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1. BEVEZETES

A miozin motorfehérjék kutatasa egészen a 19. szazadig nyulik vissza, mikor Wilhelm
Friedrich Kiihne német fiziologus 1864-ben sikeresen izolalt izomszovetbdl egy oldhato
fehérjét, amely a ,,miozin” nevet kapta [1]. Akkor még nem tudta, hogy egy nagy fehérjecsalad
elsd tagjat fedezte fel, amely esszencidlis szerepet jatszik az éldlények szinte minden
¢letfolyamataban. Kezdetben azt gondoltak, hogy a miozinok csak kontraktilis funkciot latnak
el a harantcsikolt izomrostokban. Késébb viszont kimutattdk jelenlétiiket simaizmokban,
valamint szamos sejttipusban. Az elmult évtizedekben kiilonb6zé miozinokat irtak le eltérd
szerkezettel, funkcioval és szabalyozasi mechanizmussal, viszont a fehérje motor funkcioja,
amely az erdkifejtésért és motilitasért felelds minden miozin fehérjében megtalalhatd. Ezt
kovetéen Engelhardt és Ljubimova hosszas kutatasok utan 1939-ben leirtak, hogy a vazizom
miozin (miozin 1) fehérje ATPaz aktivitassal rendelkezik. Ennek relevancidja korabbi
feltételezések alapjan az volt, hogy az ATP, mint energiaforras szerepet jatszhat az
izommukodésben, a kontrakcioban. A miozin ATPaz aktivitdsat hangstulyozd elméletet a
kutatoi tarsadalom viszont kétségek kozt fogadta [2]. Szent-Gyorgyi Albert és Banga Ilona
kutatasaik soran megerdsitették Engelhardt és Ljubimova megfigyeléseit 1940-ben [3-5]. Két
évvel késobb Straub F. Brind és Banga Ilona 1942-ben a szegedi egyetemen felfedezte és
karakterizalta a vazizom miozin egyik kolcsonhaté partnerét az aktin fehérjét, ami a
késébbiekben nem csak a harantcsikolt izomrost, de az eukaridta sejtvdz alapvetd
»epitéelemének” bizonyult [6]. Ezt kovetden a miozin fehérjék kutatasa dinamikus fejlédésnek
indult annak érdekében, hogy megérthessék az izommiikodés alapjait.

A miozinok koran alakultak ki az eukariota organizmusok evoltcioja soran, feltehetéen
gén duplikacioval és kiilonféle diverzifikacios mechanizmusokkal [7-9]. A miozinok minden
eukariota sejtben megtalalhatéoak az amobaktol és az élesztoktdl a ndovényeken at egészen az
emldsokig, valamint a miozin izoformak szamanak novekedése egyenesen aranyos az evolicios
fejlettségi szinttel [10]. A miozin szupercsaladba tartozo kiilonféle aktin alapi motor fehérjék
létfontossagu szerepet toltenek be celluldris folyamatokban, tobbek kozott a sejtvazat alkotod
fehérjék horgonyzasaban, stressz szalak és lamellipédiumok kialakitdsaban, sejtosztdédasban,
sejtmozgasban vagy a vezikularis transzport folyamatokban [11-14]. A t6bb, mint kétezer
miozin izoforma [15] osztalyozasara szamos filogenetikai analizis sziiletett. Ezek koziil a
legfrissebb 2014-ben harmincnégy kiilonb6z6 osztalyba sorolta a miozin fehérjéket korabban
nem vizsgalt eukariota torzseket (allati egysejtiiek és algak) is bevonva az analizisbe (1. abra)
[16].
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1. dbra. A miozin motor fehérjék legfrissebb filogenetikai osztalyozasa [16].



A miozinok kozos tulajdonsaga az ATP hidrolizisbdl nyert kémiai energia atalakitasa
mechanikai energiava, ami a kiilonféle motorikus funkciokban Iétfontossagt [7,8,14].
Szerkezetiik harom fehérje régiora tagolhato: (1) a motor domén, amely ATP-t hidrolizal és az
aktin fehérjét ATP koncentraciofiiggd modon képes kotni, (2) a nyaki régié a konnyi lancok
kotéséért felelds, valamint (3) a valtozatos és kiilonféle funkciot ellatd C-terminalis farok
domén. A miozin motor domén a leginkabb konzervalt része a molekuldnak. A konnyt lanc
kotésben szerepet jatszo nyaki régio 1Q szekvencia motivumokat tartalmaz. Az 1Q motivumok
szama 1-7 kozott valtozik miozin tipustol fiiggéen és kalmodulin vagy kalmodulin-szerti
konnyti lancok kotédhetnek hozza [17]. A farok domén a legvaltozatosabb része a miozin
molekulanak, mind hosszat, mind aminosav szekvenciajat tekintve. Ezek a C-terminalis régiok
allhatnak részben vagy teljes egészében coiled-coil egymasba csavarodd o-helikalis
motivumokbol, ami a miozinok dimerizal6ddsat €és polimerizacidjat segiti eld. Masrészt
léteznek olyan miozinok is, amelyek nem képesek dimerizaldédni. Tovabba tartalmazhatnak
specifikus funkciot ellato doméneket, gy mint SRC homologia 3 (SH3), Rho GTPaz aktivator
(GAP), FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin), pleckstrin homolédgia (PH), miozin
homologia 4 (MYTH4) vagy PDZ domén [18-20]. A fehérjeszerkezet és a funkcio alapjan a

miozinok konvencionalis és nem-konvencionalis csoportba sorolhatok.

1.1 KONVENCIONALIS MIOZINOK

Azok a miozinok, amelyek képesek dimerizaciora ¢és filamentumokat alkotnak
konvenciondlis miozinoknak nevezziik. Ebbe a csoportba tartozik az elséként leirt,
harantcsikolt izomrostbol izolalt miozin II osztily, ami a nevét a fehérjemolekuldk dimer
megjelenése miatt kapta. Tovabba ide tartozik a simaizom, a cellularis nem-izom miozin IA,
1B, I1C izoformak, valamint az egyedi miozin XVIII [21-23]. Habar a nem-izom miozin 1A,
1B és IIC a konvenciondlis miozinok strukturdlis jellegzetességeit mutatjak, funkciojukat
tekintve inkabb a nem-konvencionalis miozin osztdlyokra hasonlitanak, mivel kiilonb6z6
specifikus feladatot latnak el mas-mas sejttipusokban [24]. A konvencionalis miozinok
hexamer szerkezetliek. A motor domént és a nyaki régiodt tartalmazo nehéz lanc farok régiok
helikalisan egymasba csavarodva hozzak létre a dimer szerkezetet. A dimerizalodott nyaki
régiokhoz konnyt lancok kapcsolodnak: a szabalyozo funkcidt ellatd ~20 kDa molekulatomegii
regulatorikus konnyti lanc (RLC), valamint a kevésbé ismert ~17 kDa-os esszencialis konnyii

lanc (ELC), amely a nehéz lanc stabilizalasban jatszhat szerepet [25].




1.2 NEM-KONVENCIONALIS MIOZINOK

A masik csoportot a hem-konvencionalis miozinok alkotjak, amelyek nem képeznek
dimert, inkdbb monomer formaban funkcioképesek. EQy miozin kivétel az elébb emlitett
csoportositas alol: a monomer miozin V, ami egy rovid coiled-coil szakasz segitségével
dimerizalodik [26]. Tovabba emlitésre méltd @ monomer miozin VI, amely szintén tartalmaz
prediktalt coiled-coil motivumot, de kisérletekben nem bizonyitott a dimerizacidja. Ezért csak
feltételezhetd, hogy példaul C-terminalis kot6 fehérjék, vagy foszforilacio altal szabalyozott
folyamat allhat a miozin VI dimerizacidjanak hatterében [27]. A nem-konvencionalis miozinok
szerkezete igen valtozd és szamos funkcionalis domént tartalmaznak, ezaltal intracellularis
szerepilk is szertedgaz6 a kiilonféle sejttipusok bioldgiai folyamataiban, mint példaul

kemotaktikus motilitas, endocitdzis, exocitdzis, fagocitdzis, vezikula transzport €s szekrécid

[8,19,28-33].
1.3 NEM-KONVENCIONALIS MIOZIN XVI

1.3.1 Miozin XVI felfedezése

A miozin X VI felfedezése kozel 20 évre nyulik vissza, mikor Patel és munkatérsai 2001-
ben sejt motilitasért felelés motorfehérjéket kerestek migrald cerebellaris neuronokban és
asztrocitakban [34]. Sejtvonalakbol cDNS koényvtarakat készitettek, majd a miozin motor
domén konzervalt szekvencidja ellen degeneralt primereket terveztek és PCR segitségével
szakaszokat amplifikaltak. Az amplifikaciot kovetden restrikcios enzimatikus hasitast, végiil
szekvenalast végeztek a mintdkon. Az eredményeket 6sszehasonlitottdk a miozinok kordbban
leirt filogenetikai csaladfajaval [35], és talaltak egy 1j miozin szekvenciat, ami nem mutatott
homolégiat egyik ismert miozinnal sem, kivéve a konzervalt motor régidt. Az 0j miozint eldszor
,myr8a” néven tartottak szamon (patkany 8. nem-konvencionalis miozin, myosin in rat),

késébb viszont egy 1j miozin osztalyba soroltak, ami a miozin X VI nevet kapta [34].

Az emldsokben expresszalddd miozin XVI osztalynak korabbi vizsgélatok alapjan két
splicing varidnsa kiillonboztetheté meg. A rovidebb, citoplazmatikus izoforma a miozin 16a
(Myol6a) DNS szekvenciaja 3969 bp, és a fehérje 1322 aminosavbdl all, mig a predominans
izoforma — amely tartalmaz egy 590 aminosav hosszsagi C-terminalis extenziot — a miozin

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




1.3.2 Miozin XVI evolucioja

A filogenetikai analizisek alapjan az ijonnan leirt miozin XVI viszonylag késén jelent
meg az evolucid soran és csak gerinces él6lényekben fordul elé. Jelenleg a miozin XVI az
egyetlen gerinces ¢él6lényekre specifikus miozin osztaly, valamint génje konzervalt a
gerincharosok (Chordata) torzsében [15]. A miozin motor domén szekvenciak alapjan végzett
filogenetikai klasszifikacio szerint a miozin XVI legkdzelebbi rokonsagban a miozin III és a
miozin IX osztalyokkal all, amelyek szintén tartalmaznak egy specifikus, kiilonboz6 funkciot

ellatéo N-terminalis pre-motor extenziot [16].

1.3.3 Miozin XVI genetikai jellemzése

Patkanyban (Rattus norvegicus) vizsgalt MYO16 genomikai régioja ~362 kb kiterjedésii
és a 16q12.5 kromoszéma région talalhatd, mig a human MYO16 a 13q33.3 kromoszéman
talalhato régidja ~660 kb, amely genetikai szinténidt (azonos gének - azonos sorrend) feltételez.
A miozin XVI izoformak 34 kodolo exont tartalmaznak patkany és human genomban egyarant,
viszont a méretiik 66 bp és 1296 bp kozott valtozik [36].

1.3.4 Miozinok C-terminalis extenzidval

A miozin osztalyok kozott a C-termindlis farok extenzid a leginkabb variabilis régiéo mind
szekvenciat, mind funkciot tekintve. A konvencionalis miozinok esetében a C-terminalis
nagyrészt alfa-helikalis coiled-coil motivumokbdl épiilhet fel, ami a fehérje dimerizalodasat
segiti el6. A nem-konvencionalis miozinok altaldban specifikus funkciét ellaté doméneket
tartalmaznak, amiknek esszencialis szerepiik van intracellularis funkcidkban. Ezek a domének
leggyakrabban a nem-konvencionalis miozinok C-terminalis régidiban talalhatoak, ugymint az
SRC homolégia 3 (SH3), Rho GTPaz aktivator (GAP), FERM (four-point-one, ezrin, radixin,
moesin), pleckstrin homologia (PH), miozin homolégia 4 (MYTH4) vagy PDZ domének. Ezek
a domének szamos feladatot latnak el a sejt életében, példaul: horgonyzas, cargo molekula
kotés, cellularis lokalizacid, fehérje-fehérje interakcié [18,19,29-31,37,38]. A miozin C-
terminalis régiok tovabbi funkcidja lehet az autoregulaci6, ami a C-terminalis farok és a
polipeptid N-terminalis végének interakcioja révén valosulhat meg egyfajta visszacsatolo
mechanizmusként. Ezaltal egy olyan konformacio alakulhat ki, ami kinetikai és mechanikai
szempontbol inaktiv allapotot idézhet eld a motor domén funkciojaban [30]. Ezt a fajta
autoregulaciés mechanizmust szdmos miozin osztalyban leirtdk: miozin IIA, V, VI, VII és X

[39-42]. A Myo016b C-terminalis aminosav szekvenciaja alapjan — mas miozin C-terminalis




régioktol eltéréen — feltehetden egyedi, rendezetlen szerkezetli fehérje fragmentumként
funkcionalis [43].

1.3.5 Miozin XVI szerkezete

Az alternativ splicing mechanizmusnak kodszonhetden kialakult két Myol6 izoforma
azonossagot mutat az 1-1321. aminosav régi6 kozott (Myol6a), tartalmazva az N-terminalis
ankyrin domént (Myol6Ank), a motor domént és az IQ motivumot, valamint egy 174
aminosavbol allo rovid farok régiét. A masik izoforméban (Myol6b) talalhaté egy 590
aminosavval hosszabb C-terminalis extenzio (Myol16Tail), amely szerkezete tobb szempontbdl
Is egyediilalloé a miozinok kozott (2. A, B abra).

Néhany miozin csalad rendelkezik specidlis funkciot ellatd N-termindlis extenzioval a
motor domént megelézéen. A Myol6 pre-motor doménje (45 kDa), az tigynevezett ankyrin
domén (Myol6Ank) nyolc tandem ankyrin ismétlddést tartalmaz, amely nagyfoka szekvencia
hasonldsagot mutat az ankyrin membran alatti fehérje domén szerkezetével [44], valamint mas
fehérjékben is gyakori el6fordulasuk [45]. A konszenzus ankyrin motivumot 33 aminosav
alkotja,  amelynek  kozel fele, 15 aminosav  nagymértékben  konzervalt
(GXTPLHXAAXXGHXXXV/AXXLLXXGAXXN/DxxxxX). Szerkezetére jellemz6 a B-hajtii — o-
hélix — hurok — a-hélix felépités [46,47].

A Myo016Ank N-terminalis része tartalmaz egy MyPhoNE (miozin foszfataz N-terminalis
elem) szekvencia motivumot. Ezt kdveti a protein foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1c)
konzervalt kotéhelye, a négy aminosavbol allo KVxF motivum, valamint a nyolc ankyrin
ismétlédé motivum [48]. A Myol6Ank disztalis részén pedig egy nukledris export szignal
(NES) is talalhato.

A
Ankyrin Motor 1Q
‘+t—— Pt p4p

1 1146 1175 1322

C-terminalis farok domén

< >
< L

1146 1175 1411-1511 1599-1640 1912

MyPhoNE \  NES NHM Prolin-gazdag régi6
KVxF Ankyrin
ismétlédések

motivum
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2. abra. A miozin 16 izoformak domén szerkezete. (A) A Myol6a tartalmazza az ankyrin domént, a
motor domént, az IQ motivumot, valamint egy révid C-termindlis régiot. Az ankyrin domén kiilonb6z6
szekvencia motivumokat tartalmaz, ugymint, miozin foszfataz N-termindlis elem (MyPhoNE), KVxF
motivum, ankyrin ismétl6dések és egy nuklearis export szignal (NES). (B) A Myo16b ezen felil tartalmaz
egy C-terminalis farki régiot specifikus szakaszokkal: WAVE interakcids régié (WAVE Interaction Region
- WIR), neuronalis tirozin-foszforilalt foszfoinozitid 3-kindaz adaptor (NYAP) homolégia motivum (NHM),

valamint prolin-gazdag régio.

A konzervalt Myol6 motor domén (~90 kDa) tartalmazhat egy ATP kot zsebet
(purinkot6 hurok, P-hurok, switch I és switch II régiok) [49], valamint egy aktin-ko6té helyet.
Azonban a Myo16 motor domén ATPaz aktivitasa és direkt aktin kdlcsonhatasa kisérleti uton
még nem bizonyitottak.

A rovid nyaki régid egyetlen, konnyli lanc kotésért felelés IQ motivumot tartalmaz
([ILV]QxxXRGxxx[RK]), ami mas miozinok esetében altalaban kalmodulin (CaM) kotésért
lehet felel6s [17]. A nem-konvencionalis miozionokban megtalalhatd 1Q motivum viszont nem
kizarolagos kalmodulin kot6hely, hanem regulatorikus konnytilanc (RLC) koétésben is szerepet
jatszhat [50,51].

A Myo16Tail csak a Myo16b izoformaban talalhato meg és a josolt rendezetlen szerkezet

mellett szdmos egyedi szekvencia motivumot tartalmaz.

1.3.6 Myo16Tail szerkezetének jellemzése

A Myo16Tail aminosav szekvencia analizis soran Paircoil 2 bioinformatikai programmal
[52] vizsgalva nem sikeriilt lehetséges coiled-coil motivumot kimutatni, ami arra utal, hogy a
C-terminalis Myol6Tail nem képes dimerizalodni és valdsziniileg monomer formaban
funkcionalis. A Myol6Tail proximalis régioja tartalmaz két prediktalt nukleéris lokalizacios
szignalt (NLS) (PPPKPKR motivum). Tovabba egy NYAP homolégia motivumot (NHM),
amely két mar korabban azonositott foszforilacios helyet is tartalmaz (Y141¢ ¢s Y144 egerekben,
Mus musculus) [53]. Az NHM motivum felfedezésével a Myol6b-t a NYAP fehérjecsalad 1;
tagjaként azonositottak [53]. A Myol6Tail disztalis régioja tartalmaz egy prolin-gazdag régiot
is [C-G-(P/A)-(PIA)-(PIS)-(A/V)-P)6], amelyben a prolin aminosavak 15%-at teszik ki a
Myol6Tail szekvencidnak. A prolin aminosavak magas aranya eleve gatolja a stabil

masodlagos szerkezet kialakulasat a farok régioban [54] (3. abra).
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EVTSIKSFLOSTEDMALKTYDALVIQNASDIAREHDRLRKEVHAAYHRNRQEEGTKRAEDQGGCRHAH
SNSVPVPMAVDSLAQALAGPSSRSPSLHSVFSMDDSTGLPSPRKQPPPKPKRDPNTRLSASYEAVSAC
LSATKDAASEALTRPRPHSDDYSTMKKIPPRKPKRSPHTKLSGSYEEIWGPRPSGTMGQVGKHHAPGT
LGVQWASPDSMPQCTPQLPLHLPLPQGDYDD E E

PTPV
TCSPASDESPLTPLEVKKLPVLETNLKYPVQSEGSSPLSPQYSKAQKGENDQLTSPGFPVFNGPSRIS
PPATPPPPPGPPPAPCGPPSAPCGPPPAPCGPPPVPCGPPPAPCGPPPAPCGAAPAPCRPPTHFAFPP
DSVLVTAAKALTNSDLPRTQPKPSSAPVLGPCSPFVKAPYSPGRTARADLRKASSTFSPPSPYSPPNS
RPLSSPLDELASLFNSGRSVLRRSAVGRRIREAEGFETNMNLSSRDEPSSSEMASETQDRNANNHGTQ
LSSSLSSVVAAENGNPVTNGLAEDDGCSRLCLSGMGTSSFQRHRESHTTQVIHQLRLSENESVALQEL
LDWRRKLCESREGWQEAMQHPEPRAPPPPPCKKPTLLKKPEGGSCTRLSSQLWDSSI

3. abra. A Myol6Tail szekvencia alapi domén térképe. A WAVE interakcids régido (WIR) C-
terminalisban taldlhato része kék szinnel, mig az NHM motivum narancssarga és a prolin-gazdag régio
z6ld szinnel jeldlve. Az ismert tirozin foszforilacids helyek pirossal vannak kiemelve (UniProt: Q9ERC1.1

adatok alapjan).

1.3.7 Miozin XVI lehetséges funkcioi

A kozelmultban felfedezett miozin XVI osztalyrdl egyelore kevés informdacid all
rendelkezésre; nem tisztazott pontosan, hogy az egyedi strukturalis elemei révén milyen

folyamatokban jatszhat szerepet fiziologids koriilmények kozott.
1.3.7.1 Szovet-specifikus lokalizacio

A Myo16 elsésorban az idegrendszerben fordul eld, de néhany periférias szévetben is
kimutattdk mar jelenlétét, pl., higyhdlyagban, tiidoben, vesében és kisebb mennyiségben a
csecsemOmirigyben, sima-, vaz-, és szivizomban. Northern-blot analizis soran kimutattak, hogy
a prevalens Myo16b expresszidja az embrionalis hippokampalis neuronokban és felnétt agyban
domindl az agykéreg és a kisagy teriiletein egérben €s patkanyban. Patkany kisérletekben ez az
id6szak az utolsé embrionalis és az 1-2. posztnatalis hétre korlatozodik [34,53], ami egybeesik
az agykéreg szinaptikus denzitasanak novekedésével [55]. Posztnatalis 10 napos (P10) patkany
kisagyban a Myol6 migrald granularis neuronokba lokalizalodik a kiilsé granularis rétegben,
valamint kisebb mennyiségben a Purkinje sejtekben is megtalalhato. Felnétt kisagyban
alacsonyabb Myol6 expresszios szintet figyeltek meg, elsésorban Purkinje sejtekben, glia

sejtek elongacios folyamataiban és a belsd granularis réteg neuronjaiban [34]. Primer patkany
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neuronalis sejtkultiraban a Myol6 kiilonbozé sejttipusokban is megtalalhato, tgymint 1-es
tipusu asztrocitakban, cerebellaris granularis és hippokampalis neuronokban. Erdekes modon a
Myo16 kortikalis neuronokban is megtalalhaté embrionalis 18,5 napos korban (E18,5) 1évé
patkany (Whistar) agykéregben, viszont hidnyzik az asztrocita sejtekbdl ebben az embrionalis

szakaszban [53].
1.3.7.2 Intracellularis lokalizacio

A Myol6b lokalizacioja idegsejtekben két populédciora oszlik, egy membranhoz kotott,
illetve egy citoplazmatikus frakciora [34]. A Myol6b ¢é16 sejtben torténd eléfordulasat modell
rendszerként hasznalt COS7 és Rat2 sejtvonalakban vizsgaltak [36]. A COS7 sejteket GFP-
jelolt teljes hosszusagit Myol6b-vel, valamint annak kiilonb6zé fragmentumaival
transzfektaltak. A Kisérleti eredmények azt mutattak, hogy a Myol6b megtalalhatdé a
citoplazmaban, ahol a plazmamembranhoz és a perinuklearis citoplazmaban lokalizalodik.
Tovabba a sejtmagba is bejut, és a sejtciklus G1, S1 és G2 fazisaiban felhalmozodik, viszont
nem kotédik kromoszomakhoz vagy a mitotikus orsohoz [34,36,56]. Ezzel ellentétben a
Myol6a csak a citoplazméban taldlhaté meg, annak ellenére, hogy a révid farki régidja

tartalmazza a prediktalt nuklearis lokalizacios szignalt (NLS) [36].

A Myol6b szintén jelen van idegsejtek citoplazmajaban, ahol a membran-asszocialt és a
szolubilis frakcioban egyarant megtalalhato [34,53]. Purkinje sejtekben a Myol16 a dendrit
tiiskékben halmozodik fel [57]. A teljes hosszisagi GFP-fuzionalt Myol16b citoplazmatikus
frakcidja nem kolokalizalodik az aktin filamentumokkal és mikrotubulusokkal COS7 sejtekben.
Ezzel ellentétben az izolalt Myol6Tail citoplazmatikus frakcidja foként a plazmamembran
mentén lokalizalodik a filopédium és lamellipédium struktirakban, ahol viszont az aktin

filamentumokkal egyiitt talalhato meg [36].

Az endogén Myol6b immunfluoreszcens jelolése és a GFP-fuzionalt Myo16b tranziens
transzfekcidja COS7 sejtekben kozel azon0S megoszlast mutatott a sejtmagban és a
citoplazmaban, viszont a predominans nuklearis vagy a citoplazmatikus fehérje megoszlas
alacsonyabb expresszios szinten volt jelen [36,56]. Tovabba a Myol6b sejtmagi lokalizacidja
egér cerebellumban (P23, P31) in vivo koriilmények kozott is megfigyelhetd volt [34,36]. A
Myo16b intracellularis lokalizacidjat szabalyozo utvonalak, valamint a nukledris export és

import folyamatok részletesebb vizsgalatahoz még tovabbi kisérletek sziikségesek.
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Kiilonb6zé hosszusaghh Myol6b fragmentumok intracelluldris lokalizacidjat is
vizsgaltdk. A Myol6Ank eltavolitdsa sordn a sejtmagi lokalizaciéo fokozddott, viszont
onmagaban a Myol6Ank szinte kizardlag a sejtmagban és a sejtmagvacskaban volt
megtalalhatd [36]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Myol6Ank szerepe kettds,
egyrészt gatolja a citoplazmaban a nukledris importot, masrészt a sejtmagvacskaba juttattja a

Myo16b fehérjét.

A Myo16Ank és a motor domén kozott talalhatd egy konszenzus leucin-gazdag motivum
(Lx2,3[LIVFM]x2Lx[LI]), amit nukleéris export szignalként (NES) azonositottak [58]. A NES
motivumot tartalmazo fehérjék a sejtmagbol torténd export folyamokért felelések [59]. Amikor
leptomicin B-vel blokkoltak a NES és a CRM1 export receptor fehérje kozotti interakciot, akkor
a Myol6b megndvekedett mennyiségét figyelték meg a sejtmagban, ami arra utalhat, hogy a
Myo16b nukleocitoplazmatikus eléforduldsa szabalyozott folyamat kovetkezménye. A Myol6
két prediktalt nuklearis lokalizacids szignalt (NLS) tartalmaz, amelyek koziil az elsé NLS
megtalalhatd a Myol6a rovid C-terminalisan is, viszont a Myol6a csak a citoplazmaban
lokalizalodik. A Myol6 Tail disztalis fragmentum (1616-1912 aminosav) transzfekcios
vizsgalatal soran viszont nuklearis lokalizaciot tapasztaltak, annak ellenére, hogy ez a régiod

nem tartalmazott prediktalt NLS motivumot [36].

Az eredmények arra utalnak, hogy a prediktalt NLS motivumok nem funkcionalisak, igy

a Myol6 sejtmagba juttatasaért felteheten atipusos lokalizacids mechanizmusok feleldsek.

1.3.7.3 N-terminalis Myol6Ank szerepe a PP1c szabalyozasban

Az N-terminalis Myol6Ank szekvencia analizise soran deriilt ki, hogy 50%-0s
szekvencia homologiat mutat a miozin foszfataz célzo alegység 1 (MYPT1) fehérjével [43]. A
MYPTI kotédik a protein foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1c) fehérjékhez az N-terminalis
polipeptidlancon keresztiil [60]. Ez az interakcid noveli a PP1c defoszforilacios aktivitasat a

specifikus célmolekula felé, ami a miozin regulatorikus konnyt lanc (RLC).

Posztnatalis patkany kisagybdl extrahalt mintakbol koimmun-precipitacios kisérletekben
kimutattak, hogy a Myol6b képes kotdédni a miozin foszfataz katalitikus alegységeihez, a
PP1ca és a PPlcy izoformakhoz [34]. Kés6bb ezeket az interakcios kisérleteket Kengyel és
munkatarsai is megerésitették, amikor in vitro feliileti plazmon rezonancia kisérletek soran
szubmikromolaris affinitdst mutattak ki a rekombindns Myol6Ank és PPlca és a PPlcy
izoformak kozott [43]. A MYPT1 homoldgia, valamint a PP1c izoformakkal kialakitott erds
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kolcsonhatés ellenére a Myol6Ank nem képes megndvelni a PP1c defoszforilacids aktivitasat
az RLC-re, viszont a PP1c foszfataz aktivitasa jelentésen csokkent az Myol6Ank jelenlétében.
A PPlc alegységek fontos szerepet jatszanak a dendritikus tiiskékben, ahol az aktin
citoszkeleton funkciojaban, sejtmagi folyamatokban (gén transzkripcié €s sejtciklus regulacio),

valamint a szinaptikus plaszticitas és a memoria formalasban is elengedhetetlen [61-63].

Mindezek az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a Myol6Ank versenghet a PP1lc
alegységeken talalhato RLC kotéhelyekért [43], valamint a Myol6b mediatorként szerepet
jatszhat a PP1c alegységek sejtmagba torténé transzportjaban [36]. Tehat a Myol16b és a PPlc

interakcidja meghatarozo lehet az idegrendszer szabalyozasi folyamataiban.

1.3.7.4 Myo16 motor funkcio és feltételezett szabalyozasi folyamatok

A miozinok egyik alapvet6 funkcidja, hogy motor doménjiik ATP-fiiggé modon képes
kotni a filamentalis aktint (F-aktin); az ATP hidrolizis soran nyert kémiai energia révén pedig

kevés informacio all rendelkezésre.

Korabbi tanulmanyok soran Patel és munkatarsai koszedimentacios kisérleteket végeztek
posztnatalis nyolc napos patkany agyszovetbol (P8) preparalt lizatummal és F-aktinnal. ATP
jelenlétében csak kis mennyiségii Myo16 iilepedett a koszedimentacids kisérletek soran, viszont
ha hexokindz segitségével elvontdk az ATP-t a rendszerbdl, akkor a Myol6b nagy
mennyiségben iilepedett az aktin filamentumokkal [34]. Purkinje sejtek dendritikus tiiskéibe
tranziens transzfekcioval bejutatott GFP-Myol6 motor domén szintén a filamentalis
struktarakhoz lokalizalodott sszehangban a feltételezett asszociacioval [64]. A Myol6 motor
domén és aktin kotés direkt vagy indirekt természete még nem tisztazott. Az ATP-kot6zseb
szekvencia analizise soran fény deriilt arra, hogy a zart konformaci6 stabilizalasaért felelds
arginin aminosav a switch-1 région beliil [65] aminosav szubsztitcio révén cisztein aminosavra
cserélédott emlés és madar Myol6 izoformakban [36,66]. Ezek az evolucié soran kialakult
biokémiai valtozasok azt feltételezik, hogy a Myol6 csokkent ATPaz aktivitassal és gyenge
aktin kotéssel rendelkezhet, mint ahogy mas miozinoknal is kimutattak mar ezt a jelenséget
[67,68]. A miozin motor aktivitas kinetikai tulajdonsagai kiilonboz6, miozinra specifikus
moédon  szabdlyozodhatnak, példaul foszforilacio, konnyiildnc kotés és ugynevezett
,backfolding” visszacsatolo interakcio altal [30,69,70]. A foszforilacié az egyik lehetséges
szabalyozasi utvonal, amely a motor domén enzimatikus és mechanokémiai aktivitasat

kontrolldlhatja. A miozin motor domének szekvencidiban taldlhatdéak motor funkciot
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szabalyoz6 bizonyos konszenzus foszforilacios helyek, amiket a jelenlévé aminosavak alapjan,
treonin (T), glutaminsav (E), asparaginsav (D) és szerin (S) ugynevezett TEDS helyként irtak
le korabban. A TEDS szabaly alapjan, ha a TEDS hely szekvencia motivumat megel6z6 16.
aminosav pozicioban treonin (T) vagy szerin (S) talalhat6 akkor ezek az aminosavak
foszforilalodhatnak szabalyozva a motor domén enzimatikus aktivitasat. Ezzel szemben, ha a
szekvencia motivumot megel6zé 16. aminosav helyén, feltehetden aminosav szubsztiticid
révén glutaminsav (E) vagy aszparaginsav (D) szerepel akkor a foszforilacié nem torténhet meg
(foszfomimetikus szubsztitiicio) a motor domén aktivitas szabalyozasahoz [69-71]. Néhany
példan keresztiil bemutatva; az alacsonyabb rendli miozin I motor domén ATPaz aktivititasa
aktivalodik foszforilacio altal Acanthaomeba [72], Dictyostelium [73,74] és éleszték esetében
[75]. Ezzel ellentétben az Acanthaomeba miozin II ATPaz aktivitisa csokken foszforilacio
hatasara [76]. A human miozin IIIA egy glutaminsav (E) aminosavat tartalmaz a TEDS helyen
(*°Ex®DAMAK®®), habar kindz doménje altal autofoszforilalodik két treonin (T)
foszforilaciés helyen a hurok régioban (T°% and T%°) [77-79]. Az autofoszforilacid ndvelheti
a miozin IIIA ATPaz aktivitasat, ezaltal befolyasolja az ATPaz ciklus 1épéseit, valamint
negativan szabdlyozza az aktin affinitast. Egér miozin VI esetében treonin (T) talalhatd és
foszforilalodik a TEDS helyen (*®Tx®DALAK*?), habar nem befolyasolja a motor domén
APT4az aktivitasat [80]. Mivel a Myo16 motor domén funkcid szabalyozasardl még nincsenek
ismereteink, ezért a szekvencia alapjan bioinformatikai analizisek segitségével vizsgaltuk a
lehetséges poszttranszlacids modosulasi helyeket, valamint azok konzervaltsagat az evolucid

soran (4. abra; 1. tablazat).
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4. abra. A Myo16 motor domén lehetséges poszttranszlaciés mdédosulasi helyek bioinformatikai
elemzése. A szekvenciaelemzést a PhosphoSitePlus program segitségével végeztik [81]. A predikcid
megbizhatdsagat a referencidk szama jelzi. A z6ld négyszog a prediktalt foszforilacids helyeket, mig a

narancssarga kor az ubiquitinizacids helyet jeldli.

Motor domén

Konszenzus P-hurok DLLAK motivum
szekvencia' (497 — 504 aa) (722 — 742 aa) G948 g9 K029 yl075GYy1077 y1090
* * : . . * * *
Hs S [GERGSGKS] DMITIRRHTIQIAEFFRDLLAK S S YGY Y
Mm S [GERGSGKT] DVIIRRHTIQMAAFYRDLLAK S S SGY Y
Rn S [GERGSGKT] DVIIRRHTTQITAAFYRDLLAK S S YGY Y
Gg S [GESGSGKT] DMIVRRHTIEMAEFYRDLLAK S S YGY Y
Xt S [GESGSGKT] DMITRRHSVDTAEFYRDLLAK S G YGY Y
Dr S[GESGSGKS] DVITRRHTVEMSNHHRDLLTK C N YGY Y

1. Tablazat. Myo16 motor domén poszttranszlaciés médosulasi helyek konzervaltsaganak vizsgalata
kilonb6z6 gerinces osztalyok képviselGiben. A szekvenciaanalizist Clustal-X programmal végeztik
[82]. A felhasznalt szekvenciak UniProt adatbazisban elérhetd kddjai a kdvetkezék: Homo sapiens (Hs):
Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus (Gg):
XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): AOA5G31IG7, Danio rerio (Dr): F1QE80. A prediktdlt
foszforilacios/ubiquitinizacids helyek zéld, illetve naracssérga szinnel lathatdak kiemelve. Tovabb3a a
szekvencia konzervaltsag szintjét kilonboz6 szimbolummal jeloltik: teljes konzervacidé (*), erds
hasonldsag (:) és gyenge hasonldség (.). 1Az aminosav pozicidkat a patkdny Myo16 szekvencia alapjan

adtuk meg.
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A Myo16 esetében is megfigyelhetd a TEDS szabaly ("??Dx°DLLAK"#?) [34,66]. Annak
ellenére, hogy a DLLAK motivumot megel6z6 16. aminosav pozicioban aszparaginsav (D)
talalhato, a Myo16 motor szekvenciaban a bioinformatikai analizisek alapjan konzervalt szerin
(S) és treonin (T) foszforilacios helyek valdszintisithetoek az ATP-koté zsebben taldlhato P-
hurok régioban és a motor domén disztalis végén (4. abra; 1. tablazat). Mindez arra utalhat,
hogy a Myol6 motor funkcio szabalyozasa torténhet foszforilacié altal, ahogy azt a miozin

I11A-nal is megfigyelték.

A prediktalt foszforilacids helyek mellett talalhatod egy feltételezett ubiquitinilacios hely
is @ Myo16 motor szekvencidban (K'9%). Az ubiquitinilacié elésegiti a fehérje hidrolizist és a
fehérjék lebomlasat az ubiquitin-proteaszéma utvonalon és a 26S proteaszéman keresztiil[83].
Ehhez kapcsoldodoan a feltételezett ubiquitinilacios helynek szerepe lehet a 26S proteaszoma

altal tortén6 Myo16 degradacioban [56].
1.3.7.5 Myo16Tail szerepe szabalyozasi folyamatokban
1.3.7.5.1 Sejtciklus szabalyozas

Cameron és munkatarsai a sejtmag kiilonbozd alkotdelemeit tanulmanyozva fedeztéek fel,
hogy a GFP-vel fuzionalt Myol6Tail tranziens transzfekciot kdvetden, valamint endogén
Myo16b-t vizsgalva kolokalizacié volt kimutathato a Ciklin A-val és a proliferalo sejt nuklearis
antigénnel (PCNA) COS7 sejtekben. Abban az esetben, ha a Myol6 a citoplazmatikus
frakcioban volt jelen a PCNA nem volt képes a sejtmagba lokalizalodni [36,56]. A PCNA
szamos nukledris funkcioban jatszik kozponti szerepet, tobbek kozott részt vesz a DNS
replikacioban, a kromatin reorganizacidjaban és a sejtciklus szabalyozasban is [84]. A PCNA
a sejtciklus S-fazisaban halmozaddik fel a sejtmagban, ahol a Ciklin A-val komplexet képezve
részt vesznek a DNS megkett6zodésében [85]. A kisérletek alapjan valosziniisithetd, hogy a

Myo16Tail szerepet jatszhat a PCNA sejtmagba torténd lokalizacidjaban [36].

A Myol6b a sejtciklus szabalyozasban is részt vesz. A kisérletek soran azt tapasztaltak,
hogy a Myol6b mRNS ¢és a fehérje expresszié megnovekedett a késéi G1-fazisban, az S-
fazisban érte el a csucspontjat, majd az M-fazis kezdetén csokkent az expresszids szint Rat2
sejtekben. A sejtosztoddas soran a profazisban a Myol6b elsésorban a nem-kromoszomalis
nuklearis régiokba lokalizalodik, mig a metafazistol a telofazisig a citoplazmaban talalhaté meg
[36,56]. Amennyiben a Myo16b-t tranziens transzfekcioval tilexpresszaljak a sejtek nagyobb
hanyada marad S-fazisban, késleltetve a G2 fazisba torténd atmenetet [36]. Az eredmények

alapjan a Myo16 fontos szerepet jatszhat a sejtosztodasban ¢€s a sejtciklus szabalyozasaban.
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1.3.7.5.2 Aktin citoszkeleton szabalyozas

A Myo16Tail-ben talalhato funkcionalis domének koziil (WIR-atfedésben a motor és I1Q
motivummal, NHM, prolin-gazdag motivum) (2. abra) a WIR és az NHM részt vesz az aktin
sejtvaz szabalyozasaban. A Myol6b izoformat a kozelmultban azonositottdk a NYAP
molekularis adaptor fehérjecsalad uj tagjaként, mikor Yokoyama és munkatarsai Src nem-
receptor tirozin kinaz csalad szubsztrat fehérjéket kerestek humén hippokampusz cDNS

konyvtar segitségével [53].

A NYAP fehérjék sajatsaga, hogy konzervalt tirozin (YxxM) foszforilacioés helyeken
keresztiil aktivaljak a foszfoinozitid 3-kinaz (PI3K) kozvetitett jelatviteli Gitvonalat. A PI3K
szignal transzdukcios utvonal kiemelkedd fontossagii a neuronalis fejlédésben (neuronok
polaritasa, dendritek novekedése és elagazodasok fejlédése, valamint dendritikus tiiskék
Kialakitasa) [86—89].

Szekvencia analizis alapjan a patkany Myol6Tail tartalmaz egy neuronalis tirozin
foszforilalt adaptor (NYAP) homologia motivumot (NHM), ezért a NYAP3 nevet kapta [53].
A Myo16 foszforilacio egy glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott membran fehérje, a
Contactin5 altal stimulalt folyamat. A Contactin fehérjék alcsaladja a neuronalis sejt-adhézios
molekulak (Ig-CAM) immunglobulin szupercsaladjaba tartozik és fontos szerepet toltenek be
a neuronok fejlédésében és a szinapszisok formalasaban [90]. A Contactin5 aktivalja az Src
tirozin kinaz Fyn fehérjét indirekt modon, feltételezhetden a protein tirozin foszfataz (PTPa)
fehérjén keresztiil [91,92]. A Myol16Tail NHM motivumban talalhaté két konzervalt tirozin
(Y1#xxM és Y141xxM) foszforilalodik az aktivalt Fyn fehérje altal egér agyban [53]. A Fyn
fontos szerepet jatszik jelatviteli folyamatokban kiilonb6z6 transzmembran receptorok
esetében, valamint fokozza a szinaptikus hatékonysagot, plaszticitast, tanuldsi és memoria
folyamatokat [93]. Ezt kovet6en a tirozin-foszforilalt Myol6Tail kotédik a PI3K-p85
alegységéhez, a Myol6-PI3K komplex kialakulasa a PI3K-p110 katalitikus alegységének,
valamint az Act és Racl downstream effektorainak aktivaciojat eredményezi [53]. A Rho
GTPaz Racl fehérje a WAVE regulacios komplex (WRC) egyik kanonikus aktivatora, amely
aktivalja az Arp2/3 komplexet, ezaltal katalizalva az aktin citoszkeleton hal6zat elagazasainak
kialakulasat [94,95]. A Myol6 tovabba kotédik a WAVEID komplex Sral ¢és Napl
alegységeihez is a WIR région keresztiil, amely a motor domén és az NHM motivum kozott
talalhato [53]. Az elképzelések szerint a PI3K:Myol6b:WRC harmas komplex kialakulasat
kovetden a Myol6 képes megfeleld kozelségbe hozni a PI3K-Racl komplexet a WAVEL
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komplex egyidejii kotddése révén athidalassal, ez altal hozzéjarulhat az aktin citoszkeletalis
halozat atszervezddéséért felelos WRC-Arp2/3 komplex aktivalasahoz (5. abra). Ennek a
harmas komplex szabalyozasnak egy kozvetlen bizonyitéka volt a rekombinans Myol6Tail
fragmentum Hela sejtekbe torténé juttatasa tranziens transzfekcioval az aktin sejtvaz
filamentalis struktarainak megbomlasat eredményezte. A kisérlet felvetette tovabba, hogy a

WIR és az NHM régio egyiittesen sziikségesek a jelatviteli funkcio szerepének betdltéshez [53].
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5. abra. A Myo16Tail foszforilacié szerepe a PI3K jelatvitelben. A sargaval jel6lt membran receptor X
jelolése a receptor ismeretlen mivoltara utal. A kérdGjelek a fehérjék még nem bizonyitott funkcidjat

mutatja, hogy hol kapcsolddhat be a jelatviteli kaszkadba. Az dbra mddositva [53] alapjan.

A Myol6 altal szabalyozott aktin dinamika fiziologiai relevanciajat tovabb vizsgaltak
Myo016 gén kiiités (MYO16-/- egér) kisérletekben. Purkinje sejtek posztszinaptikus dendritikus
tiiskéin végzett FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) kisérletek kimutattak, hogy
a MYO16 gén hianyaban az F-aktin dinamika fokozottabb. Hasonl6 hatas volt megfigyelhetd,
ha a WRC vagy az Arp2/3 komplexet gatoltak a vad tipust vagy MYO16-/- egérben, ami arra
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utal, hogy a Myo16 a WRC-Arp2/3 komplexen keresztiil szabalyozhatja az aktin citoszkeletont
[64]. Tehat az in vitro és in vivo adatok dsszhangban vannak ¢és feltételezhetjiik, hogy a WRC-
Arp2/3 komplex aktivacidja a Myol6 altal negativan szabalyozza az aktin citoszkeleton
dinamikat. Tovabba a Myol6 integralja a jelatviteli folyamatokat dsszekapcsolva az aktin
haldzat reorganizaciojaval, ezaltal egy indirekt szabalyozo fehérjeként funkcional a Purkinje
sejtek dendritikus tliskéiben. A MYO16-/- egerek cerebellaris molekularis rétegeiben
fenotipusos kiilonbségek is megfigyelhetok voltak, ami a szinaptikus vezikuldk szaménak és a
preszinaptikus axon terminalis teriiletének drasztikus csokkenésében nyilvanult meg a

granularis sejtekben [64].

Osszefoglalva, a Myo16 fontos szerepet jatszhat az aktin citoszkeleton szabalyozasaban
a posztszinaptikus dendritikus tiiskékben, valamint a preszinaptikus axon terminalis
fenotipusos organizacidjaban, ezaltal kialakitva a Purkinje sejtek granularis rétegeinek
szinapszisaiban a megfelelé szerkezetet, plaszticitast és funkciot (6. abra). Tovabba in vivo
allatkisérletekben vizsgaltak a Myol6 neuralis funkcio fizologiai relevanciajat [53,64,96].
Tripla NYAP-/- egér modellben a harom NYAP fehérje egyiittes hianyat vizsgalva (NYAP 1,
NYAP2, Myol6/NYAP3) kisebb agyméretet és sulycsokkenést tapasztaltak, ami neuralis
hipertrofiara utal [53]. Ha csak egyetlen MYO16-/- (Myol6/NY AP3) gént titottek ki, akkor nem
figyeltek meg anatomiai elvaltozast a cerebellum teriiletén [64]. A MYOL16-/- egér kisérletekben
vizsgalva a viselkedés mintazatok valtozasat fenotipusos valtozast nem volt kimutathato a
lokomotoros aktivitas, motoros tanulas, szocialis interakcio és a viselkedés tekintetében, habar
a MYO16 epigenetikai szabalyozéasat korabban mar leirtdk egérmodellben tanulas-alapu

kisérletekben [96].
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6. dbra. A Myo16 Purkinje sejt szinapszisokra gyakorolt hatasanak sematikus modellje. A Myo16 a

PI3K-WRC-Arp2/3 utvonalon keresztil szerepet jatszik a Purkinje sejtek posztszinaptikus dendritikus

tuskék szervezddésében az aktin citoszkeleton dinamikajanak szabdlyozasaban. A preszinaptikus axon

terminalisok esetében a Myo16 befolydsolja a szinaptikus vezikuldk szamat és az axon terminalisok

modell abra forrdsa Telek és munkatarsai alapjan: [97].

1.3.7.5.3 Prolin-gazdag régio lehetséges szerepe

A Myol6Tail tartalmaz egy prolin-gazdag poliprolin régiot, valamint az NHM

motivumban is magas a prolin aminosavak aranya. A prolin-gazdag motivumok hajlamosak
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poliprolin hélix II (PP II hélix) szerkezetet felvenni [98]. A nagy mennyiségii prolin gatolhatja
a globuléris fehérje feltekeredést, ezért nem meglepd modon a prolinban gazdag fehérjék
rendezetlen régiokat, vagy teljes rendezetlenséget mutathatnak [98,99]. A foszforilacios helyek
gyakoribb eléfordulasa is a prolin tartalmu régidkra €s a rendezetlen szerkezetii fehérje régidokra
jellemz6 [100-102]. A poliprolin hélixek altalaban oldatnak kitett, amfipatikus interakcios
felszinnel rendelkeznek, gyors és dinamikus interakciot biztositva globularis fehérjékkel [103—
105]. A tandem prolin-gazdag régiok adaptor rendszer részét képezik és altalaban fehérje-
fehérje interakcios haldzatok kialakitasaban vesznek részt [98,105].

A prolin-gazdag motivumok konszenzus szekvenciai alapjan hat kiilonb6z6é osztalyba
sorolhatok (Proline-rich motif-PRM) [106,107]. A PRM osztalyokra jellemz6 szekvencia
motivumok (3-6 aminosav) az egymast kovetd prolin aminosavak szamaban és a nem-prolin
aminosavak (jel6lés: X) jelenlétében kiilonboznek. A PRM1 osztaly konszenzus szekvencia
motivuma (XPPPPP) altalaban egy nem-prolin aminosavat tartalmaz a proximalis oldalon
(X=G, L, I, S, A), amelyet legalabb 6t prolin kdvet. A PRM1 motivumot tartalmazo6 fehérjék
képesek profilint kotni, amely tobbek kozott az aktin citoszkeleton szabalyozasaban fontos
szerepet jatszik [108]. A profilin egy aktin-koté fehérje, amely szerepet jatszik az aktin
citoszkeleton szabalyozasaban a PRM 1 motivumot tartalmazoé prolin-gazdag ligandokhoz — ugy
mint a forminok, VASP és a WAVE csalad fehérjéi — kotédve [94,98,106,109]. A profilin
fehérjének négy izoformdjat kiilonboztethetjiik meg, amelyeket kiillonbozd gének kddolnak
(PFN1-4). A PFN1 izoforma altalanosan fordul eld, mig a PFN2 expresszidja foként az agyra
korlatozodik. A PFN1 és PFN2 fontos szerepet jatszik az aktin-alapil idegrendszeri
folyamatokban; a PFN1 szabalyozza az axonalis novekedést €s regeneraciot, mig a PFN2 pedig
a szinaptikus plaszticitassal hozhato Osszefiiggésbe [110,111]. A PRM2 osztaly kozponti
motivuma (FPPPP), EVH1 domént tartalmaz6 fehérjéket képes kotni, amelyben a proximalis
fenilalanint négy egymas utani prolin kovet. A PRM osztalyokban felfelé¢ haladva a konszenzus
motivumok egyszerlisodnek, a PRM3 osztdly koézponti motivuma 4 aminosavbdl all
(**PXXP**). A motivumon kiviil es6 csillag jelolés bazikus vagy hidroféob aminosavak
jelenlétére utal. Ez az osztaly SH3 domént tartalmazo fehérjékhez képest kotédni. A PRM4
(PPLP), PRM5 (PPPXY) és a PRM6 osztaly (PSP) kevéssé ismert, kotépartneriik lehetnek a
két triptofant (W) tartalmazé (WW), a glicin-tirozin-fenilalanin (GYF) ¢és az ubiquitin E2
varians (UEV) domének [106,107]. Jellemzben a kiilonbozé PRM osztalyok konszenzus
szekvencia motivumaiban taldlhatdé nem-prolin aminosavak hatdrozzak meg a kotés
specificitasat [107], mig a prolin aminosavak szdma pedig az affinitas erdsségét befolyasolja
[98].
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Cameron ¢és munkatarsai izolalt, GFP-jelolt Myol6Tail COS7 sejtek tranziens
transzfekcioja soran kolokalizaciét mutattak ki nuklearis aktin filamentumokkal és profilin-
asszocialt strukturakkal [36]. Feltételezésiik szerint a Myol6b a C-terminalis segitségével
indirekt modon szabalyozhatja az aktin polimerizacié dinamikdjat a profilin kétésen keresztiil
[36].

A Myol6Tail szekvenciat elemezve felfedezheté egy prolin aminosavakat tartalmazo,
kanonikus szekvencia motivum (PxxP) tandem ismétlédése, ami SH3 doméneket tartalmazé
ligandokat és nem-konszenzus interakcids helyeket is képes felismerni €s veliik kélcsonhatni
[112,113]. A Fyn kinaz, ahogy azt mar korabban emlitettiik foszforilalja a Myo16Tail-t direkt
kolcsonhatason keresztiil. A Fyn kotohelyét még nem azonositottdk a Myol6Tail szekvencian
beliil, viszont ezek az Src csaladba tartozo kindz fehérjék tartalmaznak egymas utani SH2 és

SH3 doméneket, amiknek szerepiik van az intra-, és intermolekularis kdlcsonhatasokban [114].

1.4 MIOZIN XVI SZEREPE HUMAN MEGBETEGEDESEKBEN

A Myo016 elsésorban idegrendszeri szovetekben termelddik az agy fejlédése soran. A
PI3K jelatvitel 1étfontossagl az idegrendszer normalis mitkddéséhez, amelyben szintén érintett
a Myol6 [53]. Ezért feltételezhetd, hogy a Myol6 szerepet jatszhat az idegrendszer korai
fejlodésében. Irodalmi adatok alapjan szamos humén neurodegenerativ korképpel hozhato

Osszefliggésbe a MYO16 gén 16kusz és annak szomszédos régioi.

Skizofrén betegek genetikai vizsgalatai kimutattak, hogy a Myo16 kodold régioja és az
egypontos nukleotid-polimorfizmus (Single Nuclear Polymorphism-SNP) k6z6tt szignifikans
Osszefliggés van [115]. Az SNP egy nukleotid valtozast kovetden 1étrejott DNS szekvencia
variacio [116]. Mindezek mellett megfigyelték a Myol6 megnovekedett szintjét skizofrén
paciensek frontalis agykérgében [115].

Az autizmus (Autism spectrum disorder-ASD) neurologiai fejlédési betegségek
csoportja, amelyet szocialis viselkedési zavar és csokkent kommunikécios képesség jellemez.
Feltételezések szerint a Myol6 szerepet jatszhat az autizmusban. Eleszté két-hibrid rendszer
segitségével kimutattak, hogy a Myol6 kotddik a neurexin 1-a preszinaptikus membran
adhézios fehérjéhez [117], és komplexet alakit ki a neuroligin fehérjével a szinaptogenezis
soran, aminek fontos szerepe van a kognitiv folyamatok kialakitasaban. A neurexin-neuroligin
komplex elésegiti az axo-dendritikus kapcsolatokat és stabilizalja a szinapszisokat. Patel és
munkatérsai szerint ezeknek a fehérjéknek a mutacioja Osszefiiggésben allhat az autizmus

betegséggel [118]. Tovabba a Myol6 kotédik a KIRELL3 szinaptikus adhézios fehérje
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extracellularis doménjével, amely szintén fontos a neurdlis fejlddésben és meghibasodasa
szellemi fogyatékossaghoz vezethet [119]. Nem utolsé sorban megfigyelték a MYO16 gén

crer

esetében [120].

A Myo016 major depresszioban is szerepet jatszhat, ami egy gyakori pszichiatriai korkép
a human populacioban. Genomikai kisérletekben vizsgaltak az 5-metil citozin (5mc)
paciensek prefrontalis agykérgében. Az Smc oxidacidja révén 5-hidroximetil citozin (5hmC)
képzddik kiilondsképp az agyszovetben, valamint gének szabalyozasért felelés genomikai
régidiban. A kisérletek alapjan az ShmC befolyasolja a MYO16 gén expressziét major

depressziods egyének prefrontalis agykérgében [121].

Bipolaris szindromaban (BP-II) szenved betegekbdl vett genetikai mintak segitségével
szamos SNP-t azonositottak, amelyek kozott talaltak MYO16 gént érintd polimorfizmust is
[122]. A Myol6 érintettsége nem meglepd a bipolaris szindromaban, mivel ez a betegség
skizofrénidval is Osszefiigg és a két neuropszichiatriai megbetegedés kozos patofizioldgiai

héttérrel rendelkezik [123].

1.5 RENDEZETLEN FEHERJEK
1.5.1 Rendezetlen fehérjék szerkezeti és funkcionalis jellemzoi

A hagyomanyos nézet szerint a fehérjék jol definidlt hdromdimenzios térszerkezetben
latjak el funkcidjukat (szerkezet-funkcid paradigma) [124]. A fehérjéknek viszont van egy
olyan csoportja, amelyek nativ, funkcionalis allapotban sem rendelkeznek szerkezettel, vagyis
rendezetlen szerkezetliek [125-127]. Ezeket a rendezetlen fehérjéket, fehérje régidkat az angol
nomenklatura alapjan IDP-nek (intrinsically disordered proteins) vagy IDR-nek (intrinsically
disordered regions) nevezik, mert ez a szerkezeti sajatsag a fehérjék ,,bels6”, nativ allapotara
jellemz6 tulajdonsag [126]. A rendezetlen szerkezetii fehérjék leginkabb a globularis fehérjék
denaturalt allapotaira emlékeztetnek [128]. Alapvetéen viszont eltérnek a globularis
fehérjéktdl: egyrészt nem rendelkeznek stabil térszerkezettel a harmadlagos kdlcsonhatasok
hianyanak koszonhetden, valamint kevés masodlagos szerkezeti elemet tartalmaznak
[125,126].

A rendezetlen fehérjék gyorsabban fejlddtek az evolucioé sordn, mint a globularis fehérjék,

ami feltehetden a szelekcids nyomdsbol szarmazd aminosav szubsztitiicios rata novekedésének
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koszonheté [129-131]. ElsGsorban a szubsztitucio altal megndvekedett cisztein és prolin
aminosavak szama vezethet a rendezetlen szerkezet kialakulasahoz, mivel ezek az aminosavak
interferalnak a kooperativ fehérje feltekeredéssel [132]. Bioinformatikai analizis alapjan a
rendezetlen fehérjék gyakoriak kiilonféle proteomokban, és eldfordulasok az organizmus
komplexitasaval novekszik [133-135]. Az eukariota fehérjék kozel 40%-a tartalmaz
rendezetlen fehérje régiokat [136]. Mindezek miatt a rendezetlen fehérjék egyre nagyobb
figyelmet kaptak és a 2000-es évekt6l kutatasuk dinamikusan fejlédik (7. abra).
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7. abra. A rendezetlen fehérjékkel foglalkozé kutatasok. Publikacidk és citaciok szama egymast kovetd

otéves peridodusokban felfedezésiikt6l kezdve (1990) napjainkig (Web of Science adatok alapjan).

A rendezetlenség alapja a fehérjét alkotod eltérd aminosav Osszetétel, amennyiben a
rendezetlen szerkezetet eldsegitd aminosavak gyakoriak a fehérjékben, mint példaul az Ala,
Gly, Arg, Asp, His, GIn, Lys, Ser, Glu, Pro. Ezzel szemben a rendezettséget eldsegitd
aminosavak aranya lényegesen kisebb a rendezetlen fehérjékben, ugy mint a Trp, Phe, Tyr, Ile,
Met, Leu, Val, Asn, Cys, Thr [125]. A rendezetlenséget jellemz6 els6dleges fizikai
paraméterek: a nagy netto toltés és az alacsony hidrofobicitas, amelyek meggatoljak a kompakt
térszerkezet kialakulasat [137]. A fehérje rendezetlenség tehat nem egy feltekeredési/folding
probléma, sokkal inkdbb funkcionalis elény a fehérje szamara. A rendezetlen fehérjéknek
kiilonboz6 szerkezeti €s funkcionalis csoportjai kiilonithetdk el.

Szerkezetiiket tekintve sok esetben nem teljesen rendezetlenek, hanem szignifikans
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mennyiségli szerkezeti elemet tartalmazhatnak, ugynevezett molten globula (MG) [138] és pre-
molten globula (PMG) [139] konformaciot vehetnek fel, valamint ezek kozott intermedier
konformacios allapotok is eléfordulhatnak nativ allapotban (PMG-like, coil-like atmenetek).
Tehat ezek a fehérjék kiilonb6z6 aranyban tartalmaznak rendezetlen és rendezett régiokat, és
ritkabb esetben lehetnek teljesen rendezetlenek (random coil). A 8. abra a globularis
szerkezettdl kezdve mutatja be a fehérjék konformacios allapotait [140].
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8. abra. Fehérjék konformacios allapotai. A globularis fehérjékre jellemzé a kompakt szerkezet. A
molten globula konformacids allapottdl kezdve kiilonb6z6 foku rendezetlenség figyelheté meg a
fehérjék szerkezetében (MG, PMG, PMG-like, Coil-like), valamint ritkdbban lehetnek teljesen

rendezetlenek ezek a fehérjék (random coil). Az abra forrasa [140].

A kiilonféle rendezetlen régidkat tartalmazo konformacids allapotokban a lokalis
szerkezeti elemek Osszefliggést mutatnak azokkal a szerkezeti elemekkel, amit ezek a fehérjék
kotott allapotban vehetnek fel. Ezek az tgynevezett tranziens szerkezeti elemek, amik eldre
kialakult kotéhelyeknek (preformed structural element — PCS) [141] vagy molekularis
felismer6 elemeknek (molecular recognition element — MORE) [142] nevezhetdk.

A rendezetlen fehérjék hat funkcionalis osztalyra oszthatok a partner fehérje kotési
jellemzdi alapjan. Miikodésiik soran kothetnek tranziensen vagy permanensen valamilyen
partnermolekuldt, de lehetnek funkcionalisak partner kotése nélkiil is. Ezek alapjan a
rendezetlen fehérjék lehetnek entropikus lancok, bemutatd helyek, chaperonok, effektorok,
OsszeszerelOk, raktarozok és akar ezek kombinacidi is [143,144]. Az entropikus lancok nem
kotddnek partner fehérjéhez, altalaban flexibilis linker funkciot latnak el. A bemutatd hely
funkciot ellatd rendezetlen fehérjék tranziensen kotik partneriiket €és nagyobb szamban
tartalmazhatnak poszttranszlacios modosuldsi (PTM) helyeket. A  poszttranszlacios
modosulasok 1étrejottéhez elvart a fehérje felszinén a hozzaférhetdség a kotdpartner szdmara,

ezért nem meglepd, hogy a rendezetlen fehérjékben a lokalisan rendezetlen régiok szdmos
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poszttranszlaciés modosulasi helyet tartalmazhatnak, igy mint pl. foszforilacios helyek [145].
A kovetkezO funkcionalis osztaly a chaperonok, amelyek szintén tranziens mddon kotik
partneriiket, és feladatuk a rossz fehérje feltekeredés felismerése, valamint a hibas szerkezet
fellazitasa. Az effektorok permanens modon kotédnek a partnerfehérjéhez és azok aktivitasat
befolyasoljak, ami altalaban negativ irdnyban. Az Osszeszerel0k nagy fehérje komplexek
Osszeallitasaban jatszanak szerepet. A raktarozok osztalya kisebb ligandumok raktarozasara
vagy neutralizalasara specializalddott. A rendezetlen fehérjék kiilonb6z6 funkcidiban a bels6
rendezetlenségnek funkcionalis elényei vannak, amelyek a fehérjék komplexitas novekedése
miatt az evoltcios hajtéerdk révén alakultak ki. Ilyen funkcionalis elénydk a kovetkezok:
szerkezeti flexibilitas, funkcionalis plaszticitas, nagy kotofelszin és specificitas a kotés erdsség
novekedése nélkiil, valamint egyszerre tobb funkcioé egyidejii ellatasa [146-148]. Partner
fehérje kotés altal indukalt esetben a rendezetlen fehérjék tranziens feltekeredése soran
konformacios entropidjuk jelentdsen csokkenhet. Ilyenkor a korabban emlitett kotddés
specificitasa és er0ssége forditott aranyban valtozik, vagyis a nagy kotési specificitas alacsony
affinitdssal pdrosulhat, ami szabalyoz6 funkcidk esetén a kolcsonhatds reverzibilitdsaban
nyilvanul meg [143]. A rendezetlenség funkcionalis relevanciajat szemlélteti, hogy gyakoriak
jelatviteli folyamatokban, sejtciklus szabalyozasban ¢€s transzkripcidban szerepet jatszo

fehérjékben [133-135].

1.5.2 Rendezetlen fehérjék és neurodegenerativ kérképek kapcsolata

A rendezetlen fehérjék és fehérje régiok szadmos human megbetegedésben jatszanak
szerepet, mint példaul kardiovaszkuléris rendellenességek, tumoros elvaltozasok, diabétesz,
amiloidozis és neurodegenerativ betegségek [149-152]. Jollehet, mindegyik megbetegedés
silyos kovetkezményekkel jarhat, de a rendezetlen fehérjékre jellemz6 hibas fehérje
feltekeredés €s aggregacio kiilondsen gyakori neurodegenerativ korképekben, csak néhany
példat emlitve: Alzheimer kér, Parkinson koér, Prion betegségek, Motoros neuron betegségek,
Huntington kor, Spirocerebellaris ataxia és Spinalis izomatrofia [153].

A rendezetlen fehérjék gyakorisaganak oka neurodegenerativ betegségekben a sajatos
szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagaikban keresendd. Az egyedi szerkezeti flexibilitas és
plaszticitas, konformacios és adaptacios képesség a kornyezeti valtozasokra, valamint az
interakcios sokféleség mind jellemzd a jelatviteli, szabalyozasi és a partner fehérje funkciok
kontrollalasaban [127,154—156]. A poszttranszlacios modosulasok (foszforilacio, acetilacio és
glikozilacid) szigori kontroll alatt tartjdk a rendezetlen fehérjék biologiai aktivitasat

[155,157,158]. Tovabba a rendezetlen fehérjék kiilonféle fehérje interakcids haldzatok
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csomopontjaként funkcionalhatnak, ezaltal kontrolldlhatjdk a kozvetett uton kapcsolddod

allapotokat és masodlagos szerkezetet vehetnek fel kiilonféle partner fehérjék kotésekor [160].
Mivel a rendezetlen fehérjék funkcidja meghatarozd szamos biologiai folymatban, nem
meglepd, hogy hibds miikodésiik esetén szerepilk van human betegségekben, kiillondsképp

neurodegenerativ folyamatokban.
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran a nem-konvenciondlis miozin XVI osztalyba tartozé miozin 16b (Myol6b)

izoforma C-terminalis szakaszanak szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagait vizsgaltuk.

A szekvencia Osszetétel alapjan a miozin 16b C-terminalis farok (Myo16Tail) feltehetéen nativ
rendezetlen szerkezetben funkcionalis. Ahhoz, hogy megértsik a Myol6Tail bioldgiai
folyamatokban betoltott szerepét elészor a fehérje fragmentum szerkezetét tanulmanyoztuk in

silico és in vitro koriilmények kozott a kovetkezd kérdésekre keresve a valaszt:

» milyen szerkezetet jeleznek eldre a bioinformatikai analizisek?

* hogyan befolydsolja a denaturald agens a fehérje-kitekeredés kooperativitasat?
» hogyan hat a fehérje-kitekeredés a Myol6Tail konformaci6 dinamikajara?

» tartalmaz-e masodlagos szerkezeti elemeket a Myo16Tail?

* milyen a Myo16Tail termodinamikai stabilitasa?

Kutatésaink mésodik felében funkcionalis kisérleteket végeztiink. Arra voltunk kivancsiak,
hogy a Myol16Tail milyen fehérjékhez képes kotddni és ez altal milyen folyamatokat lehet
képes befolyasolni. Ehhez a kovetkez6 kérdéseket tettiik fel:

»  kotodik-e a Myol6Tail az N-terminalis Myo16Ank-hoz?
* Dbefolyasolja-e az IQ motivum a Myo16Tail interakcids tulajdonsagait?

» képes-e a Myol6Tail befolyasolni az aktin filamentumok 6sszeszerel6dését?
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 BIOINFORMATIKAI ANALIZIS

A Myol6Tail rekombinans fehérje konstrukcio tervezéséhez az NCBI fehérje
adatbazisban elérhet6 aminosav szekvencia informaciot hasznaltuk (UniProtKB: Q9ERCI.1).
A patkany Myol6Tail kodold DNS szekvenciat (Gene ID: 192253, Rattus norvegicus)
bakulovirus/Sf9 expresszios rendszer tRNS készletéhez optimalizaltak OptimumGene™
kodon optimalizald program segitségével (GenScript, Piscataway, NJ, USA) [161].
A rekombinans fehérje fragmentum oldhatosagat PROSO Il (Protein Solubility Evaluator I1)

(http://mips.helmholtz-muenchen.de/prosoll) webszerver [162], mig a molekulatomeg és

extinkcios koefficiens meghatarozasa ExPASy (ProtParam) program

(https://web.expasy.org/protparam/) segitségével tortént [163].

A Myol6Tail szekvencia analizisét kiillonbozd szerkezeti és funkciondlis informdaciot
prediktdld bioinformatikai programokkal végeztik. A fehérje konstrukcié aminosav
Osszetétele alapjan rendezetlen szerkezetet feltételeziink, amelyet kiilonb6z6 rendezetlenséget
valoszin(isitd programok kombinacidjaval vizsgaltunk: VLXT [164,165], VL3-BA [166],
VLS2b [167], Ronn [168] és IUPred [169-171]. A fehérje szerkezet flexibilitasat DynaMine
programmal analizaltuk (http://dynamine.ibsquare.be/) [172,173]. A foszforilacios helyek

predikciojat, mint lehetséges poszttranszlaciés modosulas, a PhosphositePlus program

segitségével végeztik (https://www.phosphosite.org) [81]. Az altalunk vizsgalt patkany

Myol6Tail szekvenciat kiilonbozd gerinces osztalyok képviseldinek szekvencidjaval
hasonlitottuk 0Ossze és vizsgaltuk Clustal-X program segitségével [82]. A Myol6Tail
lehetséges haromdimenzids szerkezetét az aminosav szekvencia alapjan I-TASSER

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

és Discovery Studio Visualizer programmal vizualizaltuk [175].

3.2 FEHERJEK TERVEZESE ES TISZTITASA
3.2.1 Rekombinans Myo16Tail klonozas

Az 1Q motivumot is tartalmazé Myo16Tail fehérje fragmentumot (1146-1912 aminosav)
pFastBac (ThermoFisher Scientific) bakulovirus kompatibilis shuttle vektorba klonoztuk. Az
5’ primer Ncol, mig a 3* primer Sall restrikcios helyet tartalmazott. A plazmid konstrukci6 5’
végén Hisztidin affinitdas (6 His), valamint TEV proteaz felismeré mintazatot tartalmaz:

ExxYxxQG/S, jelen esetben ENLYFQG aminosav szekvenciat. Az N-termindlis ankyrin
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doménnel kialakitott kolcsonhatas vizsgalatdhoz egy tovabbi, IQ motivumot nem tartalmazé

Myo16Tail (-1Q) rekombinans konstrukciét is készitettiink (1176-1912 aminosav).
3.2.2 Myo16Tail expresszié és tisztitas bakulovirus/Sf9 rendszerben

A pFastBac-Myo16Tail és pFastBac-Myol6Tail (-1Q) plazmidot DH10Bac kompetens
sejtekbe transzformaltuk, majd LB (Luria Broth) taptalajra (VWR) szélesztettiik. A taptalaj a
kovetkezd OsszevetOket tartalmazta: harom féle antibiotikum (kanamicin, gentamicin,
tetraciklin), izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG), Bluo-gal és LB. A lemezek 48 o6ras
koloniakbdl, tartalmazva a transzformanst. A fehér koloniabdl vett mintat LB tapoldatban
amplifikaltuk éjszakan at, 37 °C-os inkubatorban, razatas mellett. A felndvesztett transzformans
DH10Bac kompetens sejtekbdl rekombinans bacmid DNS-t izolaltunk és tisztitottunk, majd a
klonokat PCR reakci6 segitségével ellendriztiik. A bacmid DNS-t Sf9 (Spodoptera fugiperda)
sejtekbe transzfektaltuk Cellfectin (Invitrogen) reagenssel. A sejtkultarat 3-5 napig inkubaltuk
27 °C-on, 125 rpm razatas mellett. A sejtkultarat centrifugaltuk (Sigma 4-16K, 1500 g, 10 perc,
4 °C) és a szupernatanst Osszegytjtottiikk, amely tartalmazza a P1 generacios rekombinans
Myol6Tail virustorzsoldaltot. Ezt kdvetéen P1 generacids virusoldattal fert6ztiik az Sf9
sejteket, majd harom nap utdn centrifuglast kdvetéen a szupernatanst 6sszegyljtottik (P2
virusgeneracid). A P2 virustorzssel hasonldan fertéztiik az Sf9 sejteket, majd harom napos 27
°C-o0s, 125 rpm réazatads mellett inkubacido és centrifugalas utan eldallitottuk a harmadik
generacids P3 virustorzsoldatot. A Myol6Tail és Myol6Tail (-IQ) expresszid optimalizalasat
kovetden a P3 virusoldat hozzaadasaval termeltettiik a rekombinans fehérje fragmentumokat
Sf9 sejteket tartalmazo Insectagro Sf9 tapoldatban (serum-Free/Protein-Free 1x medium,
Corning). Tovabba a sejtkultarahoz 10 pg/ml antibiotikum-antimikotikum (Biowest) oldatot
adtunk. Harom nap utdn az S9 sejteket lecentrifugaltuk (1500 g, 2 perc, 4 °C), a feliiluszot
ledntottiik és a sejt pelletet folyékony nitrogénben lefagyasztottuk késobbi felhasznalasra. A
Myo16Tail és Myol6Tail (-IQ) tisztitas minden 1épése Natrium-foszfat (NasPOa) pufferben
(0,2 M Na2HPO4és 0,2 M NaH2POs megfelel6 aranyu keveréke, pH 8,0) [176] tortént 4 °C-on.
A fagyasztott sejt pelletet a felolvasztast kovetden lizis pufferben [5S0 mM NazPOs (pH 8,0),
500 mM NaCl, 10 mM BME, 0,2 mM PMSF és 1% Triton-X 100 detergens] extrahaltuk.
Ezutan homogenizaltuk és szonikaltuk (Bandelin Sonoplus GM 3100, MS 73 késziilékkel, 4x1
perc, 80% amplitado és 0,4 sec impulzusidd). A sejt lizadtumot 20 pg/ml DNaz (AppliChem,
PanReac) és Protein inhibitor koktél (Sigma-Aldrich, 8465) hozzaadasa utan 4 °C-on 1 6ran

32



keresztiil kevertettiik. A lizatumot ultracentrifugaltuk (Hitachi, 20000 g, 20 perc, 4 °C), amely
soran a Myol6Tail és Myol6Tail (-1Q) a pellet frakcioba iilepedett. A Myo16Tail oldatban
tartasthoz 6 M GuHCI denaturdlé agenst adtunk a lizatumhoz, majd mechanikai
homogenizalassal feloldottuk a sejt pelletet. Ujabb ultracentrifugalassal (Hitachi, 20000 g, 20
perc, 4 °C) pelletaltuk a fennmarad6 sejttormeléket, majd a feliiliszohoz 20 pg/ml RNazt
(ThermoFisher Scientific) adtunk az RNS eliminalasahoz. A feliilaszét ~1,5 ml nikkel
gyongyhoz (Protino Ni-NTA, ~6 ml/1 1 lizatum) adtuk, majd éjszakan at lassan kevertettiik.
Masnap a gyongyoket oszlopra toltottiik ¢s 8 M ureat tartalmazé csokkend pH-ra beallitott
pufferekkel mostuk ¢és eludltuk a Myol6Tail és Myol6Tail (-1Q) rekombinans
fragmentumokat. El0szor a nikkel oszlopot 20 ml mosé pufferrel oblitettiik (8 M urea, 50 mM
NasPOs, 500 mM NaCl, 10 mM BME, pH 7,0). Az elualas pH 6 és pH 4-re beallitott 10-10 ml
elual6 pufferrel (8 M urea, 50 mM NazPO4, 300 mM NaCl, 10 mM BME) tortént és az elualas
soran 2 ml-es frakciokat gylijtottiink. Az expresszid és tisztitas 1€péseibdl mintakat vettiink s
10%-0s SDS-poliakrilamid gélen elektroforetizaltuk. A megfeleld elacios frakciokat
Osszegyljtottiik és 3 1épésben dializaltuk. Az elsd dializis soran 6 6ran keresztiil kevertettiik a
Myo16Tail vagy a Myo16Tail (-1Q) rekombinans fehérje fragmentumokat 4 M ureat tartalmazo
dializis pufferben (4 M urea, 50 mM NazPQO4, 200 mM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0). Masodik
1épésben mar urea mentes pufferben (50 mM NazPOs, 100 mM NaCl, 2,5% glicerin, 1%
szukr6z, 5 mM BME, pH 8,0) tortént a dializis éjszakan 4t. Harmadik 1épésben szintén 6 6ran
keresztiil dializaltunk tarold pufferben (50 mM NasPOs4, 100 mM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0).
A dializist kovetéen koncentralo cs6ben (Amicon Ultra 50-kDa, Sigma-Aldrich) koncentraltuk
¢és vegiil centrifugélassal tisztitottuk (Beckman, 1000 g, 2 perc, 4 °C) a fehérje fragmentumokat
az egyéb szennyezddésektdl. A fehérje koncentraciot UV-VIS abszorpcids spektroszkopiai

modszerrel (JASCO) hataroztuk meg. A fehérjét a felhasznalasig jégen taroltuk.

3.2.3 Kisérletek soran felhasznalt egyéb fehérjék eléallitasa

A kotésen alapulo kisérleteink kiegészitéséhez rekombinans Myo16IQ peptidet (Rattus
norvegicus, 1146-1175 aminosav) szintetizaltattunk 4,9 mg/ml végkoncentracioban erre
specializalodott cég segitségével (Genscript). A gyartd tomegspetrometrias modszerrel
meghatarozta a Myo16IQ molekulatomegét (MW: 3,6386 kDa). A Myo16IQ peptidet a gyartd
altal biztositott felhasznalasi protokoll alapjan kezeltiik. A liofilizalt Myo161Q-t 1 ml miliQ
vizben feloldottuk és a fehérje oldathoz koncentralt puffert adtunk, hogy a kivant puffer
koriilményekre higitsuk a fehérje oldatot (50 mM NasPO4, 100 mM NaCl, 5 mM BME, pH
8.0).
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Az aktin fehérjét nyul vazizombol (Musculus psoas) nyertiik ki tobb 1épcsés procedira
soran. El6szor az aktin izolalasat aceton forgacsbol végeztikk [177], majd egy korabban leirt
rutinszeriien alkalmazott modszerrel tisztitottuk [178]. Végiil az aktint A’ pufferben tarultuk
(4 mM TRIS, 0,2 mM Na,ATP, 0,5 mM BME, 0,2 mM CacCl,, 0,005% NaN3, pH=7,4).

A rekombinans Myol6Ank termeltetése bakterialis Escherichia coli rendszerben zajlott
LB tapoldatban IPTG hozzdadassal. A tisztitdsi procedura Kengyel €s munkatarsai altal
kidolgozott modszer alapjan tortént [43].

A rekombinans egér profilin (PFN1 izoforma) fehérjét LB tapoldatban expresszaltuk

IPTG hozzaadasaval és a szakirodalombol ismert protokoll alapjan tisztitottuk [108].

3.3 WESTERN BLOT ANALIZIS

A fehérje expresszid és tisztitds soran vett mintakat 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen
elektroforetizaltuk, majd nitrocelluléz membranra blottoltuk Trans-blot Turbo transzfer (Bio-
Rad) rendszer segitségével. A nem specifikus elsddleges antitestkotd helyeket 3%-0s tejpor
oldattal blokkoltuk ((3% tejpor, Tris pufferelt NaCl, 0,5% Tween-20 (TBST)). A nitrocelluléz
membrant 1,5 oran at inkubaltuk az elsédleges anti-His antitesttel (Sigma-Aldrich egér
monoklonalis IgG SAB1305538, higitas 1:3000). Ezt kovetéen TBST oldattal mostuk a
nitrocellul6z membrant, majd 45 percig inkubéltuk HRP konjugilt masodlagos anti-egér
antitesttel (Millipore AP160P, higitas 1:10 000). A kemilumineszcens reakciohoz el6hivo
oldatot hasznaltunk (Luminata Crescendo Western Western HRP Substrate, Merck) és a
felvételt az elohivo késziilék segitségével rogzitettik (Multi Genius Bio imaging system,

Syngene).

3.4 FEHERJEK FLUORESZCENS JELOLESE

A rekombinans Myol16Ank, a szintentizalt Myol61Q peptid és a profilin fluoreszcens
jeloléséhez Alexa568 festéket hasznaltunk (Alexa Fluor® 568 Cs maleimide, Invitrogen). A
jelolési protokoll soran elészor az Alexa568 festéket tizszeres molaris feleslegben adtuk a
BME-mentes pufferben [10 mM MOPS, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, pH 7,4] talalhat6 fehérje
oldathoz folyamatos kevertetés mellett magneskeverd hasznélataval. Ezt kovetden a fehérjék
¢jszakan at inkubalodtak 4 °C-on, majd masnap 10 mM BME hozzaadasaval allitottuk le a
jelolési reakciot. Végiil a fehérje oldatot 4 °C-on, ¢jszakan at dializaltuk 10 mM BME-t
tartalmaz6 pufferben (10 mM MOPS, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 mM BME pH 7,4) annak
érdekében, hogy eliminaljuk a nem kotott Alexa568 festéket az oldatbol. Az Alexa568-jelolt
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crer

(JASCO) és korrigaltuk az Alexa568 festék abszorpcidjaval 280 nm-en.

3.5 SPEKTROSZKOPIAI MODSZEREK

3.5.1 Fluoreszcencia emisszio

A triptofan és 1-anilino-8-naftalin szulfonat (ANS) fluoreszcencia emisszios méréseket
Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spektrofluoriméteren végeztiik, 20 °C-on. A Myol6Tail és
G-aktin mintakban talalhaté triptofan aminosavakat 295 nm-en gerjesztettiik, majd a steady-
state fluoreszcencia emissziot 300-450 nm-es hullamhossz tartomanyban detektaltuk novekvo
Guanidin-hidroklorid (GuHCI) koncentracio fliggvényében. Az ANS (250 uM) gerjesztés 360
nm-en tortént €s a fluoreszcencia emisszidt 400-650 nm kozott detektaltuk szintén ndvekvod
GuHCI koncentracio mellett. A GuHCI hattérintenzitasat kivonva korrigaltuk a mért adatokat.
A triptofan fluoreszcencia mérések esetében gerjesztési és emisszios rések nagysaga 2,5 nm
volt, mig az ANS mérések esetében 5 nm. A mérések soran 5-5 uM fehérje mintat hasznaltunk.
Harom mérés eredményét atlagoltuk és az eredményeket Origin 2020 szoftver segitségével
értékeltiik ki. A maximalis hullamhossz (maximalis emisszohoz tartozé hullamhossz) adatok
illesztéséhez Boltzmann fiiggvényt hasznaltunk (1. egyenlet) [179,180], ahol x a GuHCI
koncentracioja, a An a nativ és a Ay a denaturalt fehérjét jellemz6 maximalis hullamhossz, a D
az inflexios ponthoz tartoz6 GuHCI koncentracid, mig az a forditottan aranyos az inflexios

ponthoz huzott egyenes meredekségével.

(Ay—An)
—_— 1. let
oces (1. egyene)

a

/1=/1N+

A Myol6Tail ANS fluoreszcencia mérések esetében a maximalis hulldmhossz adatokra a fent
emlitett Boltzmann fiiggvényt illesztettiik (1. egyenlet). A kontroll G-aktin ANS fluoreszcencia
eltérd tendenciaji maximalis hullamhossz adatokat eredményezett a rendezett, globularis
fehérje szerkezet miatt. Emiatt a kontroll mérések adataira Gauss fiiggvényt illesztettiink (2.
egyenlet), ahol A a teriilet, yoaz alapvonal, x a [GUHCI], Xca Gauss gérbe maximalis értékéhez

tartoz6 [GUHCI], a w pedig a félértékszélesség.

2
. —4In(2)(x— XC)

y=Yyy+ L (2. egyenlet)
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3.5.2 Fluoreszcencia Kkioltas

Triptofan fluoreszcencia kioltas kisérleteinket a kontroll G-akin és Myo16Tail fehérjéken
végeztiik elektromos toltését tekintve semleges akrilamid kiolto segitségével. A fluoreszcencia
intenzitas kioltds méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spektrofluoriméterrel, mig a
kioltas sordn mért fluoreszcencia élettartam kisérleteket Horiba Jobin Yvon Nanolog
késziilékkel végeztik 20 °C-on. A kioltas kisérletek soran a gerjesztési és emisszios
paraméterek a kovetkezok voltak: Aex=295 nm, Aem=350 nm. A kisérletek soran 5 uM fehérje
kisérletek soran kapott adatokat a klasszikus Stern-Volmer egyenlet felhasznalasaval értékeltiik
Ki (3. és 4. egyenlet) Origin 2020 szoftver segitségével. Az adatokat korrigaltuk a ,,belsé sziird”

(inner filter) effektusra.
% =1+ K, [Q] (3. egyenlet)

=14 Ky [Q] (4. egyenlet)

T

A Stern-Volmer egyenletekben az Fo vagy a t a triptofan fluoreszcencia
intenzitasa/€lettartama akrilamid kiolt6 molekula hianyaban ¢és az F vagy a t a triptofan
fluoreszcencia intenzitasa/élettartama kiilonb6z6 akrilamid koncentraciok esetén [Q]. A Stern-
Volmer kioltasi alland6 (Ksy) értéke az Fo/F és a [Q] alapjan abrazolt adatpontokra illesztett

egyenes meredekségének felel meg.

3.5.3 Steady-state anizotropia

A triptofan fluoreszcencia anizotropia mérések soran a G-aktin (kontroll) és Myo16Tail
fehérje mintakat novekvé GuHCI koncentracio hozzaadas mellett vertikalisan polarizalt fénnyel
gerjesztettik 295 nm-en. Ezt kovetéen az emissziot 350 nm-en detektaltuk vertikalis és
horizontalis sziir6kon keresztiil.

Fehérje:fehérje kolcsonhatasra iranyuld fluoreszcencia anizotropia kisérletek soran 1-1,2
uM Alexa568-jelolt Myol6Ank fehérjét és 1 uM Alexa568-jelolt Myol61Q peptidet
hasznaltunk (Aex=578 nm, Aem=601 nm). Az Alexa568-My0l6Ank-hoz Myol6Tail és
Myol6Tail (-IQ) fehérjét, mig az Alexa568-Myo0161Q-hoz Myol6Ank fehérjét adtunk
novekvé koncentracioban ¢és vizsgaltuk az anizotropia valtozasat. Az Alexa568—
Myol6Ank:Myol6Tail és Alexa568—Myol6Ank:Myol6Tail (-1Q), valamint az Alexa568—
Myo0161Q:Myol16Ank komplexet jellemz6 disszociacios egyensulyi allandé értékeket (Kp) az
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5. egyenlet alapjan hataroztuk meg. Az egyenletben szerepld Ao és To a fluoreszcensen jelolt
Myol6Ank vagy Myol6lQ és a jeloletlen Myol6Tail/Myol6Tail (-1Q) vagy Myol6Ank
koncentraciokat jeloli, ra az Alexa568-Myol6Ank/Myol61Q steady-state anizotropiaja
Myo16Tail/Myol6Tail (-1Q) hidnyaban, rat az Alexa568-Myo016Ank/Myo0161Q steady-state
anizotropiaja a Myol6Tail/Myol16Tail (-1Q) telitési koncentracioja mellett.

r—Tra _A0+T0+KD—\/(A0+T0+KD)2—4A0T0

(5. egyenlet)

YAT —TA 2

A triptofan és az Alexa568-jelolt fluoreszcencia anizotropia kisérletek soran a gerjesztési
¢és emisszios rések nagysaga 2,5 nm volt egyarant és az anizotropiat 10 percen at mértiik, majd
az értékek atlagat hataroztuk meg. A kisérletekhez Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22

spektrofluorimétert hasznaltunk és a mérések 20 °C-on zajlottak.

3.5.4 Idékorrelalt egyfoton szamlalas (TCSPC)

A triptofan fluoreszcencia ¢€lettartam és anizotrdpia lecsengés méréseket Horiba Jobin
Yvon Nanolog spektrofluoriméterrel végeztiik. A triptofan aminosavakat Nanoled impulzus
tizemii fényforrassal gerjesztettiik 295 nm-en és az emittalt fényt 350 nm-en detektaltuk.
A kisérletek soran a kontroll G-aktin és Myol6Tail koncentracioja 5-5 uM volt. Az egyes
mérésekhez novekvo koncentracioban GuHCI oldatot adtunk (0, 1, 2, 3, 4 M). A kisérletek
soran a csatornaszélesség 0,055 ns/csatorna volt, a résszélesség €lettartam mérések esetén 3 nm,
mig anizotropia lecsengés esetén 10 nm volt. Tovabbi fontos mérési paraméterek: detektor
fesziiltség 950 V, mérési tartomany 200 ns, ismétlési frekvencia 1 MHz, impulzus iddtartam
<1ns, szinkronizalas késleltetés 50 ns. Legalabb harom mérést atlagoltunk és az adatokat Origin
2020 program segitségével értékeltiik ki. Az i1dofliggd triptofan fluoreszcencia élettartam
értékeket (t) a 6. egyenlet segitségével szamoltuk. Az egyenletben az I(t) az id6fiiggd
flureszcencia intenzitas, az IRF a miszer impulzus valasz fiiggvénye, Aiaz i-edik komponens
amplitddoja 0 iddpillanatban, és a ti az i-edik komponens fluoreszcencia élettartama. Az
adatokra Fluofit (PicoQuant) program segitségével exponencialis fliggvényt illesztettiink.

t—t'

I(t) = f_too IRF(t)Y™ A; e w dt' (6. egyenlet)

Az 1dofiiggd anizotropia lecsengés adatokra két exponencidlis fliggvényt illesztettiink
Origin 2020 program segitségével, majd a 7. egyenlet segitségével hataroztuk meg a fehérjék

rotacids korrelacids idejét (0). Az egyenletben szerepld r(t) az idofiiggd anizotrdpia, az I a
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végtelen idopontban mért anizotropia (t=c0, limitald anizotropia), az Ajaz i-edik komponens

pre-exponencialis faktora, végiil a 0jaz i-edik komponens rotacios korrelacios ideje.

t

r(t) =Tw+ 2l 47 b (7. egyenlet)

3.5.5 Cirkularis dikroizmus spektroszkopia (CD)

A Myol6Tail lehetséges masodlagos szerkezetét Peltier tipusu temperald egységgel
ellatott Jasco J-810 spektropolariméter (Japan Spectroscopic Co., Tokio, Japan) segitségével
vizsgaltuk. A méréseket tdvoli UV tartomanyban (190-250 nm) végeztik 25 °C-on.
A Myol6Tail koncentracidja 12,7 uM (1,1 mg/ml) volt az egyes mérések soran. A kisérleti
paraméterek a kovetkezOk: 0,01 cm uthossz, savszélesség 1 nm, scannelési sebesség 20
nm/min, valaszid6 4 masodperc. A Myol6Tail pufferrel (50 mM NaszPO4, 100 mM NaCl, pH
8,0) szintén elvégeztiik a kisérletek ugyanazon beallitasokkal. Legalabb harom mérés CD
spektrumat atlagoltuk és a Myol6Tail pufferrel mért CD spektrummal korrigaltunk. A CD
adatokat BestSel webszerver (http://bestsel.elte.hu) segitségével analizaltuk. Tovabba a CD

adatok segitségével kiszamoltuk az egy aminosavra es§ molaris ellipticitas (0) értékeket (8.
egyenlet) 222 és 220 nm-en ([0]222= -5813 deg cm? dmol™? és [0]200= -8865 deg cm? dmol™),
amelyek alapjan a fehérjék kiilonb6z6 rendezetlen konformacios allapotainak populacioi
jellemezhet6ek egy kett6s hullamhossz abrazolas segitségével [181]. Az egyenletben a 6 az egy
aminosavra esé molaris ellipticitas, a Ag @ moléris extinkcios koefficiens kiilonbsége a jobbra
¢s balra cirkularisan polaros fény kiilonb6z6 elnyelédése alapjan, valamint a korrekcids faktor
értéke 3298 abban az esetben, ha az egy aminosavra esé molaris ellipticitas deg cm? dmol™, a

Age Mtem™ mértékegységben van megadva [182].
0= Ae - 3298 (8. egyenlet)

A hdmérsékletfiiggd CD spektroszkopiai kisérletek soran 1,15 pM (0,1 mg/ml)
Myol6Tail fehérjét hasznaltunk és a méréseket 1 mm uthosszusagu cellaval végeztik. A
nagyobb uthossz végett a Myol6Tail pufferében csokkentettiik a NaCl koncentraciét 20 mM-
ra. A CD spektrumokat 10-100 °C kozott mértiik 1 °C/min felfiitési sebességgel. A felfiités
soran 10° C-ként vettiink fel egy ujabb CD spektrumot, majd harom mérést atlagoltunk és az

adatokat BestSel programmal értékeltiik kil.

L A CD spektroszkdpiai méréseket az ELTE TTK Biokémia tanszéken végeztiik.
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3.5.6 Differencialis pasztazé kalorimetria (DSC)

A kalorimetrids méréseket Setaram Micro DSC-III késziilékkel végeztiik. A fehérje
mintakat 20 °C-rol 100 °C-ra futottiik fel 0,3 K/min felfiitési sebességgel. A Myo16Tail mintak
NasPOs-ot tartalmazé puffer kzegben (50 mM NasPO4, 100 MM NaCl, 5 mM BME, pH 8,0),
a G-aktin kontrollt (4 mM TRIS, 0,2 mM Na,ATP, 0,5 mM BME, 0,2 mM CacCl,, 0,005%
NaN3, pH=7,4) ’A’ pufferben taroltuk jégen. A referencia mérések soran a fehérjék tarold
pufferét hasznaltuk. A Myo16Tail és a G-aktin koncentracidja 1 mg/ml volt a mérések soran.
Minden esetben a minta kétszer keriilt felfiitésre az adott hdmérséklet tartomanyban. A méasodik
felftitést koveté mérés igazolja, hogy a kontroll G-aktin és a Myol16Tail az els6 felfiités alatt
mar irreverzibilis modon denaturdlodott. A kisérletek sordn harom mérést végeztiink és az
adatokat Origin 2020 program segitségével értékeltiik ki, valamint a hdaram gorbékre Gauss

fliggvényt illesztettiink (2. egyenlet).
3.5.7 Polimerizacios kinetika

A Myol6Tail hatasat az aktin polimerizaciora N-(1-pirén)jodacetamid (pirén)-jelolt aktin
fehérje alkalmazéasaval végeztiikk (2 uM, 2% jelolt). A polimerizaciot 100 mM KCl és 2 mM
MgCl, hozzaadasaval inditottuk. A pirén jellemz6 tulajdonsaga, hogy a fluoreszcencia
intenzitasa ardnyosan novekszik az aktin filamentumok mennyiségével, aminek kdszonhetéen
az aktin polimerizacié kinetikai szempontbol karakterizalhato. A mérésekhez Safas Xenius
FLX spektrofluorimétert hasznaltunk (Aex = 365 nm, Aem = 407 Nnm). A polimerizacios sebesség
meghatarozasa érdekében egyenest illesztettiink a polimerizacios tranziensek kezdeti, linearis

szakaszara (0 — 500 s). Az adatokat Origin 2020 program segitségével értékeltiik ki.
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4. EREDMENYEK

4.1 MYOI16TAIL BIOINFORMATIKAI SZEKVENCIA ANALIZIS

4.1.1 Myo16Tail aminosav szekvencia dsszetétel vizsgalata

Kisérleteink els6 fazisaban in silico bioinformatikai moddszerekkel vizsgaltuk a
rekombinans Myo16Tail konstrukcié aminosav szekvenciajat (1146-1912 aminosav), amely
tartalmazza az 1Q motivum (30 aminosav) és a C-terminalis kodolo régiot. Az analizis els6
felében azt vizsgaltuk, hogy a Myol6Tail szekvencia milyen ardnyban tartalmaz rendezett,
kompakt szerkezetet eldsegité (Trp, Phe, Tyr, Ile, Met, Leu, Val, Asn, Cys, Thr), vagy
rendezetlen szerkezetet eldsegité aminosavakat (Ala, Gly, Arg, Asp, His, GIn, Lys, Ser, Glu,
Pro). Az eredmények alapjdn magas a rendezetlen szerkezetet el0segitd aminosavak aranya
(68%), mig a masodlagos és harmadlagos szerkezet kialakuldsaért felelds aminosavak aranya
ezzel szemben kevesebb volt (32%). Emlitésre méltd az alfa-hélix szerkezetet megtord prolin
[183] aranya, amely 15%-ot tesz ki a teljes Myol16Tail szekvencidban. A Myol6Tail k6zéps6
régidjaban talalhat6 prolin-gazdag szekvencia motivumban még ennél is magasabbnak, 30,7%-

nak mutatkozott a prolin aminosav aranya. Az aminosavak csoportositdsat és megoszlasat a 2.

tablazat mutatja.

Rendezett szerkezetet el6segité aminosavak

Trp Phe Tyr lle Met Leu Val Asn Cys Thr

6 16 13 16 15 67 32 21 21 39

Rendezetlen szerkezetet elésegité aminosavak

Ala Gly Arg Asp His GIn Lys Ser Glu Pro

59 49 47 34 19 34 34 88 45 116

2. tablazat. A Myo16Tail szekvencidaban taldlhaté aminosavak csoportositasa és megoszlasa. Az

aminosavak harom betds kddja alatt lathatd a szekvencidban el6fordulé aminosavak szama.

crer

szubsztiticioil (Ile, Ser, és Pro) [132]. A szekvencia elemzésbdl lathatd, hogy a rendezett
szerkezet jelenlétét jelz6 izoleucin szama kevés, ezzel szemben a rendezetlenséget elésegitd
szerin €s prolin aminosavak szama jelent6s a Myol6Tail szekvenciaban. A szerin és a prolin a

masodlagos szerkezeti elemek kialakulasat gatolja, tovabba a szerin aminosavak nagy szama
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korrelalhat a foszforilacids helyek el6fordulasaval is. Tehat az egyedi aminosav eloszlasok
alapjan feltételezhetjiik, hogy a Myol6Tail rendezetlen szerkezetli C-terminalis fehérje

fragmentum.
4.1.2 Myol6Tail rendezetlenség és szerkezeti dinamika prediktalasa

A Myol6Tail lehetséges szerkezeti dinamikajat kiilonbozé rendezetlenséget eldrejelzo
program kombinacidjaval tanulmanyoztuk: VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és [UPred (9. A
abra). A predikcion a szaggatott vonal alatti rész (<0,5) utal a rendezett fehérje szerkezetre,
mig a szaggatott vonal felett (>0,5) a fehérje rendezetlen szerkezetiinek tekinthetd a szekvencia
alapjan. Az abran szembetiing a jol ismert, alfa-helikalis szerkezettel rendelkez6 1Q motivum
(sziirke téglalap), amely feltehetden rendezettebb szerkezetet mutat [184]. A Myol6Tail C-
terminalis tovabbi része, illetve a NY AP és a prolin-gazdag régiok nagyfoku rendezetlenséget

mutatnak (9. A abra).
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9. abra. A Myo16Tail szerkezeti rendezetlenség valdszinliségének vizsgalata. Az dbrakon az ismert
fehérje motivumokat szines téglalapokkal jeloltiik. Az IQ motivum szlirke, a NHM narancssarga és a
prolin-gazdag régié zold szinnel jeldlve. (A) A Myol6Tail rendezetlen szerkezetének vizsgalata
kiilonb6z6 webszerverek kombinacidjaval tortént: VLXT (fekete), VL3-BA (vildgoskék), VLS2b (sarga),
Ronn (sotétkék), IUPred (rézsaszin). A vizszintes szaggatott vonal kiszobértéke (0,5) felett 50% a
valdszinlisége a rendezetlen szerkezet jelenlétének. Ezen érték alatt pedig a fehérje szerkezete

vélhet6en rendezett és a madsodlagos szerkezeti elemek dominalnak. (B). A rendezetlenség
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konzervaltsaganak vizsgdlata kiilonb6z6 gerinces osztalyok képviseldinél IUPred program segitségével.
Az analizishez a kdvetkez6 UniProt fehérje adatbazisban taldlhaté szekvencidkat hasznaltuk: Homo
sapiens (Hs): Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus
(Gg): XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): AOA5G31JG7, Danio rerio (Dr): F1QESO.

Tovéabb vizsgéltuk a patkdny Myol6Tail feltételezett szerkezeti rendezetlenségét
Osszehasonlitva kiilonb6z0 gerinces osztalyok képviseldinek Myol6Tail szekvenciaival
IUPred webszerver segitségével (9. B abra). Az clemzés soran szembetind a Szerkezeti
rendezetlenség valosziniiségek atfedése az egyes szekvenciak esetében (Homo sapiens (Hs),
Mus musculus (Mm), Rattus norvegicus (Rn), Gallus gallus (Gg), Xenopus tropicalis (Xt),
Danio rerio (Dr)). A funkcionalis fehérje régiok koziil az IQ motivum esetében szintén a
rendezettségre utald szerkezet valoszintisithetd, mig az NHM és a prolin-gazdag régié minden
vizsgalt gerinces faj szekvencidjaban nagymértéki rendezetlenséget valosziniisit. Mindezek
arra utalnak, hogy a rendezetlen fehérje régiok konzervalodtak az evolucid soran.

A Myol6Tail szekvenciat tovabb vizsgaltuk a szerkezeti flexibilitast prediktald
DynaMine program segitségével (10. abra). A predikcio alapjan a Myol6Tail 70%-a
flexibilisnek tekintheté (S? érték <0,7), mig a merev fehérje szerkezet valdsziniisége csak 20%
(S? érték >0,8). Az elemzésben talalhato egy atmeneti régié (S? érték 0,7-0,8), amely a
kontextusfiiggd konformacios sajatsagokra utalhat (10%), pl. partner fehérje kotodésekor a
rendezetlen fehérje konformacié valtozason mehet keresztiil és vehet fel egy rendezettebb
szerkezetet [185]. A DynaMine predikcié alapjan a Myol6Tail szerkezete flexibilisnek
tekinthet6. Jol elkiiloniil a rendezett IQ motivum a predikcioban, ami a merev szerkezeti
régiodban taladlhato. A Myol6Tail C-terminalis tobbi része — magaba foglalva az NHM ¢és a

prolin-gazdag motivumokat — nagymértékii szerkezeti flexibilitas mutat (10. abra).
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10. dbra. A Myo16Tail szerkezeti flexibilitdsanak vizsgalata DynaMine program segitségével. Az

alacsony (<0,7) S? predikcié értékek nagymértékii fehérje szerkezeti flexibilitdsra utalnak, mig a magas

(>0,8) S? értékek a merev, kompakt szerkezet jelenlétét valdszinGsitik. A ferdén vonalkazott tranziens

régié (0,7-0,8 S? predikcids értékek kozott) egy kontextusfiiggs szerkezeti dinamikat feltételez. Az

ismert fehérje motivumokat kilénb6z6 szinl téglalapok jelzik az aminosav szekvencia alapjan. Az IQ

motivum szirke, az NHM narancssdrga és a prolin-gazdag régié zold szinnel van jeldlve.

4.1.3 Myo16Tail poszttranszlaciéos modosulasi helyek predikcidja

A szakirodalom alapjan a rendezetlen fehérjék gazdagabbak poszttranszlacios
modosulasi helyekben, mint a rendezett szerkezetii tarsaik [186]. Ezért a Myol6Tail
szekvenciat tovabb vizsgaltuk PhosphositePlus programmal lehetséges poszttranszlacios
modosulasi helyeket keresve [81]. A referencia alapu predikcid szerint a Myol6Tail 17
foszforilacios helyet tartalmazhat (10 Ser, 4 Thr és 3 Tyr foszforilacios hely). Kézvetlen az 1Q
motivum utan talalhat6 harmadik treonin aminosav egy feltételezett foszforilacids hely, aminek
a poszttranszlacidés modifikacidja a kdnnylilanc kotésben jatszhat szerepet. Tovabbi prediktalt
foszforilacids helyek taldlhatoak az NHM motivumban, tovabba jelentés mennyiségben a

rendezetlen régiokban (11. abra).

43



w
3

Referenciak szama
= = L n w
(e ] [@)] (e ] [4)] (e

=
(@)
T

1200 1400 1600 1800
Aminosavak szama

11. abra. Poszttranszlaciés modosulasi helyek vizsgalata a Myo16Tail szekvencidban. Az dbrdn az
ismert fehérje motivumokat kiilonboz6 szinl téglalapokkal jel6ltik az aminosav szekvencia alapjan. Az
1Q motivum sziirke, az NHM régidé narancssarga, valamint a prolin-gazdag motivum z6ld szinnel jeldlve.

A referencia szamérték nagyobb értéke megbizhatdbb valdszinlséget feltételez.

4.1.4 Myol6Tail szekvencia konzervacio vizsgalata

A Myol6Tail szekvencia konzervaltsaganak tovabbi elemzéséhez a patkany Myol6Tail
szekvenciat hasonlitottuk 0ssze a gerinces osztalyok (emlésok, ragesalok, madarak, kétéltiiek,
halak) képviseldinek Myol6Tail szekvenciaival Clustal-X program segitségével (12. abra)
[82]. A részletes analizisben a szekvencia konzervaltsagar6l és annak mértékérdl kaphatunk
informaciot (teljes konzervaltsag — 100%, erés hasonlosag —80% és gyenge hasonlosag — 60%).
Az eredmények alapjan a Myol16Tail 47% -os teljes szekvencia homoldgiat mutatott, ami utal
az egyes fehérje régidok konzervaltsagara. Az ismert motivumokat vizsgalva az 1Q 86%, az
NHM 49%-ban mutat egyezést, mig a prolin-gazdag motivum minddssze 2,4%-o0s homologiat
mutat (12. abra; 3. tablazat). Tehat a szekvencia analizis alapjan nagymértékti szekvencia
konzervaci6 figyelhetdé meg az ismert motivumok koziil az IQ és NHM motivumban, viszont a
prolin-gazdag régioé nem tiinik konzervaltnak. Mas fehérje régiokban szintén jelentds mértéki
a konzervaltsag, ami arra utal, hogy a prediktalt rendezetlen szerkezetli régiok konzervalodtak
az evollcid soran a gerinces €l6lényekben. Az 6sszehasonlitdé Clustal-X szekvencia analizis
Osszhangban van az IUPred altal vizsgalt gerinces osztalyok képviseldinek szekvencia

egyezésével a rendezetlenség tekintetében (9. B abra).
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A fehérje térszerkezet kialakitasaért elsddlegesen felelds aminosavak hatdrozzak meg a
funkcidt, amelyek nagymértékii konzervalodast mutatnak. Ezért hasonlosagot talalhatunk a
fehérje funkcioban 25%-o0s szekvencia homologia felett [143]. Az irodalmi adatok alapjan a
Myo16Tail szerepet jatszhat neurodegenerativ megbetegedésekben [115,120,122,187,188],
ezért feltételezziik, hogy a konzervalt rendezetlen szerkezetnek funkciondlis jelentdsége lehet
a human Myo16 és a hozzé kapcsolodo neurodegenerativ korképek esetében.

A rendezetlen fehérje szerkezettel Osszefiiggésben 1évO prediktalt poszttranszlacids
modosulasi helyek relevancidjanak megerdsitéséhez tovabbi lehetéséget teremt a szekvencia
Osszehasonlitason alapuld konzervaltsag analizis (12. abra). Ezért azt vizsgaltuk, hogy a
Myo16Tail szekvenciaban milyen mértékii a korabbi fejezetben bemutatott, PhosphoSitePlus
(11. abra) altal prediktalt foszforilacios helyek konzervaltsaga. A lehetséges foszforilacios
helyeket az aminosavak f616tt lathato lefelé mutato piros nyil jelzi (12. abra). Az IQ motivumot
kovetd elsd lehetséges foszforilacios hely (T178) nem mutat hasonlésagot a szekvencia
Osszehasonlitdsban. Harom lehetséges foszforilacids hely taldlhaté az NHM motivumban,
melyek teljes konzervaltsigot mutatnak (100%-os egyezés a gerinces él6lények
szekvenciaiban). Ezek koziil két tirozin (Y416 és Y'#41) szerepét mar korabban leirtak, ahol a
Fyn kinaz altal a tirozin aminosavakon keresztiil foszforilalodott Myo16Tail képes kotddni a
foszfoinozitid 3-kinaz (PI3K) p85 alegységéhez, ezaltal aktivalva a PI3K jelatviteli itvonalat
[53]. A tovabbi lehetséges foszforilacios helyek mind a rendezetlen régiokban talalhatoak és
ezek koziil kilenc foszforilacios hely teljes konzervaltsagot mutat, egy prediktalt szerin gyenge
hasonlosagot feltételez, mig két prediktalt szerin nem mutat egyaltalan homologiat (12. abra).

Osszefoglalva a foszforilacios helyek konzervaltsaganak elemzését azt mondhatjuk, hogy
a 17 lehetséges foszforilacios helybdl 13 konzervalt a gerinces éldlények szekvenciiban,
melyek szinte kivétel nélkiil a prediktalt rendezetlen régiokban taldlhatéak. Az analizis
biologiai relevanciajat tekintve, a konzervalt foszforilacids helyek alapjan feltételezhetjiik,

hogy a Myo16Tail rendezetlen régidinak foszforilacidja fontos szerepet jatszhatott a Myol6

crer
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12. abra. Myo16Tail szekvencia konzervaltsaganak vizsgalata gerinces osztalyok képviselGiben. Az
elemzéshez az UniProt fehérje adatbazisban taldlhaté szekvencidkat hasznaltuk: Homo sapiens (Hs):
Q9Y6X6, Mus musculus (Mm): Q5DU14, Rattus norvegicus (Rn): Q9ERC1, Gallus gallus (Gg):
XP_416950.3, Xenopus tropicalis (Xt): AOA5G31)G7, Danio rerio (Dr): FIQE80. A kilénboz6 szint(i




aminosav konzervaltsag jelolésére kiilonféle arnyékoltsagot és jeloléseket hasznaltunk: fekete (100%)
— teljes konzervaltsag (*), sotétsziirke (80%) — erGs hasonldsag (:) és vildgossziirke (60%) — gyenge
hasonldsag (.). A piros nyilak a PhosphoSitePlus programmal vizsgalt lehetséges foszforilacids helyeket
jelolik. Az ismert motivumokat szines kerettel jel6ltiik: az 1Q sziirke, az NHM narancssarga, mig a prolin-

gazdag régiod z6ld szinnel keretezve.

Myo16Tail szekvencia 6sszehasonlitas gerinces fajokban

Szekvencia dsszehasonlitas Szekvencia egyezés (%)
Teljes szekvencia homoldgia 47

Teljes konzervacio (*) 26,5

Er6s hasonldsag (:) 12,9

Gyenge hasonldsag (.) 7,8

IQ azonossag 86

NHM azonossag 49
Prolin-gazdag motivum azonossag 2,4

3. tablazat. Myo16Tail szekvencia homoldgia 6sszefoglalasa. A tablazat tartalmazza a kilonbo6z6
aminosav konzervaltsagi szintek eloszlasat a teljes szekvencia esetében, valamint az ismert

motivumokra lebontva szazalékos értékben.

4.1.5 Myol6Tail szerkezet modellezése

A Dbioinformatikai szekvencia analizisek alapjan a Myol6Tail szerkezete nagyfoku
rendezetlenséget mutat, habar kisérleteken alapuld szerkezeti adatok nem allnak még
rendelkezésiinkre. Ezért az aminosav szekvencia alapjan |-TASSER (lterative Threading
Assembly Refinement) [174,189] programmal modelleztiik a Myo16Tail lehetséges szerkezetét
(13. abra). A szerkezeti modell eredményeinket 6sszehasonlitottuk a szekvencia elemzésekkel,
amelyek kozott 6sszehang mutatkozott. A szerkezeti modell alapjan a Myo16Tail tartalmaz
lehetséges o-helikalis €s B-lemez masodlagos szerkezeti elemeket, valamint rendezetlen
szerkezeti régiokat. A szerkezeti modell josagat a program megbizhatosagi indexel jellemez,
mely az altalunk generalt modell esetében -1,95 volt. A megbizhatosagi index széles
tartomanyban mozoghat (-5, +2). Minél magasabb az index értéke, annal nagyobb a szerkezeti

modell josdga. Figyelembe véve a szerkezeti rendezetlenséget és a masodlagos szerkezeti
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elemek jelenlétét a modellben feltételezziik, hogy a Myol6Tail fehérje fragmentum szerkezete
leginkabb a molten globula, részben rendezetlen szerkezeti allapotnak felel meg. A molten
globula fehérje szerkezet egy kevésbé kompakt, inkabb flexibilis és dinamikus fehérje

konformaciot takar [190].

13. abra. A Myo16Tail egy feltételezett haromdimenzids szerkezeti modellje I-TASSER szerkezeti
analizis alapjan. Az a-helikdlis (piros), a B-lemez (cidnkék) masodlagos szerkezeti elemek, valamint a
fordulat (z6ld) és a rendezetlen elemek (szirke) szinkéddal vannak jelélve [174]. A piros kordk a

feltételezett rendezetlen régidkban el6fordulé triptofan aminosavakat jelolik.

4.2 MYO16TAIL ELOALLITASA

A hat hisztidin (Hiss) aminosavval fuzionalt rekombinans Myo16Tail és Myol6Tail (-
IQ) fragmentumokat (14. A abra) a klonozast kdvetden bakulovirus/Sf9 rendszerben
bakulovirus hozzdadasaval indukaltuk. Az Sf9 kultarat harom nap utan lecentrifugaltuk és a
sejt pelletet folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd tovabbi felhasznalasig -80 °C-on
taroltuk. A Myo16Tail feltaras soran az St9 sejtlizatum centrifugéalasat kovetden a rekombindns
fehérje fragmentum jelentds része a pellet frakcidban iilepedett. Az alacsony szolubilitas végett
csak denaturaldo modszerrel (GuHCI, urea) sikertiilt oldhat6 allapotban tartani a Myol6Tail-t. A
Myol16Tail fehérjét 6 M GuHCl-el denaturaltuk, majd szolubilis formaban Hise affinitas

szekvencian keresztiil nikkel gyongyokhoz kotottiik egész €éjszakan at torténd kevertetés soran.
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Elészor atfolyattuk a GuHCI-t tartalmaz6 puffer oldatot a nikkel gyongyokon, majd 8 M ureat
tartalmazé csokkend pH sorral mostuk és eludltuk a Myo16Tail-t (pH 7 mosé puffer, pH 6 és
pH 4 eluald puffer). Ezt kovetéen haromlépcesds dializis soran renaturaltuk a Myol6Tail-t. A
dializis utan a mintat koncentraltuk €s végiil egy tisztito6 centrifugalast kovetden jégen taroltuk
a felhasznélasig. A Myol6Tail -80 °C-on taroldsa nem lehetséges, mert a felolvasztast kovetden
a mintaban precipitacio jeleit figyeltik meg mar alacsony fordulatszamu centrifugalas (75 Q)
hatasara. A fehérje expresszio €s a tisztitas soran vett moso ¢és elualo frakciokbol mintat vettiink
és SDS-poliakrilamid gélen elektroforetizaltuk, valamint a fehérje tisztitast anti-His Western
blot modszerrel is megerdsitettiik (14. B és C abra). Minimalis mennyiségili szennyez6 fehérjék
a preparalas végén jelen voltak, viszont ezeket tovabbi tisztitd 1épésekkel (ion gradiens,
gélsziirés, imidazol koncentracid gradiens) sem sikeriilt teljesen elimindlni. A tisztitasi
Myol6Tail jégen tarolva atlagosan két hétig stabil maradt és degradacid jele nem volt

megfigyelhetd.

1Q Myo16Tail
His,
His, “
Expresszié Tisztitas Expresszié Tisztitas
kDa 1 2 3 4 5 6 7 kDa 1 2 3 4 5 6 7
300 - s 300 P " o |
140« 140 - - ‘
- ¢ Myo16Tail —» [l Laa)
100 - | S “"q 100
70 - :_ 704
55 1 i 55
40 - W > 40
254 25
15 —
— 15

14. abra. A Myol6Tail elGallitasanak és tisztitasanak lépései elektroforetikus vizsgalattal.

(A) A Hise affinitas szekvenciaval (kék) jelolt rekombinans Myo16Tail és Myo16Tail (-1Q) konstrukcid
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sematikus dbrazoldsa. A sarga és a sotétzold jelolés az NHM és a prolin-gazdag motivumot jeldli. (B) A
Myo16Tail expresszio és tisztitas |épéseit 10%-os SDS-poliakrilamid gélen vizsgaltuk. A fehérje tisztitas
denaturalé korilmények kozott zajlott (6 M GuHCI), valamint a mosé és ellcids lépések 8 M urea
csokkend pH gradienssel torténtek. A mintdk az elektroferogrammon a kovetkezék: fehérje marker (1),
negativ kontrollként hasznalt Sf9 teljes sejtlizatum (2), Myo16Tail expresszalt teljes sejtlizatum (3), a
denaturalé feltaras 8 M ureat tartalmazo pH 7 mosé frakcidja (4), az eludlas lépései csokkend 8 M urea
pH 6 és pH 4 gradienssel (5, 6), koncentrdlt és tisztitott Myo16Tail (7). (C) A fehérje fragmentum
elGallitdsdnak lépéseit anti-His Western blot segitségével is megerdsitettiik. A Myol16Tail eldcids
Iépéseit és a koncentralt elektroforézishez haszndlt mintat (5, 6, 7) Otszordsre higitottuk a
kemilumineszcens el6hivas tulexponaltsag elkeriilése végett. A nitrocelluldz membranrél az el6hivas
el6tt (fehérje marker lathatd) és utdna is készitettlink felvételt. Végil a két felvételt egymasra

vetitettiik a fehérje mintdk méretének konnyebb meghatarozasa érdekében.

A két rekombinans Myo16Tail konstrukcido molekulatomegét Expasy ProtParam [191]
segitségével szamitottunk (Myol6Tail, MW: 86,47 kDa; Myo16Tail (-1Q), MW: 81,99 kDa)),
viszont a gél elektroforézis soran abnormalis elektroforetikus fehérje migraciot figyeltiink meg
(14. B abra). A Myol6Tail és Myol6Tail (-1Q) latszolagos molekulatomege magasabban,
~120 kDa koriil adodik, ami az SDS és a fehérje molekulak gyenge interakciojabol adodhat. Ez
az eltéro elektroforetikus migraci6 alapvetden az irregularis aminosav 6sszetételbol kovetkezik,
ami a rendezetlen fehérjékre jellemz6 [137,164]. Az SDS gél elektroforézis az els6 kisérleti

indikacio, amely alapjan feltételezhetjiik, hogy a Myo16Tail szerkezete rendezetlen.

4.3 MYO16TAIL SZERKEZETENEK KARAKTERIZALASA
4.3.1 Myo16Tail konformacios tulajdonsagainak vizsgalata

A bioinformatikai szekvencia analizis megerdsitéséhez a kisérletek nagy részében
triptofan fluoreszcencian keresztiil vizsgaltuk a Myo16Tail szerkezeti sajatsagait. A Myol6Tail
rekombinans fragmentum hat triptofan aminosavat tartalmaz. Ezek koziil harom a rendezett
régiokban taladlhato, mig a tovabbi harom triptofan a rendezetlen régidkban a rendezetlenségi
valdszinliség predikcid alapjan. Minddssze egy triptofan helyezkedik el az 1Q motivum
kozelében, két triptofan a rendezetlen NHM régioban, valamint a fennmarad6 harom triptofan
pozicidja nem kothetd ismert szekvencia motivumokhoz (15. abra).

A triptofan aminosavak, mint belsd fluoroférok érzékenyek a lokdlis kornyezeti
valtozasokra [192]. Ezért triptofan fluoreszcencia méréseken keresztiil informaciot nyerhetiink

a fehérje konformaciojarol a hullamhossz fiiggvényében. Ha a triptofanok a fehérje hidrofob
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magjaban talalhatoak, akkor a fluoreszcencia emisszido maximalis hullamhossza ~320 nm is
lehet. Ezzel szemben, mikor a triptofanok flexibilis fehérje régidkban talalhatéak és az oldat
szamara hozzaférhetéek, akkor a maximalis hullamhossz vords eltolodasa figyelhetd meg, ami
350 nm felett is detektalhato [193]. Specialis esetekben kiilonbozd triptofan rotamerek
talalhatoak a fehérjében (rotacidos konformacids izomerek), tovabba a fluoriméter
monokromatorok hulldmhosszra adott valaszatol és a detektoroktdl fiiggden a maximalis

emisszids hullimhossz tovabb is tolodhat ~360 nm fele [193,194].

(IUPred)
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15. adbra. Myo16Tail triptofan aminosavak pozicidja a rendezetlen szerkezet valdszinliségének
fliggvényében. Az ismert motivumok szines téglalapokkal jeldlve: 1Q (sziirke), NHM (narancssarga),

prolin-gazdag régié (zold). A triptofan aminosavak pozicidjat piros pont jeléli.

A kisérletek soran eldszor a Myol6Tail triptofan fluoreszcencia emissziojanak valtozasat
tanulmanyoztuk névekvé GuHCI koncentracio jelenlétében. A mérésekhez G-aktin fehérjét
hasznaltunk kontrollként. A G-aktinban taldlhatdé négy triptofdn pozicidja és a fehérje
masodlagos és harmadlagos szerkezete is jol ismert [195,196]. A kontroll mérés esetében a G-
aktin fluoreszcencia intenzitasa ~38%-kal csokkent, és a maximalis hullimhossz 25 nm voros
eltolodast mutatott 336-361 nm kozott (16. A abra).

A Myol6Tail triptofan fluoreszcencia emisszid maximalis hulldimhossza a mérés soran
denatural6 agens hianyaban ~351 nm volt, valamint a fluoreszcencia intenzitasanak csokkenése
1s kevésbe volt kifejezett (~27%). Ezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a triptofanok
nagyobb mértékben hozzaférhetéek a nativ Myol6Tail fehérjében, mint a G-aktin esetén. A

52



GuHCI koncentracié novelésével a Myol6Tail szerkezet csekély mértékben valtozott,

minddssze 9 nm vords spektralis eltolodas volt megfigyelhetd 351-360 nm kozott (16. B abra).

A B
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16. dbra. Fehérje konformaciés atmenetek vizsgalata triptofan fluoreszcencia emisszié segitségével.
A fehérje kitekeredési kisérletek novekvé GuHCl koncentracid jelenlétében zajlottak. A triptofan
aminosavak gerjesztése 295 nm-en tortént, majd a fluoreszcencia emissziét 300-450 nm kozott
detektaltuk. (A) A kontroll G-aktin fluoreszcencia emisszidja 25 nm vorods eltolédast mutatott 336-361
nm kozott. (B) Ezzel szemben a Myo16Tail konformaciods valtozasa 351-360 nm kozo6tt minddssze 9 nm
spektralis eltolodast eredményezett. Az eredmények harom mérés atlagat mutatjak (n=3).

A maximalis hullamhossz GuHCI koncentracio fiiggése tovabb erdsiti ezt a feltételezést (17.
abra). Az abran jol lathato a kontroll G-aktin és a Myo16Tail konformacios atmeneteinek eltérd
karakterisztikdja. A G-aktin denaturdcié sordn a maximalis hulldmhosszvaltozds meredek
szigmoid tendenciat mutat, ami kooperativ konformaciovaltozasra utal. Ezzel szemben a
Myol6Tail konformécidvaltozadsaban a kooperativitas hidnya figyelheté meg €s csak enyhe
szigmoid valtozast lathatunk a maximadlis hullamhossz értékekben (17. abra). A fehérje
feltekeredés vagy kitekeredés kooperativitdsa jol jellemzi a mdasodlagos és harmadlagos
szerkezet kolcsOnhatdsainak valtozasait. A nagyfoku kooperativitds a globularis, rendezett
fehérje szerkezetre utal, mig az alacsony kooperativitas rendezetlen, flexibilis szerkezetet

feltételez [197,198].
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17. abra. Fehérje kitekeredés konformdaciés atmeneteinek kooperativitasa a triptofan fluoreszcencia
emisszio maximalis hulldmhosszanak fiiggvényében. A spektrumok maximalis hulldmhossz értékeit
abrazoltuk a GuHCI koncentracié figgvényében. Az adatpontokra Boltzmann fliggvényt illesztettlink

(1. egyenlet). Az eredmények harom mérés atlagat mutatjak (n=3, atlag + SD).

A Myo16Tail konformacios sajatsagainak tovabbi tanulmanyozasa érdekében 1-anilino-
8-naftalin szulfonat (ANS) alapu fluoreszcencia emisszios kisérleteket végeztiink. Az ANS
eltérd modon képes kotddni a fehérjék kiilonbozdé konformécidihoz és alkalmas a molten
globula konformacios allapot specifikus karakterizalasara [199]. Az ANS fluoreszcencia
intenzitds valtozasa ¢és a spektralis eltolodas novekvd GuHCI hozzaadasara tiikrézi a fehérje
konformacié mikrokornyezetének valtozasat (rendezett szerkezet — hidrofob, rendezetlen —
poléros kornyezet). Az ANS maximalis fluoreszcencia intenzitasa (kotés telitddés) kifejezetten
a molten globula konformacids allapot esetén jellemzd, az alacsony ANS intenzitas pedig a

rendezett vagy a teljesen kitekeredett fehérjeszerkezetet reprezentalja [199].

Az ANS fluoreszcencia kisérletek elsé felében kontroll méréseket végeztiink G-aktin
fehérjével GuHCI hidnyaban és jelenlétében. A kezdeti G-aktin ANS fluoreszcencia emisszio
GuHCI hianyéaban a legalacsonyabb volt, viszont 1-2 M GuHCI koncentraci6 tartomanyban az
ANS emisszid megndvekedett, ami a fehérjeszerkezet részleges kitekeredésére utal, azaz a
molten globula konformacios atmenet jelenlétére (18. A abra). Magasabb GuHCI
koncentracion (2-4 M) az ANS emisszio ujra lecsokken, ahogy a G-aktin szerkezete teljesen

denaturalodik. A kontroll G-aktin ANS fluoreszcencia eredmények Osszhangban vannak a
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fehérje kétfazist konformacios valtozasaval [200].

A Myol6Tail ANS fluoreszcencia intenzitdsa GuHCI hidnyaban volt a legmagasabb,
majd novekvé GuHCI koncentracio fiiggvényében fokozatosan csokkent (18. B abra). A
Myo16Tail kezdeti magas ANS intenzitasa arra utal, hogy nativ allapotban feltehetéen molten

globula konformécioval rendelkezik.
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18. abra. Fehéje konformaciés atmenetek vizsgalata ANS fluoreszcencia emisszidval. Az ANS
gerjesztése 360 nm-en tortént, mig az fluoreszcencia emissziét 400-650 nm kozott detektaltuk.
(A) A G-aktin ANS fluoreszcencia kisérletek alapjan az intenzitdsa 1-2 M GuHCl koncentracio
tartomanyban volt a legmagasabb, mely utal a kezdeti nem-polaris fehérjeszerkezet kitekeredésére és
molten globula konformacids atmenet jelenlétére (polaris mikrokérnyezet). (B) A Myol16Tail ANS
fluoreszcencia mérések sordn GUHCI hidnydban mértiik a legmagasabb ANS fluoreszcencia intenzitdst,
majd folyamatosan csokkent egyre néveké GuHCl koncentracié mellett. Ezek alapjan a Myo16Tail nativ
konformacidja megfeleltethet6 a molten globula allapotnak. A kisérletek sordn harom mérést

végeztiink (n=3).

Az ANS fluoreszcencia emisszids spektrumok adatai alapjan abrazoltuk a maximalis ANS
intenzitdshoz tartozé hulldmhossz értékeket a GuHCI koncentraci6 fliggvényében.
A G-aktin ANS mérések soran a maximalis ANS intenzitashoz tartozé hullamhossz kétfazisu,
kooperativ kitekeredést feltételez, valamint 1-2 M GuHCI koncentracidé tartomanyban a
maximalis ANS hullamhossz (~480 nm) a molten globula konformaciés allapot jelenlétére utal.

Ehhez képest a Myol6Tail maximalis ANS intenzitashoz tartoz6 hulldmhosszt 480 nm-en
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detektaltuk GuHCIl hidnydban, ami egybeesik a G-aktin molten globula konformacios
atmenetének tartomanyaval (1-2 M GuHCI, ~480 nm). Tovdbbad a Myol6Tail esetében
fokozatos, enyhe szigmoid atmenet figyelhet6 meg a fehérje kitekeredése soran, ahogy
emelkedik a GuHCI koncentracio (19. abra). Tehat a Myol6Tail gyengén kooperativ
denaturaciot mutat és a maximalis ANS intenzitashoz tartoz6 ~480 nm hulldmhossz is arra utal,

hogy a Myo16Tail molten globula konformacioval rendelkezik nativ allapotban.

= G-aktin
15F o Myo16Tail

Maximalis hullamhossz (nm)
A A

[GUHCI] (M)

19. dbra. Fehérje konformaciés atmenetenek kooperativitasa az ANS fluoreszcencia fiiggvényében.
Az ANS fluoreszcencia emisszids spektrumok maximalis intenzitdshoz tartozd hulldmhossz értékeit
abrazoltuk novekvé GuHCI koncentracid fuggvényében. A G-aktin maximalis ANS hulldmhossz
kooperativitasra jellemzé valtozast mutatott a kitekeredés soran. A G-aktinhoz tartozé adatpontokra
Gauss fuggvényt illesztettlink (2. egyenlet). A Myo16Tail maximalis ANS hullamhossz valtozas viszont
alacsony kooperativitast mutatott, ami a kismértékd konformdacid valtozasra utal a kitekeredés sordn.
A Myo1l6Tail adatokra Boltzmann fliggvényt illesztettlink (1. egyenlet). A kisérletek soran végzett

harom mérés adatait atlagoltuk (n=3, atlag + SD).

4.3.2 Myo16Tail triptofan hozzaférhetéség vizsgalata

A triptofan hozzaférhetdség tovabbi vizsgalatahoz triptofan fluoreszcencia kioltas
kisérleteket végeztiink, ami egy széles korben alkalmazott modszer a fehérjeszerkezet és
konformacidés dinamikai tulajdonsagok jellemzéséhez [201,202]. A kontroll G-aktin és
Myo16Tail steady-state triptofan fluoreszcencia emisszid kioltasat akrilamid segitségével

végeztiik. A Stern-Volmer egyenlet alapjan abrazoltuk és meghataroztuk a Stern-Volmer
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egyiitthatokat. A G-aktin kontroll mérésnél alacsonyabb (Ks=1,98 + 0,01 M?), mig a
Myo16Tail esetében magasabb Stern-Volmer egyiitthatokat kaptunk (Ksy=2,59 + 0,01 M1), ami
utal a Myol6Tail nagyobb triptofan hozzaférhet6ségére és a dinamikus konformacio
valtozasara (20. A abra). Megfigyelhet6, hogy a Myol6Tail esetében a Stern-Volmer féle
abrazolas eltér a linedristol és jobb illesztést kaphatunk, ha quadratikus polinom fiiggvényt
illesztiink a felfelé gorbiil6 tendenciat mutato adatpontokra (20. A abra). A Myol6Tail
fluoreszcencia emisszié kioltas linearis tendenciatol vald eltérése arra utal, hogy nem csak
dinamikus kioltas tortént, hanem statikus kioltas is jelen volt. A statikus komponens jelenléte
magyarazhat6 az ugynevezett ,,s6tét komplex” kialakuldsaval, ami soran az akrilamid kioltd
molekula nemfluoreszcens komplexet alkot a triptofan intrinzik fluoroflorokkal [203]. A ,,sotét
komplexek™ nem gerjeszthetok, mivel a fluoroférok gyors hozzaférhetésége miatt még a
gerjesztés eldtt megtorténik a kioltds, igy a ,,s6tét komplexek” nem jarulnak hozza az id6fliggd
fluoreszcencia spektroszkopiai mérések soran végzett triptofan fluoreszcencia élettartam

kioltas eredményekhez.
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20. abra. Triptofan hozzaférhetdség vizsgdlata fluoreszcencia kioltas kisérletekkel. (A) Triptofan
fluoreszcencia emisszid kioltasa akrilamid kioltd segitségével. Az adatokat a klasszikus Stern-Volmer
egyenlet segitségével illesztettilk és meghataroztuk a K. értékeket (+SD) (az illesztett egyenes
meredeksége). (B) Triptofan fluoreszcencia élettartam kioltas vizsgalata id6figgd spektroszkdpiai
maodszerrel. Az adatokat a fluoreszcencia élettartamra vonatkoztatott Stern-Volmer egyenlet alapjan

illesztettiik. Az eredményeket harom mérést kovetben atlagoltuk (n=3, atlag + SD).
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Akrilamid G-aktin Myo16Tail

c (M) T(ns) £SD 1 (ns) xSD

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. tablazat. Triptofan fluoreszcencia élettartam az akrilamid koncentracié fiiggvényében.

Az eredmények harom mérés atlagat mutatjak (n=3).

A triptofan fluoreszcencia élettartam kioltdas mérések esetében a ,,sotét komplex”
kialakulasa nem befolyasolja a fluoreszcencia élettartamot. Abban az esetben, ha csak statikus
kioltas — és ,,sotét komplex” formalds — torténik a to/t Stern-Volmer abrazolas vizszintes,
egyenes vonalat eredményezne. Dinamikus kioltas esetén a steady-state mérésekhez hasonldan
egy Ksv meredekségli egyenest varnank. A triptofan fluoreszcencia kioltasban szerepet jatszo
statikus komponens jelenlétének tovabbi vizsgalatdhoz iddkorrelalt egy foton szamlalas
modszerén alapuld kisérleteket végeztink. A kontroll G-aktin triptofan fluoreszcencia
¢élettartam kioltas Stern-Volmer féle abrazoldsa linedris, ami alapjan arra kovetkeztethetiink,
hogy a kioltas dinamikus (20. B abra; 4. tablazat). A kontroll G-aktin triptofan fluoreszcencia
¢lettartam kioltas esetében az atlagos triptofan fluoreszcencia élettartam lineéris csokkenést

mutat a novekvo akrilamid koncentracio fliggvényében (20. B abra; 4. tablazat).

A kontroll mérésekkel ellentétben a Myol6Tail triptofan fluoreszcencia kioltas Stern-
Volmer 1o/t értékei enyhe emelkedést mutattak 0,5 M akrilamid koncentraciodig, ezt kdvetéen
viszont a Stern-Volmer abrazolas ellaposodé tendenciat mutat (20. B abra). Az eredmények
alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a dinamikus kioltas mellett a statikus komponens is
jelentésen mértékben hozzajarul a Myol6Tail triptofan fluoreszcencia kioltashoz. A triptofan
fluoreszcencia ¢lettartam atlag értékeket vizsgalva lathatd, hogy az élettartam meredeken

csokken 4,1-3,12 ns kozott 0,26 M akrilamid hozzaadasara. Magasabb akrilamid koncentracion
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(0,48-1,09 M) viszont az atlagos triptofan fluoreszcencia élettartam csak kis mértékben valtozik
(~2,8 ns) (4. tablazat).

Tehat az id6korrelalt triptofan fluoreszcencia kioltas mérések soran a novekvé akrilamid
koncentracio hatdsara csokkend Myol6Tail triptofan fluoreszcencia intenzitast eredményezett,
amely arra utal, hogy 0,5 M akrilamid koncentréaci6 felett a triptofanok ,,s6tét komplexet”
alkotnak a kioltd6 molekulakkal. A kioltasos kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a
Myo16Tail szerkezetében talalhato triptofanok jelentés mértékben hozzaférhetéek az oldat és

az akrilamid szamara.

4.3.3 Myol6Tail szerkezeti kooperativitasa

Tovabb vizsgilva a Myol6Tail konformaciés tulajdonsédgait steady-state triptofan
anizotropia, idOkorreldlt triptofan élettartam, valamint anizotropia lecsengés méréseket
végeztiink GuHCI hozzdadasaval. Eldszor steady-state triptofan fluoreszcencia anizotropia
kisérletekben hasonlitottuk 0ssze a kontroll G-aktin és a Myol6Tail anizotropia sajatsagait
novekvé GuHCI koncentracié fiiggvényében (21. A, B abra). A kontroll esetben kétlépcsos
triptofan anizotropia valtozas figyelhetd meg a GuHCI fliggvényében. Az elsd fazisban,
alacsony GuHCI koncentracion az anizotropia ndvekszik, ami a G-aktin nativ szerkezetbdl
inaktiv allapotba torténé konformacios atmenetét jelzi. Ezt kovetéen egy meredek anizotropia
csokkenés kovetkezik be, amikor az inaktiv G-aktin denaturalodik, utalva a fehérje kitekeredés
kooperativ jellegére (21. A abra). A G-aktin triptofan fluoreszcencia anizotropia kisérleteink
Osszhangban vannak korabban leirt eredményekkel [200].

A Myol6Tail triptofan fluoreszcencia anizotropia egyfazisu, monoton csdkkenést
mutatott a GuHCI koncentraci6 fliggvényében, hasonléan a fluoreszcencia emisszios
eredményekhez (16. A, B; 17. abra). Az gyengén kooperativ denaturaciora utald tendencia
[204], ami a maximum hullamhossz és az anizotropia eredményeknél is megfigyelhetd tovabb
er6siti  a Myol6Tail feltételezett rendezetlen szerkezeti sajatsagaira vonatkozod

elképzeléseinket.
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21. dbra. Konformacids atmenetek vizsgalata steady-state anizotrépiaval. (A) Kontroll G-aktin és (B)
Myo16Tail triptofan anizotrépia novekvé GuHCI koncentracié fliggvényében. A triptofan gerjesztés 295
nm-en, mig az emisszié detektdlas 350 nm-en tortént. A mérések soran az adatokat atlagoltuk (n=3,

atlag £ SD).

4.3.4 Myol16Tail konformacios dinamikaja

A tovabbiakban id6korrelalt egyfoton szdmlalds modszerével vizsgéltuk a fehérjék
konformécios dinamikdjat triptofan €lettartam ¢€s anizotropia lecsengés kisérleteken keresztiil
novekvé GuHCI koncentracio fiiggvényében. Az atlag triptofan fluoreszcencia élettartamot
abrazolva hasonlo kétfazist tendenciat kaptunk a kontroll G-aktin esetében, valamint fokozatos
egyfazisu csokkenés figyelheté meg a Myol16Tail adatokban a GUHCI denaturacio hatasara (22.
A, B abra; 5. tablazat), ugy mint a steady-state anizotropia méréseknél (21. A, B abra).
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22. dbra. Konformdacids atmenetek vizsgalata triptofan élettartam mérésekkel id6korrelalt egy foton
szamlalas maddszerével. (A) Kontroll G-aktin és (B) Myo16Tail triptofan fluoreszcencia élettartam
novekvé GuHCl koncentracié flggvényében. Az id6fiiggd nyers élettartam lecsengési adatokat a
beillesztett abrak mutatjak. A triptofan aminosavak gerjesztése 295 nm-en, mig a fluoreszcencia jel
detektdlasa 350 nm-en tortént. A kisérletek soran hdrom mérést végeztiink és ezeket atlagoltuk (n=3,

atlag + SD).

Id6fiiggd triptofan anizotropia lecsengés kisérletekkel tovabb vizsgaltuk a Myol6Tail
konformacios dinamikai jellegzetességeit. A 42 kDa molekula tomegti kontroll G-aktin
triptofan rotacids korrelacios idok valtozasa hasonld tendenciat mutatott a triptofan élettartam
mérésekben megfigyeltekhez, amit magyarazhat a fehérje két, egymast koveté konformacios
atmenete a denaturaci6 soran (23. A abra; 5. tablazat). A kontroll mérés soran kapott G-aktin
triptofan rotacios korrelacios idok 6sszehangban vannak a korabban leirt eredményekkel [205].
A G-aktin triptofan rotacios korrelacios id6 ~26 ns volt a denaturalé agens hianyaban, amely a
GUHCI hozzaadasra csokkend tendenciat mutatott (23. A abra; 5. tablazat). A rotacios
korreléacids 1d6k a fehérje egészének mozgasat reprezentaljak. A csokkend rotacios korrelacios
1dok a megnovekedett triptofan mobilitasra utalnak az adott fehérje szegmensben, ami a fehérje
denaturacio kovetkezménye (5. tablazat).

A Myol6Tail anizotropia lecsengése kiilonbozik a kontroll mérésektdl. Az adatokra két
exponencialis fliggvényt illesztve két komponens figyelheté meg a triptofanok forgasaban.

A GuHCI hidnyaban egy gyors ~1 ns és egy lassi ~33 ns rotaciés korrelacidos komponenst
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hataroztunk meg (23. B abra; 5. tablazat). A gyors komponens a triptofan aminosavak sajat
forgasara utal és nem jelenik meg a G-aktin esetében, mivel a triptofanok a globularis fehérje
szerkezetben egyiitt forognak a fehérjével. A Myol6Tail esetén mért lassabb kezdeti ([GUHCI]
= 0 M) rotacios korrelacids id6 (~33 ns) gyakorlatilag egyenlé a molekulatomeg (86,47 kDa)
¢s a kisérletes Gton szdrmaztatott képlet (Ppror = 1 kV—T =M(U+ h) 1:7) alapjan szamitott
triptofan rotacios korrelacios idével [206]. A GuHCI koncentraciot névelve lassu csokkenés
figyelhet6 meg a Myol6Tail triptofanok két komponensének forgasaban, ami a fokozott
rotacios dinamikara utal. A Myol6Tail mérés soran kapott eredmények arra utalnak, hogy a
triptofanok legalabb egy része hozzaférhetObb az oldat szamara, szemben a G-aktinban
talalhato triptofanokkal. Tovabba az eredmények korrelalnak a triptofan aminosavak
lokalizacigjaval (15. abra), miszerint a triptofanok egy része a rendezett Myol6Tail fehérje

régiokban talalhatd, mig masik része inkdbb a rendezetlen szegmensekben.
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23. abra. Id6korreldlt egyfoton szamlalds modszerével végzett triptofan anizotropia lecsengés
mérések eredményei. (A) Kontroll G-aktin és (B) Myo16Tail triptofan anizotrdpia lecsengés novekvd
GuHCl koncentracio fliggvényében. A gerjesztés 295 nm-en tortént, az anizotrépia lecsengés

detektdladsa pedig 350 nm-en. A kisérletek sordn harom mérést végeztiink (n=3).
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GuHcCl G-aktin Myo16Tail

c(M) <t(ns) *SD O(ns) +SD T (ns) *SD O;(ns) *SD O;(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 04 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. tablazat. Az idékorrelalt egyfoton szamlilas modszerével végzett Kisérleti eredmények

osszefoglalasa. Az eredmények harom mérés atlagat mutatjdk (n=3).

Tehat a steady-State és id6fiiggd triptofan fluoreszcencia denaturacios kisérletek csekély,
de dinamikus Myol6Tail konformacié véltozasra utalnak. Tovabbd ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a rendezetlen régiok mellett masodlagos és harmadlagos szerkezeti
elemek is jelen vannak a Myol6Tail szerkezetében, valamint lehetséges, hogy a Myol6Tail
bioldgiai funkcid soran (fehérje interakciok) kontextus fliggd konformacié valtozasokon mehet

keresztiil.

4.3.5 Myol6Tail masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata

A Myol6Tail szerkezetének részletesebb megismerése érdekében Cirkularis dikroizmus
(CD) spektroszkopiai méréseket végeztiink. A tavoli ultraibolya (190-250 nm) tartomanyban
mért CD spektrum elemzésébdl informaciot nyerhetiink a fehérjék masodlagos szerkezetérol,
illetve a strukturalis elemek aranyarol [207].

A Myol16Tail CD spektruma tartalmaz egy negativ minimum (205 nm), egy pozitiv
maximum csucsot (190 nm), valamint egy jellegzetes hullamhossz tartomanyt 215-225 nm
kozott. Ezek a hullamhossz értékek ¢€s tartomdnyok az a-hélix és B-lemez masodlagos
szerkezeti elemekre jellemzoek. Tovabba a viszonylag nagy negativ minimum (205 nm) és a
gyenge pozitiv maximum (190 nm) a CD spektrumon a rendezetlen szerkezet jelenlétére is utal
(24. A abra). A Myol16Tail masodlagos szerkezet analiziséhez a dekonvolucios algoritmusra
épiilé BestSel programot hasznaltuk [182,208,209]. A BestSel egy uj moddszer, amelynek
segitségével az a-helikalis és B-lemez szerkezeti elemek tipusa és aranya meghatarozhatd, ugy
mint, példaul paralell és antiparalell B-lemez szerkezeti elemek. Az antiparalell B-lemez

szerkezet 3 tipusat lehet elkiiloniteni, anti 1 (balra csavart), anti 2 (relaxalt) és anti 3 (jobbra
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csavart) 3-komponens. A Myo16Tail CD spektrum analizise 19,5% a-hélix és 21,3% B-lemez
masodlagos szerkezeti elemet mutatott ki. Habar a rekombinans Myo16Tail tartalmazza az 1Q
motivumot, mely f6ként a-hélix masodlagos szerkezeti elemeket tartalmaz [184] nem
val6szinill, hogy hozzajarul a 19,5%-os hélix tartalomhoz. Az IQ minddssze 3,9%-at teszi ki a
teljes Myol16Tail szekvencianak, ezért a helikalis szerkezeti elemek a farok régioban vannak
talsalyban. Tovabbi szerkezeti elemek jelenléte szintén fontos a fehérje szerkezet
karakterizalasaban. Az ugynevezett fordulat (turn) 15,2%-ban €s a rendezetlen szerkezeti
elemek 44%-ban talalhatoak meg a Myol6Tail-ben, melyek aranya jelentds, 6sszesen 59,2%-
ot tesz ki. A nagymértékii Myo16Tail rendezetlenség a CD spektroszkopiai alapjan egybevagd
eredményt mutat az aminosav szekvencia alapjan végzett bioinformatikai analizissel (2.
tablazat). A szerkezeti elemek megoszlasat a 6. tablazat foglalja 0ssze. Tovabba emlitésre
méltd, hogy a masodlagos szerkezeti elemek jelenléte megerdsiti a rekombinans Myol6Tail
miszerint a nagymértékben rendezetlen fehérjék rendezetlen régioit bizonyos esetekben anti 3
B-lemez komponensekként osztalyozza [209], ami a jelenlegi esetben azt is jelentheti, hogy a
Myol6Tail rendezetlensége feltehetben még jelentdésebb. Eredményeinket hasonld

szakirodalmi adatok is megerdsitik [210].
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24. dbra. Masodlagos szerkezet vizsgalat CD spektroszkopia segitségével. A CD spektrumok felvétele
a tdvoli UV hulldmhossz tartomdnyban toértént. A spektrumokon a hulldmhosszt abrazoltuk az
ellipticitas fuggvényében. (A) Myo16Tail (1,1 mg/ml) CD spektruma (fekete) és az illesztés abrazolasa

(piros) BestSel webszerver segitségével tortént. (B) A hédenaturaciés CD spektroszkdpiai mérések
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soran 10 °C-os lépésekben regisztraltuk a spektrumokat 10 és 100 °C kozétt. A Myol6Tail
koncentracidja a fehérje aggregacid elkeriilése érdekében 0,1 mg/ml volt. A nyil a valtozas irdnyat

mutatja. A kisérletek soran harom mérést végeztiink (n=3).

Masodlagos szerkezeti elemek (%)

Helix 1 (szabalyos) 12,4

Helix 2 (torzult) 7,1
Anti 1 (balra csavart) 0

Anti 2 (relaxalt) 5,4

Anti 3 (jobbra csavart) 15,9
Fordulat (turn) 15,2

Rendezetlen 44

6. tablazat. Myol6Tail mdasodlagos szerkezeti elemek Osszefoglalasa. A tablazatban a BestSel

program altal szamitott mdasodlagos és rendezetlen szerkezeti elemek %-o0s ardnyai lathatdak.

A masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata utan hédenaturacios CD spektroszkdpiai
méréseket végeztliink. A kisérletek sordn a Myol6Tail fehérje mintat 10 és 100 °C kozott
felfutottik, 10 ©°C-0s 1épésekben regisztralva a CD spektrumokat (24. B abra).
A Myol6Tail a hddenaturacid hatdsara fokozatos, de csekély mértékii spektralis valtozast
mutatott, ami szintén az alacsony kooperativ denaturaciét tamasztja ald és a kompakt
fehérjeszerkezet hidnyat. A BestSel elemzés ~7% a-hélix tartalom csokkenést és ~5%
rendezetlenség emelkedést mutatott ki. A B-lemez szerkezeti elemek aranya szintén emelkedett
~4%-al, viszont ez feltehetden a magas homérsékleten végbemend részleges fehérje
aggregacionak koszonheto.

A Myo16Tail CD adatok alapjan (24. A abra) kiszamoltuk az egy aminosavra vonatkozo
molaris ellipticitas (0) értékeket a 8. egyenlet segitségével, 222 ¢és 220 nm-en ([0]222= -5813
deg cm? dmol™ és [0]200= -8865 deg cm? dmol™). A molaris ellipticitas értékeket egy kettds
hullamhossz abrara vetitettiik ra (piros szaggatott vonal), ahol fehérjék kiilonb6z6é mértékii
rendezetlen konformacios allapotainak populécioi keriiltek csoportositasra molaris ellipticitas
alapjan Uversky ¢és Fink altal [181]. A moddositott abran a Myo16Tail konforméacidja (piros
szaggatott vonal metszéspont) a molten globula (MG) és a pre-molten globula (PMG)

populaciok kozé esik (25. abra).
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25. abra. Myo16Tail rendezetlenség karakterizalasa molaris ellipticitas alapjan. A Myo16Tail tavoli-
UV CD adatok szarmaztatott moldris ellipticitds értékeinek abrazoldsa 222 nm-en és 220 nm-en [0]22,= -
5813 deg cm?dmol™ és [0],00= -8865 deg cm?dmol™). Az dbra Uversky és Fink alapjan mddositva [181],
ahol a piros szaggatott vonalak metszéspontja jelzi a Myo16Tail konformacids allapotat. Az dbran a
szines korok kiilonb6z6 fehérjék rendezetlen konformdcios allapotainak csoportositasat mutatja be a
rendezett allapottdl kezdve a rendezetlen fehérje szerkezetig az alabbiak szerint: nativ (z6ld-N), molten

globula (sotét kék-MG), pre-molten globula (ciankék-PMG), amiloid intermedierek (piros) a PMG

csoporttal atfedve és rendezetlen konformacié (sarga-U).

Tehat a CD spektroszkopiai mérési eredmények alapjan a Myol6Tail rendezett és
rendezetlen fehérje régiokat is tartalmaz, valamint molten globula konformacioval
rendelkezhet, alatimasztva ezzel a triptofan és ANS fluoreszcencia spektroszkopiai kisérleti
eredményeinket. Tovabba a CD spektroszkdpiai eredmények 6sszhangban vannak a Myo16Tail
haromdimenziés szerkezeti modellel, miszerint tartalmaz masodlagos szerkezeti elemeket és

szamottevO aranyban rendezetlen fehérje régiokat is (13. abra).

4.3.6 Myol6Tail termodinamikai stabilitaisanak karakterizalasa

A differencialis pasztazo kalorimetria (DSC) egy széles korben alkalmazott
szerkezetvizsgaldo modszer, ami a fehérjék termodinamikai stabilitasarol ad informaciot [211].
Nem csak a globularis fehérjék szerkezetvizsgalatara alkalmas, hanem a rendezetlen fehérjék
szerkezeti allapotairdl is nyerhetiink adatokat [212]. A rendezetlen fehérjék nem rendelkeznek
kompakt, harmadlagos szerkezettel, ezért nem figyelheté meg valdés endoterm kooperativ

denaturacio a kalorimetriai mérések soran. Tovabba a rendezetlen fehérjék oldatnak Kkitett
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hidroféb csoportjai miatt konnyen kialakulhat oligomerizacié ¢és/vagy aggregacio. Az
oligomerizacié és/vagy aggregacié masodlagos szerkezeti elemek kialakulasat, szerkezet
felvételét segitheti e¢lé a rendezetlen fehérjékben, ezért exoterm folyamatként jellemezhetd
[212]. Ez az exoterm folyamat kooperativ termikus feltekeredésben nyilvanulhat meg [213],
feltehetben a homérséklet novekedése miatt bekovetkezd hidrofob kolcsonhatasok
erdsddésének kdszonhetden [214].

DSC kisérleteink els6 fazisaban 0,3 K/perc felfiitési sebességgel denaturaltuk a kontroll
G-aktin és Myo16Tail fehérje mintakat 20-100 °C kozott. A G-aktin a globularis szerkezetbél
adodoan kooperativ denaturacidval jellemezheté 50-60 °C-os tartomanyban, ahol az olvadasi
hémérséklete 54,98 °C (Tm, az olvadasi hdmérséklet, ahol a felfitdtt minta 50%-ban denaturalt
allapotban van) (26. A abra). A G-aktin olvadasi hémérséklete konzekvens az irodalmi
adatokkal [215].

A kontroll mérésekkel szemben a Myol6Tail nem mutatja egyértelmi jelét endoterm,
kooperativ denaturacionak, habar kismértékii endoterm héaram valtozasok megfigyelhetdek
55-70 °C-os tartomdnyban, ami utalhat a masodlagos szerkezeti elemek kitekeredésére. A
Myol6Tail rendezetlen szerkezetébdl adoddan sokkal inkabb gyors aggregécio kialakulasa,
majd az aggregatumok lassu denaturacidja, olvadasa dominal 50 °C felett, ami a héaram
folyamatos negativ iranyt viszonylag nagymértéki endoterm csokkenését eredményezheti (26.
A abra). A feltételezett aggregacio miatt exoterm iranyl héaram valtozast varnank, ez a 0,3
K/min felfiitési sebesség esetén lezajlott eredményekben nem tiikr6zddik. Feltehetden a 0,3
K/min felfiitési sebesség gyors aggregaciot okozhat az érzékeny, rendezetlen fehérjék esetében
¢és ezért mar csak a Myol6Tail aggregatumok olvadasa, endoterm denaturacioja figyelhetd meg.
Az alkalmazott fehérje koncentracio limitald tényezo lehet a kalorimetrias mérésekben, mivel
a rendezetlen fehérjék magasabb koncentracion hajlamosabbak az aggregacidra, viszont a
microDSC késziilék limitacidja 1 mg/ml-es fehérje koncentracio.

A feltételezett aggregacid megerdsitése érdekében alacsonyabb felfiitési sebességen is
végeztiink méréseket (0,1 K/min). A lassabb felfiitési sebesség esetén széles homérsékleti
tartomanyban tapasztaltunk exoterm kooperativ hdaram valtozast (45-80 °C), ami aggregaciora
utalhat (26. B abra). A rendezetlen Myol6Tail exoterm termikus feltekeredésen mehet
keresztiil a hidrofob kolcsonhatasok erdsségének novekedése miatt, amit a lassabb

hémérsékletnovekedés okozhat.

A Myol6Tail kalorimetrias mérések alapjan alacsony termodinamikai stabilitas és a

crcr
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(0,3 K/min), ami gyors fehérje aggregacioval és ezek olvadasaval parosulhat, de az
aggregatumok olvadasa miatt endoterm folyamatként lathatjuk. Alacsonyabb felfiitési sebesség
mellett (0,1 K/min) exoterm kooperativitast detektaltunk, ami valdszinlileg a hidrofob

kolesonhatdsok novekedésébdl szarmazd exoterm termikus szerkezeti feltekeredésnek

koszonheto.
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26. abra. A Myo16Tail termodinamikai stabilitasanak jellemzése. (A) A kontroll G-aktin endoterm
kooperativ denaturacidt mutat (T»=54,98 °C). A Myo16Tail esetében nem tapasztalhato kooperativitas
a szerkezet kitekeredésben 0,3 K/min felfiitési sebesség mellett. Sokkal inkabb fehérje aggregaciéra
utalé nem-kooperativ negativ h6aram novekedés figyelhet6 meg (endoterm). (B) Lassabb felf(itési
aggregacid jeleit mutatta (exoterm). A G-aktin (0,3 K/min) és Myo16Tail (0,1 K/min) h6aram adatokra
Gauss illesztést alkalmaztunk (zold vonal). A nyilak a pozitiv irdnyd exoterm és a negativ iranyu

endoterm folyamatokat mutatjak. A kisérletek soran harom mérést végeztiink (n=3).

4.4 MYOI16TAIL FUNKCIONALIS VIZSGALATA
4.4.1 Myol6Tail funkcionalisan aktiv és kolcsonhat a Myol6Ank doménnel

A renaturdlt Myol6Tail aktivitdsdnak tesztelése érdekében steady-state anizotrdpia
segitségével vizsgaltuk a rekombindns fehérje fragmentum lehetséges interakcios
tulajdonsagait. Szamos miozin C-termindlis farok régid esetében ismert, hogy képes
intramolekularis kolcsonhatas révén kotdédni a polipeptidlanc N-terminalis végéhez egyfajta

visszacsatolo mechanizmussal (miozin IIA, V, VI, VII, X) [39,41,42,216,217]. Ez az
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autoregulacids interakcid altalaban negativan befolyasolja a miozin motor domén enzimatikus
aktivitasat [30]. Korabban Kengyel és munkatarsai vizsgaltak az N-terminalis Myol6Ank
lehetséges intramolekularis hatasat a modellként hasznalt nyal vazizom nehéz meromiozin 11
(skHMM) és a nem-izom miozin 1B motor aktivitasra koszedimentacios és feliileti plazmon
rezonancia kisérletekben. Eredményeik alapjan a Myol6Ank kotddik a skHMM-hez
mikromoldris affinitassal és megnoveli a motor domén aktin-aktivalt Mg?*-ATP4z aktivitasat
[43]. A fent emlitett irodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a C-terminalis Myo16Tail
kotédhet az N-terminalis Myol6Ank doménhez és ezaltal indirekt modon szabalyozhatja a
Myol6motor domén aktivitasat a Myol6Ank:Myol6motor komplexen keresziilt. Ezért steady-
state fluoreszcencia anizotropia kisérleteket végeztiink a Myol6Tail és Myol6Ank domén

kozott feltételezett interakcid vizsgalatara (27. abra).
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27. abra. A C-terminalis Myo16Tail k6t6dik az N-terminalis Myo16Ank doménhez. (A) A steady-state
anizotrépia kisérletekben 1,2 uM Alexa568-jelolt Myol6Ank anizotrépidjat vizsgaltuk novekvé
Myo16Tail koncentracié figgvényében. A disszociacios egyensulyi dllando (Kp) értéke 2,5 uM £ 0,2 uM-
nak adddott. (B) 1 uM Alexa568-jelolt Myol6Ank steady-state anizotrdpia vizsgdlata IQ motivumot
a Kp értéke 5,6 + 0,02 uM-nak addédott. A szaggatott vonalak a kvadratikus kotési egyenlet alapjan
tortént illesztést mutatjak (5. egyenlet). A kisérletek sordn harom mérést végeztiink és ezek atlagat

abrazoltuk (n=3, atlag £ SD).

A mérések soran az Alexa568-jelolt Myol6Ank steady-state anizotropia valtozasat

vizsgaltuk a két rekombindns Myol6Tail novekvé konentracioban torténd hozzaadasaval.
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A kisérletek elsé felében az 1Q motivumot is tartalmazé Myol6Tail emelkedd koncentracid
jelenlétében megnovekedett Alexa568—Myol6Ank anizotropiat tapasztaltunk. A kvadratikus
egyenlet (5. egyenlet) segitségével szamolt Myol6Ank:Myol16Tail disszociacios egyensulyi
allando (Kp) értéke ~2,5 uM volt (27. A abra). Az anizotropia mérések masodik felében az IQ
motivumot nem tartalmazé Myol6Tail (-1Q) névekvd koncentracid jelenlétében hasonldan
novekvé Alexa568—Myol16Ank anizotropia valtozast mértiink. A Kvadratikus illesztés alapjan
a Myol6Ank:Myol6Tail (-1Q) disszociacios egyensulyi konstans (Kp) értéke ~5,6 uM volt
(27. B abra).
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28. abra. A Myo16lQ gyengén kotddik az N-termindlis Myol6Ank doménhez. A steady-state
anizotrépia kisérletekben 1 uM Alexa568-jeldlt szintetizalt Myo161Q anizotrdpia valtozasat vizsgaltuk
novekvé Myol6Ank koncentracido fliggvényében. A Myol6lQ:Myol6Ank komplex disszociacios
egyensulyi dllandéjanak (Kp) az illesztés alapjan meghatdrozott értéke 16,04 + 2,9 uM volt. A szaggatott
vonal a kvadratikus kotési egyenlet alapjan tortént illesztést mutatja (5. egyenlet). A kisérleti

eredményeket harom mérést atlagolva adbrazoltuk (n=3, atlag £ SD).

Tovabba kivancsiak voltunk arra, hogy Onmagaban a Myol6IQ motivum milyen
mértékben befolyasolja a Myol6Tail kotddését a Myol6Ank-hoz. Ezért szintetizalt Myo161Q
motivumot Alexa568 fluoreszcens festékkel jeloltiink és steady-state anizotropia kisérletek
soran novekvd koncentracioban jeldletlen Myol6Ank-ot adtunk 1 pM Alexa568—Myo0161Q-
hoz. Az eredmények alapjan a Myol6IQ:Myol6Ank komplex disszociacios egyensulyi
allandojanak (Kp) értéke ~16 uM-nak adodott (28. abra).
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A steady-state anizotropia eredmények alapjan a Myol6Tail hasonlo, viszonylag gyenge
(uM) affinitassal kotédik a Myol6Ank-hoz az 1Q jelenlétében vagy hidnyaban is, viszont az 1Q
befolyasolhatja ezt a kotddést. Ez a viszonylag gyenge affinitas gyakori a szabalyozasi funkciot
ellaté rendezetlen szerkezetii fehérjék kozott [143]. Az anizotropia eredményeink egyrészt
igazoljak, hogy a rekombinans Myol6Tail aktiv, legalabb is a Myol6Ank koélcsonhatas
tekintetében, masrészt a Myol6Tail egy 0j funkcidjara deriilt fény a Myol6Ank interakcion
keresztiil. A kotddés affinitds tartomanya konzisztens a Myol6Tail feltételezett szerepével,
miszerint egy multifunkcionalis interakcios felszint biztosithat a PI3K jelatviteli folyamatok

résztvevbéi szamara: PI3K, WRC [53] és a Myol6Ank kotésen keresztiil feltehetéen

crcr

4.4.2 Myol16Tail nem befolyasolja az aktin polimerizaici6 dinamikajat

Korabban Cameron ¢és munkatarsai kolokalizaciot mutattak ki COS7 sejtekbe
transzfektalt GFP-Myol16Tail és nuklearis aktin filamentumok, valamint profilin-asszocialt
struktarak kozott [36]. Tovabba ismert, hogy a Myol6 szerepet jatszik az aktin citoszkeleton
atrendez6désében [53,57]. A Myol16Tail prolinban gazdag, ezért a profilin fehérje potencialis
interakcios partnere lehet a Myol6 kozvetitette molekularis folyamatokban. Alternativ

utvonalként a profilin kdtésen keresztiil befolydsolhatja az aktin sejtvaz dinamikajat.

A Myol6Tail prolin-gazdag régio feltételezett szerepét célzo kisérletek elsé felében
steady-state fluoreszcencia anizotropiaval vizsgaltuk az Alexa568—jelolt profilin 1 izoforma
(PFN1) anizotropia valtozasat novekvé Myol6Tail hozzaadasra. Az eredmények alapjan az
Alexa568—profilin anizotropia valtozasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget és konzekvens
novekedést Myol6Tail emelkedé koncentracido hozzaadasara sem (29. A abra). Tovabbi
kisérletekben vizsgaltuk, hogy a profilin—G-aktin komplex befolyasolja-e a feltélezett
Myol6Tail affinitast a profilinhez. A kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy ha a profilin komplexet
alkot a G-aktinnal, akkor a profilin felvesz-e egy, a Myol6Tail kotés szamara kedvez6bb
konformaciot vagy sem. A kontroll mérések soran a Myol6Tail (15 puM) hozzaadasara
(profilin+Myo16Tail) nem tapasztaltunk szignifikans anizotropia valtozast (p>0,05). A G-aktin
(5 uM) hozzaadasara az Alexa568—profilin anizotropia jelentds novekedést (p<0,001) mutatott,
ami utal a kotésre és a komplex kialakulasara (profilin+Gaktin). A kisérletek utolsé fazisaban
a profilin—-G-aktin komplexhez Myo16Tail-t adtunk maximalis koncentracioban (15 uM),

aminek hatasara nem emelkedett meg az Alexa568—profilin anizotropia (p>0,05). Ebbdl arra
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kovetkeztethetiink, hogy a Myo16Tail nem képes kotddni a profilin—G-aktin komplexhez sem
(29. B abra).

A B
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29. abra. A Myo16Tail nem kotddik a profilinhez és a profilin—G-aktin komplexhez. (A) Steady-state
anizotropia kisérletekben vizsgaltuk az 1 uM Alexa568-jeldlt profilin 1 izoforma (PFN1) anizotrépia
valtozdsat novekvé Myol6Tail koncentrdcid fliggvényében. A piros szaggatott vonal a kontroll
Alexa568-profilin anizotrépiat mutatja Myol6Tail hidnydban (B) Myol16Tail affinitas vizsgdlata
Alexa568—profilin—G-aktin komplex esetén steady-state anizotrépiaval. A statisztikai analizist
kétmintas t prébaval végeztik. A szignifikancia jelolése: szignifikans (***, p<0,001), nem szignifikans

kilénbség (p>0,05). A kisérletek sordan harom mérés atlagat hataroztuk meg (n=3, atlag + SD).

A tovabbiakban pirén-jelolt G-aktin (2 uM) fluoreszcencia emisszidjan keresztiil
vizsgaltuk az aktin polimerizacié dinamikdjat Myol6Tail €s profilin jelenlétében és hianyaban
(30. abra). A kisérletek els6 fazisaban azt vizsgaltuk, hogy a Myo16Tail képes-e direkt médon
befolyasolni az aktin polimerizaciot. Az eredmények alapjan a Myol6Tail nem képes
kolesonhatni az G-aktinnal és jelenléte nem befolyasolja a pirén—aktin polimerizaciot (piros)
Osszehasonlitva a kontrol aktin polimerizacios gorbével (fekete). Ezt kovetden profilin
hozzéadasaval folytattuk a kisérleteket. A profilin fehérjérdl ismert, hogy lassitja az aktin
polimerizaciot [218], melyet sajat méréseink soran is sikeriilt reprodukalni (narancssarga). A
mérések utols6 felében a komplexben 1évo aktin—profilin elegyhez adtuk a Myol6Tail-t,
viszont ebben az esetben sem tapasztaltunk valtozast (oliva zold), ami arra utal, hogy a

Myo16Tail nem kotédik a G-aktinhoz profilin jelenlétében sem és nem befolyasolja az aktin
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polimerizacié dinamikajat (30. abra). Az eredmények kvantitativ megerdsitése érdekében a
normalt polimerizaciés gorbék kezdeti szakaszara (0-500 s) egyenest illesztettiink és a
meredekségbdl meghataroztuk a polimerizacié sebességét kvantitativan jellemz6 paramétert (7.

tablazat).

Tehat az Alexa568-jelolt profilin steady-state fluoreszcencia anizotropia eredmények
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a profilin 6nmagaban és a G-aktinnal komplexet alkotva
Tovabba a pirén fluoreszcencian alapuld polimerizacios kisérleteink alapjan a Myol6Tail nem
képes kotédni a G-aktinhoz és nem befolyasolja az aktin polimerizaciéo dinamikajat profilin

hidnyéaban és jelenlétében sem.

1,2

2 pM Pirén—G-aktin

Normalt pirén fluoreszcencia

0.4 G-aktin
G-aktin+tMyo16Tail
G-aktin+Profilin
G-aktin+ProfilintMyo16Tail
0,2 1 1 1
0 1500 3000 4500 6000

1d6 (s)
30. abra. A Myo16Tail nem jatszik szerepet az aktin polimerizacié dinamikajanak szabalyozasaban.
2 uM Pirén-G-aktin (2% pirén-jel6lt) fluoreszcencia emisszidjanak idGbeli valtozasa Myo16Tail és/vagy
profilin hidnyaban és jelenlétében. [Myo16Tail]= 10,5 uM, [profilin]=6,9 uM. A kisérletek sordn harom

mérést végeztiink (n=3).

v (x103s?) +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. Tablazat. Aktin polimerizacié sebességét jellemz6 paraméter.

Az eredmények harom mérés atlagat mutatjak (n=3).

A Myo16Tail-ban talalhat6 prolin-gazdag régido mar a gerinces osztalyok képviseldinek
bioinformatikai elemzése soran sem mutatott szekvencia azonossagot és konzervaltsagot (12.
abra). A profilin-koté fehérjék tartalmaznak egy XP° (X = G, L, |, S vagy A) profilin felismerd
helyet (PRM1), melyek el6fordulhatnak egyediili motivumként vagy tandem ismétlédésként
[106]. A Myo16Tail prolin-gazdag régié nem felel meg az XP® motivum feltételeinek, viszont
a prolin-gazdag région kiviil esé C-termindlis szegmense tartalmaz egy AP® szekvencia
motivumot. A szekvencia elemzés és az Alexa568-jelolt profilin steady-state anizotropia,
valamint a polimerizacios tesztek eredményei alapjan nem talaltunk kolesonhatasra utalo jelet
a rekombinans Myol6Tail és a profilin (PFN1) k6zott. Az eredmények alapjan feltételezziik,
hogy gyenge profilin kdlcsonhatds kialakulhat, ami a kisérleti elrendezésiinkben nem
eredményezett detektalhato valtozast, vagy izoforma-specifikus interakcio is elképzelhetd, ami
a profilin 2 (PFN2) izoforma specifikusan neuralis el6fordulasaval magyarazhat6 [219].

Ezenkiviil a foszforilaciés folyamatoknak is szerepe lehet a profilin kolcsonhatés
kialakitasaban. A RhoA-asszocialt fehérje kinaz (ROCKI1) foszforilalja a PFN1-et szerin
aminosavon keresztiil (S¥*') in vivo koriilmények kozott, ami egy konzervalt poszttranszlacios
modosulas a PFN1 és a PFN2 izoformak esetében [220]. A ROCK1 altal végzett foszforilacio
szabalyozza a PFN1:ligand kdolcsonhatast, megndvelve a profilin affinitdsat a poliprolin
motivumot tartalmazoé ligandhoz és az aktinhoz [221]. A defoszforilaciés mechanizmusban a
protein foszfataz 1 katalitikus alegység fehérjét (PP1c) azonositottak, ami defoszforilalja a
PFN1-et ugyanazon a szerin aminosavon keresztiil (S¥7) [222]. In vitro kériilmények kozott a
PP1c nem kozvetleniil kotddik a PFN1-hez, egy még nem ismert PP1c-k6td mediator fehérje
szerepet jatszhat a PFN1 megfeleld kozelségbe juttatdsdhoz a PP1c defoszforilacid szamara.
Habar a PFNI1-et szabalyoz6 PPlc regulatorikus alegységek még nem ismertek. Ismert
ugyanakkor, hogy a Myo16Ank in vitro kisérletekben kotédik a PP1c a és PP1¢c 6 izoformakhoz
szubmikromolaris affinitassal [43], ezaltal felteheten megfelel6 kozelségbe hozva a PPlc-t a
profilin szamara.

Az irodalmi adatok alapjan a profilin izoforma-specifikus interakcié lehetosége és a
profilin foszforilacid/defoszforilacio altal torténd szabalyozas még nyitott kérdéseket hagy

maga utan, melyek tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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5. OSSZEFOGLALAS

A nem-konvencionalis miozin XVI osztaly predominans Myo16b izoformaja tartalmaz
egy funckiondlis motivumokat magaba foglalo egyediilallé C-terminalis farok régiot
(Myo16Tail), mely szerkezete feltehetéen rendezetlen az aminosav szekvencia alapjan. Mivel

a Myol6Tail szerkezetér6l még nem all rendelkezésre informacid, valamint funkcidi sem

crer

crer

tulajdonsagait vizsgaltuk bioinformatikai, fluoreszcencia-, CD spektroszkopiai, valamint

kalorimetrias modszerek segitségével.

5.1 MYOI16TAIL BIOINFORMATIKA ANALIZISE

A bioinformatikai analizis els6 1épéseként vizsgaltuk a Myo16Tail aminosav szekvencia-
Osszetételét és csoportositottuk a szerkezeti rendezettség és rendezetlenség kialakitasaban
szerepet jatsz6 aminosavakat. Az analizis alapjan a szerkezeti rendezetlenség kialakitasaért
felelés aminosavak ardnya a Myol6Tail szekvencidjdban 68%-nak adodott, mig a
rendezettségért felelds aminosavak joval kisebb ardnyban képviselik magukat (32%).
A prolin aminosavrdl ismert, hogy az alfa-hélix szerkezetet megtdri és gatolja a rendezett
konformacio kialakitasat [183]. Ennek fényében nem meglepd, hogy a prolin szamottevo
aranyban megtalalhatoé a Myo16Tail szekvenciaban (15%) (2. tablazat).

A Myol6Tail szerkezeti rendezetlenség analizisét kiillonb6zd predikcids algoritmus
kombinécioival vizsgaltuk: VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és [UPred. Az analizis alapjan a
Myol6Tail, ezen belil az NHM ¢és a prolin-gazdag régié is rendezetlenséget mutat
(rendezetlenség valoszinlisége >0,5) (9. A abra). Kiilonb6z6 gerinces osztalyok képviseldinek
Myol6Tail szekvencia Osszehasonlitdsa soran az IUPred 4&ltal josolt rendezetlenségi
valoszinliség nagyfoku atfedést mutatott, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a
Myo16Tail feltehetéen rendezetlen szerkezete konzervalodott az evolicio soran (9. B abra). A
Myol6Tail szekvencia szerkezeti flexiblitdsat DynaMine programmal vizsgaltuk, amely 70%-
os szerkezeti flexibilitast prediktalt (S?> <0,7), mig a rigid szerkezet eléfordulasanak
valésziniisége minddssze 20% (S? >0,7). Tovabba a DynaMine analizis alapjan a Myo16Tail
10%-ban kontextusfiiggd konformacio valtozasokon is atmehet (S? 0,7-0,8).

Az irodalmi adatok alapjan a rendezetlen fehérjékben magasabb a poszttranszlacios

modosulasi helyek aranya [186]. PhosphositePlus program segitségével vizsgaltuk a
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Myol6Tail szekvencidban feltehetden el6forduld poszttranszlacios modosulasi helyeket.
Az analizis alapjan a Myol6Tail 17 foszforilacios helyet tartalmazhat (10 Ser, 4 Thr és 3 Tyr)
(11. abra). Ezen feliil tovabb vizsgaltuk a Myol6Tail szekvencia és poszttranszlacios
modosuléasi helyek konzervaltsagat kiilonb6z6 gerinces fajok Myol6Tail szekvencidival
Osszehasonlitva Clustal-X program segitségével. Az analizis teljes homologiat mutatott 47%-
ban a gerinces fajok Myol6Tail szekvencidi kdzott. Tovabba a szekvencia konzervaltsag
szintjei a kdvetkezok voltak: teljes konzervaltsag 26,5% (100%-os egyezés — fekete (*)), erds
hasonlosag 12,9% (80%-os egyezés — sotétsziirke (:)) és gyenge hasonlosag 7,8% (60%-0s
egyezés — vilagossziirke (.)). Ezen feliil az ismert motivumok (IQ — 86% és NHM — 49%)
szekvenciai is jelentds egyezést mutattak, mig a prolin-gazdag szekvencia nem konzervalt (12.
abra; 3. tablazat). A PhosphositePlus analizisbdl (11. abra) szdrmazd adatok alapjan
elemeztiik a prediktalt poszttranszlacios modosulasi helyek konzervaltsagat is a Clustal-X
szekvencia elemzés segitségével. A foszforilacios helyek jelentds része a rendezetlen régiokban
talalhat6, valamint 13 prediktalt foszforilacids hely mutatott teljes konzervaltsagot (100%-0S
egyezés) ¢és 2 foszforilacidos hely pedig gyenge hasonlosdgot (60%-os egyezés) a 17
foszforilacios helyb6l Gsszesen a gerinces fajok Myol6Tail szekvenciaiban (12. abra). A
foszforilacios helyek evoltcios konzervaltsaga alatamasztja, hogy a poszttranszlacios
modosulas ezen formdja meghatarozo lehet a rendezetlen fehérjék, ez esetben a Myo16b fehérje
funkcigjaban a C-termindlis farok région keresztiil. Az NHM motivumban taldlhaté teljes
konzervaltsagot mutatd két tirozin (Y146 és Y1) Fyn kinaz altal torténd foszforilaciojanak
szerepét a PI3K jelatvitelben mar korabban leirtak [53]. A tovabbi teljes konzervaltsagot mutatod
foszforilacios helyek szerepe még nem ismert a Myol6Tail szekvenciaban.

A bioinformatikai analizis lezarasaként szerkezet modellezéssel vizsgaltuk a Myo16Tail
Myo16Tail tartalmaz a-helikalis (piros) és B-lemez (ciankék) masodlagos szerkezeti elemeket,
valamint fordulat (z61d) és tekintélyes mennyiségli rendezetlen szerkezeti elemeket (sziirke). A
nagyfokl rendezetlenségbdl adéddan a Myol6Tail egy kevésbé kompakt, flexibilis, molten

globula [190] konformacioval rendelkezhet a szerkezeti modell alapjan (13. abra).

5.2 MYO16TAIL KONFORMACIO VIZSGALATA

A rekombinans Myol6Tail konstrukciok eldallitasa soran futatott SDS-poliakrilamid
gélen a Myol6Tail a varttdl eltérd elektroforetikus migraciot mutatott, ami latszolagos,
nagyobb molekulatomeg magassagban torténé megjelenést eredményezett (~120 kDa) a valds
molekulatomeghez képest (MW myoieTai= 86,46 kDa €s MW myo16Tail (19)= 81,99 kDa) (14. B, C
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abra). Az aminosav 0Osszetételbdl eredeztethetd abnormalis elektroforetikus migracié a
rendezetlen fehérjékre jellemz6 [137,164].

A triptofan fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek konnyebb interpretacidja érdekében
IUPred rendezetlenségi predikcio analizissel vizsgaltuk a triptofan aminosavak el6fordulési
aranyat a rendezett (<0,5) vagy rendezetlen (>0,5) Myol6Tail szekvencia régidkban.
Az analizis alapjan a Myol6Tail tripofan aminosavak 50-50%-ban talalhatoak a feltételezett a
rendezett és rendezetlen szerkezetben (15. abra).

A triptofan fluoreszcencia emisszios kisérletek soran kimutattuk, hogy a Myol6Tail
minddssze 9 nm spektralis eltolddast mutat a vords iranyban a ndvekvé GuHCI koncentracio
hatasara (351-360 nm), szemben a 25 nm-es vords eltolodassal, amit a globularis aktin esetében
figyeltiink meg (16. A, B abra). Abrazolva a maximalis triptofan fluoreszcencia emissziohoz
tartoz6 hullamhossz értékeket a GuHCI koncentracio fiiggvényében azt tapasztaltuk, hogy a
Myo16Tail enyhe kooperativ kitekeredésen megy keresztiil a kémiai denaturaci6é soran, azaz
csekély konformacio valtozas figyelheté meg, 6sszehasonlitva a G-aktin viszonylag nagyfoku
kooperativ szerkezeti atrendez6désével (17. abra).

Az ANS fluoreszcencia kisérletekben az ANS intenzitds mértékébdl, pontosabban annak
maximalis értékébdl kovetkeztethetiink a molten globula konformaciés allapot jelenlétére
[199]. Az ANS emisszios kisérletek soran a Myol6Tail GuHCI hianyaban eredményezte a
legmagasabb ANS intenzitast, szemben a G-aktin kontroll mérésekkel (18. A, B abra). A
maximalis ANS fluoreszcencia emisszidhoz tartozd hulldmhossz értékek éabrazoldsa jol
szemlélteti a fehérje kitekeredés kooperativitasat és a konformacios allapotok viszonyait. A G-
aktin kitekeredés soran meért ANS intenzitds maximuma 1-2 M GuHCl koncentracio
tartomanyban figyelhet6 meg 480 nm-en. Ez az a tartomany, ahol a G-aktin nativ rendezett és
rendezetlen szerkezeti allapotok kozotti molten globula atmeneti konformacids allapota
jellemzd. A Myol6Tail ANS intenzitds maximumat viszont mar GuHCI hidnyaban detektaltuk
480 nm-es hullamhosszon, ami megfelel a molten globula konformaciés allapotnak. Ezt
kovetéen enyhe kooperativ kitekeredés figyelhet6 meg ndévekvé GuHCI koncentracio
hozzaadasara (19. abra).

Steady-state triptofan fluoreszcencia kioltassal tanulmanyoztuk a triptofanok
hozzaférhet6ségét akrilamid kioltd segitségével. A kontroll G-aktin mérések soran kisebb
Stern-Volmer egyiitthatét kaptunk (Ksv=1,98 + 0,01 M), mig a Myo16Tail magasabb Stern-
Volmer értéke (Ksv=2,59 + 0,01 M) a hozzaférhetdbb triptofon aminosavakrél ad informaciot
(20. A abra). Ugyanakkor a Myo16Tail esetében az enyhén felfelé iveld Stern-Volmer illesztés

a dinamikus mellett a statikus kioltasi komponens jelenlétére is utal, ami szintén a triptofanok
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nagyobb hozzaférhetdségét magyardzza. Az iddkorrelalt triptofan fluoreszcencia élettartam
kioltas soran azt tapasztaltuk, hogy a kontroll G-aktin esetén az élettartam az akrilamid
koncentracio emelkedése soran csokken és a to/t adatokra egyenes illesztheté (20. B abra, 4.
tablazat). A Myol6Tail esetén az élettartam csekély mértékben csokkent a novekvo akrilamid
koncentracié jelenlétében, a to/t Stern-Volmer abrazolas vizszinteshez kozeli, enyhén
emelked6 tendenciat mutatott (20. B abra, 4. tablazat). Az élettartam kioltds mérések
megerdsitik a statikus komponens jelenlétét a Myol6Tail esetén.

A steady-state tripfotan anizotropia mérések soran GuHCI koncentracio fiiggvényében
tovabb vizsgaltuk a fehérje szerkezet kitekeredésének kooperativitast. Az eredmények alapjan
a Myol6Tail enyhe kooperativ anizotropia csokkenést mutatott. Ezzel szemben a kontroll
G-aktin anizotropiaban meredek, kétfazisu csokkenés lathatd (21. A, B abra). A steady-state
anizotropia megfigyelések megerdsitik a korabbi Myo16Tail denaturans indukalta kitekeredési
eredményeit (16, 17, 18 és 19. abra).

Az iddkorrelalt triptofan fluoreszcencia kisérletek sordn a Myol6Tail konformacios
dinamik4jat tanulmanyoztuk. A triptofan élettartam mérések emelkedé GuHCI koncentracid
figgvényében zajlottak, ahol a Myol6Tail atlagos triptofan élettartam gradualis csokkenést
eredményezett, szemben a kétfazisti G-aktin triptofan élettartam valtozéassal (22. A, B abra; 5.
tablazat). Az idokorrelalt Myol6Tail anizotropia lecsengés mérések soran két rotacios
korrelaciés komponens figyelhetd meg a triptofanok forgasdban. A GuHCI hianyaban egy
gyors (8:= ~1 ns) és egy lassu (8= ~33 ns) komponest kaptunk az illesztés soran. A gyors
rotacids korrelacids komponens a névekvé GuHCI koncentraci6 jelenlétében is megfigyelhetd,
ami arra utal, hogy a Myo16Tail-ben talalhato triptofanok egy része legalabb az oldat szamara
hozzaférhet6bb mar nativ allapotban. Ezaltal a triptofanok egy része a rendezetlen szerkezetben
dinamikusabb rotaciés mozgassal jellemezhetd. A Myol6Tail lassi komponense viszont a
teljes fehérje fragmentum forgasara utal. A kontroll G-aktinnal végzett mérésekben a rovidebb
komponens nem jelent, csak a fehérje forgasat jellemz6 lassabb komponens csékkenése volt
megfigyelheté a denaturacié hatasara (23. A, B abra; 5. tablazat). Ezek az iddkorrelalt
fluoreszcencia spektroszkopiai eredményeink Osszhangban vannak a Myol6Tail triptofanok
lehetséges eloszlasaval €s a szerkezeti rendezetlenség predikcioval (15. abran).

A CD spektroszkopiai eredmények BestSel analizise altal részletes informaciot nyertiink
a Myo16Tail-ben talalhaté masodlagos szerkezeti elemek és a rendezetlenség jelenlétérdl. A
Myo16Tail CD analizise soran 19,5% a-hélix és 21,3% B-lemez masodlagos szerkezeti elemet

mutattunk ki. Tovabba a fordulat (turn) elemek 15,2%-ban és a rendezetlen szerkezeti elemek
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viszonlyag nagy mennyiségben, 44%-ban képviseltetik magukat a Myol6Tail szerkezetben
(24. A abra; 6. tablazat). A hddenaturacios CD mérések soran csekély, nem kooperativ
spektralis valtozas volt megfigyelheté a Myol6Tail szerkezetének kitekeredésekor.
A hddenaturacid hatasara a BestSel CD adatok ~7% o-hélix tartalom csokkenést és ~5%
rendezetlenség emelkedést mutattak. Ugyanakkor, a B-lemez szerkezeti elemek aranya szintén
emelkedett ~4%-al, ami feltehetden a magas homérsékleten végbemend részleges fehérje
aggregacionak koszonheto (24. B abra). A CD adatok alapjan (24. A abra) meghataroztuk az
egy aminosavra esé molaris ellipticitast (8) 222 és 220 nm-en ([0]222= -5813 deg cm? dmol™ és
[0]200= -8865 deg cm? dmol?). A Myol6Tail molaris ellipticitis értékeket dbrazoltuk az
Uversky & Fink [181] altal leirt kettés hullamhossz grafikonon, ahol a kiilonb6z6
konformécioval rendelkezd rendezetlen szerkezetli fehérje populaciok molaris ellipticitas
eloszlasa lathato. A Myol6Tail a molaris ellipticitds metszéspont alapjan (piros szaggatott
vonal) a pre-molten globula és a molten globula szerkezeti populaciok kozé sorolhato (25.
abra). A korabbi triptofan-, ANS fluoreszcencia €s a hddenaturaciés CD kisérletek alapjan a
Myol6Tail szerkezete kdzelebb allhat a molten globula konformécios allapothoz, mivel a pre-
molten globula konformacio jelenléte esetén a kooperativitas teljes hianyat latnank a fehérje
kitekeredési kisérletek soran [204]. Ezzel szemben enyhe kooperativ denaturacio figyelhetd
meg, ami a molten globula konformacios allapotra jellemzd.

A Myol6Tail termodinamikai stabilitasat vizsgalva DSC méréseket végeztiink.
A kalorimetrias kisérletek 0,3 K/min felfiitési sebesség mellett azt mutattak, hogy a Myol6Tail
feltehetden aggregaciodra hajlamos, majd az aggregatumok olvadasabol adodik, hogy magasabb
homérsékleten fokozatosan né a hdaram valtozas endoterm (negativ héaram) iranyban. A
kontroll G-aktin kalorimetridas mérés jol reprezentalja egy rendezett szerkezeti elemekben
gazdag fehérje kooperativ kitekeredését (26. A abra). A fehérje aggregatumok exoterm reakcio
soran jonnek létre [212]. Annak érdekében, hogy a Myol6Tail aggregaciot nyomon tudjuk
kovetni tovabbi méréseket végeztiink alacsonyabb felfiitési sebesség mellett (0,1 K/min). Az
eredmények alapjan a Myo16Tail pozitiv iranyt héaram valtozast mutatott (26. B abra), ami
az aggregalddasnak, a hidrofob kolcsonhatasok novekedésébdl szarmazo kooperativ exoterm
termikus szerkezeti feltekeredésnek lehet a kdvetkezménye [213]. A kalorimetrias mérések
alapjan a Myol6Tail termodinamikailag instabil és hajlamos az aggregaciora, a kooperativ

crer

méréseink is megerdsitik.
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5.3 MYO16TAIL BIOKEMIAI KARAKTERIZALASA

A Myol6Tail eddig még nem tisztdzott funkcidinak vizsgalata érdekében steady-state
anizotropia ¢és aktin polimerizacids kisérleteket végeztiink. A szakirodalombdl ismert, hogy
szamos miozin C-terminalis képes intramolekularis kdlcsonhatas révén kotddni a fehérje N-
terminalis végéhez [39,41,42,216,217]. Anizotropia kisérleteinkben a Myol6Tail mérsékelt
affinitassal kotodott az AlexaS68-jelolt Myol6Ank-hoz (Kp= 2,5 uM £ 0,2 uM) (27. A abra).
Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy az 1Q motivum befolyasolja-e a Myol6Tail:Myol6Ank
komplex kialakulasat, affinitasat. Ehhez a tovabbiakban az IQ motivumot nem tartalmazo
rekombinans Myo16Tail (-1Q) kotési tulajdonsagait vizsgaltuk. Az anizotropia mérések soran
a Myol6Tail (-IQ) szintén képes volt kotddni az Alexa568-jelolt Myol6Ank-hoz, de az
affinitds gyengébb volt (Kp= 5,6 uM = 0,02 uM) (27. B abra). Végiil a szintetizalt Alexa568-
mutattak, hogy a Myol61Q onmagaban is kotédhet a Myol6Ank-hoz azonban a lényegesen
Kisebb affinitassal (Kp= 16,04 uM + 2,9 uM) (28. abra), mint a Myol6 C-terminalis tail
jelenlétében. A steady-state anizotropia méréseink alapjan a C-terminalis Myo16Tail kotédik
az N-terminalis Myol6Ank-hez, a Myol6IQ jelenléte minden bizonnyal befolyasolja ezt az
intramolekularis kdlcsonhatést.

Korabbi kisérletek kolokalizaciot mutattak ki COS7 sejtekbe transzfektalt GFP-jelolt
Myol6Tail ¢és nukledris aktin filamentumok, valamint profilin-hez kapcsoldédd strukturdk
kozott [36]. Tovabbi steady-state anizotropia kisérletekkel vizsgaltuk, hogy a Myol6Tail
képes-e kotédni az Alexa568-jelolt profilin 1 fehérjéhez (PFN1). Myol6Tail-lel titralva az
Alexa568—profilin-t nem tapasztaltunk szignifikans valtozast az anizotrépiaban, ami arra utal,
hogy a Myol6Tail nem kotédik a profilin fehérjéhez (29. A abra). A profilin kotédés
lehetdségét Alexa568-jelolt profilin—G-aktin  komplexen keresztiill is tanulméanyoztuk.
Feltételezéseink szerint a profilin konformacidja a G-aktinnal komplexet alkotva kedvezo
iranyban valtozhat a Myo16Tail k6tddés szamara. Az anizotropia eredmények nem mutattak
szignifikans valtozast a kontroll profilin-G-aktin komplex és profilin—G-aktin+Myo16Tail
kozott (p>0,05) (29. B abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a Myol6Tail nem koétddik a
profilinhez G-aktin hianyaban és jelenlétében sem.

Pirén-jelolt G-aktin polimerizacios kisérletekkel vizsgaltuk a Myol6Tail hatasat a
polimerizacié dinamikéjara. Eredményeink alapjan a Myol6Tail nem kotddik a pirén-jelolt G-
aktin monomerekhez és nem befolyasolja a polimerizaciéo sebességét profilin hianyaban és

jelenlétében sem (30. abra; 7. tablazat).
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6. KONKLUZIO

A Myol6 C-terminalis farok (Myol6Tail) flexibilis, rendezetlen szerkezetli régidkat
tartalmazé molten globula konformacios allapota szamos funkciondlis eldnyt biztosithat a
Myo16 szamara. A Myo16Tail molten globula konformacidja segithet megérteni a mérsékelt
affinitasu, nagy specificitasu interakciok jelentdségét partner fehérjék jelenlétében, ugy mint
szignal transzdukcios folyamatokban (PI3K, WAVEL1), illetve a konformacios allapot evolucios
elényeit foszforilacios folyamatokban (Fyn kinaz foszforilalt Myo16Tail) [53].

A Myol6Tail molten globula konforméacioja ugyancsak kedvezé lehet az altalunk leirt
lehetséges szabalyozasi aspektusban, miszerint a Myol6Tail feltehetéen flexibilis mdodon,
visszahajolva kotodik az N-terminalis Myol6Ank-hoz. Kengyel és munkatarsai leirtak, hogy a
Myol6Ank megnoveli a modell rendszerként haszndlt miozin II motor domén ATPaz
aktivitasat [43]. A miozinok korében a visszahajlo autoregulacios mechanizmusok altalaban
funkciok gatlasaban nyilvanulnak meg [30]. Ennél fogva, a Myol6Tail egy lehetséges
funkcidja a motor domén ATP4az aktivitdsdnak negativ szabalyozasa a Myol6Ank interakcion

keresztiil.

Tovabbi funkcionalis eredményeink azt mutattak, hogy a Myol6Tail nem kotédik a
profilin 1 izoformahoz (PFN1) és nem képes befolyasolni az aktin polimerizacié dinamikajat
profilin hidnyéaban és jelenlétében sem. Ezeket az eredményeket aldtdmasztja a Clustal-X altal
végzett gerinces fajok Myol6Tail szekvenciainak Osszehasonlitdé analizise, miszerint a
funkcionalis motivumok koziil a prolin-gazdag régié egyaltalan nem mutat konzervaltsagot a
Myo16Tail szekvencidkban. Tovabba a Myol6Tail prolin-gazdag régioban talalhato profilin
kot szekvencia motivum sem felel meg a PRMI1 profilin k6td motivumnak. Mindazonaltal
érdekes felvetés, hogy a ROCKI1 kinaz altal foszforilalt profilin 1 [220] képes lehet-e ktédni
a Myol6Tail-hez, vagy az idegrendszer specifikus profilin 2 izoforma (PFN2) lehet a

feltételezett kotdpartner a Myol6Tail szamara.

Osszefoglalva az eredményeinket, a Myol6Tail nativ molten globula konforméacioban
bemutatohelyként funkcionalhat, melynek szerepe lehet jelatviteli, poszttranszlacios
modosulasi  folyamatokban, valamint autoregulacidos szabalyozasban. Ugyanakkor a
Myo16Tail részben rendezetlen szerkezete fontos szerepet tolthet be a rendezetlen szerkezet-

asszocialt neurodegenerativ megbetegedések kialakulasaban [223].

81



7. ATEMABAN ELERT UJ EREDMENYEK

A nem-konvencionalis miozin XVI C-terminalis (Myol6Tail) jelentés része tartalmaz
rendezetlen fehérje régiokat a masodlagos szerkezeti elemek mellett. A fehérje konformacio és
szerkezetvizsgalat soran feltételezéseink szerint a Myol6Tail flexibilis, molten globula

sajatsagokkal rendelkezik.

® A MyolTail szekvencia ¢és szerkezeti rendezetlenség predikciok nagyfoku

rendezetlenséget mutatnak (~68%).

® A Myl6Tail szerkezeti rendezetlenségének oOsSzehasonlitdsa gerinces osztalyok

képviseldinek szekvencidival nagyfoki konzervaltsagot feltételez az evollicid soran.

® A Myol6Tail szekvencia alapjan a szerkezet nagymértékben flexibilis (~70%), a
merev szerkezeti elemek aranya 20%, ugyanakkor részben kontextus-fiiggd

konformécio valtozas is valdsziniisithetd (10%).
® A Myol6Tail szamos prediktalt foszforilacios helyet tartalmaz, melyek jelentds része
konzervalt a gerinces Myol6Tail szekvencidk kdzott.

® A Myol6Tail szerkezeti modellje alatamasztja a bioinformatikai eredményeket,
miszerint jelentds része rendezetlen és flexibilis szerkezeti sajatsagokkal rendelkezik.

® A Myol6Tail enyhe kooperativ denaturaciot és csekély spektralis eltolodast mutat.

® A Myol6Tail szerkezet hozzaférhetébb (Ksy=2,59 = 0,01 M™) a kioltd szamara a
Stern-Volmer egyiitthatok alapjan 6sszehasonlitva a kontroll G-aktinéval (Ksy=1,98 +
0,01 M'l), valamint a Myol6Tail kioltds esetén a statikus kioltas dominal a
dinamikussal szemben.

® A Myol6Tail esetén denaturald szer hianyaban és jelenlétében is rendezetlenségre
utald gyors, kétfazisu konformacios dinamika figyelheté meg. A gyors komponens
dinamikéjat jellmezi.

® A Myol6Tail nagyfokt rendezetlenséget mutat CD-spektroszkopiai mérések alapjan
(44%), emellett a fordulat elemek aranya 15,2%, amivel Osszesen 59,2%-nak
tekinthetd a rendezetlen szerkezeti elemek aranya. A hddenaturaciés CD eredmények

szintén az alacsony kooperativ denaturdciot timasztjak ala.
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® A Myol6Tail termodinamikai instabilitast mutat, valamint hajlamos aggregaciora és
az ebbdl kovetkezd exoterm kooperativ termikus feltekeredésre, ami szintén a

rendezetlen szerkezetre utalhat.

A nem-konvencionalis miozin XVI C-termindlis (Myol6Tail) funkciondlis vizsgalatai
kimutattuk, hogy kolcsonhat az N-terminalis ankyrin doménnel (Myol6Ank) ezaltal
szabalyozhatja a fehérje funkciojat. A Myol6Tail nem kotddik a profilinhez és nem képes

befolyasolni az aktin polimerizacio kinetikajat.

" A Myol6Tail képes kotddni az N-terminalis Myol6Ank-hoz (Kp= ~2,5 uM), ami egy
autoregulacids intramolekularis interakciora alapjat jelentheti. Az IQ motivumot nem
tartalmaz6 rekombinans Myol6Tail (-1Q) szintén képes kotddni a Myol6Ank-hoz
gyengébb affinitassal (Kp= ~5,6 uM). A szintetizalt izolalt Myo161Q gyenge affinitast
mutat a Myol6Ank-hoz (Kp= ~16 uM) ami révén a Myol6IQ befolyasolhatja a C-
terminalis Myo16Tail kotddését a Myol6Ank-hoz.

profilin-G-aktin komplex kialakulasat kovetéen sem jon létre a profilin szamara
kedvez6bb konformacio, ami altal képes lenne kotddni.
® A Myol6Tail nem ko6tddik a profilinhez és az aktinhoz, valamint nem befolyasolja az

aktin polimerizacios dinamikat profilin hianyaban és jelenlétében.

83



8. ROVIDITESEK

ANS
Arp2/3
ASD
BME
DNS
DSC
DTT
CaM
EGTA
ELC
F-aktin
FRAP
G-aktin
5hmC
HRP
IPTG
IRF
LB
smc
MG
MOPS
MoRE
Myo16

Myo16Ank

1-anilino-8-naftalin szulfonat

actin related protein 2/3

autism spectrum disorder
B-merkaptoetanol

dezoxiribonukleinsav

differential scanning calorimetry
ditiotreitol, 1,4-bisz-(szulfanil)-butan-2,3-diol
kalmodulin

etilén glikol tetraecetsav

esszencialis konnyti 1anc

filamentalis aktin

fluorescence recovery after photobleaching
globuléris aktin

5-hidroximetil citozin

horseradish peroxidase
izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranozid
impulzus valasz fliggvény — instrument respone function
Luria broth

5-metil citozin

molten globula
3-morfolinopropan-1szulfonil sav
molecular recognition element

miozin 16

miozin 16 ankyrin domén
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Myo16Tail
MyPhoNE
MYPT
MRNS
NES
NLS
NHM
NYAP
IDP
IDR
PMG
PCNA
PCR
PCS
PMSF
PI3K
PP1c
PPII
PRM
RLC
SDS
skHMM
SNP
TBST
WIR

WRC

miozin 16 C-terminalis farok domén
miozin foszfatdz N-terminalis elem
miozin foszfataz célzo alegység
messenger ribonukleinsav

nukledris export szignal

nuklearis lokalizacids szignal

NYAP homoldgia motivum

neuronal tyrosine-phosphorylated adaptor for the PI3K

intrinsically disordered protein
intrinsically disordered region
pre-molten globula

proliferald sejt nuklearis antigén
polymerase chain reaction
performed structural element
fenil-metil-szulfonil-fluorid
foszfoinozitid 3-kinaz

protein foszfatdz 1 katalitikus alegység
poliprolin 11

proline-rich motif

regulatorikus konnyiilanc
natrium-dodecilszulfat

skeletal heavy meromyosin
Single-nucleotide polymorphism
Tris-buffered Saline with Tween-20
Wave interacting region

Wave regulatory complex
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik hozzdjarultak a tudomadnyos palydn elért

eredményeimhez és szakmai fejlodésemhez.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Nyitrai Miklosnak, a Biofizikai Intézet igazgatdojanak, a PTE
AOK dékdnjanak, hogy lehetdséget biztositott szamomra a tudomdnyos palydm elkezdéséhez a

Biofizikai Intézetben, valamint a sok, hasznos szakmai tandcsdért.

Szeretnek koszonetet mondani Dr. Kengyel Andrdsnak, aki segitett elindulni a kutatoi palyan

és szakmai tandcsaival rengeteg segitséget nyujtott a labormunka kezdeti nehézségeiben.

Haléas koszonettel tartozom témavezetdimnek Dr. Lukacs Andrasnak, a Biofizikai Intézet
igazgatohelyettesének, és Dr. Bugyi Beatanak, a Biofizikai Intézet egyetemi docensének, akik
temérdek szakmai tandcsot és iranymutatdst adtak, hogyan valhatok jobb kutatova. Szamos
helyzetben példat mutattak, hogy miként gondolkodik egy jo kutato. Pozitiv kritikai

észrevételeikbol sokat tanulhattam, ami nagyban hozzajarult szakmai fejlédésemhez.

Koészonettel tartozom Dr. Ujfalusi Zoltannak a hétkoznapokban nyujtott barati légkorért és
szakmai tandcsokért, valamint Dr. Fekete Zsuzsanndnak, Karddi Kristofnak és minden

kollégamnak, akik tandacsokkal és a laboratoriumban segitették munkdamat.

Tovabba szeretném megkdszénni a Biofizikai Intézet dolgozdinak a mindennapi munka sordan
nyujtott onzetlen segitségiiket és barati légkort, kiilonos tekintettel a laboratoriumok
vezetoinek: Brunner Janosnénak ,lIlike”, Hoffmanné Simon Evinak, Heppné Konrad

Ildikonak és Garajszkyné Papp Erzsébetnek ,,Zsoka”.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Kardos Jozsefnek (ELTE, TTK Biokémiai tanszék) a

eyiimolcsozo egyiittmiikodésért.

Végiil, de nem utolsé sorban, halas koszonettel tartozom menyasszonyomnak, Dr. Németh

Gittanak a tlirelméért és lelki tiamogatasaért a mindennapokban.

A kutatis az OTKA K112794, UNKP 17-3-1, és EFOP-3.6.1-16-2016-00004 pdlydzatok

tamogatasaval valosult meg.
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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 Myol6b 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 Myol6Tail
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: Andras Lukacs, andras.lukacs@aok.pte.nu; Beata
Bugyi, beata.bugyi@aok.pte.hu.
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(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 (Myol6) splice variants
have evolved: Myol6a, the shorter, cytoplasmic isoform and
Myol6b, 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 (Myol6Tail) (Fig. 1).

The tail extensions are highly diverse among myosin classes
both from structural and functional aspects. Some myosin tails
contain a-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, Myol6 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 Myol6 coincides with
neuronal cell migration, axonal extension, and dendritic
elaboration (8). The N-terminal Myol6Ank 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). Myol6 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 Myol6Tail interacts with PI3K and the
WAVEL 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.

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, Myol6 seems to be
important in the regulation of the morphological and func-
tional features of parallel fiber-Purkinje cell synapses. Nuclear
localization of Myol16b 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 Myol6 has not been described yet. The above findings
suggest that Myol6 has a crucial role in different aspects of
neuronal functioning. In addition, genetic alterations of
MYOI6 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 WAVEL 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 Myol6 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 Myol6b (17, 20).

Here, we focused on the Myol6Tail 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 Myol6Tail. In silico bio-
informatic analysis was performed to investigate the structural
behavior of Myol6Tail 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

Myol6Tail (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 Myol6Tail, 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, [,
M, L, V, N, C, T) are present at only around 32%. It is note-
worthy that the proportion of the well-known o-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 Myol6Tail was performed with
the combination of disorder predictors, including VLXT (39,
40), VL3-BA (41), VSL2b (42), Ronn (43), and IUPred (44—46)
(Fig. 24). 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 Myol6Tail is enriched in
IDP regions. For additional confirmation, we analyzed the
disorder probability of sequences of different vertebrate rep-
resentatives of Myol6Tail 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 Myol6Tail (Fig. 2B). In line with this, we
analyzed the conservation of the Myol6Tail sequence from
different vertebrate classes in multiple sequence alignment by
using Clustal X (48) (Fig. S1). The analyses showed substantial
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Figure 2. Secondary structure prediction and dynamic propensity analysis of Myo16Tail. The known regions of Myo16Tail are shown in gray (1Q),
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): AOA5G31JG7, and Danio rerio (Dr): F1QE80. C, analysis of the dynamic characteristics of Myo16Tail using DynaMine.
Low Szp,ed values (<0.7) indicate backbone flexibility, and high Szp,ed 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.

amount of conservation of Myol6Tail 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 Myol6Tail is conserved through the evolution
(Fig. S1). Because Myol6Tail might be involved in neurode-
generative disorders (21-23), the conserved nature of the
Myol6Tail structure can have significance in the functioning
of the human Myol6.

The Myol6Tail 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 (S* values < 0.7)
and only ~20% of Myo16Tail has a rigid structure (S* values >
0.8). There is a context-dependent range (10%) where the

SASBMB

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 Myol6Tail based on references (11 Ser, 4 Thr, 3 Tyr
phosphorylation sites). To assess the relevance of these PTMs,
the conservation of predicted Myol6Tail 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 (Tyr'*'® and Tyr'**') 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
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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 Myol6Tail might have particular importance in the
evolution of vertebrate Myol6.

Comprehensively, the sequence-based analysis suggests that
Myol6Tail 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 Myol6-
Tail by using Iterative Threading Assembly Refinement (I-
TASSER) (52, 53) (Fig. 3). 'TASSER utilizes the Protein Data
Bank to identify structural templates by multiple threading
approaches. The 3D model of Myol6Tail predicts a-helical, -
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 Myol6Tail. 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 Myol6Tail, we successfully cloned and expressed it in
Sf9/baculovirus system (Fig. 4). Because Myol6Tail 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
[GuHCI], 8 M urea pH 7, 6, and 4) was applied. The denatured,
soluble Myol6Tail was purified via a Hise 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: a-helix (red), B-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 Myol6Tail
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 Myol6Tail 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 Myol6-
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 Ila, 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 Myol6Tails with the N-terminal
Myol6Ank 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—Myol6Ank (1.2 uM)
increased by the addition of an increasing concentration of
Myol6Tail as expected for binding interaction. The analysis
revealed that the affinity (Kp) of Myol6Tail to Myol6Ank is
~2.5 uM according to Equation 1 (Fig. 5A).

To characterize the binding properties of the tail of Myol6
in more detail, we measured the steady-state anisotropy of
Alexa568—Myol6Ank (1 uM) in the presence of an increasing
concentration of a new recombinant Myol6Tail without the
IQ motif, Myol6Tail (-IQ). The fit to the anisotropy data
resulted in weaker affinity with ~5.6 uM dissociation equi-
librium constant according to Equation 1 (Fig. 5B). Moreover,
to investigate the binding contribution of unoccupied IQ motif
to Myol6Ank, we measured the steady-state anisotropy of
Alexa568-labeled, synthesized rat Myol6IQ in the presence of
an increasing concentration of Myol6Ank. Because Myo161Q
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—Myo161Q
to confirm the labeling reaction. The average lifetime of free
Alexa568 was 2.84 ns, whereas that of Alexa568—Myo016IQ
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
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Figure 4. SDS-PAGE of expressed and purified Myo16Tail. A, schematic structure of the Hiss-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 Hissc—Myo16Tail. The samples were derived from the same experiments, and the gel and blot
were processed in parallel. GuHCI, guanidine hydrochloride; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; Ni-NTA, nickel-nitrilotriacetic acid.

spectral shift from 596 nm (free Alexa568) to 599 nm
(Alexa568-Myo16IQ), which also verifies the labeling of
Myol16IQ (Fig. S3). The steady-state anisotropy of Alexa568—
Myol6IQ revealed that Myol6Ank is able to interact with

according to Equation 1 (Fig. 5C) to that of both Myol6Ank—

Myo16Tail and Myol6Ank-Myo16Tail (-1Q) complexes.
Altogether, on the one hand, our results can confirm the

functional activity of the recombinantly produced Myol6Tail

Myo16IQ, albeit with much weaker affinity (Kp = ~16 uM) and Myol6Tail (-IQ). On the other hand, our anisotropy
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Figure 5. Myo16Tail interacts with the N-terminal ankyrin domain (Myo16Ank). A, steady-state anisotropy of Alexa568-Myo16Ank (1.2 uM) in the
absence and presence of an increasing concentration of Myo16Tail. The dashed line shows the fit to the data according to Equation 1. The fit of the
quadratic binding equation gave a dissociation equilibrium constant of K, = 2.5 + 0.2 pM for the Myo16Ank-Tail complex. Mean + SD (n = 3). B, steady-state
anisotropy of Alexa568-Myo16Ank (1 pM) in the absence and presence of Myo16Tail (—IQ). The dashed line indicates the fit to the data according to
Equation 1. The dissociation equilibrium constant resulted in Kp = 5.6 + 0.02 uM for the Myo16Ank-Tail (-IQ) complex. Mean + SD (n = 3). C, steady-state
anisotropy of Alexa568-Myo16IQ in the absence and presence of an increasing concentration of Myo16Ank. The dashed line shows the fit to the anisotropy
data according to Equation 1, resulting in a dissociation equilibrium constant of K, = 16.04 + 2.9 uM for the Myo16lQ-Ank complex. Mean + SD (n = 3).
Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; Myo16Tail (-1Q), Myo16Tail without the IQ motif.
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findings revealed that the tail of Myol6 is dominant in the
binding of Myol6Ank; however, the presence of Myol6IQ
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 Myol6Ank.

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 Myol6Tail (Figs. 2 and 3). To
investigate the structural properties of Myol6Tail experi-
mentally, we performed steady-state fluorescence measure-
ments by using its tryptophan residues as intrinsic probes and
ANS fluorescence assays. Myol6Tail contains six tryptophan

residues; three of them are located in more ordered segments,
whereas the other three are in the predicted disordered regions
(Fig. 6A4). 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. 64). 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, A,,,,,) 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
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Figure 6. Conformational transitions followed by intrinsic tryptophan fluorescence emission and tryptophan fluorescence quenching. Fluorescence
emission of tryptophan residues upon the addition of an increasing concentration of the denaturing agent (GuHCI). Tryptophan amino acids were excited at
295 nm, and the emission was recorded between 300 and 450 nm. A, the location of tryptophan residues in Myo16Tail. Known regions of Myo16Tail are
shown in gray (IQ), orange (NHM), and green (proline-rich) boxes. The fluorescence emission of (B) G-actin (control) showed a 25-nm red shift in the
wavelength corresponding to the emission maximum from 336 to 361 nm, while (C) fluorescence emission of Myo16Tail revealed a less-significant red shift
of 9 nm from 351 to 360 nm. The arrows indicate the increasing GUHCI concentration. D, conformational transitions followed by unfolding; emission
maximum wavelength (A,,,) plotted as a function of GUHCI concentration. The sigmoidal fits to the data calculated by using Equation 2 are shown in the
corresponding colors. Mean * SD (n = 3). E, the classical Stern-Volmer plot of steady-state fluorescence emission of tryptophans quenched by acrylamide.
The fits to the fluorescence quenching data calculated with Equation 4 are shown in the corresponding colors. The data are plotted as the mean + SD (n =
3), and the K, values are indicated as the mean + SD. F, the lifetime of tryptophans upon acrylamide quenching using Equation 5. The downward curvature
of Myo16Tail indicates the presence of the predominant static component. Fluorescence lifetime values derived from quenching experiments are sum-
marized in Table S1. Mean + SD (n = 3). G-actin, globular actin; GuHCI, guanidine hydrochloride; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail; NHM, neuronal
tyrosine-phosphorylated adaptor for PI3K homology motif.
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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 Myol6Tail was measured to reveal
the unfolding properties in the presence of increasing con-
centrations of GuHCI 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 GuHCI, 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 Myol6Tail upon titration by GuHCI
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 Myol6Tail are highly accessible, suggesting that they are
located in a less-structured, disordered protein matrix. The
GuHCI 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 K, values for
Myol6Tail (K, = 2.59 £ 0.07 M™) as compared with that
characteristic to G-actin (K, = 1.98 + 0.01 M), suggesting
higher tryptophan accessibility and conformational dynamics
of Myol6Tail (Fig. 6E). As one can observe, the Stern—Volmer
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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 1o/t 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 Myol6Tail 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 Myol6Tail 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 GuHCI 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 GuHCI, the
ANS fluorescence intensity was relatively low, which
constantly increased and reached a maximum between 1 and
2 M GuHCI, suggesting partial denaturation and molten
globule transition of G-actin (Fig. 7A). Above this range of
GuHCI concentration, the fluorescence intensity decreased
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which is indicative of hydrophobic (nonpolar) to solvent-exposed (polar) microenvironment change. B, ANS fluorescence of Myo16Tail showed the maximal
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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 GuHCI that decreased upon
GuHCI 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 Myol16Tail at low GuHCI (~480 nm) is in
accordance with the maximum values of G-actin in the range
of 1 to 2 M GuHCI (~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 Myol6-
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 Myol6Tail was
compared upon chemical denaturation induced by GuHCI
(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 GuHCI 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. 84). A less-complex
response was detected for Myol6Tail upon addition of
GuHC]; 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 GuHCI (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. 84). For
Myol6Tail, 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 GuHCI 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 GuHCI, 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
Myol6Tail 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.
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Figure 8. Structural dynamic measurements using tryptophan fluorescence anisotropy. Steady-state anisotropy of (A) G-actin (control) and (B)
Myo16Tail as a function of GUHCI concentration. Mean + SD (n = 3). Time-correlated single-photon counting of tryptophan residues by adding GuHCI. 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 (6) data (mean + SD, n = 3) are shown in Table S2. G-actin, globular actin; Myo16Tail, myosin 16 C-terminal tail;

GuHCI, guanidine hydrochloride.

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 Myol6Tail by
increasing the GuHCI 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 Myol6Tail
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 Myol6Tail, 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 Myol16Tail in the
far-UV region revealed the minimum at 205 nm, the positive
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maximum at 190 nm, and a significant signal in a wide, 215 to
225 nm region (Fig. 94). This suggests that the protein con-
tains both a-helical and B-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 a-helical and B-structured ele-
ments than what we detected in Myol6Tail (84).

To evaluate the secondary structure content of Myol6Tail,
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 a-helical content and p-
sheet structural elements and also to differentiate parallel and
antiparallel -sheets, providing an improved secondary struc-
ture estimation for a wide range of proteins. Antiparallel -
sheets can be divided into subclasses such as antil (left-
twisted), anti2 (relaxed), and anti3 (right-twisted) 3 elements.

BeStSel analysis showed that the secondary structure
content of Myol6Tail appeared to be due to 19.5% a-helix
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and 21.3% B-sheet, where the contributions of antiparallel 8
subclasses are 0.0% antil (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 Myol6Tail during
protein purification. CD spectroscopy results revealed that
Myol6Tail 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. 2A4). 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 Myol6Tail. 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 Myol6Tail, 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
Myol6Tail was analyzed on a double-wavelength plot, [0],,,
against [0],00, provided by Uversky and Fink (89) to classify
Myol6Tail as a molten globule or pre-molten globule
conformation (Fig. S4). Based on the plot, Myol6Tail can be
found between the molten and pre-molten globule
populations.
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To further study the structural properties of Myol6Tail 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 a-
helix content and ~5% increase in the disordered content. The
B-structure content is increased by ~4%, which could be the
result of partial aggregation of the protein at high temperatures.
The thermal behavior of Myol6Tail 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 Myol6Tail, 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 Myol6 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 Myol6Tail. The bioinformatic analysis
showed that Myol6Tail 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 Myol6Tail.

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 NHM motif
and the C terminus of Myol6Tail 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 1Q 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. Myol6Tail is regulated by phos-
phorylation in the neuronal PI3K signaling pathway (17).
Myol6Tail 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
Myol6Tail amino acid sequences from different vertebrate
species (Fig. S1), indicating that our observations on rat
Myol6Tail can have relevance, particularly in human Myol6
associated with neurodegenerative diseases (21-23). The
structural model supports the intrinsically disordered nature
of Myol6Tail (Fig. 3).

The first experimental indication of the disordered struc-
tural characteristics of Myol16Tail 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 Myol6Tail or parts of it
are intrinsically disordered. Steady-state fluorescence anisot-
ropy revealed that both Myo16Tail and Myol6Tail (-1Q) bind
the N-terminal Myol6Ank with a Kp of ~2.5 uM and ~5.6 pM
in a similarly moderate range of affinity, respectively (Fig. 5, A
and B), confirming the functional activity and a possible role of
Myol6Tail. In our assumption, Myol6Tail may play a role in
regulation by backfolding to the N terminus of Myol6. In
addition, GuHCI denaturation of Myol6Tail 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
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tryptophans of Myol6Tail 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 Myol6Talil 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 Myol6Tail (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 o-/B-type secondary structural elements besides
the considerable amount of disordered content in Myo16Tail
(Fig. 9A4). The analysis of the mean residue ellipticity of
Myol6Tail CD signals on the double-wavelength ([0]2,
against [0]y00) 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 Myol6Tail (Fig. 9B).

Altogether, our results suggest that Myol6Tail 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
Myol6Tail corroborates our experimental findings.

Therefore, we propose that Myol6Tail 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 Myol6
behaves during interactions with binding partners (Myol6Tail
interacts with PI3K and WAVE1, Myol6Ank), in phosphory-
lation process (Myol6Tail 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
MYOI16 are implicated in neurodegenerative disorders
(21-23).

Experimental procedures
Bioinformatics

Disordered probability prediction for Myol6Tail 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
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physical and chemical parameters of Myol6Tail 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 Myol6Tail 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 Myol6Tail (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. Myol6-
Tail was cloned into pFastBac plasmid (Thermo Fisher Sci-
entific) containing a Hisg affinity tag at the N terminus of the
construct. Recombinant Hiss—Myol6Tail was expressed in
Insectagro Sf9, Serum-Free/Protein-Free 1x medium (Corn-
ing) containing 100 pg/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 Myol6Tail purification were performed in sodium
phosphate (NasPO,) buffer (an appropriate mixture of 0.2 M
Na,HPO, and 0.2 M NaH,PO,) (93) at 4 °C. The cell pellet
was extracted in NazPOy lysis buffer (50 mM NazPO, (pH 8.0),
500 mM NaCl, 10 mM B-mercaptoethanol [BME], 0.2 mM
PMSF, 1% Triton X-100). After mechanical homogenization
and sonication (BANDELIN SONOPULS GM 3100; MS 73
Titanium microtip, 4 x 1 min, rest 1 min, amplitude 80%,
frequency 0.4 s) of the cell lysate, 20 pg/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; 20,000,
20 min, 4 °C) Myol6Tail sedimented in the pellet. To keep
Myol16Tail in a soluble form, 6 M GuHCI 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 pg/ml RNase A (Thermo Fisher
Scientific) to the supernatant for eliminating free RNA. Af-
terward, the Hisc—Myol6Tail 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 NazPOy,
500 mM NaCl, 10 mM BME) at pH 7. Hiss—Myo16Tail was
eluted with the elution buffer (8 M urea, 50 mM NazPOy,,
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
NazPO, buffer (50 mM NazPO, (pH 8.0), 200 mM NaCl,
5 mM BME) containing 4 M urea and afterward against
50 mM NazPO, buffer containing 100 mM NaCl, 2.5% glyc-
erol, 1% sucrose, and 5 mM BME, and finally against 50 mM
Na3PO, buffer containing 100 mM NaCl and 5 mM BME.
Myol6Tail 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 Myol6Tail was
generated. The tail of Myol6 was cloned into the pFastBac
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vector without the IQ motif (Myol6Tail (-IQ), 1176-1912
amino acids) and expressed in the baculovirus/Sf9 system. The
recombinant Hiss—Myo16Tail (-1Q) was successfully purified
by the abovementioned denaturing procedure. The absorbance
of Myo16Tail and Myol6Tail (-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 (¢ = 58.330 M™' cm ™,
52.830 M™' cm™), respectively. The N-terminal ankyrin
domain of Myol6 (Myolb6Ank) was purified as described
earlier (15). Actin was purified according to standard protocols
and stored in G-buffer (4 mM Tris-HCI [pH 7.8], 0.2 mM
ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM BME) on ice (66). Myol6IQ
(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 Myol6I1Q 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 NazPO, buffer containing
100 mM NacCl 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

Myol6Ank and Myol6lQ 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 NazPO, buffer containing 100 mM NacCl).
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—Myol6Ank (1 uM
and 1.2 uM) and Alexa568—Myo16IQ (1 uM) was measured to
study the interaction of Myol6Tail and Myo16Tail (-1Q) with
Myol6Ank and Myol6Ank with Myol6IQ. The fluorescence
anisotropy measurements of tryptophan side chains were
performed on the samples by adding the aforementioned series
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of GuHCI concentration. The measurements were performed
using HORIBA Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spectrofluorometer
(HORIBA Scientific) (tryptophan, Aex = 295 nm, Aepp, = 350 nmy;
Alexa568—Myol16Ank and Alexa568—Myo0161Q, A, = 578 nm,
Aem = 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 Aq
and T, are the total Myol6Ank, Myol6IQ and Myol6Tail,
Myol6Ank concentrations, respectively, ra is the steady-state
anisotropy of Alexa568—Myol6Ank or Alexa568—Myol6IQ,
rar is the steady-state anisotropy of Alexa568—Myol6Ank or
Alexa568—Myo16IQ at a saturating amount of Myol6Tail or
Myol6Ank concentration, respectively, and K}, is the dissoci-
ation equilibrium constant of the Myol6Ank-Tail or
Myo161Q-Ank complex:

r—ra _A0+TO+KD—\/ (Ao+To+Kp)*~4 - Ay - Tp

raT—ra 2

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 pM of G-actin and Myol6Tail.
Tryptophans were excited at 295 nm, and the emission spectra
were recorded between 300 and 450 nm, while ANS (250 pM)
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 GuHCI (0, 0.4, 0.8,
12, 1.6, 2, 24, 2.8, 3.2, 3.6, 4 M) at 20 °C. The tryptophan
fluorescence emission spectra of proteins were corrected by
subtracting the GuHCI 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 Ay and Ay 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.

(Au-An)

14-exp (%)

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, yj is the base, and X, 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.

A=An+ (2)

Ae —4 In(2) (x-x)>
y=yot———— 3)

T
Wi/Th@)
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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 Fy and F are the fluorescence intensities or 1
and t are the fluorescence lifetimes of tryptophans in the
absence and presence of the quencher, respectively; Ky, is the
Stern—Volmer quenching constant and [Q] denotes the
quencher concentration.

%: 14Ky [Q] @)
T—TO =1+Ksy[Q] (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 uM of G-actin and Myol6Tail by adding GuHCI (1, 2, 3,
4 M). Time-resolved fluorescence lifetimes (1) were calculated
according to Equation 6, where I(t) is time-dependent in-
tensity, IRF is instrument response function, A; amplitude of
the i-th component at time zero, and t; denotes for lifetime of
the i-th component. Data were analyzed with exponential
model (reconvolution) by FluoFit software (PicoQuant, Berlin,
Germany).

t e ,
1(t) = / RF(E)S " A dt ©)

Time-resolved anisotropy data were fitted by Origin 2020
software using two-exponential fit, and rotational correlation
(0) values were derived from Equation 7, where r(t) is time-
dependent anisotropy, r., is anisotropy at t = oo (limiting
anisotropy), A; is the pre-exponential factor of the i-th
component, and 6; indicates the rotational correlation time of
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the i-ith component.
() =raty . A€ (7)

CD spectroscopy

Far-UV (190-250 nm) CD spectrum of Myol6Tail was
recorded in 50 mM NazPO, 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 uM (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 uM (0.1 mg/ml) in 50 mM NazPO, (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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