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Bevezetés

A phalloidin az Amanita phalloides-bdl (gyilkos galoca) szarmazé ciklikus polipeptid,
citotoxin. A phalloidin nagy affinitassal k6tddik aktin filamentumhoz, stabilizalva ezzel annak
szerkezetét (Faulstich et al., 1977; Miyamoto et al., 1986). A phalloidin stabilizalt aktin
filamentum alkalmazéasa széles korben elterjedt az in vitro kisérletek soran. Tobbféle
fluoreszcens phalloidin szarmazékot (pl.: rodamin-phalloidin, fluorszcein-phalloidin, eosin-
phalloidin) haszndlnak példaul fluoreszcencia mikroszkopiai eljarasokban az aktin
citoszkeleton lathatova tételére.

Egy masik ciklikus polipeptid, citotoxin, a tengeri szivacsbol (Jaspis johnstoni)
szaramaz6 jasplakinolide hatdsa ugyanakkor sokkal kevésbé ismert. In vitro a jasplakinolide
szintén kotddik az aktin filamnetuzmhoz és stabilizalja annak szerkezetét (Bubb et al., 1994).
Gyorsitja az aktin polimerizacidjat (Bubb et al., 1994), és nem polimerizald koriilmények
kozott az aktint polimerizaciora készteti. Mig a phalloidin stabilizalja az aktin oligomereket, a
jasplakinolide hasonldé hatdst nem mutat (Spector et al., 1999). A jasplakinolide a
phalloidinnel versengve képes az aktin filamentumhoz ko6tddni, ami valdszintisiti azt, hogy a
két toxikus peptid kotohelye az aktinon egybeesik, vagy nagymértékii atfedést mutat
(Senderowicz et al., 1995). A két toxin kozott lényeges kiilonbség van a tekintetben, a
jasplakinolide - szemben a phalloidinnel - szabadon képes a sejtbe jutni. Mint lathatjuk, e két
toxin egyes esetekben hasonld, mas esetekben azonban eltéré hatast gyakorol az aktin
filamentumra. Munkédnk sordn a phalloidin és a jasplakinolide hatasat vizsgaltuk az aktin

filamentum dinamikai tulajdonsagaira €s termikus jellemzdire.



Célkituzések

1. Az aktin filamentum dinamikdjaban phalloidin és jasplakinolide kotésének hatdsara
bekovetkezO valtozasok leirasa €és azok Osszehasonlitdsa fluoreszcencia spektroszkopia

alkalmazasaval.

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

jellemzdinek meghatarozasa, és 0sszehasonlitasa kalorimetria segitségével.

3. Az aktin filamentum jellemzése szubsztdchiometrikus toxinkoncentraciok esetén.

4. A toxinok altal kivaltott allosztérikus hatas kvantitativ modellel torténo leirasa.



Alkalmazott modszerek

., Steady-state” fluoreszcencia kisérletek

A ,steady-state” fluoreszcencia kisérleteket egy Perkin-Elmer LS50B Lumineszcencia
Spektrométerrel végeztiik, amely termosztalhatd mintatartval volt felszerelve. A mérés soran
az alabbi puffert hasznaltuk 2 mM Tris/HCl, 0,2 mM ATP, 0,005 % NaN;, 0,5 mM 2-
merkaptoetanol, 100 mM KCI, 2 mM CaCl, illetve MgCl, (A puffer).

A FRET hatasfok az aldbbi egyenlettel meghatarozhato a donor fluoreszcencia

intenzitdsanak ismeretében:

E=1-(Fpa/ Fp) (1)

ahol Fpa a donor akceptor jelenlétében, és Fp a donor akceptor nélkiil mért fluoreszcencia
intenzitasa.
A normalt FRET hatasfok (f’), definicié szerint a FRET hatasfoknak ¢és a donor

akceptor jelenlétében mért intenzitdsdnak a hanyadosa (Somogyi et al., 1984):

f’=E/Fpa (2)

Munkéank soran célunk volt a fehérje kiilonbozo allapotainak flexibilitasarol
informdciokat szerezni, ezért hdmérsékletfiiggd FRET kisérleteket végeztiink. Az f° érték
hémérsékleti profilja (2. egyenlet) a donor és akceptor kozotti fehérjematrix flexibilitasara

jellemz6 (Somogyi et al., 1984).



Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

Az aktin filamentumon végzett differencialis pasztazo kalorimetria (DSC) kisérleteket
SETARAM Micro DSC-II kaloriméteren, 0 és 100 °C kozotti hdmérséklettartomanyon
végeztik. Az endoterm denaturacid kalorimetrikus entalpiavaltozasat (AH) a hdéaram-
homérseklet gorbe integraljabol SETARAM program segitségével hataroztuk meg. A
denaturacio entropiavaltozasat (AS) a denaturdcids hémérsékletére szamitva (7,,) az alabbi

képlettel kaptuk:

AS=AH/ Ty 3)

A Gibbs-féle szabad entalpiavaltozast szobahdmérsékletre szamitottuk ki a kovetkezd

képlettel:

AG =AH-TAS. (4)



Eredmények

Az aktin filamentum flexibilitasanak és termikus stabilitdsanak vizsgalata Ca-

aktin filamentumban

Munkank soran két toxikus peptidnek, a phalloidin-nek és a jasplakinolide-nek az aktin
filamentum flexibilitdsara gyakorolt hatasat kivantuk vizsgalni. Kordbbi munkak soran
igazolodott, hogy Mg-aktin esetén phalloidin hatisara a filamentum flexibilitasa csak kis
mértékben valtozott, mig Ca-aktin esetében nagymértékben csokkent (Nyitrai et al., 2000).
Ezen megfontolasok alapjan a Ca-aktin filamentumot valasztottuk, mint alkalmas
modellrendszert, a toxinok hatdsanak vizsgalatdra. A toxinkezelést minden esetben toxin :

aktin monomer = 1 : 1 ardnyban végeztiik az aktin filamentumokon.

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET)

Kisérleteink egyik sorozatdnal, az aktin fluoreszcens jelolése soran kialakitott
[AEDANS-aktin, illetve IAF-aktin monomerek a polimerizalas eldtt megfelelé aranyban
lettek Osszekeverve. Az igy kialakitott aktin filamentumon intermonomer flexibilitds
kisérleteket végeztiink. Mas esetben ugyanazon monomeren beliil kettds jelolés végeztiink,
majd az igy kialakitott IAEDANS-FC-aktin monomerek aktin filamentumba épitésével, az
aktin monomerek monomeren beliili, intramonomer flexibilitasat vizsgalatuk.

A toxinok (phalloidin vagy jasplakinolide) jelenlétében tapasztalt kisebb mértéki relativ
f’° novekedés a filamentum erdsebb monomor-monomer kolcsonhatasat, a filamentalis
szerkezet stabilabba valasat mutatta. A jasplakinolide hatdsa a phalloidin hatdsdnal minden

esetben erdsebbnek mutatkozott.

Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A kalorimetrias kisérleteket a 0 és 100 °C kozotti hdmérséklettartomanyban végeztiik
Ca-aktin filamentumokon. A DSC gorbéken - minden esetben - egy, a filamentum

crer

hédenaturacidjdhoz tartozd csucsot taladltunk (>60 °C). A denaturdcidés csucsok



maximumértéke (,,melting point” vagy T;,) toxinmentes esetben 67,3 °C volt, mig phalloidin,
illetve jasplakinolide kezelt aktin esetében 79,3 és 87,7 °C-nak adddott. A magasabb Ty,
értékek a phalloidin, illetve a jasplakinolide kezelt esetekben a filamentum nagyobb
héstabilitasat mutatjadk. Az eredmények - megerdsitve ezzel a FRET mérés eredményeit -
igazoltak, hogy a jasplakinolide erdsebb stabilizalo hatdssal van a Ca-aktin filamentumra,

mint a phalloidin.



A toxinok hatasanak kooperativitasa Mg-aktin filamentumokban

Szamos aktin filamentumhoz k&t6dd ligandum molekula képes a filamentumban
konforméaciovaltozast okozni a kotéhelytdl tavolabbi monomerekben is Drewes, 1993 #65;
Orlova, 1995 #57; Steinmetz, 1997 #85}. Ilyen kooperativ mddon terjed a phalloidin hatésa is
(Drewes and Faulstich, 1993; Orlova and Egelman, 1995). A phalloidin-aktint, mint
referencia modellt alkalmaztuk. Munkénk soran azt vizsgaltuk, hogy a jasplakinolide képes-e

kooperativiv hatas kialakitasara.

Az aktin filamentum toxinok hatdsdara kialakulo konformacios allapotai

Az aktin filamentumokat 1 : 500, illetve 1 : 1 molaris ardny kozott tobb, kiillonbozé
toxin : aktin monomer aranyban kezeltiik a DSC kisérletekhez. A vizsgalt mintdk DSC gorbéi
mindkét toxin esetében tipikusan harom denaturdciés cstccsal  rendelkeztek
szubsztoichiometrikus koriilmények kozott. Az egyes atmenetek az aktin filamentumok
kiilonb6z6 konformacios allapotait tiikrozik. Meghataroztuk a kiillonb6zé konforméciokhoz
tartozd Ty, értékeket, majd az egyes T, értékekhez tartozd gorbe integralokat. A tobb
denaturacios csuccsal rendelkezd esetekben a gorbét az egyes maximumokhoz illesztett
Gausz-gorbékkel dekonvolaltuk.

A kiilonb6z6é Ty, cstcsokhoz tartozd entalpia értékek alapjan meghataroztuk a
csucsokhoz tartozo aktin protomer konformaciok aranyat. Az egyes konformaciokhoz tartozo
T értékeket az alacsonyabb, kdzepes €s magas denaturdcios hdmérsékleteknek megfelelden
Tt T 6s Tt -vel jelltiik (1.a,b dbra). Minden egyes toxin : aktin monomer arény esetében
a T," azonos volt a toxin mentes aktin esetében kapott T, értékkel. A T, denaturdcios
homérséklet megegyezett azzal a hdmérsékleti maximummal, amit 1 : 1 aranyu toxinkezelés
esetén phalloidin (~ 80 °C), illetve jasplakinolide esetében (~90 °C) tapasztaltunk. A
jasplakinolide Mg-aktin esetében is stabilabb filamentalis szerkezetet eredményezett mint a
phalloidin. A hdéabszorpcios gorbe T,°-hez tartozé integralja a toxinkoncentracid

emelkedésével linearisan nétt (1.a,b abra).
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Fels6 4bra: a Mg-aktin filamentum T,* (m), T,," (¢) és T, (A) értékei a toxin:aktin
monomer arany fiiggvényében phalloidin (a), illetve jasplakinolide (b) esetében.

Als6 abra: A Mg-aktin filamentum T,,* (0), Ta" (0) és Tp' (A) értékekhez tartozo, kiilonboz6

kezelt (a), illetve jasplakinolide kezelt (b) aktin esetében.

Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy az aktin filamentumokon beliil van egy olyan
maximalisan stabilizalt monomer populdcod, amelyet a monomereket kozvetleniil kotd
toxinmolekuldk stabilizalnak. Mindkét toxin esetében, nem teljes toxinkezelést alkalmazva
megjelent a DSC gorbéken egy harmadik (7,,") denaturacios csucs is. A T, w0 denaturacios
stabilizdlnak kozvetleniil toxinmolekuldk, viszont amelyeken tavolabb 1évo, toxint kotd

monomerek kooperativ stabilizacids hatasa érvényesiil.

A kooperativ hatas modellje

A kvantitativ leiras soran feltételeztiik, hogy a toxinmolekulédk az aktin filamentumhoz

véletlenszertien kotédnek. Meg kivantuk hatdrozni egy kotott toxin kooperativ hatdsa soran

kialakul6 kooperativ egység nagysagat (protomerek szama).



Meghataroztuk annak valdszinliségét, hogy egy monomer ne legyen toxin hatdsa alatt a

filamentumban (N/Ny):

N/No=(1 - p)y**! (5)

ahol p annak a valdsziniisége, hogy egy protomer toxint kot, Ny a monomerek szama a
filamentumban, valamint N azon protomerek szdma a filamentumban amelyek toxinhatastol
mentesnek mutatkoznak.

Az N/ N, értékét a kisérleti eredményekbdl a DSC gorbék T, denaturacios csucshoz
tartozo integraljaibol, p értékét pedig az alkalmazott toxin : aktin monomer aranybdl tudtuk
meghatarozni. Az (5) egyenlettel gorbét illesztettiink a mérési pontokra (2. dbra), igy &
értékére phalloidin-nél 3,0 + 0,5 , jasplakinolide-nal pedig 6,9 £ 1,1 kaptunk.

o
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2. abra

Toxin hatasatol mentesnek talalt monomerek aranya (N / Ny), a phalloidin ()

¢s jasplakinolide (o) kezelés ardnyanak fiiggvényében Mg-aktin filamentum esetében.

A kooperativ egység ezek alapjan 2k + 1 = 7 aktin protomer phalloidin, és 15 aktin
protomer jaslakinolide esetében. Az alloszterikus hatas tehat jasplakinolide esetén nagyobb,

mint a phalloidin esetében.
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Osszefoglalas

Munkank sordn 0sszehasonlitottuk az aktin filamentumban phalloidin és jasplakinolide
hatdsara bekdvetkez6 molekularis szintli dinamikai és szerkezeti valtozasokat.
Megallapitottuk, hogy mindkét toxin stabilizald hatast gyakorolt az aktin filamentumra. A
FRET ¢s a DSC eredmények is egybehangzoan igazoltak, hogy a jasplakinolide stabilizalo
hat4sa nagyobb a phalloidin stabilizalé hatasanal.

Megallapitottuk, hogy mindkét toxin hatdsa kooperativ modon terjed a Mg-aktin
filamantumok mentén. A kisérleti eredmények alapjan felallitottunk egy modellt, ami alapjan
meghatdroztuk a kooperativ egység nagysagat jasplakinolide (15 protomer) és phalloidin (7

protomer) estében.

11



Az értekezés alapjaul szolgélo kozlemények

Visegrddy B, Ldérinczy D, Hild G, Somogyi B, Nyitrai M. The Effect of Phalloidin and
Jasplakinolide on the Fexibility and Thermal Stability of Actin Filaments.
FEBS Lett. 2004, 565(1-3), 163-6.

Visegrddy B, Lérinczy D, Hild G, Somogyi B, Nyitrai M. A Simple Model for the
Cooperative Stabilisation of Actin Filaments by Phalloidin and Jasplakinolide FEBS
Lett. 2005, 579(1-3), 6-10.

Az értekezésben nem szerepld kézlemények

Visegrady B, Konecsni T, Grobuschek N, Schmid MG, Kiléar F, Aboul-Enein HY, Giibitz G.
Chiral Separation of Tiazide Diuretics by HPLC on Chiralcel OD-RH(R), Chiralcel OJ-
R(R) and Chirobiotic-T(R) Phases. J Biochem Biophys Methods. 2002, (1-3), 15-24. IF:
1.383

Kilar F, Visegrddy B. Mapping of Stereoselective Recognition Sites on Human Serum
Transferrin by Capillary Electrophoresis and Molecular Modelling. Electrophoresis.
2002, (6), 964-71. IF: 4.325

Szarka K, Bodis E, Visegrady B, Nyitrai M, Kilar F, Somogyi B. 9-Anthroylnitrile Binding to
Serine-181 in Myosin Subfragment 1 as Revealed by FRET Spectroscopy and
Molecular Modeling. Biochemistry. 2001, 40(49), 14806-11. IF: 4.114

Visegrady B, Than NG, Kilar F, Siimegi B, Than GN, Bohn H. Homology Modelling and
Molecular Dynamics Studies of Human Placental Tissue Protein 13 (galectin-13).
Protein Eng. 2001, (11), 875-80. IF: 2.718

Than NG, Visegrady B, Berente Z, Than GN, Siimegi B. Human Placenta Protein 13 (PP13):
aminosav-szekvencia, szerkezet és funkcio. Biokémia. 2000. marcius, XXIV. Evf.
1.szam

12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15135072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15135072

Hivatkozott kozlemények

Bubb, M.R., A.M. Senderowicz, E.A. Sausville, K.L. Duncan, and E.D. Korn. 1994. Jasplakinolide, a
cytotoxic natural product, induces actin polymerization and competitively inhibits the binding of

phalloidin to F-actin. J Biol Chem 269(21):14869-14871.

Drewes, G., and H. Faulstich. 1993. Cooperative effects on filament stability in actin modified at the
C-terminus by substitution or truncation. Eur. J. Biochem. 212(1):247-253.

Faulstich, H., A.J. Schafer, and M. Weckauf. 1977. The dissociation of the phalloidin-actin complex.
Hoppe Seylers Z. Physiol. Chem. 358(2):181-184.

Miyamoto, Y., M. Kuroda, E. Munekata, and T. Masaki. 1986. Stoichiometry of actin and phalloidin
binding: one molecule of the toxin dominates two actin subunits. J. Biochem. (Tokyo)
100(6):1677-1680.

Nyitrai, M., G. Hild, N. Hartvig, J. Belagyi, and B. Somogyi. 2000. Conformational and dynamic
differences between actin filaments polymerized from ATP- or ADP-actin monomers. J. Biol.
Chem. 275(52):41143-41149.

Orlova, A., and E.H. Egelman. 1995. Structural dynamics of F-actin: I. Changes in the C terminus. J
Mol Biol 245(5):582-597.

Senderowicz, A.M., G. Kaur, E. Sainz, C. Laing, W.D. Inman, J. Rodriguez, P. Crews, L. Malspeis,
M.R. Grever, and E.A. Sausville. 1995. Jasplakinolide's inhibition of the growth of prostate
carcinoma cells in vitro with disruption of the actin cytoskeleton. J Nat! Cancer Inst. 87(1):46-
51.

Somogyi, B., J. Matko, S. Papp, J. Hevessy, G.R. Welch, and S. Damjanovich. 1984. Forster-type
energy transfer as a probe for changes in local fluctuations of the protein matrix. Biochemistry
23(15):3403-3411.

Spector, I., F. Braet, N.R. Shochet, and M.R. Bubb. 1999. New Anti-Actin Drugs in the Study of the
Organization and Function of the Actin Cytoskeleton. Microscopy Research and Technique
47:18-37.

Steinmetz, M.O., D. Stoffler, A. Hoenger, A. Bremer, and U. Aebi. 1997. Actin: from cell biology to
atomic detail. J. Struct. Biol. 119(3):295-320.

13



