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BEVEZETES

A miozin motorfehérjék képesek az ATP kémiai energiajat atalakitani mechanikai
erbkifejtéssé az aktin filamentumokon torténé elmozdulas érdekében [1]. Patel és munkatarsai
2001-ben egy uj, nem-konvencionalis motorfehérjét fedeztek fel, amelyet egy Uj miozin osztalyba
soroltak: miozin XVI osztaly néven [2]. Két miozin 16 (Myo16) izoforma kuldnbdztetheté meg: a
Myol6a a rovidebb, citoplazmatikus, és a hoszabb, predominans Myo16b izoforma. A nem-
konvencionalis Myo16 tartalmaz egy N-terminalis pre-motor extenziot, amely egy nyolc ankyrin
ismétlédésekbdl allé ankyrin domén (Myo16Ank), egy konzervalt motor domént, egy IQ motivumot
és egy egyedi C-terminalis extenziét a Myo16b izoforma esetében (Myo16Tail).

A C-terminalis farok domén a legvaltozatosabb része a miozin molekulanak, mind hosszat,
mind aminosav szekvenciajat tekintve. Ezek a C-terminalis régidk allhatnak részben vagy teljes
egészében coiled-coil egymasba csavarodd a-helikalis motivumokbdl elésegitve a miozinok
dimerizaldédasat és polimerizaciéjat. Masrészt léteznek olyan miozinok is, amelyek nem képesek
dimerizalédni. A C-terminalis régiok tartalmazhatnak specifikus funkciét ellaté doméneket, ugy
mint SRC homoldgia 3 (SH3), Rho GTPaz aktivator (GAP), FERM (four-point-one, ezrin, radixin,
moesin), pleckstrin homoldgia (PH), miozin homologia 4 (MYTH4) vagy PDZ domén [3-5]. Ez a
szerkezeti diverzitas szamos intracellularis funkcidhoz vezethet, ugy mint vezikularis transzport,
dimerizacio, cellularis lokalizacid, horgonyzas, fehérje-fehérje interakcio, kinaz aktivitas és
autoregulacio [6-9].

Az emlBsdkben expresszalédd Myo16 féként embrionalis és felnbétt patkany agy fejlédési
id6szakanak elsd két hetében mutat jelentés termelédést, kisebb mennyiségben néhany periférias
szOvetben is megtalalhatd. A Myo16 jelenléte egybeesik a neurondlis sejtmigracioval, az axonalis
novekedéssel és a dendritek kialakuldsaval [2]. Az N-terminalis Myo16Ank kétédik a protein
foszfataz 1 katalitikus alegységével (PP1c) és szabalyozza annak foszfataz aktivitasat [10]. A
PP1c szerepet jatszik a szinaptikus plaszticitas kontrollalasaban, a tanulas mechanizmusaban és
a memoria képességének fejlédésében [11]. A Myo16 eszencidlis a neurondlis foszfoinozitid 3-
kinaz (PI3K) jelatvitelben, ahol az Src tirozin kinaz csaladba tartozé Fyn fehérje altal foszforilalodik
a C-termindlis Myo16Tail region keresztul [12]. A foszforilalt Myo16Tail ezt kdvetéen egyidejileg
kétédik a PI3K-val és a WAVE1 regulatérikus komplexxel (WRC). Ezaltal a Myo16 kozvetitd
funkciot lat el és képes a WRC-Arp2/3 komplexen keresztlil szabalyozni az aktin citoszkeleton
atrendez6dését [12]. Ezzel parhuzamosan a Myo16 lassitja az aktin polimerizacio dinamikajat a
Purkinje sejtek dendritikus tliskéinek posztszinaptikus oldalan. Tovabba a Myo16 szerepet jatszik

az idegrostok axon terminalisainak preszinaptikus szervezddésében is [13,14]. Tehat a Myo16



fontos szerepet tolt be az idegrostok és Purkinje sejtek szinapszisainak morfoldgiai és funkcionalis
szabalyozasaban. A Myo16b sejtmagi lokalizaciojat figyelték meg egér kisagyban (P23, 31) in vivo
korulmények kozott [2,15], amely a Myo16Tail funkcidjanak tulajdonithatd, annak ellenére, hogy
nem talalhaté tipusos nuklaris lokalizacios szekvencia (NLS) motivum a Myo16Tail
szekvenciaban. A Myo16 motor domén funkciéja még nem ismert. A fent emlitett irodalmi adatok
alapjan a Myo16 fontos szerepet tolt be a neuronalis funkciok kuldnféle fazisaiban. Ezen felll a
Myo16 genetikai mutacioi 6sszefliggésbe hozhaték neurodegenerativ megbetegedésekkel, ugy
mint a skizofrénia, autizmus spektrum zavar (ASD), bipolaris Il. tipusu zavar és major depresszio
[16-18].

A My16Tail egy sokoldalt C-terminalis extenzid, amely tartalmaz egy WAVE1 interakciés
régiot (WIR), egy neuronalis tirozin-foszforilalt adaptor homolégia motivumot (NHM) a
foszfoinozitid 3-kinaz szamara (NYAP) [12], egy prolin-gazdag régiot és egy disztalis C-terminalis
szekvencia motivumot, mely feltehetéen szerepet jatszik a Myo16b sejtmagba juttatasaban [15].
A funkcionalis diverzitas mellett a Myol6Tail rendezetlen szerkezettel rendelkezhet nativ
allapotban [19]. A rendezetlen fehérjék (intrinsically disordered proteins — IDP) és rendezetlen
fehérje régiok (intrinsically disordered proteins — IDR) nem képesek masodlagos és harmadlagos
szerkezetet felvenni [20—22]. A rendezetlen fehérjék a rendezetlenség mértéke alapjan kulénbdzé
osztalyokba sorolhatéak, ugy mint az olvadt gombolyag kulénféle allapotai (molten globule, pre-
molten globule) és a “random coil” [20]. A rendezetlen fehérjéket és fehérje régidkat irregularis
aminosav 0Osszetétel jellemzi, amely magas netté toltést eredményez az elektrosztatikus
taszitoerdk végett. Tovabba alacsony a hidrofobicitasuk, ami a globularis szerkezet feltekeredését
akadalyozza meg [23].

A rendezetlen fehérjék sajatossaga, hogy a poszttranszlaciés maodosulasi helyek
kifejezetten a rendezetlen régidokban fordulnak el6, amely a fehériék felszinének
hozzaférhetéségével flugg Ossze [24]. A szerkezeti rendezetlenségnek funkcionadlis elényei
vannak, ami a szerkezet flexibilitisaban és partnerfehérie kétédésében (nagy specificitas,
alacsony affinitds), valamint koérnyezeti tényez6k hatéasara bekdvetkez6 plasztikus
konformaciévaltozasban nyilvanul meg [20,25-28]. Néhany hasonlo funkciot mar leirtak a Myo16b
esetében [12,15].

Kutatasaink soran a C-terminalis Myo16Tail konformaciés dinamikai, szerkezeti és a
funkcionalis karakterizalasat tlztlk ki célul bioinformatika analizisek, fluoreszcencia-, cirkularis

dikroizmus spektroszkdpiai, valamint kalorimetrias médszerek segitségével.



CELKITUZESEK

Munkank soran a nem-konvencionalis miozin XVI| osztalyba tartozé miozin 16b (Myo16b)
izoforma C-terminalis (Myol6Tail) szerkezeti és funkciondlis tulajdonsagait vizsgaltuk. A
szekvencia Osszetétel alapjan a Myol6Tail feltehet6éen nativ rendezetlen szerkezetben
funkcionalis. Ahhoz, hogy megértsuk a Myo16Tail biologiai folyamatokban betoltott szerepét
el6szor a fehérje fragmentum szerkezetét tanulmanyoztuk in silico és in vitro koralmények kozott

a kovetkez6 kérdésekre keresve a valaszt:

= milyen szerkezetet jeleznek el6ére a bioinformatikai analizisek?

= hogyan befolyasolja a denaturalé agens a fehérje kitekeredés kooperativitasat?
= hogyan hat a fehérje kitekeredés a Myo16Tail konformacié dinamikajara?

= tartalmaz-e masodlagos szerkezeti elemeket a Myol16Tail?

= milyen a Myo16Tail termodinamikai stabilitdsa?

Kutatasaink masodik felében funkcionalis kisérleteket végeztink. Arra voltunk kivancsiak,
hogy a Myo16Tail milyen fehérjékhez képes kotddni és ez altal milyen folyamatokat lehet képes

befolyasolni. Ehhez a kdvetkezd kérdéseket tettik fel:

= kotédik-e a Myol6Tail az N-terminalis Myo16Ank-hoz?
= befolyasolja-e az IQ motivum a Myo16Tail interakcios tulajdonsagait?

= képes-e a My16Tail befolyasolni az aktin filamentumok 6sszeszerel6dését?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Bioinformatika
A patkany Myo16Tail aminosav 6sszetétele alapjan rendezetlen szerkezetet feltételezink,
melyet kulonb6z6 rendezetlenséget valdszinilsité programok kombinacidjaval vizsgaltunk: VLXT
[29], VL3-BA [30], VLS2b [31], Ronn [32] és IUPred [33]. A fehérje szerkezet flexibilitasat
DynaMine programmal analizaltuk [34]. Foszforilacios helyek el6fordulasanak valoszinliségét
PhosphositePlus program segitségével végeztik [35]. A Myo16Tail szekvenciat kilénb6zé
gerinces osztalyok képviselbinek Myol6 C-terminalis szekvenciaival hasonlitottuk dssze és
vizsgaltuk a konzervaltsagot Clustal-X program segitségével [36]. A Myo16Tail lehetséges
harom dimenziés szerkezetét az aminosav szekvencia alapjan |-TASSER webszerver

segitségével modelleztik [37].

Fehéjék expresszalasa és tisztitasa

A rekombinans patkany Myol16Tail (1146-1912 aminosav) és Myol6Tail (-1Q) (1176-1912)
DNS szekvenciakat pFastBac plazmidba kléonoztuk (ThermoFisher Scientific), amely tartalmaz
egy 6 hisztidinbdl allé affinitds motivumot (Hiss) a konstrukcidk N-terminalis oldalan. A
rekombinans Hiss-Myo16Tail konstrukciokat Bakulovirus/Sf9 expresszios rendszerben allitottuk
el és denaturald korulmények kozott tisztitottuk. A fehérjék tisztitdsa nikkel affinitas gyongyok
segitségével toérténtek, végul a denaturald szert elvonva renaturaltuk a rekombinans fehérjéket.
Az el6allitott és tisztitott rekombinans Myo16Tail fragmentumokat Western blot segitségével is
ellendriztiik. Az N-terminalis miozin 16 ankyrin domén (Myo16Ank) E. coli (ER 25.66) expresszids
rendszerben kerult elballitasra és tisztitdsa GST affinitds oszlop segitségével tortént [10]. Az aktin
fehérjét aceton szaritott, szkeletalis izomforgacsbdl nyertik ki és tisztitottuk [38]. A Myol161Q
(1146-1175) motivumot szintetizaltattuk (Genscript, Piscataway, NJ, US). A rekombinans egér
profilin 1 (profilin) fehérjét egy korabban leirt mddszerrel tisztitottuk [39]. A Myol6Ank, Myol6IQ
és profilin fluoreszcens jeldlését Alexa Fluor® C5 568 maleimid (Alexa568, Invitrogen), valamint

a G-aktin jelolését pirén (Sigma-Aldrich) fluoreszcens festékekkel végeztuk.

Fluoreszcens spektroszkopiai kisérletek

Steady-state fluoreszcencia emisszié soran triptofan és 1-anilino-8-naftalin szulfonat
(ANS) fluoreszcencia emisszids méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22
spektrofluoriméteren végeztik, 20 °C-on. A kontroll G-aktin és Myo16Tail mintakban talalhato
triptofan aminosavakat 295 nm-en gerjesztettik, majd a steady-state fluoreszcencia intenzitast
300-450 nm-es hullamhossz tartomanyban detektaltuk névekvé Guanidin-hidroklorid (GuHCI)

koncentracio fuggvényében. Az ANS (250 uM) gerjesztés 360 nm-en tortént és a fluoreszcencia
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intenzitast 400-650 nm kozott detektaltuk szintén ndvekvé GuHCI koncentracié mellett. A GuHCI
hattérintenzitasat kivonva korrigaltuk a mért adatokat. A triptofan fluoreszcencia mérések
esetében gerjesztési és emisszios rések tavolsaga 2,5 nm volt, mig az ANS mérések esetében 5
nm. A mérések soran 5-5 pM fehérje mintat hasznaltunk. Harom mérés eredményét atlagoltuk és

az eredményeket Origin 2020 szoftver segitségével értékeltuk ki.

Fluoreszcencia kioltas kisérletek triptofan fluoreszcencia vizsgalatan keresztil zajlottak.
Kisérleteinket a kontroll G-akin és Myo16Tail fehérjéken végeztik akrilamid kiolté segitségével.
A fluoreszcencia intenzitas kioltas méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog 3.22
spektrofluoriméterrel, mig a kioltas soran mért élettartam kisérleteket Horiba Jobin Yvon Nanolog
készllékkel 20 °C-on végeztik. A kioltasos kisérlet soran a gerjesztési és emisszids paraméterek
a kovetkezOk voltak: Aex=295 nm, Aem=350 nm. A kisérletek soran 5 uM fehérje mintat hasznaltunk.
.belsd sz(ird” effektusra és a klasszikus Stern-Volmer egyenlet felhasznalasaval értékeltik ki

Origin 2020 szoftver segitségével.

Steady-state fluoreszcencia anizotrépia kisérletek soran ftriptofan fluoreszcencian
keresztll vizsgaltuk az anizotrépia valtozast. A kontroll G-aktin és Myo16Tail fehérje mintakat
ndévekvd GuHCI koncentracié hozzaadas mellett gerjesztettik 295 nm-en majd detektaltuk a
fluoreszcencia intenzitast 350 nm-en. A kotésen alapuld fluoreszcencia anizotropia kisérletek
soran 1-1,2 uM Alexa568-jel6lt Myo16Ank fehérjét és 1 uM Alexa568-jeldlt Myo161Q peptidet
hasznaltunk (Aex=578 nm, Aem=601 nm). Az Alexa568—Myo016Ank-hoz Myo16Tail és Myo16Tail (-
Q) fehérjét, mig az Alexa568—My0161Q-hoz Myo16Ank fehérjét adtunk névekvé koncentracioban
és vizsgaltuk az anizotrépia valtozast. Az Alexa568—Myo16Ank:Myo16Tail és Alexa568—
Myol16Ank:Myol16Tail (-1Q), valamint az Alexa568—Myo161Q:Myo16Ank komplex disszociaciés
egyensulyi allandé értékeket (Kp) gvadratikus egyenlet alapjan hataroztuk meg. A triptofan és az
Alexa568-jeldlt fluoreszcencia anizotropia kisérletek soran a gerjesztési és emisszios rések
tavolsaga 2,5 nm volt egyarant és az anizotropiat 10 percen at mértuk. A kisérletekhez Horiba
Jobin Yvon Fluorolog 3.22 spektrofluorimétert hasznaltunk és a mérések 20 °C-on zajlottak. Az

eredményeket Origin 2020 szoftver segitségével értékeltik ki.

Idékorrelalt egyfoton szamlalas (TCSPC) modszerével a triptofan fluoreszcencia
élettartam és anizotrépia lecsengés méréseket Horiba Jobin Yvon Nanolog spektrofluoriméterrel
végeztuk. A triptofan aminosavakat Nanoled impulzus Uzemi fényforrassal gerjesztettik 295 nm-
en és az emittalt fényt 350 nm-en detektaltuk. A kisérletek soran a kontroll G-aktin és Myo16Tail

koncentracidja 5-5 uyM volt. Az egyes mérésekhez ndvekvé koncentracioban GuHCI oldatot



adtunk. A kisérletek soran a réstavolsag élettartam mérések esetén 3 nm, mig anizotrdpia
lecsengés esetén 10 nm volt. Az id6korrelalt élettartam és anizotropia lecsengés adatokra két
exponencialis fuggveényt illesztettink Origin 2020 program segitségével, majd meghataroztuk a

triptofan fluoreszcencia élettartamokat és a fehérjék rotacios korrelacios (8) paramétereit.

Cirkularis dikroizmus spektroszképia

A Myol6Tail masodlagos szerkezetét Jasco J-810 spektropolariméter (Japan
Spectroscopic Co., Tokio, Japan) segitségével vizsgaltuk. A méréseket tavoli UV tartomanyban
(190-250 nm) végeztik 25 °C-on. A Myo16Tail koncentracidja 12,7 uM (1,1 mg/ml) volt a mérések
soran. A Kkisérleti paraméterek a kdvetkezdk: 0,01 cm uthossz, savszélesség 1 nm, scannelési
sebesség 20 nm/min, valaszidd 4 masodperc. Tovabba a CD adatok segitségével kiszamoltuk az
egy aminosavra es6é molaris ellipticitas (8) értékeket 222 és 220 nm-en ([0]22= -5813 deg cm?
dmol? és [6].00= -8865 deg cm? dmol?), amelyek alapjan a fehérjék kiilonb6zd rendezetlen
konformaciés allapotainak populaciéi jellemezhetéek egy kettds hullamhossz abrazolas
segitségével [40]. A hédmérséklet felfiitéses CD spektroszkoépiai kisérletek soran a Myol6Tail
koncentracidja 1,15 pM (0,1 mg/ml) volt és a mérések soran 1 mm uthosszusagu cellat
hasznaltunk. A CD spektrumokat 10-100 °C kozott mértik 1 °C/min felflitési sebességgel. A

felfGtés soran tobb mérést atlagoltunk és az adatokat BestSel programmal értékeltik ki.

Differencialis pasztazé kalorimetria (DSC)

A kalorimetridas méréseket Setaram Micro DSC-III készulékkel végeztik. A kontroll G-aktin
és Myo16Tail fehérje mintakat 20 °C-r6l 100 °C-ra fitéttik fel 0,3 és 0,1 K/min felf(itési
sebességgel. A referencia mérések soran a fehérjék sajat pufferét hasznaltuk. A G-aktin és a
Myo16Tail koncentracioja 1 mg/ml volt a mérések soran. Minden esetben a minta kétszer kertlt
felftésre az adott hBmérséklet tartomanyban. A masodik felf(ités igazolja, hogy a fehérjék az elsé
felfGtés alatt mar irreverzibilis médon denaturalédtak. Az eredményeket Origin 2020 program
segitségevel értékeltuk ki.

Polimerizacioés kinetikai mérések

A polimerizacios kisérleteket pirén-jeldlt aktin fehérjével végeztik (2 uM, 2% jeldlt). A
polimerizaciét 100 mM KCI és 2 mM MgCl; hozzaadasaval inditottuk. A mérésekhez Safas Xenius
FLX spektrofluorimétert hasznaltunk (Aex = 365 Nm, Aem = 407 nm). A polimerizacids sebesség
meghatarozasa érdekében egyenest illesztettlink a polimerizacié kezdeti, tranziens szakaszara

(0 =500 s) Origin 2020 program segitségével.



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Myo16Tail in silico bioinformatikai szekvencia analizis

Kisérleteink els6 fazisaban in silico bioinformatikai modszerekkel vizsgaltuk a patkany
Myo16Tail (tartalmazva az IQ motivumot) aminosav szekvenciat. A szekvencia alapjan magas a
rendezetlen szerkezetet elésegité aminosavak aranya (68%), mig a masodlagos és harmadlagos
szerkezet kialakulasaért felel6s aminosavak 32%-ban képviseltetik magukat.

A Myol6Tail szerkezetét kiildonb6zd rendezetlenséget elérejelzé program kombinacidjaval
tanulmanyoztuk: VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és IUPred. A Myol16Tail C-terminalis tovabbi része
viszont nagymértéki rendezetlenséget mutat.

Tovabb vizsgaltuk a patkany Myo16Tail feltételezett szerkezeti rendezetlenségét kiilénb6z6
gerinces osztalyok képvisel6inek Myo16Tail szekvenciaival 6sszehasonlitva (Homo sapiens (Hs),
Mus musculus (Mm), Rattus norvegicus (Rn), Gallus gallus (Gg), Xenopus tropicalis (Xt), Danio
rerio (Dr)) IUPred webszerver segitségével. Az analizis alapjan a Myo16Tail szerkezeti
rendezetlenség valdszinlségek kozott jelentds atfedés mutatkozik. A funkcionalis fehérje régiok
kozll az 1Q motivum esetében rendezettségre utald szerkezet valoszinlsithetd, mig az NHM és
a prolin-gazdag régi®6 minden vizsgalt gerinces faj szekvencidjaban nagymeértéki
rendezetlenséget feltételez. Mindezek arra utalnak, hogy a Myol16Tail rendezetlen fehérje régiok
konzervalodtak az evolucio soran és fontos szerepet jatszhatnak a human Myo16 funkciéjaban.

A Myol6Tail szekvenciat tovabb vizsgaltuk fehérje szerkezeti flexibilitdsat prediktald
DynaMine program segitségével. A predikcio alapjan a Myo16Tail 70%-a flexibilisnek tekinthetd
(S? érték <0,7), mig a merev szerkezet valdszinlisége csak 20% (S? érték >0,8). Az elemzésben
talalhatd egy atmeneti régié (S? érték 0,7-0,8), amely a kontextusfliggé konformaciévaltozasra
utalhat (10%), pl. partner fehérje kotédésekor a rendezetlen fehérje fel vehet egy rendezettebb
szerkezetet [41].

A szakirodalom alapjan a rendezetlen fehérjék gazdagabbak poszttranszlaciés médosulasi
helyekben, mint a rendezett szerkezetl tarsaik [24]. A Myo16Tail szekvenciat tovabb vizsgaltuk
PhosphositePlus programmal lehetséges poszttranszlacios médosulasi helyeket keresve [35]. A
referencia alapu predikcio szerint a Myo16Tail 17 foszforilacios helyet tartalmazhat (10 Ser, 4 Thr
és 3 Tyr foszforilacios hely). Prediktalt foszforilacios helyek taladlhatéak az NHM motivumban,
melyek kozil két aminosav foszforilaciojanak (Y1416 és Y1441) szerepét mar korabban leirtak [12],
tovabba jelentés mennyiségben eléfordulhatnak foszforilacios helyek a rendezetlen régiokban. A
Clustal-X szekvencia analizis soran a prediktalt foszforilacios helyek szintén nagyfoku

konzervaltsagot mutattak. Az analizis bioldgiai relevanciajat tekintve, a konzervalt foszforilacios



helyek alapjan feltételezhetjuk, hogy a Myo16Tail rendezetlen régidinak foszforilacioja fontos
szerepet jatszhatott a Myo16 fehérje evolucidjaban.

A bioinformatikai eredmények szerint a Myo16Tail szerkezete nagyfoku rendezetlenséget
mutat, habar szerkezeti adatok nem allnak még rendelkezéslinkre. Ezért I-TASSER [37]
programmal modelleztik a Myo16Tail lehetséges szerkezetét. A modell alapjan a Myo16Tail
tartalmaz lehetséges a-helikalis és B-lemez masodlagos szerkezeti elemeket, valamint nagy
mennyiségben rendezetlen szerkezetli régidkat. A Myol6Tail szerkezete leginkabb az olvadt
gombolyag (molten globule), részben rendezetlen szerkezeti allapotnak felel meg. A molten
globula fehérje szerkezet egy kevésbé kompakt, sokkal inkabb flexibilis és dinamikus fehérje

konformacionak felel meg [42].

Myo16Tail alacsony kooperativ denaturaciét mutat

A bioinformatikai szekvencia analizisek meger&sitéséhez kisérleteink soran steady-state
triptofan és ANS, valamint id6korrelalt triptofan fluoreszcencia spektroszképiai mérésekkel
vizsgaltuk a Myo16Tail konformacios tulajdonsagait. A rekombinans Myol6Tail hat triptofan
aminosavat tartalmaz. Ezek kdzul harom a rendezett régiokban taldlhatd, mig tovabbi harom
triptofan a rendezetlen régidokban a rendezetlenségi valészinliségi analizis alapjan. A triptofan
aminosavak, mint belsé fluoroférok érzékenyek a lokalis kérnyezeti valtozasokra [43]. Ha a
triptofanok flexibilis fehérje régidokban talalhatéak és az oldat szdmara hozzaférhetbek, akkor a
fluoreszcencia intenzitds maximalis hulldmhossza 350-360 nm kozott detektalhatd [44]. A
kisérletek soran el6szé6r a Myo16Tail triptofan fluoreszcencia intenzitds valtozasat
tanulmanyoztuk névekvé GuHCI koncentracié jelenlétében.

A Myo16Tail triptofan fluoreszcencia intenzitds maximalis hullamhossza a mérés soran
denaturald agens hianyaban ~351 nm volt, valamint a fluoreszcencia intenzitas csokkenése is
kevésbé volt kifejezett a G-aktin kontrollhoz képest. A GuHCI koncentracié novelésével a
Myo16Tail konformacié kis mértékben valtozott, 9 nm vords spektralis eltolédas volt megfigyelheté
351-360 nm kozott, dsszehasonlitva a kontroll G-aktin mérésekkel (335-359 nm vords eltolodas).
Ezek a medfigyelések arra utalnak, hogy a triptofanok hozzéférhetéek és legaldbb részben a
kevésbé strukturalt, rendezetlen fehérje szerkezetben talalhatéak. A maximalis hullamhossz
GuHCI koncentraci6 fuggése tovabb erdsiti ezt a feltételezést. A G-aktin denaturacié soran a
maximalis hulldamhossz valtozas szigmoid tendenciat mutat, ami utal a kooperativ
konformacioévaltozasara. Ezzel szemben a Myo16Tail konformaciovaltozasaban a kooperativitas
hianya figyelhetd meg és csak enyhe szigmoid valtozast lathatunk a maximalis hullamhossz
értékekben. A nagymértéki kooperativitas utal a globularis, rendezett fehérje szerkezetre, mig az

alacsony kooperativitas rendezetlen, flexibilis szerkezetet feltételez [45].
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A Myo16Tail konformaciét 1-anilino-naftalin-8 szulfonsav (ANS) fluoreszcencia emisszids
kisérletekkel is vizsgaltuk. Az ANS eltérd affinitassal képes kotédni a fehérjek kulonb6zé
konformacidihoz [46]. Az ANS fluoreszcencia intenzitas valtozasa és a spektralis eltolédas
ndvekvd GuHCI hozzaadasara tukrozi a fehérje konformacié mikrokérnyezetének valtozasat
(rendezett szerkezet — hidrofob, rendezetlen — polaros kornyezet). Ugyanakkor az ANS nem
egyenesen aranyosan kotdédik a kitekeredé fehérjéhez, hanem maximalis fluoreszcencia
intenzitasa kifejezetten a molten globula konformacios allapotra jellemz6. Az alacsony ANS
intenzitas pedig a rendezett vagy a teljesen kitekeredett fehérje szerkezetet reprezentalja [46].

A G-aktin ANS mérések sordan a maximalis ANS intenzitashoz tartozé hulldmhossz
kétfazisu, kooperativ kitekeredést feltételez, valamint 1-2 M GuHCI koncentracié tartomanyban a
maximalis ANS hullamhossz (~480 nm) a molten globula konformacios allapot jelenlétére utal.
Ehhez képest a Myo16Tail maximalis ANS intenzitashoz tartozé hullamhosszt 480 nm-en
detektaltuk GuHCI hianyaban, ami egybeesik a G-aktin molten globula konformacids atmenetének
tartomanyaval (1-2 M GuHCI, ~480 nm). Tovabba a Myo16Tail esetében fokozatos, enyhe
szigmoid atmenet figyelhetd meg a fehérje kitekeredése soran, ahogy emelkedik a GuHCI
koncentracio. Tehat a Myo16Tail gyengén kooperativ denaturaciét mutat és a maximalis ANS
intenzitashoz tartozé ~480 nm hulldamhossz is arra utal, hogy a Myol6Tail molten globula
konformacioval rendelkezik nativ allapotban.

A triptofan hozzaférhetéség vizsgalatahoz fluoreszcencia kioltas kisérleteket végeztink. A
kontroll G-aktin és Myo16Tail steady-state triptofan fluoreszcencia intenzitas kioltasat akrilamid
segitségével végeztik. A Stern-Volmer egyenlet alapjan meghataroztuk a Stern-Volmer
egyutthatokat. A G-aktin kontroll mérésnél alacsonyabb (Ks=1,98 + 0,01 M?), mig a Myo16Tail
esetében magasabb Stern-Volmer egyltthatékat kaptunk (Ks=2,59 + 0,01 M?), ami utal a
Myo16Tail nagyobb mértéki triptofan hozzaférhetéségre. A Myo16Tail esetében a Stern-Volmer
féle abrazolas eltér a linearistdl és felfelé mutatd tendenciat figyelhetiink meg a kioltasban. A
Myo16Tail fluoreszcencia kioltas linearis tendenciatol valo eltérése arra utal, hogy nem csak
dinamikus, hanem statikus kioltas is jelen volt. A statikus komponens soran ,sotét komplexek”
nem gerjeszthetdk, mivel a fluoroférok gyors hozzaférhetésége miatt még a gerjesztés el6tt
megtorténik a kioltas, igy a ,s6tét komplexek” nem jarulnak hozza a triptofan fluoreszcencia
élettartam kioltas eredményekhez.

A triptofan fluoreszcencia élettartam kioltas mérések esetében a ,s6tét komplex” kialakulasa
nem befolyasolja a fluoreszcencia élettartamot. Abban az esetben, ha csak statikus kioltas — és
,S0tét komplex” formalddas — torténik a 1o/t Stern-Volmer abrazolas lapos, egyenes vonal lenne.

A triptofan fluoreszcencia kioltasban szerepet jatszé statikus komponens jelenlétének tovabbi
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vizsgalatahoz id6korrelalt egy foton szamlalas mddszerén alapuld kisérleteket végeztink. A
kontroll G-aktin triptofan fluoreszcencia élettartam kioltas Stern-Volmer abrazolasa linearis, ami
dinamikus kioltasra utal. A kontroll G-aktin triptofan fluoreszcencia élettartam kioltas esetében az
atlagos triptofan fluoreszcencia élettartam szignifikans csokkenést mutat a névekvé akrilamid
koncentracio fuggvényében. A Myo16Tail triptofan fluoreszcencia kioltas élettartam Stern-Volmer
abrazolasa enyhe emelkedést mutat 0,5 M akrilamid koncentracioig, ezt kovetben viszont
ellaposodé tendenciat figyelhetiink meg. Az atlagos triptofan fluoreszcencia élettartam meredeken
csOkken 4,1-3,12 ns kozott 0,26 M akrilamid hozzaadasara. Magasabb akrilamid koncentracion
(0,48-1,09 M) viszont az atlagos triptofan fluoreszcencia élettartam alig valtozik (~2,8 ns).

Tehat az idékorrelalt triptofan fluoreszcencia élettartam kioltas soran a névekvé akrilamid
koncentracio hatasara csdkkend Myo16Tail triptofan fluoreszcencia intenzitast eredményezett,
amely arra utal, hogy 0,5 M akrilamid koncentracio felett a triptofanok ,s6tét komplexet” alkotnak
a kioltd molekulakkal. A kioltasos kisérletek arra engednek kdvetkeztetni, hogy a dinamikus kioltas
mellett a statikus komponens jelentés mértékben hozzajarul a Myo16Tail triptofan fluoreszcencia

kioltashoz és triptofanok jelentés mértékben hozzaférhetéek az oldat és az akrilamid szamara.

Myo16Tail konformacidés dinamika karakterizalasa

Steady-state triptofan fluoreszcencia anizotropia Kkisérletekkel vizsgaltuk a fehérje
konformacié sajatsagait ndvekvé GuHCI koncentracio figgvényében.

A kontroll G-aktin anizotrépia szintén kétfazisu konformaciés atmenet jeleit mutatja. A
Myo16Tail anizotropia fokozatosan csokkené valtozast mutatott, hasonléan a triptofan
fluoreszcencia emisszidos eredményekhez. Az alacsony kooperativ denaturacié és a meredek
szigmoid valtozas hianya [47] az anizotrépia eredményekben is megfigyelhetd volt, ami tovabb
er8siti a Myo16Tail rendezetlen szerkezetének elméletét.

Id6korrelalt triptofan anizotropia lecsengés kisérletekkel vizsgaltuk a Myo16Tail
konformaciés dinamikai jellegzetességeit. A 42 kDa molekula témegil kontroll G-aktin triptofan
rotacios korrelacios idék valtozasa hasonlé tendenciat mutatott a triptofan élettartam mérésekben
megfigyeltekhez, amit magyarazhat a fehérje két, egymast koveté konformacidés atmenete a
denaturacié soran. A kontroll mérés soran kapott G-aktin triptofan rotacids korrelacios idék
O0sszehangban vannak a korabban leirt eredményekkel [205]. A G-aktin triptofanok rotacios
korrelacios ideje ~26 ns volt a denaturald agens hianyaban, amely a GuHCI hozzaadasra
csokkend tendenciat mutatott. A rotacios korrelaciés idék a fehérje egészének mozgasat
reprezentaljak. A csOkkend rotacids korrelaciés id6k a megndvekedett triptofan mobilitasra

utalnak az adott fehérje szegmensben, ami a fehérje denaturacio kovetkezménye.
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A Myo16Tail anizotropia lecsengése kulonbozik a kontroll mérésektdl. Az adatokra két
exponencialis fliggvényt illesztve két komponens figyelhetéd meg a triptofanok forgasaban. GuHCI
hianyaban egy gyors ~1 ns és egy lassu ~33 ns rotacios korrelacios id6 komponenst hataroztunk
meg. A gyors komponens a triptofan aminosavak sajat forgasara utal és nem jelenik meg a G-
aktin esetében, mivel a triptofanok a globularis fehérje szerkezetben egyutt forognak a fehérjével.
A Myo16Tail soran mért lassi komponensi kezdeti rotaciés korrelaciés id6 (~33 ns) gyakorlatilag
egyenlé a molekula témeg (86,5 kDa) és a kisérletes uton szarmaztatott képlet alapjan szamitott
triptofan rotaciés korrelacios idével [49]. A GuHCI koncentraciét novelve lassu csokkenés
figyelhetd meg a Myo16Tail triptofanok lasu komponensének forgasaban, mig a gyors komponens
szinte alig csOkkent. A Myo16Tail mérés soran kapott eredmények jol szemléltik, hogy a
triptofanok legalabb egy része hozzaférhet6bb az oldat szamara.

Tehat a steady-state és id6korrelalt denaturaciés kisérletek dinamikus Myol6Tail
konformacié valtozasra utalnak. Tovabba feltételezhetjik, hogy a rendezetlen régidok mellett

masodlagos és harmadlagos szerkezeti elemek is jelen vannak a Myo16Tail szerkezetében.

Myo16Tail tartalmaz masodlagos szerkezeti elemeket és rendezetlen régidkat

A Myo16Tail tavoli ultraibolya (19-250 nm) tartomanyban mért CD spektrum elemzésébdl
informaciét nyerhetink a fehérje fragmentum masodlagos szerkezetérdl, illetve a strukturalis
elemek aranyardl [50]. A Myo16Tail CD spektruma tartalmaz egy negativ minimum (205 nm), egy
pozitiv maximum csucsot (190 nm), valamint egy jellegzetes hullamhossz tartomanyt 215-225 nm
kozott. Tovabba a nagy negativ minimum (205 nm) és a gyenge pozitiv maximum (190 nm) a
rendezetlen szerkezet jelenlétére is utal a CD spektrumon. A Myol6Tail masodlagos szerkezet
kiértékeléséhez BestSel programot hasznaltuk [51,52]. Az analizis 19,5% a-hélix és 21,3% -
lemez masodlagos szerkezeti elemet mutatott ki. A fordulat (turn) 15,2%-ban és a rendezetlen
szerkezeti elemek 44%-ban talalhatoak meg a Myo16Tail szerkezetében, melyek aranya jelentés,
Osszesen 59,2%-ot tesz ki. A nagymértékii Myo16Tail rendezetlenség a CD spektroszkdpia
alapjan egybevago eredményt mutat a szekvencia alapu bioinformatikai eredményekkel. Tovabba
a Myo16Tail CD adatok alapjan kiszamoltuk az egy aminosavra vonatkozd molaris ellipticitas (0)
értékeket, 222 és 220 nm-en ([0]22.= -5813 deg cm? dmol™? és [0].00= -8865 deg cm? dmol?). A
molaris ellipticitas értékeket egy kettds hullamhossz abrara vetitettik ra, ahol fehérjék kilonb6z6
mértékl rendezetlen konformacids allapotainak populacioi kerlltek csoportositasra Uversky és
Fink altal [40]. A médositott abran a Myo16Tail konformacidja a molten globula és a pre-molten

globula populaciok kézé esik.
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A masodlagos szerkezeti elemek vizsgalata utdan hédenaturaciés CD spektroszkopiai
méréseket végeztink. A kisérletek soran a Myo16Tail fehérje mintat 10 és 100 °C kozott
felfGtéttik, majd 10 °C-os |épésekben regisztraltunk egy ujabb CD spektrumot. A Myol6Tail a
hédenaturacié hatasara fokozatos, de csekély mértekii spektralis valtozast mutatott, ami szintén
az alacsony kooperativ denaturaciot és a kompakt fehérje szerkezet hianyat tamasztja ala. A
BestSel elemzés ~7% a-hélix tartalom csokkenést és ~5% rendezetlenség emelkedést mutatott
ki. A B-lemez szerkezeti elemek aranya emelkedett ~4%-al, viszont ez feltehetéen a magas

hémérsékleten végbemend részleges fehérje aggregacionak készonhetd.

Myo16Tail termodinamikai instabilitast mutat

A Myol6Tail termodinamikai stabilitasat kalorimetrias (DSC) mérésekkel vizsgaltuk. A
rendezetlen fehérjékre jellemzd az oligomerizacié és aggregacié, ami ugynevezett exoterm
kooperativ feltekeredésben nyilvanulhat meg a hidroféb kolcshatasok er6sddése miatt [53]. A
kisérletek soran el6szor 0,3 K/perc felfiitési sebességgel denaturaltuk a Myo16Tail fehérjét 20-
100 °C kozott. A Myol6Tail nem mutatta egyértelmi jelét kooperativ endoterm denaturacionak,
csak kismértékld endoterm atalakulas volt megfigyelhetd, ami utalhat a masodlagos szerkezeti
elemek kitekeredésére. Ugyanakkor tovabbi jelentés nem kooperativ, fokozatos endoterm
csOkkenés volt megfigyelhetd. Feltehetéen a 0,3 K/min felf(ités mellett elkezdédik a Myo16Tail
aggregalédasa, ezért mar csak az aggregatumok denaturalédasa figyelhetd meg (endoterm
folyamat). Az aggregacio jelenségének megerfsitése érdekében alacsonyabb felflitési
sebességen is végeztink méréseket (0,1 K/min) 20-100 °C kdz6tt. A lassabb felf(itési sebesség
esetén pozitiv iranyu kooperativ, exoterm h&éaram valtozast (45-80 °C) detektaltunk, ami
aggregaciora és/vagy exoterm kooperativ feltekeredésre utalhat.

Tehat a Myo16Tail alacsony termodinamikai stabilitdsa és a fehérje fragmentum kooperativ
denaturaciéjanak hianya figyelhet6 meg 0,3 K/min felf(itésen. Alacsonyabb felflitési sebesség
mellett (0,1 K/min) exoterm kooperativ valtozast lathatunk, ami valoszinlileg az aggregalodas
és/vagy hidroféb kolcsdnhatasok erfsségének ndvekedésébdl szarmazd exoterm, termikus

szerkezeti feltekeredésnek koszonhet6.

Myo16Tail funkcionalisan aktiv és kdlcsonhat a Myo16Ank doménnel

A renaturalt Myo16Tail aktivitasanak tesztelése érdekében steady-state anizotrépia
segitségével vizsgaltuk a rekombinans fehérje fragmentum lehetséges interakcids tulajdonsagait.
A mérések soran az Alexa568-jelolt Myo16Ank anizotropia valtozasat vizsgaltuk a két
rekombinans Myo16Tail ndévekvd konentracidban toérténd hozzaadasaval. A kisérletek elsd

felében az 1Q motivumot is tartalmazdé Myo16Tail emelkedé koncentracio jelenlétében
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megndvekedett Alexa568—Myo16Ank anizotrépiat tapasztaltunk. A quadratikus egyenlet
segitségeével szamolt Myo16Ank:Myo16Tail disszociacios egyensulyi allandé (Kp) értéke ~2,5 uM
volt. Az anizotropia mérések masodik felében az 1Q motivumot nem tartalmaz6 Myo16Tail (-1Q)
ndvekvd koncentracié jelenlétében hasonléan emelkedd Alexa568—Myo16Ank anizotrépia
valtozast mértink. A quadratikus illesztés alapjan a Myo16Ank:Myo16Tail (-1Q) disszociacios
egyensulyi allando (Kp) értéke ~5,6 uM volt.

Tovabba kivancsiak voltunk arra, hogy énmagaban a Myo16lQ motivum hatassal van-e a
Myo16Ank:Myo16Tail kétédésére. Ezért szintetizalt Myo161Q motivumot Alexa568 fluoreszcens
festékkel jeloltiink és steady-state anizotrdpia kisérletek soran névekvd koncentraciéban jeléletlen
Myol6Ank-ot adtunk 1 uM Alexa568—-Myo016lQ-hoz. Az eredmények alapjan a
Myo161Q:Myo16Ank komplex disszociacios egyensulyi allandé (Kp) értéke ~16 uM-nak adédott.

A steady-state anizotrépia eredmények alapjan a Myo16Tail kétédése dominal a Myo16Ank-
hoz 1Q motivum jelenlétében vagy hianyaban is, viszont az IQ befolyasolhatja ezt a kotédést. Az
anizotropia eredmeényeink egyrészt igazoljak a rekombinans Myo16Tail aktivitasat, legalabbis a
Myo16Ank kolcsbnhatas tekintetében, masrészt a Myo16Tail egy Uj funkcidjara derilt fény a

Myo16Ank interakcion keresztiil.

Myo16Tail nem befolyasolja az aktin polimerizacié dinamikajat

A Myo16Tail prolin-gazdag régio feltételezett szerepét célzo kisérletek el6 felében steady-
state fluoreszcencia anizotropiaval vizsgaltuk az Alexa568-jeldlt profilin anizotrépia valtozasat
névekvd Myo16Tail hozzdadasra. Az eredmények alapjan az Alexa568—profilin anizotrépia
valtozasa nem mutatott szignifikans kildénbséget emelkedd Myo16Tail koncentracié
fuggvényében. Tovabbi kisérletekben vizsgaltuk, hogy a profilin—-G-aktin komplex befolyasolja-e
a feltélezett Myo16Tail affinitast a profilinhez. Ezért a profilin—-G-aktin komplexhez Myo16Tail-t
adtunk maximalis koncentracidban (15 uM), aminek hatasara nem emelkedett meg az Alexa568—
profilin anizotrépia (p>0,05). Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a Myo16Tail nem képes kétédni
a profilin—G-aktin komplexhez sem.

Ezt kdvetben pirén-jeldlt G-aktin (2 uM) fluoreszcencia emisszién keresztul vizsgaltuk az
aktin polimerizacié dinamikajat Myo16Tail és profilin jelenlétében és hianyaban. Az eredmények
kvantitativ kiértékelése érdekében a normalt polimerizacids gorbék kezdeti szakaszara (0-500 s)
egyenest illesztettink és a meredekségbdl meghataroztuk a polimerizacio sebességi egyutthatoit.
Az adatok alapjan a Myo16Tail nem képes befolyasolni aktin polimerizacié sebességét profilin

hianyaban és jelenlétében sem.
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OSSZEFOGLALAS

A Myo16Tail fontos szerepet tolthet be a PI3K jelatvitelben és feltehetéen rendezetlen
szerkezetl az aminosav szekvencia alapjan. Habar a Myo16Tail szerkezetér6l még nem all
rendelkezésre informacio, valamint funkcioi sem teljesen tisztazottak, ezért kisérleteinkben a
Myo16Tail szerkezeti, konformacios és funkcionalis vizsgalatat bioinformatikai, fluoreszcens-, CD

spektroszkopiai, valamint kalorimetrias modszerek segitségével végeztik.

e A Myol6Tail szerkezeti rendezetlenség valdszinliségi analizisek jelentds szerkezeti
flexibilitast és rendezetlenséget mutatnak.

e A Myol6Tail rendezetlensége és a prediktalt foszforilaciés helyek jelentds része
konzervalt a gerinces Myo16Tail szekvenciak k6zott.

e A Myo16Tail szerkezeti modell alatamasztja a nativ rendezetlen szerkezetet.

e A Myol6Tail enyhe kooperativ denaturaciot mutat.

e A Myo16Tail szerkezet hozzaférhetébb (Ksv=2,59 + 0,01 M) a kiolté szamara a Stern-
volmer egyutthaték alapjan 6ésszehasonlitva a G-aktin kioltassal (Ksv=1,98 + 0,01 M
1), valamint a Myo16Tail-ben a statikus kioltas dominal a dinamikussal szemben.

o A Myo16Tail denaturans hianyaban és jelenlétében is rendezetlenségre utald
konformaciés dinamikat mutat, a gyors komponens a triptofanok rotaciéjat (~1 ns),

e A Myo16Tail nagymértéki rendezetlenséget mutat a CD-spektroszkopia alapjan
(44%) a masodlagos szereketi elemek jelenléte mellett.

e A Myol6Tail termodinamikailag instabil, valamint hajlamos aggregaciéra, exoterm
kooperativ feltekeredésre.

e A Myol6Tail (Kp=~2,5 uM) és Myo16Tail (-1Q) (Kp= ~5,6 uM) koétédik az N-terminalis
Myo016Ank-hoz mikromolaris affinitassal.

e A Myol6Tail nem kotddik a profilinhez és a profilin—G-aktin komplexhez, valamint nem

befolyasolja az aktin polimerizacié dinamikajat profilin hianyaban és jelenlétében.

A Myo16Tail nativ molten globula konformaciéban bemutatéhelyként funkcionalhat [54],
melynek szerepe lehet jelatviteli, poszttranszlaciés moddosulasi folyamatokban [12], valamint
autoregulacios szabalyozasban. Ugyanakkor a Myo16Tail részben rendezetlen szerkezete fontos
szerepet tolthet be a rendezetlen szerkezet-asszocialt neurodegenerativ . megbetegedések
kialakulasaban [55].
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