSER (52, 53).
Protein expression and purification

The DNA sequence of Myo16Tail (Gene Bank accession
number: 192253, R. norvegicus, amino acid residues:
1146–1912) (Figs. 1 and 4A) containing the IQ motif was
optimized by GenScript for baculovirus/Sf9 system. Myo16-
Tail was cloned into pFastBac plasmid (Thermo Fisher Sci-
entific) containing a His6 affinity tag at the N terminus of the
construct. Recombinant His6–Myo16Tail was expressed in
Insectagro Sf9, Serum-Free/Protein-Free 1× medium (Corn-
ing) containing 100 μg/ml antibiotics-antimycotics (Biowest).
After 2 days of expression, Sf9 cells were harvested and the cell
pellet was frozen in liquid nitrogen for further utilization. All
steps of Myo16Tail purification were performed in sodium
phosphate (Na3PO4) buffer (an appropriate mixture of 0.2 M
Na2HPO4 and 0.2 M NaH2PO4) (93) at 4 �C. The cell pellet
was extracted in Na3PO4 lysis buffer (50 mM Na3PO4 (pH 8.0),
500 mM NaCl, 10 mM β-mercaptoethanol [BME], 0.2 mM
PMSF, 1% Triton X-100). After mechanical homogenization
and sonication (BANDELIN SONOPULS GM 3100; MS 73
Titanium microtip, 4 × 1 min, rest 1 min, amplitude 80%,
frequency 0.4 s) of the cell lysate, 20 μg/ml DNase (PanReac,
AppliChem) and Protein Inhibitor Cocktail (P8465, Sigma-
Aldrich) were added and the solution was stirred for 1 h. Af-
ter ultracentrifugation of the cell lysate (Hitachi; 20,000g,
20 min, 4 �C) Myo16Tail sedimented in the pellet. To keep
Myo16Tail in a soluble form, 6 M GuHCl was added and the
pellet was dissolved using mechanical homogenization. The
second ultracentrifugation (Hitachi, 20,000g, 20 min, 4 �C) was
followed by the addition of 20 μg/ml RNase A (Thermo Fisher
Scientific) to the supernatant for eliminating free RNA. Af-
terward, the His6–Myo16Tail was incubated overnight with
Ni-NTA resin (Protino Ni-NTA Agarose) in the presence of
10 mM BME. The resin was loaded into the column, and it was
washed with the washing buffer (8 M urea, 50 mM Na3PO4,
500 mM NaCl, 10 mM BME) at pH 7. His6–Myo16Tail was
eluted with the elution buffer (8 M urea, 50 mM Na3PO4,
300 mM NaCl, 10 mM BME) at pH 6 and pH 4, and the eluted
fractions were collected. The samples were run by SDS-PAGE,
the peak fractions were pooled and dialyzed first against
Na3PO4 buffer (50 mM Na3PO4 (pH 8.0), 200 mM NaCl,
5 mM BME) containing 4 M urea and afterward against
50 mM Na3PO4 buffer containing 100 mM NaCl, 2.5% glyc-
erol, 1% sucrose, and 5 mM BME, and finally against 50 mM
Na3PO4 buffer containing 100 mM NaCl and 5 mM BME.
Myo16Tail was concentrated (Amicon Ultra 50-kDa cutoff,
Sigma-Aldrich), and after a clarifying centrifugation (Beckman;
1000g, 2 min, 4 �C), was stored on ice until use. For the
binding assays, an additional recombinant Myo16Tail was
generated. The tail of Myo16 was cloned into the pFastBac
12 J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716
vector without the IQ motif (Myo16Tail (−IQ), 1176–1912
amino acids) and expressed in the baculovirus/Sf9 system. The
recombinant His6–Myo16Tail (−IQ) was successfully purified
by the abovementioned denaturing procedure. The absorbance
of Myo16Tail and Myo16Tail (−IQ) samples were determined
at 280 nm by using the Jasco V-660 UV-VIS spectrophotom-
eter (JASCO), and the protein concentrations were calculated
using the molar extinction coefficients (ε = 58.330 M−1 cm−1,
52.830 M−1 cm−1), respectively. The N-terminal ankyrin
domain of Myo16 (Myo16Ank) was purified as described
earlier (15). Actin was purified according to standard protocols
and stored in G-buffer (4 mM Tris-HCl [pH 7.8], 0.2 mM
ATP, 0.1 mM CaCl2, 0.5 mM BME) on ice (66). Myo16IQ
(R. norvegicus, amino acid residues: 1146–1175, MW:
3.6385 kDa, determined by mass spectrometry) was synthe-
sized by the company (GenScript) in a final concentration of
4.9 mg/ml. The lyophilized Myo16IQ was dissolved first in
1 ml of ultrapure water, and then, the solution composition
was readjusted with the concentrated buffer to get the final
buffer conditions in 50 mM Na3PO4 buffer containing
100 mM NaCl and 5 mM BME.

Western blot analysis

Samples were separated on 10% SDS-polyacrylamide gel and
then transferred to a nitrocellulose membrane with Trans-blot
Turbo Transfer System (Bio-Rad). Nonspecific binding sites
were blocked with 3% nonfat milk in Tris buffered saline
containing 0.5% Tween-20. During immunodetection, the
membrane was incubated with anti-His antibody (Sigma-
Aldrich mouse monoclonal IgG SAB1305538, dilution 1:3000)
for 1.5 h followed by horseradish peroxidase–conjugated rab-
bit anti-mouse secondary antibody (Millipore AP160P, dilu-
tion 1:10,000) for 45 min. The immunoreactive bands were
detected by Luminata Crescendo Western HRP Substrate
(Merck) and imaged with the Multi-Genius Bio imaging Sys-
tem (Syngene).

Protein labeling

Myo16Ank and Myo16IQ were labeled by Alexa Fluor C5
568 maleimide (Alexa568, Invitrogen) according to the
following protocol. Alexa568 was added at 10-fold molar
excess to the protein solution while stirring in the BME-free
buffer (50 mM Na3PO4 buffer containing 100 mM NaCl).
The sample was incubated overnight at 4 �C, and the reaction
was terminated by adding 10 mM BME. The solution was
dialyzed against BME containing the buffer overnight at 4 �C
to remove the unbound dye. The protein sample concentration
was corrected with the absorption of the dye at 280 nm.

Steady-state fluorescence anisotropy

The steady-state anisotropy of Alexa568–Myo16Ank (1 μM
and 1.2 μM) and Alexa568–Myo16IQ (1 μM) was measured to
study the interaction of Myo16Tail and Myo16Tail (−IQ) with
Myo16Ank and Myo16Ank with Myo16IQ. The fluorescence
anisotropy measurements of tryptophan side chains were
performed on the samples by adding the aforementioned series
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of GuHCl concentration. The measurements were performed
using HORIBA Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spectrofluorometer
(HORIBA Scientific) (tryptophan, λex = 295 nm, λem = 350 nm;
Alexa568–Myo16Ank and Alexa568–Myo16IQ, λex = 578 nm,
λem = 601 nm). We analyzed the data with Origin 2020 soft-
ware (OriginLab). The anisotropy data were evaluated with the
quadratic binding equation (by using Equation 1), where A0

and T0 are the total Myo16Ank, Myo16IQ and Myo16Tail,
Myo16Ank concentrations, respectively, rA is the steady-state
anisotropy of Alexa568–Myo16Ank or Alexa568–Myo16IQ,
rAT is the steady-state anisotropy of Alexa568–Myo16Ank or
Alexa568–Myo16IQ at a saturating amount of Myo16Tail or
Myo16Ank concentration, respectively, and KD is the dissoci-
ation equilibrium constant of the Myo16Ank–Tail or
Myo16IQ–Ank complex:

r−rA
rAT−rA

¼
A0þT0þKD−

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
ðA0þT0þKDÞ2−4 ⋅ A0 ⋅ T0

q
2

(1)

Steady-state fluorescence emission measurements

Fluorescence emission of tryptophan side-chains and ANS
was monitored by HORIBA Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spec-
trofluorometer using 5 to 5 μM of G-actin and Myo16Tail.
Tryptophans were excited at 295 nm, and the emission spectra
were recorded between 300 and 450 nm, while ANS (250 μM)
was excited at 360 nm, and the emission was monitored from
400 to 650 nm using 2.5 to 2.5 nm slit in the absence and
presence of increasing concentrations of GuHCl (0, 0.4, 0.8,
1.2, 1.6, 2, 2.4, 2.8, 3.2, 3.6, 4 M) at 20 �C. The tryptophan
fluorescence emission spectra of proteins were corrected by
subtracting the GuHCl background intensity. To evaluate the
cooperativity of unfolding, we used Origin 2020 software and
applied a sigmoidal function (by using Equation 2) (94, 95) to
fit the maximum wavelength data of tryptophan fluorescence
emission (Fig. 6D), where λN and λU are the maximum
wavelength values of the native and unfolded protein,
respectively, D is the concentration of the denaturant, and a is
inversely proportional to the slope of the transition curve at D.

λ¼ λNþ ðλU−λN Þ
1þexp

�
D−x
a

� (2)

In the case of the ANS fluorescence of G-actin control, the
Gaussian function was fitted by using Equation 3 (Fig. 7C),
where A is the area, y0 is the base, and Xc is the center of the
Gaussian fit, respectively, while w is the value of the full width
at half maximum, describing the difference between the two
values of an independent variable, where the dependent vari-
able is equal to the half of its maximum.

y¼ y0þ
Ae −4 lnð2Þðx−xcÞ2

w2

w
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

π
4 lnð2Þ

q (3)
Fluorescence quenching measurements

Fluorescence quenching of the tryptophans of G-actin and
Myo16Tail was measured by using acrylamide as a quencher.
The steady-state fluorescence quenching was obtained using
HORIBA Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spectrofluorometer. The
fluorescence lifetime quenching was measured with HORIBA
Jobin Yvon Nanolog spectrofluorometer (HORIBA Scientific).
The fluorescence intensities of tryptophans were determined
at 350 nm for the Stern–Volmer analysis. Data were corrected
with the inner filter effect during the analysis. Origin 2020
software was used for data evaluation using the Stern–Volmer
model for steady-state fluorescence quenching and for lifetime
quenching according to Equation 4 and Equation 5, respec-
tively (62), where F0 and F are the fluorescence intensities or τ0
and τ are the fluorescence lifetimes of tryptophans in the
absence and presence of the quencher, respectively; Ksv is the
Stern–Volmer quenching constant and [Q] denotes the
quencher concentration.

F0
F
¼ 1þKSV ½Q� (4)

τ0
τ
¼ 1þKSV ½Q� (5)

TCSPC

Fluorescence lifetime and anisotropy of tryptophan residues
were measured by the means of TCSPC using a HORIBA Jobin
Yvon Nanolog spectrofluorometer. The excitation was per-
formed by a 295-nm NanoLED as the light source (HORIBA
Scientific), and the fluorescence emission was measured at
350 nm. Further experimental parameters are as follows:
channel width 0.055 ns/channel, slit 10 nm for anisotropy
decay and 3 nm for lifetime measurement, detector voltage
950V, measurement range 200 ns, repetition rate 1 MHz, pulse
duration <1 ns, and sync delay 50 ns. Time-resolved lifetime
and anisotropy decay measurements were performed with 5 to
5 μM of G-actin and Myo16Tail by adding GuHCl (1, 2, 3,
4 M). Time-resolved fluorescence lifetimes (τ) were calculated
according to Equation 6, where I(t) is time-dependent in-
tensity, IRF is instrument response function, Ai amplitude of
the i-th component at time zero, and τi denotes for lifetime of
the i-th component. Data were analyzed with exponential
model (reconvolution) by FluoFit software (PicoQuant, Berlin,
Germany).

IðtÞ¼
Z t

−∞
IRFðt0 Þ

Xn

i¼1
Ai ⋅ e

−t−t
0

ti dt
0

(6)

Time-resolved anisotropy data were fitted by Origin 2020
software using two-exponential fit, and rotational correlation
(θ) values were derived from Equation 7, where r(t) is time-
dependent anisotropy, r∞ is anisotropy at t = ∞ (limiting
anisotropy), Ai is the pre-exponential factor of the i-th
component, and θi indicates the rotational correlation time of
J. Biol. Chem. (2021) 297(1) 100716 13
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the i-ith component.

rðtÞ¼ r∞þ
Xn

i¼1
Ai ⋅ e

− t
θi (7)

CD spectroscopy

Far-UV (190–250 nm) CD spectrum of Myo16Tail was
recorded in 50 mM Na3PO4 buffer (pH 8.0) containing
100 mM NaCl at 25 �C using a Jasco J-810 spectropolarimeter
(JASCO) equipped with a Peltier-type temperature control.
The applied concentration of Myo16Tail was 12.7 μM (1.1 mg/
ml), which was measured by the absorbance at 280 nm. The
experimental parameters were as follows: path length 0.01 cm,
bandwidth 1 nm, scanning speed 20 nm/min, and response
time 4 s; six scans were accumulated. The far-UV CD spec-
trum was corrected for the baseline by subtracting the CD
spectrum of the buffer measured under the same conditions.
The CD spectra were analyzed by the BeStSel (85, 86) web-
server (http://bestsel.elte.hu) for secondary structure compo-
sition. Thermal denaturation experiments were carried out at a
concentration of 1.15 μM (0.1 mg/ml) in 50 mM Na3PO4 (pH
8.0) containing 20 mM NaCl in a 1-mm cell. Spectra were
recorded in the temperature range of 10 to 100 �C with 10 �C
steps accumulating three scans and using a heating rate of 1
�C/min between temperature points of spectrum collection.
The final CD spectra were plotted by using Origin 2020
software.

Data availability

Data are available in the supporting information. All
remaining data are contained in the article.
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