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I. Irodalmi attekintés

1L 1. Az aktin

Az aktin citoszkeleton (a mikrofilamentum rendszer) az eukariota sejtek
citoplazmdjaban talalhatd fehérjehalozat felépitésében résztvevd, nagymértékben
konzervalt, filamentalis szerkezetli sejtvazkomponens. A sejt alakjanak, mechanikai
ellendllo képességének biztositaisa mellett a sejt dinamikus tulajdonsagainak
meghatarozdsdban is alapvetd szerepet jatszik. A strukturdlisan differencialt
szervezddést mutatd aktin filamentum halozatok eltéré mechanikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, ez ad lehetdséget kiilonbozo intra- €s extracellularis funkcidk betoltésére.
fehérjék diverzitdsa, azok térben és iddben Osszehangolt miikddése, illetve a
mikrofilamentumok polimerizacidjaval kapcsolatos molekularis mechanizmusok allnak.

A mikrofilamentum rendszer {6 alkotocleme az aktin, amely egy 375
aminosavbol felépiild, 43 kDa relativ molekulatomegii fehérje. A sejtben, két formaban,
monomér vagy mas néven globularis (G - aktin), illetve a monomérekbdl nem kovalens
kotéssel 1étrejovo polimer, vagy mas néven filamentalis (F - aktin) formdban fordul el6.
Az aktin monomér DNéz 1-el alkotott komplexének a rontgen-krisztallografian alapulod
haromdimenzids atomi modellje 1990-ben valt ismertté [1]. A monomér szerkezete két
doménre oszthato, amelyek koziil a kisebb domént a szubdomén 1 és 2, mig a nagyobb
domént a szubdomén 3 ¢és 4 alkotja (/. abra). A két domén kozotti hasadékban
talalhatoak az elsddleges kation-, és a nukleotidk6td helyek. A kotott kétértékli kation
fiziologiasan a Mg®", in vitro koriilmények kozott az aktin preparalas oldatai és a
kationokhoz valé affinitasok miatt a Ca®". A nukleotidkotd hely ATP-t, ADP.P;-t vagy
ADP-t tart kotve. Az ATP molekula a fehérjével és a zsebben elhelyezkedd kationnal
egyarant kotést 1étesit biztositva a monomér szerkezeti stabilitdsat. Teljesen

nukleotidmentes kornyezetben az aktin gyorsan denaturalodik.



1. abra: Az aktin monomér szalagmodellje. Az I. domént kékkel, a II. domént rézsaszinnel jeloltiik. Az 1-
4 szamok az egyes szubdoménokat jeldlik. A csillag az I. és I domén kozott elhelyezkedd nukleotid-, és

kationkot6 helyet jeloli (Protein Data Bank kod: 1ATN [2]).

Az aktin polimerizacidja soran, a monomérek dsszekapcsolodasa révén jon létre
az aktin filmentum (2. dbra), amely geometriailag egy egyszalu, alacsony
menetemelkedésti (5.9 nm) balmenetes hélixként (ugynevezett ,,genetikus hélix™)
valamint két, egymasra tekeredd szalbol all6 nagy emelkedésii (72 nm) jobbmenetes

hélixként irhato le.

2. abra: Az aktin monomérek polimerizacidja soran felépiild filamentum modellje. Az egyes

protoméreket a kiilonboz6 szinek jelolik.



Az aktin filamentumban a monomérek orientacidja rendezett, ami a filamentumok
szerkezeti polaritasdt eredményezi. A miozin fejekkel dekoralt aktin filamentumok
negativ festéssel készitett elektronmikroszkopos képe alapjan a filamentumok egyik
végét szoges végnek (vagy ,,barbed end”), a masikat hegyes végnek (vagy ,,pointed
end”) nevezziik [3].

Az aktin filamentumok polimerizacidja harom {6 szakaszbol all. A monomérek
aktivaciojat kovetden az elsd fazisban, a nukledcid szakaszaban két aktin monomér
Osszekapcsolodasa soran jonnek létre az aktin dimérek. Ezekhez egy ujabb monomér
hozzakapcsolodasa révén alakulnak ki az aktin trimérek, vagy nukleuszok. A dimérek,

illetve a trimérek instabilitdsa miatt a nukledcio folyamata lassu (e komplexek
képzédésére  jellemzé  egyenstlyi  allandok  rendre:  K{™ =10°uM  és
K™ =10-100uM [4]). A polimerizacié kovetkezd szakasza az aktin monomérek

filamentumba ¢épiilése, a diffuzidkontrollalt elongici6. Az utolsd fazisban egy
dinamikus egyensuly, igynevezett taposdmalom (vagy ,,treadmilling”) all be. Ebben az
allapotban a monomérek a kialakult filamentumokba épiilnek (asszociacid), illetve
azokrdl levalnak (disszociacid), igy a filamentumok hossza nem valtozik, benniik mégis

folyamatos dinamikus belsé mozgas figyelhetd6 meg. A filamentumnak mind a két

..........

..........

folyamat. A rovidiild vég monomérjei elsdsorban ADP-t, mig a ndovekvd véghez
kapcsoloddo monomérek ATP-t kotnek. Mivel az ATP hidrolizise altaldban — a tipikus
aktin koncentraciok mellett - lassabb, mint a monomér asszocidcié sebessége, a
filamentumok szoges végén Un. ATP-monomér sapka alakul ki. A filamentumok
Mind a két folyamat elsdrendli. Az elébbi folyamat gyorsabb, a monomérek
filamentumba épiilése utdn maésodperceken beliil bekovetkezik (0.3 s [5]), mig az
egy konformacios valtozds kiséri, amelynek kovetkeztében a filamentumok

destabilizalodnak.



Mint azt az el6z0 szakaszban targyaltuk, a kdérnyezetével egyenstlyban 1évo
aktin filamentumok mindkét végén épiilnek be monomérek a filamentumba, illetve
valnak le onnan. E folyamatokra jellemzd asszociacids (k;) €s disszociacids (k)
allandok hanyadosaként mindkét vég esetén megadhatunk egy, az adott vég
egyensulyara jellemzO, disszociacios egyensulyi allandot. Ez az 1n. kritikus

koncentracio (¢, ;.. = l? ). A kritikus koncentracio értéke Mg>"-ot és ATP-t kot aktin

N
monomeérek esetén cCggees = 100 nM a szoges végre, illetve ciegres = 700 nM a hegyes
végre [6]. Ha az aktin monomérek koncentracidja nagyobb, mint a kritikus
koncentracio, akkor a végeken végbemend asszociacios €s disszocidcids folyamatok a
filamentumok novekedéséhez vezetnek. Ellenkezd esetben a depolimerizacio folyamata
valésul meg. Mind az asszociacid, mind a disszociacid6 folyamata gyorsabb a
filamentumok szoges végén, mint a hegyes végeken. Ennek megfeleléen egyensulyban
a szoges végek kinetikai paraméterei a meghatarozéak. Az, hogy a taposdomalom
mechanizmus kovetkeztében az egyenstlyban 1év6 filamentumok hossza nem valtozik,
ugy lehetséges, ha a szdges végeken az iddegység alatt kapcsolodd és onnan levalo
monomérek szama megegyezik. Ennek megfeleléen a filamentumok egyensulyi
allapotara jellemz0 kritikus koncentracid a szoges €s a hegyes vég dinamikajat jellemzo
kritikus koncentracié értékek kozotti monomér koncentracidval lesz egyenld, de ugy,

hogy értéke szamottevéen kozelebb van a szoges vég kritikus koncentracidjahoz (3.

,
dbra).
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3. abra: A filamentumok novekedésének sebessége a szoges, illetve a hegyes végen. Piros nyilakkal
jeloltiik a szoges és a hegyes végre jellemzo kritikus koncentracio értékeket. Piros csillaggal jeloltiik a
taposomalom egyensulyi allapotban jellemz6 kritikus koncentracio értékét. (Az abra készitése soran

felhasznalt asszociacios as disszociacios allandok a [7] referenciabol szarmaznak.)
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1. 2. Az aktin nukledacios faktorok

A monomérek polimerizacidja sordn felépiilé aktin filamentumok szerepet
jatszanak tobbek kozott a sejt alakvaltozasaban, a sejtmozgasban, a kontraktilis
struktarak felépitésében, és a sejtek kozotti kapcsolatok kialakitdsaban. A sejtekben
lejatszodo folyamatok soran a kiillonbozoé extracellularis stimulusok hatdsara a
citoszkeletalis filamentum-haloézatok atszervezddése kovetkezik be. Az aktin
citoszkeleton dinamikus atrendezddésének hatterében a mikrofilamentum rendszer
szabalyozasaban résztvevd fehérjék Osszehangolt miikodése all, ennek leirasara
napjainkban a dendritikus nukleécids hipotézis elfogadott [8].

A spontdn polimerizacié folyamatiban a leglassabb szakasz a nukleacid
folyamata, ezért ennek sebessége meghatarozza az egész polimerizacids folyamat
kinetikdjat. Ennek athidalasara és a polimerizacid felgyorsitdsdra a sejteken beliil
kiilonb6zé mechanizmusok 1éteznek, amelyek eredményeképpen a szabad széges végek
kialakulasa felgyorsul, vagy a kialakul6 végek szdma megnd. A gelsolin és ADF/kofilin
a mar kialakult filamentumokat darabolja szét (,,severing”). A szoges végekhez kotddo
sapkafehérjék levalasa (,,uncapping”) is tovabbi szoges végeket eredményez. Az
ugynevezett nukleacios faktorok pedig 0 aktin filamentumok 1étrehozésat segitik a de
novo nukleacio réven.

Jelenleg a nukleédcios faktoroknak harom csalddja ismert, amelyek kiilonb6zd
mechanizmusok révén eltérd szerkezetli ¢s mechanikai tulajdonsagt aktin filamentum-
haldzatok 1étrejottét katalizaljak.

Az Arp2/3 fehérje hét alegységbdl allo komplex, amelyek koziil kettd, az Arp2
¢s az Arp3 az aktin monomérhez hasonl6 szerkezetet mutatnak, azaz az aktinnal rokon
fehérjék (Arp: ,,Actin-related protein”) [9]. Az Arp2/3 aktivacidjat a nukleacio-
promocios faktorok, illetve mésodlagos aktivatorként az aktin filamentum idézik eld.
Az aktiv komplex a mar 1étezd anya-filamentumok oldaldhoz kotddve segiti eld Gjabb
végikon novekedhetnek. Az Arp2/3 jelenlétében rovid, eldgazasokban gazdag
filamentum-hal6zatok alakul ki, amelyek a membran koézeli teriileteken lokalizalodo

aktin strukturak felépitésében vesznek részt [10].
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Ujonnan felfedezett, kevéssé ismert nukleaciés faktor a Drosophila
melanogasterbdl szarmazo spire fehérje [11]. Az eddigi megfigyelések alapjan ez a
fehérje feltételezhetéen az N-termindlisan taldlhatdé négy, egymas utani aktin monomér
koté WH2 régidja segitségével kapcsol 6ssze négy aktin monomért egy szalld, ami a
tovabbi polimerizacio alapjat képezi [12].

A nukleaciot gyorsitdo faktorok harmadik nagy csaladjat alkotjak a forminok,

amelyeket munkank sordn tanulméanyoztunk.

1 2. 1. A forminok

A forminok az eukaridta sejtekben taldlhat6, az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban résztvevd fehérjecsaldd. A formin elnevezés az angol form (alakit,
formal) szébol ered, ugyanis az elsé ismert formint kodold gén Id (,,Jimb deformity™)
mutaciot tartalmazé alléljei az egérben befolyasoltak a neurondlis funkcidkat, valamint
gatoltak a végtagok és a vese kifejlddését (,,formalasat”) [13-15]. Castrillon és
Wasserman azonositottdk eldszor a gének kozotti szekvenciabeli homoldgia
felismerésével a forminok Diaphanous alcsaladjat. Az altaluk bevezetett elnevezés a
Dia allélre utal, amelynek defekcidja rovarok larvaiban végtaghianyhoz vezetett [16].
Egyes természetben el6forduld formin mutidciok kimutathatok voltak humdan
betegségek, mint pl. siiketség esetében is [17].

A forminok jelenlétében elagazasoktol mentes aktin filamentumok jonnek létre.
Az ezekbdl a filamentumokbdl felépiild aktin kotegek részt vesznek a sejtosztodas soran
a kontraktilis gyliri kialakitdsdban [18-21], a filopodiumok létrejottében [22], a sejt
polarizacidjanak meghatarozasadban [23, 24], a vezikuldk széllitasaban, az epitelialis
sejtek kozotti kapcsolatok kialakitdsaban [25-27] €s a sejtmozgasban [28] is. A formin
fehérjék szerepet jatszanak tovabba egyes jelatviteli folyamatokban, a gének atirasaban

¢s az embrionalis fejlédés folyamatdban [14, 15, 29, 30].

12



L 2. 1. 1. A formin fehérjék szerkezete

A forminok viszonylag nagy (> 1000 aminosav), multidomén szerkezetii
fehérjék. Szerkezeti sajatsaguk, hogy az evolucid soran nagymértékben konzervalt
régidkat tigynevezett formin homoldgia doméneket (FH) tartalmaznak. A rontgen-
krisztallografia moddszerén alapuld kisérletek eredményeképpen jelenleg harom
forminnal kapcsolatos atomi felbontdsu szerkezet ismert. Az elsd ismert szerkezet, az
amit a dortmundi Max Plank Intézetben mitkkddé kutatocsoporttal vald egylittmiikodés
keretében hataroztunk meg [31]. Nem sokkal késébb a sarjadzo ¢lesztoben
(Saccharomyces cerevisiae) talalhatdé Bnilp FH2 doménje [32], valamint annak a
tetrametil-rodaminnal jelolt aktinnal alkotott komplexének a szerkezete is ismertté valt
[33]. Az mDial N-terminalisan talalhato GBD (,,GTPase binding domain”) doménjének
az RhoA-val alkotott komplexének a szerkezetét pedig 2005-ben sikeriilt meghatarozni

[34].

4. abra: Az mDial formin kdzponti FH2 doménjének szalagmodellje. Az N és C betiik a domén amino-,

illetve karboxil terminalisat jelolik. (Protein Data Bank kod: 1V9D)
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A forminok legnagyobb mértékben konzervalt régidja a koriilbeliil 400
aminosavbol all6 FH2 domén, amely alapvetd szerepet jatszik az aktinnal vald
kolesonhatés kialakitdsdban. A tobbnyire alfa-hélixekbdl felépiild, ellipszoid alaka FH2
domén Ot egységre oszthatd, nevezetesen az N-termindlisan taldlhaté Ugynevezett
,»lasso”, az azt kovetd flexibilis ,linker”, egy kompakt, globularis szerkezeti ,.knob”
szegmens, egy ,,coiled-coil” régid, valamint a C-terminalisan talalhato ,,post” alegység

(5. dbra).

linker lasso

80 A

coiled-
coil

5. abra: A Bnilp formin FH2 doménjének (bal oldali abra) és a két FH2 domén 6sszekapcsolodasa soran
létrejovo dimér (jobb oldali abra) szalagmodellje. A kék N és piros C betii a domén amino-, illetve

karboxil terminalisat, a latin betlik az egyes alfa-hélixeket jeldlik [32].

A Bnilp formin FH2 doménjének atomi felbontasii szerkezetének
meghatarozasa révén szdmos, a forminok mechanizmusanak hatterében all6 szerkezeti
sajatsagra deriilt fény. Bebizonyosodott, hogy dimerizacid6 sordn két FH2 domén
antiparalell médon képes 0sszekapcsolddni, gytirti alak(l diméreket alkotva. A dimérek
stabilitdsat az egyik alegység ,,post” és a madsik alegység ,lasso” régidja kozotti
hidrogénkotések, illetve hidrofob kolcsonhatasok biztositjdk. Ezen kapcsolodasi
felilleten taldlhaté tovabba az FH2 régid leginkdbb konzervalt glicin, aszparagin,
tirozin / fenilalanin, metionin, aszparagin (GNY / FMN) szekvenciarészlete. Az FH2
dimér flexibilitasat a ,linker” régid biztositja. A flexibilis dimér az FH2 domén
funkcionalis formaja, amely kulcsfontossagli szerepet tolt be az aktin nukledciods
fazisara kifejtett gyorsitd hatasaban, illetve a szdges végekkel vald kolcsonhatasanak

kialakitasaban.
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Az FH2 domén N-terminalisan taldlhato a kevésbé konzervalt formin homologia
1 domén (FHI1), amely prolinban gazdag szekvenciakat tartalmaz. Az FH1 domén
kolesonhat az SH3, illetve a WW doménnal rendelkezd faktorokkal [35], az Src
csaladba tartozé kindzokkal [29, 30, 36, 37], valamint k&tOhelyeket biztosit (ezek szama
a formin fajtajatol fiiggden 0 - 16 lehet) az aktin monomér-kotd fehérjének, a
profilinnak [38-42]. Az FH1 régio6 a valtozatos hossza, a kevésbé konzervalt aminosav-
szekvenciaja, valamint a prolintartalma miatt valosziniileg nem rendelkezik
harmadlagos szerkezettel.

Az eddig ismert Osszes forminban megtalalhatdé FH1 és FH2 domének mellett
bizonyos forminok rendelkeznek még a fehérje amino-terminalisahoz kozeli régidoban
talalhatd6 FH3 doménnel. Az FH3 a legkevésbé konzervalt szerkezeti formin homolédgia
domén, funkcidja még kevéssé ismert. Az eddigi ismeretek szerint, feltételezhetdéen
szerepe lehet a hasado élesztdben (Schizosaccharomyces pombe) a sarjak, valamint a
mitotikus orso kialakitdsdban részt vevd Fusl formin lokalizaciojaban [43]. Szamos
formin rendelkezik még ,,coiled-coil” régioval az FH1 domén N-termindlisan [44]. Az
azonban, hogy ezek a fehérjerégiok milyen szerepet toltenek be ez idaig tisztazatlan.

A forminok torzsfejlédésének vizsgalata soran kidertilt, hogy az FH2 domént
kodolo génekkel szamos faj rendelkezik (6. abra). Az emlésokben taldlhatd forminok 7
alcsaladra oszthatoak, ezek a Dia (mammalian mDial, 2, 3), DAAM (DAAMI, 2), FRL
(FRL1, 2, 3) FHOD (FHODI, 2), Delphilin, FNM (FNMI, 2) és INF (INFI1, 2)

alcsaladok.

/ /

1 1 N
123 12 123 12 12 12 Bril Bnrl  Cdel2 Fusl For3

Delphilin 2z 2 = o | protisztak .
Dia DAAM FRL FHOD FMN INF § 8 = E E sarjadzo hasadd
- élesztd élesztd
metazoak nem ele?zto névények éleszté gombak
gombak

6. abra: Az FH2 domén sematikus filogenetikus faja [44].
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A ,,Diaphanous-related” forminok (Dia, vagy Drfs) a fent emlitett doméneken
kiviil tartalmaznak még tovabbi doméneket. Ezek a fehérje amino-terminalisan talalhato
GBD domén (,,GTPase binding domain”), amely a Ras-szerli kis GTP4zok alcsaladjadba
tartozd6 Rho-fehérjék megkotésére képes, valamint a Diaphanous inhibicidos domén
(DID) és a dimerizaciés domén (DD), amelyek a C-termindlison talalhato Diaphanous
autoregulacios doménnel (DAD) egyiitt a fehérje aktivitdsanak szabalyozasdban
vesznek részt. A DID ¢és a DAD domének kozotti autoinhibiciés kolcsonhatas
kovetkeztében a fehérje funkciondlisan inaktiv allapotban van. Az aktivacio soran az
intracellularis szabalyozas eredményeképpen a GBD doménhez egy Ras-homoldg
fehérje kotodik, aminek kovetkeztében a DID ¢és a DAD domének kozotti
intramolekularis kolcsonhatds megsziinik, majd a DAD levalik a fehérje N-

termindlisarol, szabadda téve az FHI1FH2 régiot (7. abra).

GED DID DD CC FH1 FHZ DAD
e — u e — L—
e e -

_INAKTIV  Rpo-GTP
autoanhibicios kolesonhatas O AKT ] v

J-E:]]\*T-:Q:m -

v i 1

7. abra: Az mDia fehérjék domén szerkezete, a DID és DAD domének k6zotti autoinhibicios

kolcsonhatas és az aktivacio sematikus abrazolasaval [46].
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1 2. 1. 2. A forminok funkcidja

A forminok kozos tulajdonsdga, hogy modositjak az aktin filamentumok
polimerizacidjanak a dinamikajat. Az Arp2/3 komplextdl fliggetlen mdédon képesek
sebességét, valamint képesek a polimerizacio elérehaladtaval, processziv mdédon az
aktin filamentumok szdges végein maradni, igy a sapkafehérjék odakotédését
megakadalyozni [47, 48].

A forminok funkcidjadban és az aktin filamentumokkal valé kdlcsonhatés
kialakitdsaban meghataroz6 szerepe van az FH2 doménnek. Az FH2 domén
tulajdonsaga, hogy eldsegiti az aktin nukledci6 folyamatat. A citoplazméban talalhato
viszonylag alacsony szabad aktin monomér koncentracié (0.5 pM), valamint az aktin
dimérek nagyfoku instabilitdisa miatt a spontdn moddon keletkezd aktin dimérek
koncentracioja is igen alacsony. Egy lehetséges mechanizmus szerint a két FH2 altal
létrehozott dimér aktin monomérekhez vald kotése révén stabilizalhatja az aktin
diméreket, kedvezdbb feltételeket biztositva a polimerizacio szamara [32, 49-51].

A kiilonb6zd fajokbol szarmazé FH2 doméneknek az elongacid szakaszéra
kifejtett hatdsaban jelentds eltérések figyelhetok meg. A Cdc12p formin FH2 doménje
szarmaz6 emldés mDial formin FH2 doménjének jelenlétében az elongéicids sebesség
nem valtozik. Részlegesen gatoljak a polimerizacio e szakaszat az FRLI1 (~ 80 %-ban),
az mDia2 (~ 70 %-ban) és a Bnilp (~ 25 - 50 %-ban) forminok FH2 doménjei is [52].

A jelenlegi modell szerint az FH2 dimér a filamentumok szdges végével egy
,hyitott-zart” egyensulyi allapotban van, amelynek soran harom aktin protomérrel van

kolcsonhatasban (8. dbra).
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konformacios

, , olimerizacio
valtozas P
“zart” allapot ky “nyitott” dllapot k. “zart” allapot
n A n 4 l'l+l
F F
k—1 k_

“hegyes” vég

“sziges” vég Y . A
- 0 o’
‘b E

polimerizacio A depolimerizacié

8. abra: Az FH2 dimér processzivitasat leiro modell sematikus abrazolasa. A formin dimért alkotd egyes

FH2 doméneket zold és kék szin jeloli. Hairomszdg jeloli az FH2 domén ,.knob”, négyzet pedig a

crey

sotétsziirke szin pedig a filamentumban 1év6 tobbi protomért mutatja [33]. Az abra részletes magyarazata

a szOvegben talalhato.

A dimért alkot6 FH2 domének mindegyike két aktin monomérrel 1étesit kotést.
A ,,zart” allapotot a dimér altal kotott harom protomér feszitett konformacios allapota
jellemzi. A ,nyitott” allapotban a filamentum szdges végén talalhatd aktin protomér és
az egyik FH2 domén ,,post” régidja kozotti kapcsolat megsziinik, lehetové téve egy
ujabb monomér filamentumba épiilését. Ekdzben a filamentum végétdl legtavolabb
elhelyezkedd, FH2 dimér altal kotott aktin protomér a filamentumba épiil, amit
valosziniileg egy konformdcios valtozas is kisér. Ennek soran ez a protomér felveszi a
filamentumban 1évé protomérek konformacidjara jellemzo allapotot. A ,nyitott” és a
nzart” allapot kozotti atmenetet jellemzoé egyensulyi allandé nagymértékben valtozik a
kiilonbozé forminok esetén, amely magyarazhatja az elongécids szakaszra kifejtett

hatasuk kiilonbozdségét [53]. A fentiekben ismertetett modell alapjan értelmezhetd az

FH2 dimér processziv tulajdonsaga is.
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Ez azt jelenti, hogy az FH2 dimér nem valik le a filamentumok szoges végérol, majd
kapcsolodik Gjra minden egyes monomér beépiilésekor vagy levalasakor, hanem a
polimerizaci6 elérehaladtaval képes hosszl ideig a szoges végen maradni [54]. Az FH2
dimér processziv tulajdonsdga szerepet jatszhat abban, hogy képes meggatolni a
polimerizaciot akadalyoz6 sapkafehérjék szoges végre kotddését is, igy biztositva a
novekedni képes filamentumokat.

A forminok hatisa moddosulhat egy aktin monomér-kotd fehérje, a profilin
jelenlétben. A sejtben viszonylag nagy koncentracidoban (sejttipustol fiiggden néhany
uM és 100 uM kozotti koncentracidoban) jelen 1€vo profilin az aktin monomérhez vald
kotése révén befolyasolja a polimerizacié folyamatat [6]. Egyrészt a profilin-aktin
komplex nem képes nukleuszokat alkotni, mésrészt a profilin-aktin komplex csak a
szoges végen épiil be a filamentumba, a profilint nem kotd (szabad) monomérével
megkozelitd sebességgel. Az eddigi eredmények szerint a profilin gatolja az FH2 domén
nukleaciot eldsegitd hatdsat. Feltételezhetden azért, mert a profilin és az FH2 domén
versengenek az aktin monomérekért, igy az FH2 domén rendelkezésére allo aktin
monomérek szdma lecsokken. Ezzel szemben az FH1 doménhez kotdtt profilin az
FH1FH2 altal katalizalt nukle4dciot még inkabb eldsegiti. A forminok elongaciora
gyakorolt hatdsa is modosul profilin jelenlétében. Profilin hianyaban a forminok
kiilonb6zé mértékben redukaljadk az elongacid sebességét. Az FHIFH2 és a profilin
egylittes jelenlétében azonban az elongacié sebessége nagyobb, mint a szabad szdges
végek elongacids sebessége. Ennek egy lehetséges magyardzata az, hogy a profilin az
FH1 doménhez és az aktin monomérhez egyarant kotve megnoveli a szoges vég
kornyezetében a lokalis monomér koncentraciot, kedvezébb feltételeket biztositva igy a
polimerizaci6é szamara. Valdsziniileg ez lehet a magyardzata annak is, hogy a profilin
hatékonyabba teszi az FHIFH2 domén nukleaciora kifejtett hatasat.

Mint fentebb targyaltuk, a kiilonb6z6 fajokbol szarmazd forminokkal in vivo és
in vitro korilmények kozott végzett tanulmanyokbdl kideriilt, hogy az FH2 domén
fontos szerepet tolt be az aktinnal vald kolcsonhatds kialakitdsdban. A kiilonbozd
hosszusagu, az FH2 domént is tartalmazo formin fragmentumok képesek hatékonyan
nukledlni az aktin filamentumokat, valamint a filamentumok szdges végének
polimerizacids kinetikdjat befolydsolni. Az in vitro kisérletek eredményei megmutattak

azt is, hogy a kiilonb6zd fajokbol szdrmazd forminok hatasukban jelentdsen eltérhetnek.
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Bar tobb modell is sziiletett a forminok molekularis koélcsonhatdsainak és
mikddési mechanizmusanak leirdsara a forminok hatdsanak hatterében allé pontos
mechanizmus részletei még ma sem ismertek. A korabbi vizsgalatok nem szolgéltak
informécioval arra vonatkozoan, hogy melyik a fehérjének az a legkisebb egysége,
amely nélkiilozhetetlen az aktin polimerizaciés folyamatdra kifejtett hatdsanak
eldidézéséhez. Azzal kapcsolatban sem voltak pontos ismeretek, hogy a forminok
eléidéznek-e szerkezeti valtozdsokat az aktin filamentumokban. Tulnyomorészt
ismeretlen volt az is, hogy képesek-e a forminok befolyasolni az aktin filamentumoknak
mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasat. Nem volt ismert tovabba a formin fehérjék

haromdimenzios atomi szerkezete sem.

20



I1. Célkitiizések

Munkénk kozéppontjdban a forminok funkcidja és szerkezeti sajatsdgai kozotti

kapcsolatok pontosabb megismerése allt. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy miként

befolyasoljak a forminok az aktin filamentumok polimerizacidjanak folyamatat, illetve

az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagait.

Kisérleteink elsé fazisaban arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan modosulnak az
paraméterek a kiilonbozd, egérbdl szarmazoé mDia fehérjék (mDial, mDia2 és
mbDia3) kozponti FH2 doménjei, illetve az mDial fehérje koézponti FH2
doménjét, és annak az N-terminalisan taldlhaté 72 aminosavbdl allo ,linker”
régidt is tartalmazd fragmentuma jelenlétében.

Vizsgalni kivantuk tovabba azt is, hogy az FH2 domén mely régidi sziikségesek
a fehérje funkcidjanak a betoltéséhez.

A munkank masodik felében arra kerestiik a vélaszt, hogy modosulnak-e az
aktin filamentumok konformécios tulajdonsdgai az mDial fehérje kézponti FH2
doménjének, illetve ugyanezen fehérjének a ,linker” régidt is tartalmazo
fragmentumanak jelenlétében.

Tanulmanyoztuk azt is, hogy milyen hatasa van a forminok altal az aktin
filamentumban eléidézett konformacids allapotbeli valtozdsnak az filamentumok

funkcionalis tulajdonsagaira és a mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasukra.
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III. Anyagok és modszerek

111 1. Fehérjék

11l 1. 1. Az aktin preparalasa és izolaldasa

Az aktin preparalas elsd Iépésében nyul véazizombol aceton-extrahalt
izomforgacsot készitettiink [55]. Ebbdl az aktin izoldldsa Spudich és Watt [56]
modszere alapjan tortént. Az izolalds utan az aktin puffer A-ban (4 mM TRIS - HCI1
(pH7.3), 0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM DTT) volt feloldva.

11l 1. 2. Az mDia fehérjék expresszidja és tisztitdsa

Az emlds (egér) mDia fragmentumokat rekombinans GST-fuzios fehérje-
expresszios rendszerben termeltettiik meg, prokaridta sejtekben. A preparalas soran elsd
1épésben a kollaboracids partneriinktél (Prof. Alfred Wittinghoffer, Dr. Atsushi
Shimada, Max Planck Institute Fiir Molekulare Physiologie, Dortmund, Németorszag)
szarmazo, az mDia fragmentumokat kodol6 génszakaszt tartalmazo pGEX-4-T3 tipust
plazmidot E. coli TOP10-es sejtvonalban szaporitottuk fel és miniprep kittel (V-Gene)
nyertiik ki. A plazmidot E. coli BL21 (DE3)pLysS kompetens sejtekbe transzformaltuk.
A transzformacio6 soran a plazmidot elegyitettiilk a kompetens sejtekkel, majd 30 percig
jégen inkubaltuk. Ezt kovetden 42 °C-on hésokkot alkalmaztunk 45 masodpercig, majd
2 perc jégen torténd inkubalas utdn, az LB tapoldat hozzdadéasat kdvetden az oldatot
37 °C-on inkubaltuk, 2 6ran at 120 rpm-en razatva. Ampicillin tartalmt (100 pg/ml)
taptalajra sz€lesztve csak az integralddott plazmiddal rendelkezd, a rezisztencia markert
tartalmazé sejtek néttek ki. A rekombinans fehérje prepardlds soran a megfeleld
mennyiségli sejt eléallitasahoz 5 x 1 liter, 100 pg/ml ampicillin tartalma LB tapoldatot
oltottunk be 20 ml, éjszakan at 37 °C-on novesztett elékulturadval. A sejtszuszpenzid
ODgoo = 0.75 értekénél IPTG oldat (300 mM) hozzaadasaval indukaltuk a vektor T7
promoterét. Ezt kovetden az expressziot 120 rpm-en razatva, éjszakan at, 20 °C-on

folytattuk.
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Masnap centrifugaldssal 6sszegytijtottiikk a sejteket (Janetzki K26, 4000 rpm, 4 °C, 20
perc), meghataroztuk a nedves sejttomeget és felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.

A fehérje preparalas soran felolvasztottuk a sejteket, majd puffer (50 mM TRIS -
HCI1 (pH7.6), 5mM DTE, 50 mM NaCl, 5mM EDTA, 10 % glicerin), a nedves
sejttomeggel ardnyos mennyiségli protedz inhibitor koktél és 1 mM fenil-metil-
szulfonil-fluorid hozzaadasat kovetéen a sejtszuszpenzidot mechanikusan, majd
szonikatorral feltartuk. Preparativ ultracentrifugalas utan (Sorvall, 4 °C, 30000 rpm, 1
ora) a DNaz-1 enzim hozzdadasat kdvetden a feltart sejtszuszpenziobol az mDia fehérjét
affinitas kromatografias modszerrel valasztottuk el (Pharmacia FPLC), melynek soran
az GSH-agar6z oszloprol (Amersham) a GST-mDia fehérjét trombinos hasitast
kovetden eludltuk. A nemkivanatos egyéb fehérjék eltavolitasdhoz gélfiltracios
elvalasztast alkalmaztunk (Sephacryl S300). Az mDia fehérjéket tartalmazé eluatumot
Amicon ULTRA 10 MWCO centrifugacsovekben koncentraltuk (4000 rpm, 4 °C, 5
ora). Folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és felhasznaldsig —80 °C-on taroltuk. A
tarolopuffer 50 mM TRIS - HCI-t (pH7.3), 50 mM NaCl-t, 5SmM DTT-t és 5%
glicerint tartalmazott. A fehérjetisztitdsi folyamat hatékonysagat SDS-poliakrilamid

gélelektroforézissel ellendriztiik.

1II. 2. loncsere, polimerizalas

Az izolalas utan az aktin monomér forméban (G - aktin), Ca®"-mal telitve van. A
kotott Ca’’-nak Mg®"-ra vald kicserélése soran az aktin monoméreket tartalmazo
oldathoz 200 uM EGTA-t és 50 uM MgCl,-ot adtunk, aminek hatdsara a kationok
kicserélodése 5 - 10 percen beliil végbement [57]. A kationcserét kovetden az aktin
monomeérek polimerizacigjat 10 mM KCI és 0.5 mM MgCl, hozzaadasaval inditottuk el.

Abban az esetben, ha a minta formin fragmentumot is tartalmazott, azt kézvetlen
a polimerizaciot megeldzden adtuk az oldathoz. A formin fehérjék tarolopuffere 50 mM
TRIS - HCI-t (pH7.3) és 50 mM NaCl-ot tartalmazott. Annak érdekében, hogy ennek
hatasat kizarjuk, allando (5 %) értéken tartottuk a tarolopuffer térfogatat mind a formin

fragmentumot tartalmazo, mind pedig a formin nélkiili mintakban.
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111. 3. Az aktin fluoreszcens jeldlése

A fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgdlatok érdekében az aktint megfeleld
fluoroforokkal jeldltiik. A jelolés minden esetben fénytdl védve, DTT-mentes puffer A-
ban tortént.

IAEDANS - jelolés: G - aktint (2 mg/ml) 100 mM KCl ¢és 2mM MgCl,
hozzéadasaval 2 6ran keresztiil polimerizaltunk szobahdmérsékleten. Az igy eldallitott
F - aktin oldatot 10-szeres moldris talsulyban 1évé IAEDANS-szel inkubaltuk 1 6ran
keresztiil, ugyancsak szobahdémérsékleten. A jelolot, a jeldlést megel6zéen néhany pl
DMF-ben oldottuk fel, majd ~ 50-szeresére higitottuk DTT-mentes puffer A-val. Az
aktin oldathoz adott DMF térfogata nem haladta meg az Ossztérfogat 0.6 %-at
(VbME / Vaktin < 0.006). A reakciot 2 mM MEA hozziadasaval allitottuk le, majd a
mintat 400,000 g-n, 4 °C-on, 50 percen keresztiil centrifugaltuk.

IAF -jelolés: G - aktint (2 mg/ml) inkubaltunk 15-sz6rds molaris feleslegben
1év6 TIAF-fel 24 oran keresztiil, 4 °C-on. Az IAF-et 0.1 M-os NaOH-ban oldottuk fel. A
jelolés soran az aktin oldat pH-jat megfeleld mennyiségii 0.1 M-os HCl hozzdadésaval
tartottuk allando értéken. A jelolést kovetden a mintat 100 mM KCI és 2 mM MgCl,
hozzéadasaval polimerizaltuk 2 6ran keresztiil, szobahomérsékleten, majd 400,000 g-n,
4 °C-on, 50 percen keresztiil centrifugaltuk.

Pirén - jodacetamid (pirén) jelolés: G - aktint (2 mg/ml) 100 mM KCI és 2 mM
MgCl, hozzaadasaval 2 o6ran keresztiil polimerizaltunk szobahdmérsékleten, majd az F -
aktin oldatot (1 mg/ml) 1.1 tomegszazalékban (Mpirén / Makin) hozzéadott pirénnel, 18
oran keresztiil, szobahdmérsékleten inkubaltuk. A jelol6t DMF-ben oldottuk fel, az
oldat koncentracidja 5 mg/ml volt. A jelolést kovetden a mintat 400,000 g-n, 4 °C-on,
50 percen keresztiil centrifugaltuk.

A centrifugalast kovetden az iiledékeket mindharom jelolés esetében
duzzasztottuk, a mintdkat homogenizaltuk, majd éjszakan at dializaltuk puffer A-val
szemben. A kisérlet elott a mintak tisztitasa érdekében a jelolt és jeldletlen aktin

monomér oldatokat 400,000 g-n, 4 °C-on, 30 percen keresztiil centrifugaltuk.
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111. 4. A fehérje-koncentraciok és a jelolési aranyok meghatarozadsa

crer

Shimadzu UV-2100 tipust fotométerrel mértiilk. A koncentracio-meghatdrozas soran
hasznalt extinkciés koefficiens értékeket az I. tabldzatban foglaltuk Gssze. A jelolt

mintak esetén a fluorofor jarulékat korrekcidba vettiik (/. tdablazat).

extinkcios koefficiens korrekcios faktor referencia

G — aktin €200 nm = 0.63 ml mg'em’ - [58]

IAEDANS €336 nm = 6100 M'cm™ A2000m=0.21 X A336nm [59]
IAF €495 nm = 60000 M'em™, pH7.3 A290n=0.23 X A495nm [60]
pirén €344 nm = 22000 M'em™ A2000m=0.127 X Az44nm [61].

1. tablazat: A koncentraci6 és jeldlési arany meghatarozasa soran hasznalt allandok.

crer

hanyadosaként szamoltuk. A mérések soran a jelolési aranyok IAEDANS-re 0.9 - 1.0,
[IAF-re 0.6-0.7, pirénre: 0.8-0.9 kozott voltak. Az aktin molekulatomegét a
6 M-os GuHCI oldatban, 280 nm-en mért abszorbcio értékei alapjan szamoltuk [63]. Az
extinkcios koefficienseket (€230 nm) (2. tdblazat) a szekvencidk alapjan (9. dbra) a

Protparam segitségével hataroztuk meg (http://us.expasy.org/tools/).

E280 nm molekulatomeg
mDia fragmentum aminosav
M'em™) (kDa)

mDial-FH2™"™ 7680 826 - 1163 40

mDial-FH2""™ 20580 752 - 1163 51
mDia2-FH2™"" 10680 685 — 1022 40
mDia3-FH2™m 13660 701 - 1037 40

mDia3-FH24™ 27640 629 - 1038 51

2. tabldzat: A vizsgalt mDia fragmentumok 280 nm-es hullamhosszra szamolt extinkcios koefficiensei a

fragmentumok elso és utolsé aminosavjainak sorszama €s molekulatomegei.
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9. abra: A vizsgalt mDia fragmentumok aminosavsorrendje. A kék téglalap a leginkabb konzervalt

GNYMN régiot jeloli. Az abrat a Clustal X programmal készitettiik.

A mintdk abszorpciés spektrumainak felvétele soran referenciaként minden

esetben a mérendd anyagot (fehérjét vagy fluorofort) nem tartalmazé puffert hasznaltuk.

1I1. 5. ,, Steady-state” fluoreszcencia spektroszkopia

A ,steady-state” fluoreszcencia vizsgéalatokat Perkin-Elmer LS50B tipusu
spektrofluorométerrel végeztiik. A hullaimhosszakat monokromatorral allitottuk a
megfeleld értékre. A réseket mind az emisszios, mind pedig a gerjesztési oldalon 5 nm-
re allitottuk. A hOmérsékletet termosztattal allitottuk be a kivant értékre (6 —30 °C
kozott, a mintatartoban).

Pirén jelolt aktin alkalmazasaval vizsgaltuk az mDia fragmentumoknak az aktin
polimerizacios tulajdonsagaira (polimerizacid, depolimerizacié sebessége, kritikus
koncentréacio) kifejtett hatdsat. A mérések soran a gerjesztési hullamhossz 365 nm volt,

az emissziot pedig 407 nm-en figyeltiik.
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A formin fragmentumoknak az aktin polimerizaciojara kifejtett hatdsanak
vizsgalatakor aktin monomér oldatot (3.5 uM vagy 5 uM, amelynek 5 %-a volt pirén
jelolt aktin) polimerizaltunk formin fehérjék jelenlétében és nélkiiliikk, majd a pirén
emisszid idébeli valtozasat kovettiik nyomon. Az elongacid sebességét a normalt pirén-
intenzitasgorbéhez féltelitésben illesztett egyenes meredekségébdl hataroztuk meg.

A formin fragmentumoknak az aktin filamentumok depolimerizéacidjara kifejtett
hatasat vizsgalo kisérletekben aktint (5 uM, amelynek 68 %-a volt pirén jelolt aktin)
polimerizaltunk legalabb 4 6ran keresztiil, majd 0.1 uM-ra higitottuk ki mDia fehérjéket
tartalmazd, illetve nem tartalmazo puffer A-val, amelyet 10 mM KCl-dal és 0.5 mM
MgCl,—dal egészitettiink ki. A depolimerizacid sebességét a pirén-intenzitasgorbe elsé
50 s-hoz illesztett egyenes meredekségébdl hatdroztuk meg.

Az aktin kritikus koncentracidjanak meghatidrozdsa soran kiilonb6zd

cre

crer

fragmentumok jelenlétében, illetve nélkiilik, majd a pirén emisszids spektrumait
rogzitettik a 380 —500 nm-es tartomdnyon. A kiértékeléshez a 407 £5nm
hullamhosszakon mért intenzitasok atlagat hataroztuk meg. A fluoreszcencia intenzitas

ey

az alabbi egyenlet illesztési paramétereibdl szarmaztathato:

(x-cc) (x-cc)

y=yt+((EL+ER)- )-((EL-ER)- ) (1)

ahol EL ¢és ER a bal, illetve a jobb oldali egyenes meredeksége, cc a kritikus

koncentracio, yt pedig a kritikus koncentracidhoz tartozé fiiggvényérték.
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1II. 6. Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

A Forster-tipust rezonancia energia transzfer alkalmas fluorofor parok (donor és
akceptor molekula) kozott johet 1étre, amennyiben

1. a donor molekula emisszios és az akceptor molekula abszorpcids spektrumai
kozott atfedés van,

2. adonor kvantumhatasfoka megfelelden nagy,

3. a donor molekula emisszids és az akceptor molekula abszorpcios vektora
kedvez6 szoget zar be egymassal,

4. a donor és akceptor molekulak kozotti tavolsag az 1 - 10 nm-es tartomanyba
esik.

A rezonancia energia transzfer feltételeinek teljesiilése esetén a donor molekulat
megfeleld hullimhosszusagu fénnyel gerjesztve emisszidjanak egy része sugarzas
nélkiili (,,non-radiative) dip6l-dipol kodlcsonhatas révén transzferdlédik az akceptor
molekulahoz.

A fluoreszcens donor-akceptor par kozott 1étrejove energia transzfer (FRET)
egyik jellemz6 paramétere a transzferhatasfok ( £), amely kisérletesen meghatarozhato

a donor molekula fluoreszcencia intenzitasat mérve akceptor nélkiili ( F,)) és akceptort

tartalmaz6 (£, ) rendszerben a kovetkezd egyenlet segitségével:

(2)

A transzferhatasfok ismeretében a donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R) az

alabbi Osszefiiggéssel szamolhat6:

R6
E:ﬁ (3)
R, +R

ahol Ry, a Forster-féle kritikus tavolsag, amely azt a donor-akceptor tavolsagot jelenti,

amelynél a transzfer hatasfoka 0.5 (50 %-0s).
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Ry értéke meghatarozhato a kovetkezd egyenlet alapjan:
RS = (8.79:10") n*x* @, J(A) (4)

ahol n a donor és akceptor molekula kozotti kozeg torésmutatdja, - a két fluorofor
relativ helyzetét jellemzd orientacios faktor, @p a donor kvantumhatasfoka, J pedig az
akceptor abszorpcids spektrumanak (g4 (A)) és a donor emisszids spektrumanak
(Fp (A)) atfedési integralja [64].

A FRET fluoreszcencia spektroszkopiai alkalmazasaval lehetdségiink nyilik a
fehérjematrixon beliili szerkezeti és dinamikai valtozasok vizsgélatira. A fenti
paraméterekbdl szarmaztathatd ugyanis egy Ujabb FRET paraméter, az un. f (vagy az
f) paraméter [65, 66], amelyet az energia transzfer hatasfokanak és a donor molekula

akceptor jelenlétében mért kvantumhatasfokanak (¢,,) (vagy intenzitdsanak: F) )

hanyadosaként adhatunk meg:

f=¢£, illetve f ' =£ (5)

DA DA

Mind az f, mind pedig az f’ paraméter érzékenyen reagdl a jelolok kozotti
fehérjematrixban bekovetkezd fluktudciok megvaltozasdra. Ha a rendszerbe energiat
taplalunk (pl.: noveljiik a rendszer hdmérsékletét), akkor a molekularis fluktuacidk
amplitddéi megnonek. A fluktuaciokban bekdvetkezé modosulasok mértéke az adott
fehérje régio flexibilitasatol fiigg. Amennyiben a két vizsgalt pont kozotti fehérjematrix
flexibilisebb, a fluktuaciok amplitidoja nagyobb lesz, mig a merevebb fehérje régid
korlatozza az ilyen mozgasokat. Az f paraméter, illetve a vele egyenesen ardnyos f’
paraméter a donor ¢és akceptor kozotti tavolsageloszlas félértékszélességével van
kapcsolatban, igy a homérsékletfiiggésének nyomon kdvetésével lehetoség nyilik a
fehérje eltérd flexibilitasu és/vagy konformacios allapota formai kozotti kiilonbség
kimutatdsdra. Normalva a legalacsonyabb hémérséklethez tartozo értékkel a kapott
relativ /'’ fliggvény alakjabol informéciot kaphatunk a molekuldn beliil a két jeldlt pont

kozotti fehérjeszegmens flexibilitasarol.
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Ha a fehérje szerkezetében jelentds konformécidvaltozas nem kovetkezik be,
flexibilisebb fehérjerész esetén a homérséklet profil meredekebb a merevebb forméaval
Osszehasonlitva.

Munkank soran az aktin filamentumok monomérek kozotti, in. intermonomér
flexibilitasat formin fragmentumok jelenlétében ¢és nélkiiliik homérsékletfiiggd

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer alkalmazasaval vizsgaltuk (/0. abra).

10. dbra: Az intermonomér FRET mérések soran alkalmazott donor (D) — akceptoros (A) mintak

sematikus abraja. A korok az aktin filamentum egyes protomérjeit jelolik.

Ennek érdekében az aktin monoméreket alkalmas donor (IAEDANS) és akceptor (IAF)
molekulakkal jeloltiik. A csak donort tartalmazé aktin filamentumokat 1 : 9 ardnyban
Osszekevert IAEDANS-jelolt, illetve jeloletlen aktin, mig a donort és akceptort is
tartalmaz¢ aktin filamentumokat 1:9 ardnyban Osszekevert IAEDANS-jel6lt, illetve
IAF-jelolt aktin polimerizacidjaval hoztuk létre. Igy a két mintdban a donor
koncentracidja megegyezett. A mintdkat 24 Oran Keresztiil, 4 °C-on inkubaltuk. A
,steady-state” fluoreszcencia mérések soran mind a csak donorral, mind a donorral és
akceptorral egyarant jelolt aktin filamentumok esetében a donor fluoreszcencia
intenzitasat mértiik. A gerjesztési hullamhossz 350 nm volt, az emisszios spektrumokat
a 370 - 550 nm hullamhosszak kozott kovettiik nyomon. Az emisszids spektrumokat
minden esetben korrigaltuk a minta On-abszorpci6jabol szadrmazéd ,,inner filter”

effektusra.
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Figyelembe véve a kiivetta és fénynyaldb geometriai elrendezését, 1 x 1 cm-es fényuttal

rendelkez0 kiivetta esetében a kovetkezd Osszefliggést alkalmaztuk:

F

korrigalt

=F

mért

antilog[%} 6)

ahol Fyorrigan €s Fmer a korrigalt és mért intenzitasokat, OD,, a gerjesztés hulliamhosszan,
1 cm-es fényuton mért abszorbcio értékét, OD,., pedig a bedllitott emisszids
hullamhossz-tartomanyon mért abszorpciés spektrumot jelenti. A donor akceptor nélkiil
¢s akceptor jelenlétében felvett korrigalt emisszids spektrumainak a 440 — 460 nm
hulldamhossz-tartoményon vett gorbe alatti integraljait hataroztuk meg, és az integralokat
tekintettiik donor intenzitasoknak (Fp vagy Fp4). A donor intenzitds értékekbdl a 2.
egyenlet alkalmazasaval szamoltuk a FRET hatasfokot, és az 5. egyenlettel az aktin

intermonomér flexibilitadsara jellemzo f° paramétert.
111. 7. Koszedimentacios modszer

A kiilonb6z6 mDia fragmentumoknak az aktin filamentumokhoz valé kotodését
ultracentrifugalason alapuld koszedimentacios modszer alkalmazéasaval vizsgaltuk. A
modszer alapjat az képezi, hogy ha aktint és aktin-kotd fehérjét tartalmazo oldatokat
nagy fordulatszamon centrifugalunk az aktin filamentumok az iiledékbe keriilnek az
aktinhoz kotédd fehérjékkel egyiitt, mig az aktinhoz nem kapcsolodd aktin-kotd
fehérjék az oldatban maradnak.

A mintakészités sordn aktin monoméreket (3 uM, illetve 5 puM, 200 pl)
tartalmazd oldatot polimerizaltunk éjszakan at, 4 °C-on, kiilonb6zé koncentracioban
jelen 1évé formin fragmentumokkal. A mintdkat 400,000 g-n, 30 percig, 20 °C-on
centrifugaltuk Beckman Optimax asztali ultracentrifugaval (rotor: TLA-100), majd az
tiledékeket ¢és a felilluszokat szétvalasztottuk. Az tiledékeket 200 pl puffer A-ban
duzzasztottuk. Mind a iiledékekhez, mind a feliiluszokhoz tovabbi 100 pul Laemmli
oldatot adtunk. A mintdk fehérjetartalmat denaturalé SDS-poliakrilamid gél (12.5 %)

analizis alkalmazésaval vizsgaltuk.
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A géleket ,,coomassie blue”-val festettiik, az egyes fehérjekomponensek savjainak
intenzitdsat a Syngene Bio-Imaging System gél dokumentacios €s kiértékeld miiszer
segitségével hataroztuk meg. Az intenzitdsokat az adott fehérjék molekulatomegeivel
korrigaltuk.

Ha az iiledékek analiziséb6l meghatarozott kotott formin mennyiségét
abrazoljuk az Osszes formin mennyiségének fiiggvényében az aldbbi egyenlet
illesztésével megkapjuk az mDia fragmentumoknak az aktin filamentumok oldaldhoz

val6 kotddését jellemzo affinitast (K, ) [67, 68]:

[4],8* = ([4], +[mDia], + K ,)S +[mDia], =0 (7)

ahol [ 4], és [mDia], jeldli a mintiban 1év6 teljes aktin, illetve formin koncentraciot, S

pedig a kotott formin ardnyat, amit az iiledékben talalhaté formin sav (B . ) és az
aktin sav ( Bl ) intenzitdsanak hanyadosaként kaptunk:
By .
S = formin (8)

B

A kofilinnel végzett kisérleteinkben 5 uM aktint polimerizaltunk 0.5 puM mDial-
FH2dimé jelenlétében, illetve nélkiile. Ezt kdvetden az aktin filamentumokat tartalmazé
oldatokat éjszakéan 4t inkubaltuk kiilonb6z6 koncentracidban jelen 1évo kofilinnel (0 - 5
uM). A mintakat 400,000 g-n, 30 percig, 20 °C-on centrifugaltuk. Az tiledékek és a
feliiliszok aktin tartalmat denaturdldé SDS-poliakrilamid gél (12.5 %) analizis
alkalmazaséaval vizsgéltuk. A ,,coomassie blue”-val festett aktin sdvok intenzitasat a
Syngene Bio-Imaging System segitségével hataroztuk meg, majd azokat az aktin

molekulatomegével korrigaltuk.
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crer SN
aktin

) az alabbi egyenlet alapjan

szamoltuk:

SN
SN _ B

caktin - BSN +BP .Caktin

)

ahol B*Y és B a feliiluszoban, illetve az tledékben talalhato aktin savok korrigalt

intenzitdsai, c, i, pedig a mintaban talalhaté aktin koncentracioja.
111. 8. Az ionerdsség meghatarozasa

A sejten beliil az aktin filamentumok spontan polimerizacidjat a viszonylag
magas koncentracidban jelen 1évd ionok, illetve a pH alkalmas értéke segiti eld.
Fiziologias korilmények kozott a pH jellemzd értéke 7.0-7.1 a szabad
ionkoncentracioé pedig 50 — 100 mM KCI és 1 mM MgCl, [69]. A vizsgalataink soran
alkalmazott ionerdsség kisebb volt az in vivo viszonyokra jellemz6 értékeknél (lasd: 771
2. fejezet). Munkank soran (polimerizacios és FRET kisérletek) megvizsgaltuk azt is,
hogy miként valtozik a forminok hatasa akkor, ha az aktin polimerizacidjat a fiziologias
koriilményeknek megfelelé koncentracioji ionok hozzaadasaval inditjuk el.
Kisérleteinkben a mar emlitett 10 mM KCI és 0.5 mM MgCl, koncentraci6 (,,alacsony”
ionerdsség) mellett a polimerizacid indukalasdhoz 50 mM KCl-ot és 1 mM MgCl,-ot
(,,kdzepes” ionerdsség), illetve 100 mM KCl-ot és 2mM MgCly-ot (,,magas”

ioner6sség) adtunk az aktin monoméreket tartalmazé oldathoz. Az ionok kozotti

elektrosztatikus  koOlcsonhatas  erdsségét  jellemzO  ionerdsséget az  ionok

crer

[ionero"sség] = %Zn: ¢z’ (10)

i=1

crer
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111 9. A foszfat disszocidcio sebességének meghatarozadsa

Az ATP enzimatikus hasitdsa soran képzddd szervetlen foszfat (Py)
mennyiségének, illetve az aktin filamentumokrél vald disszociacidé kinetikdjanak
vizsgalatara a Webb altal kidolgozott mddszert alkalmaztuk [70]. A mddszer alapjat egy
enzimatikus reakcid képezi. Ennek soran a reakcioban szerepld szubsztrat, a 2-amino-6-
merkapto-7-metilpurin ribozid (MESG) foszfat jelenlétében a purin nukleozid
foszforilaz (PNP) altal katalizalt reakcioban riboz 1-foszfatta és 2-amino-6-merkapto-7-

metil-purinna alakul at (/1. dbra).

S~ 2-amino-6-merkap to-7- S
| SN I NH
"7]\ \ A
, N NH, — N NH;
ribéix ENP
+
+ Ribéiz 1-fosefit

11. dbra: Az ATP enzimatikus hasitasa soran képz6do szervetlen foszfat (P;) mennyiségi

meghatarozasanak alapjaul szolgalo reakcid sémaja [70].

A szubsztrat és a termék abszorpiés maximumat jellemz6é hullamhosszak kiilonbsége
(335 nm ¢s 360 nm) révén spektrofotometrids méréssel a reakcidé nyomon kdvethetd.
Meéréseink soran a Molecular Probes altal forgalmazott EnzCheck nevii terméket
hasznaltuk, amely tartalmazta a reakcidhoz sziikséges anyagokat. Kisérleteinket a
Carlier és munkacsoportja altal mar kordbban alkalmazott stratégia szerint végeztiik
[71]. A kationcserét kovetéen 100 uM-os aktin monomér oldatot 10 mM KCI ¢és
0.5 mM MgCl, hozzaadasaval polimerizaltunk formin nélkiil, illetve annak jelenlétében.
Ezt kovetden az aktin filamentumokat tartalmazé oldatot 10 uM-ra higitottuk a gyartod
altal forgalmazott reakcio pufferrel (100 mM Tris - HCI, (pH7.5), 2 mM MgCl,, és
0.2 mM natrium azid, kiegészitve 10 mM KCl-dal). A minta abszorbcidjanak idébeli
valtozasat 360 nm-es hullamhosszon kovettiik nyomon. Méréseinket Shimadzu UV-

2100 tipust fotométerrel végeztiik.
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crcr

talalhatdé  standard KH,POs oldat segitségével, az altalunk alkalmazott
pufferkoriilmények kozott vettiik fel (/2. abra).

OD),: 360 nm
o

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

[P] (M)

12. abra: A szervetlen foszfat mennyiségének meghatarozasahoz felvett kalibracios egyenes.

III. 10. Differencialis pasztazo kalorimetriai kisérletek

A termodinamika vizsgélati modszereinek segitségével fontos informécidkat
nyerhetiink a biologiai rendszerek, igy a fehérjék energiadllapotarol, belsd
rendezettségérdl és termikus stabilitdsardl. A differencialis pésztdzo kalorimetriai
moddszer (DSC: ,differential scanning calorimetry”) eldnye az, hogy érzékeny, azaz
alkalmazaséaval a rendszer folyamatos melegitése, illetve lehlitése soran bekovetkezo kis
héeffektusok is mérhetdek.

Munkdénk sordn a DSC kisérleteket egy SETARAM Micro DSC II kaloriméteren
végeztiik. A miiszer a h6aram mérés elvén miikodik. A mér6 és a referencia cella egy
program szerint fiithetd / hiitheté hdelnyeld blokkban talalhatd. A méro cella a mintat, a
referencia cella a minta pufferoldatat tartalmazza, amelyek bemérése ugy torténik, hogy
a két cella hokapacitasa kozel azonos legyen. Igy a programozott fiités soran a két cella
hémérséklete azonos modon valtozik, hdmérsékletkiilonbségiik mindaddig nulla, amig
valamilyen folyamat (endo, vagy exoterm) nem torténik a mintat tartalmazo cellaban. A
cellak kozotti termikus egyensuly fenntartdsa érdekében a homérsékletkiilonbség
eldjelétdl és nagysagatdl fiiggden vagy a mintat, vagy a referencia oldatot tartalmazo
cellaba kell energiat taplalnunk. A miiszer ezt az energidt méri az id6, vagy a
hémérséklet fiiggvényében (hdaram). A folyamatrol kdzvetleniil nyerhetd informacid a

kimeno jel integralja, az un. kalorimetrikus entalpiavaltozas:
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dH dT
T _c = 11

e " dt (10
Ebbdl a minta allandé nyomasra vonatkoztatott hdkapacitasa (C,) (a rendszer ugyanis

inhomogén) az alabbi médon szarmaztathato:

dH
4” =C, (12)

T

ahol dH a kalorimetrikus entalpiavaltozas, ¢t az id6, m a tomeg, valamint C, a

hékapacitas, d% , pedig a flitési / hiitési sebesség.

crer

0.3 °C/perc fiitési, illetve hiitési sebesség mellett Hastelloy celldkban kovettiik nyomon.
A vizsgalt mintdk tomege atlagosan 850 mg volt. A méréshez referenciaként a mért
minta pufferoldata szolgalt. A rendszer alapvonaldnak stabilitdsa az alkalmazott flitési
sebesség mellett, izoterm lizemmoddban £ 0.2 uyW hibahataron beliil volt. Az aktin
koncentraciéja minden esetben 60 uM volt. A formint is tartalmazé mintdkban az
mDial-FH2"™ koncentracidja 3 uM volt. Az endoterm denaturacié kalorimetrikus
entalpiavaltozasat (AH) a hdéaram-homérséklet gorbe integraljabol hataroztuk meg. A
mérés sordn kapott hddenaturaciés gorbék egyes denaturicidihoz tartozo
entalpiavaltozés értékeket (AH) a denaturacids csucsokra (7)) illesztett Gauss-gorbék
teriileteinek ardnyaibol szamitottuk ki. A denaturacid entropiavaltozasat (AS) a

denaturacio homérsékletére (7},,) szamitva az alabbi képlettel kaptuk:

AS =

AH
T (13)

A Gibbs-féle szabadentalpia-valtozast a kovetkezd képlettel szamitottuk ki 7'= 22 °C-ra:

AG = AH - TAS (14)
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IV. Eredmények és kovetkeztetések

1V. 1. A forminok hatasa az aktin filamentumok polimerizaciojanak kinetikdjara

Az egérben taldlhatdo mDial formin kdzponti FH2 doménjének haromdimenzids
atomi  szerkezetének (4. abra)  rontgen-krisztallografiai  modszerrel  torténd
meghatérozasa, 2.6 A-os felbontasban kollaboracids partneriinkkel (Prof. Alfred
Wittinghoffer, Dr. Atsushi Shimada, Max Planck Istitute Fiir Molekulare Physiologie,
Dortmund, Németorszag) vald egyiittmitkodés keretében tortént. Ez volt az elsd ismert
formin szerkezet. Kisérleteink elsé szakaszaban ennek, és az ugyancsak az emlds Dia
forminok csaladjaba tartoz6 mDia2 és mDia3 forminok kdzponti FH2 doménjeinek (a
kés6bbiekben mDia-FH2™"™") az aktin polimerizacios tulajdonsagaira kifejtett hatasat

vizsgaltuk.

1V. 1. 1. Az mDia fehérjék kézponti FH2 doménjének hatasa az aktin polimerizdciojanak

és depolimerizaciojanak sebességére

Az mDia-FH2™"™ fragmentumoknak az aktin polimeriziciés tulajdonsagaira
(polimerizacid, depolimerizaci6 sebessége, kritikus koncentracio) kifejtett hatasat pirén-
jelolt aktin alkalmazéasaval vizsgaltuk. Ezen fluorofor sajatsaga, hogy a fluoreszcencia
intenzitdsa a polimerizacié sordn az aktin filamentum mennyiségével aranyosan
novekszik. A pirénnel jelolt aktin monomérek filamentumba épiilése hasonlo
kinetikdval jellemezhetd, mint a fluoroforral nem jeldlteké [61]. Ezek alapjan a pirén
emisszio idébeli valtozdsanak nyomonkdvetése lehetdséget ad az aktin polimerizacios
folyamaténak leirasara.

A pirén alkalmazasaval kapott eredményeink szerint mindharom mDia—
FH2™"™ fragmentum mér mikromolds koncentracio-tartomanyban lassitotta mind a
spontan polimerizaci6 (/3. a dbra), mind pedig a spontan depolimerizacié folyamatat

(13. b dabra).
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13. dbra: Az mDial-FH2™"™ fragmentum hatésa az aktin polimerizacids (a dbra) és depolimerizacios
(b abra) folyamatara. Az abrak a normalt pirén fluoreszcencia intenzitas idobeli valtozasat mutatjak
kiilonb6z6 koncentracioban jelen 16v6 mDial-FH2™"™" esetén (lasd: jelmagyarazat). A b dbrdin a
szaggatott vonalak a normalt pirén-intenzitasgorbék elsé 50 s-os szakaszahoz illesztett egyeneseket

jelslik.

A polimerizaciéra gyakorolt hatas mértéke azonban a harom koézponti FH2 domén
esetében kiillonbozonek bizonyult. A normalt pirén tranziensekbdl meghatarozott relativ
elongacios, illetve depolimerizacids sebességeket a formin koncentracio fiiggvényében
abrazoltuk (/4. a, b dbra). A féltelitési koncentraciot (K;) a mérési eredményekre

illesztett hiperbola (/5. egyenlet) paramétereibdl hataroztuk meg.
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14. abra: A relativ elongécios (a dbra) és depolimerizacios (b dbra) sebesség fiiggése a kiilonb6zé mDia-

FH2™"™ fragmentumok koncentracidjatél (lasd: jelmagyarazat). A szaggatott vonalak az eredményekre

illesztett hiperbolakat mutatjak.

39



A mennyiségi analizis eredményei szerint az mDia2-FH2™"™ fragmentum
gatolta legnagyobb mértékben a monomérek asszocidcigjat, illetve disszociacigjat,
telitésben az elongécids sebesség 27 %-ra, a depolimerizaciod sebessége pedig 0.6 %-ra
csokkent a spontan aktin polimerizaciot jellemz6 sebességekhez viszonyitva. Valamivel
kisebb hatést tapasztaltunk az mDia3—FH2™"*™" esetén, amely telitési koncentracidban
az elongacids sebességet 38 %-ra, a depolimerizacid sebességét pedig 0.5 %-ra

csokkentette. A legkisebb hatast az mDial-FH2™™" jelenlétében figyeltik meg (3.

tablazat).
mDia fragmentum Hllesztési paraméter Polimerizacio Depolimerizacio
, Ka 1.96 + 0.42 uM 1.89 £ 0.76 uM
mDial-FH2""""
Vmin 41.55+292% 44.09 £ 5.68 %
, Ka 0.28 £0.01 uM 0.14 £ 0.06 uM
mDia2-FH2""""
Vmin 2791+1.23% 0.62 +10.04 %
, Ky 1.71 £ 0.19 uM 1.30 £ 0.25 uM
mDia3—FH monomer
Ymin 3836t 1.59 % 0.53 £4.36 %

3. tabldzat: Az mDia forminok kozponti FH2 fragmentumainak az aktin polimerizacios és
depolimerizacios folyamatara kifejtett hatasat jellemz6 paraméterek. (K, féltelitési koncentracio, y,,,:
telitési koncentracidban az elongacio, illetve a depolimerizacié sebessége %-ban megadva, a formin
nélkiili minta elongécios és depolimerizacios sebeségéhez - 100%-nak felel meg — viszonyitva. A

tablazatban a standard hibakat adtuk meg.)

Megfigyeléseink szerint mindharom mDia formin kézponti FH2 doménje gatolta
az aktin filamentumok polimerizacidjanak ¢és depolimerizacidjanak folyamatat. Az
viselkedését irja le, igy egyedi filamentumokrol nem szolgaltat informaciot. Tovabba
nem ad lehetdséget arra, hogy elkiilonitsiik a nukleacid, illetve az elongécid fazisanak a
teljes polimerizacios folyamathoz vald hozzijaruldsat. A polimerizacid sebességének
csokkenését eredményezheti az, hogy az mDia-FH2™™™" fragmentumok jelenlétében
az aktin nukleuszok kialakulasa lassabban megy végbe, illetve az, hogy ezen
fragmentumok megakadalyozzak a monomérek filamentumba épiilését az elongacid

folyamata soran.
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A forminok jelenlétében tapasztalt lassabb depolimerizacido pedig annak lehet a
kovetkezménye, hogy a vizsgalt fragmentumok gatoljak a monomérek filamentumrol

vald levalasat.

V. 1. 2. Az mDia fehérjék kozponti FH2 doménjének hatasa az aktin kritikus

koncentrdciojara

A pirén jelold azon tulajdonsdga, hogy fluoreszcencia intenzitdsa aranyos az
aktin filamentum mennyiségével lehetOséget adott az aktin kritikus koncentracidjanak
fluoreszcencia spektroszkopiai modszereken alapuldé meghatarozéasara is. Kisérleteink
soran kiilonbdzd koncentracioju aktin monomér oldatokat polimerizaltunk mDia—
FH2™"™ fragmentumok jelenlétében és nélkiiliik, majd a pirén emisszids spektrumait
rogzitettik. A kritikus koncentracional kevesebb aktint tartalmazé mintakban a
polimerizacido még a KCl és MgCl, hozzdadasa utan sem indult meg, igy filamentumok
nem keletkeztek, a pirén intenzitdsa alacsony maradt. A kritikus koncentracional tobb
aktint tartalmazé mintdkban nétt a kialakult filamentumok mennyisége, igy a pirén

fluoreszcencia intenzitasa is (/5. abra).

Pirén fluoreszcencia intenzitas
(6nkényesen valasztott egységekeben)

380 400 420 440 460 480 500

Emisszios hullamhossz (nm)

s

A pirén jeldlt aktin koncentracioja minden esetben a teljes aktin koncentracié 5 %-a volt.
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A spektrumok alapjan meghatarozott pirén-intenzitas értékeit az aktin koncentracio
fliggvényében abrazoltuk, majd a kapott eredményekre az 1. egyenletet illesztettiik (/6.

abra).
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16. dbra: A pirén emisszios spektrumai alapjan meghatarozott intenzités értékeinek fiiggése a mintaban
16v6 aktin koncentraciojatdl az mDia-FH2™"™" fragmentumot nem tartalmazoé minta esetén. A
szaggatott vonal az I. egyenlet illesztésével kapott gorbét jeloli. A betét abra a gorbe kezdeti szakaszat

mutatja: [aktin] =0 —2.5 uM.

A méréseket forminok nélkiil, és tobb formin koncentracié mellett is elvégeztiik.
A kiértékelés alapjan az aktin  kritikus koncentracidja forminok nélkiil
225.44 +0.07 nM-nak adédott. Az mDia—FH2™™™" doménekkel végzett méréseink
szerint kiilonbozé mértékben, de mindharom fragmentum jelenlétében megnovekedett
az aktin kritikus koncentracidja. Eredményeink alapjan a kritikus koncentracio értéke az
mDial-FH2™"™ hatisara ~ 350 nM-ra, az mDia2—FH2™"™" hatdsara ~ 800 nM-ra,
az mDia3-FH2™"™ hatsara pedig ~ 1000 nM-ra tolédott (17. dbra).
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koncentraciojatol (lasd: jelmagyarazat).

Az altalunk alkalmazott modszerrel meghatarozott kritikus koncentracio6 értékek
az aktin filamentumok dinamikus egyensulyi allapotat (taposémalom) jellemzik, azaz a
szoges €és a hegyes vég egylittes dinamikajat (lasd: 1. I. fejezet). Kisérleteinkben a
szoges, illetve a hegyes végre jellemzO asszociacids és disszociacids allandokat,
valamint az egyes végekre jellemzo kritikus koncentraciok pontos értékét nem tudtuk
meghatdrozni. Vizsgalataink alapjan azonban kovetkeztethettiink arra, hogy a forminok
jelenlétében a filamentumok melyik végén modosult a polimerizacio folyamata.

Ismert, hogy a két alegységbdl felépiild heterodimér sapkafehérjék nagy
affinitassal kotddnek a filamentumok szoges végeihez, gatolva mind a monomérek
beépiilését, mind pedig levalasat az adott végen. A szoges végek lezarasa igy a kritikus
koncentraci6o eltolodasat eredményezi a hegyes végre jellemzd értékek felé [72].
Kisérleteink eredményei alapjan, valamint a sapkafehérjék és a vizsgalt formin
fragmentumok hatasaiban megfigyelhetd hasonldsagok alapjan feltételezhetjiik, hogy
ezen mDia-FH2™"™" fragmentumok a szdges vég polimerizacids dinamikajara fejtik ki
hatasukat. A megfigyelt hatast eredményezheti az, hogy a szdges végen a monomérek
asszociacioja lassabb (k: értéke kisebb), és/ vagy a disszociacidjuk gyorsabb (k. értéke
nagyobb) a vizsgalt FH2 fragmentumok jelenlétében, aminek kovetkeztében a

filamentum egyensulyat jellemzd kritikus koncentracio értéke nagyobb lesz.
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Az mbDia fehérjék kozponti FH2 doménjeinek az aktin polimerizacios
folyamatéara kifejtett hatasat is figyelembe véve feltételezhetjiik, hogy a vizsgalt
fragmentumok a filamentumok szdges végével kialakitott kolcsonhatasuk

kovetkeztében kiilonbozé mértékben modositjdk ezen a végen mind a monomérek

rrrrrrrrrrrr

IV. 1. 3. Az mDia-FH2"""™ fragmentumok aktinhoz vald kotédésének a vizsgdlata

Ultracentrifugalason alapul6 koszedimentaciés modszer alkalmazéasaval

Qmenemer - fraomentumok  kotédnek-e az aktin

vizsgaltuk azt, hogy az mDia—FH
filamentumokhoz. Ha egy fehérje az aktin filamentumokhoz kotédik, akkor az
ultracentrifugéalas soran a filamentumokkal egyiitt az iiledékbe keriil, a szabadon maradt
(nem kotott) fehérje pedig a feliiliszoban marad. A tliledékekben, illetve a feliiliszokban
talalhatd fehérjék mennyiségének vizsgalata igy lehetOséget nyljt a kotést jellemzo
affinitds meghatarozasara.

Vizsgélataink soran a poliakrilamid gélek analizise alapjan kapott eredmények
szerint aktin filamentumok tavollétében egyik mDia-FH2™"™" fragmentum sem keriilt
az liledékbe, aktin jelenlétében viszont megtalalhatdak voltak az iiledékekben is. Ez arra
utal, hogy mindharom vizsgalt formin kotott az aktin filamentumok oldaldhoz (/8. a, b,
c). Az iiledékek és feliiluszok poliakrilamid géljein az azonos mennyiségli aktinnak,
illetve az egyes mDia-FH2™"™ fragmentumoknak megfelel$ savok molekulatomeggel
korrigalt intenzitdsai alapjan a két fehérjét a ,,coomassie blue” egyenld mértékben
festette meg (az adatok nincsenek feltiintetve), lehetdséget adva a mennyiségi analizisre.
Az iiledékben taldlt formin, illetve aktin savok intenzitdsainak hényadosaként
meghatarozott (8. egyenlet) kotott formin mennyiségét a teljes formin koncentraciod
fliggvényében abrazoltuk. Az adatok az iiledékben talalhatdé formin mennyiségének a
novekedését mutattdk a teljes formin koncentracid ndvekedésével. Az eredményeink
alapjan (/8. a, ¢ dbra) az mDial és mDia3 fehérjék esetén megallapithattuk, hogy 1 : 1
FH2 : aktin protomér aranyban kotottek az aktin filamentumok oldaldhoz. A kotésiiket

jellemz6 affinitasokat igy a 7. egyenlet alapjan hataroztuk meg.
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18. dbra: A kotott formin mennyiségének fliggése a teljes mDia-FH2™"™ koncentraciotol: a dbra az
mDial-FH2™" ™ b dbra az mDia2-FH2™"™ ¢ dbra mDia3-FH2™"™ fragmentummal végzett

koszedimentacios kisérletek eredményeit mutatja. Az abrak alatt az iiledékek poliakrilamid géljeit

2monomér

tiintettiik fel. A gélen a fels6 savok az aktinnak, az alsé savok az mDia-FH -nek felelnek meg. A

e

crer

A B C D E F G H I
[mDiall 0 1 2 3 5 10 15 5

[aktin] 3 3 3 3 3 3 3 0 )
[mDia2] 0 1 2 3 5 10 15 5

[aktin] 3 3 3 3 3 3 3 0 )
[mDia3] 0 0.5 2.5 5 75 10 15 20 5

[aktin] 3 3 3 3 3 3 3 3 0

4. tablazat: A koszedimentacios kisérletek soran alkalmazott formin és aktin koncentraciok. A

koncentraciokat uM-ban adtuk meg.
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A hiperbola illesztési paraméterei alapjan az affinitas értéke az altalunk alkalmazott
koriilmények kozott az mDial-FH2™"™ fragmentum esetén 14.47 + 0.86 pM, mig az
mDia3—-FH2™"™ 2.20 + 0.36 uM volt. Az mDia2-FH2"™"™" esetén a kotott formin
mennyiségének a teljes formin mennyiségtdl vald fliggésének abrazolasa egy szigmoid
jellegti telitési gorbét eredményezett (/8. b dbra), igy nem volt leirhatdé a fentiekben
hasznalt modellel. Ennek alapjan feltételezhet, hogy az mDia2-FH2™"™"nek az
aktin filamentumok oldaldhoz valé kotése komplexebb mechanizmus révén valosul

meg, amelynek pontos magyarazatahoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

IV. 1. 4. Az mDial-FH2™""™ fragmentumban létrehozott pontmutdciok hatisdnak

vizsgalata

Annak érdekében, hogy megallapitsuk az FH2 domén mely régidinak van
szerepe a funkcido betdltésében megvizsgaltuk az mDial pontmutaciot tartalmazéd
fragmentumainak az aktin polimerizacidjara kifejtett hatésat is. Az mDial-FH2™"™
fragmentum mutécioinak tervezéséhez 6 kiilonb6z6 formin; az mDial (egér), az mDia2
(egér), az mDia3 (egér), a Diaphanous (D. melanogaster), a Bnilp (S. cerevisiae), a
Cdcl12 (S. pombe) és a FHODI1 (humdn) FH2 doménjének szekvenciait vetettiik dssze.
Az analizis alapjan azonositottuk az ellipszoid alaki domén legnagyobb mértékben
konzervalt aminosav-tartomanyait. Ezen szekvencia-tartomanyokbol két hidrofob
aminosavat, a metionin’ ’-et (M970R), és az izoleucin®**’-t (I845R) helyettesitettiink az
inkdbb hidrofil sajatsagokat mutaté argininnal (/9. a, b dbra). A muticiét hordozo
mDial fragmentumok klonozésat, expressziojat és tisztitdsat kollaboracids partneriink
végezte (Prof. Alfred Wittinghoffer, Dr. Atsushi Shimada, Max Planck Istitute Fiir
Molekulare Physiologie, Dortmund, Németorszag).
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19. abra: a dbra: Az mDial kozponti FH2 doménjének felszini modellje a leginkabb konzervalt

aminosav-tartomanyokkal. b abra: A vizsgalt FH2 doménok aminosavsorrendje. Piros szinnel jeloltiik az

mDial kozponti FH2 doménjében létrehozott két pontmutaci6 (izoleucin®” és methionin®”) helyét. Az

abrat a Clustal X szoftverrel készitettiik. A narancssargaval jelolt régiok mind a hét, a sargaval jelolt

régiok pedig 6 altalunk vizsgalt FH2 domén szekvencidjaban is megtalalhatoak voltak.
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A tovéabbiakban a vad tipusi domének vizsgélata soran alkalmazott moddszerekkel

tanulmanyoztuk e két mutaciot hordozd fragmentumnak az aktin polimerizacidjara

kifejtett hatasat. A kisérleteink eredményei szerint mindkét mDial—FH2™"™" mutécio

hatasa kisebb volt, mint a vad tipust fragmentumé (20. a abra).

Normalt pirén fluoreszcencia intenzitas
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20. abra: Az mDial kézponti FH2 doménjében 1étrehozott mutaciokat tartalmazoé fragmentumok hatasa
az aktin polimerizacios folyamatara.

a dbra: A normélt pirén-intenzitasgorbék az mDial-FH2"*R (teli haromszogek), az mDial-FH2"**® (teli
négyzetek) és a vad tipusu fragmentum (iires korok) jelenlétében. A mintakban a formin koncentracioja
10 uM volt. A szaggatott vonallal jeldlt gorbe az mDial fragmentumot nem tartalmaz6 minta
polimerizécios folyamatat mutatja.

b dbra: A relativ elongacios sebesség fiiggése a formin koncentraciotol (mDial-FH2YR: teli
haromszogek, mDial-FH2"**®: teli négyzetek, vad tipusu fragmentum: iires korok, a szaggatott vonalak

az eredményekre illesztett hiperbolakat mutatjak).
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Az illesztés soran meghatarozott paraméterek szerint telitésben mindkét mutacid
hasonl6 mértékben gatolta a spontan aktin polimerizaciot, mint a vad tipusit mDial—
FH2™"°™ az0onban a féltelitési koncentracio az mDial-FH2M?'R esetén koriilbeliil
négyszerese, az mDial-FH2"**® fragmentum esetén pedig mintegy nyolcszorosa volt a

vad tipusu fragmentuménak (20. b abra 5. tabldzat).

mDia fragmentum 1llesztési paraméter Polimerizacio
Ky 1.96 £ 0.42 M
mDial-FH?2 vad tipusu
Vmin 4155 + 292 %
Ky 8.91 +3.05 uM
mDial-FH2""""
Vmin 3626 + 843 %
Ky 1596 + 16.47 uM
mDial-FH2"*

5. tabldzat: Az mDial kozponti FH2 doménjében létrehozott mutacioknak az aktin polimerizacios
folyamatara kifejtett hatasat jellemz6 paraméterek. (K,;: féltelitési koncentracio, y,,;,: telitési
koncentracioban az elongacio, illetve a depolimerizacio sebessége %-ban megadva, a formin nélkiili
minta elongacios és depolimerizacios sebeségéhez - 100%-nak felel meg — viszonyitva. A tablazatban a

standard hibakat adtuk meg.)

A koszedimentacios kisérleteink eredményei alapjan mindkét pontmutacioval
1étrehozott mDial-FH2™™™ fragmentum megtalalhato volt az iiledékekben (az adatok
nincsenek feltiintetve), ami arra enged kovetkeztetni, hogy kotottek az aktin
filamentumok oldaldhoz. Az iiledékek vizsgalata soran az affinitas pontos értékét nem
tudtuk meghatérozni, a kotott formin mennyiségének a teljes formin koncentracidjatol
vald fliggése azonban azt mutatta, hogy a telitési koncentracié mindkét mutacio esetén
nagyobb volt, mint 15 pM.

A pontmutaciokat tartalmazo formin fragmentumokon végzett vizsgalataink
eredményei szerint a kozponti FH2 domén mindkét vége sziikséges az mbDia

fragmentumok 4altal az aktin polimerizéacios folyamatara kifejtett hatashoz.
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Az mDia forminok kozponti FH2 doménjeivel végzett vizsgalataink alapjan
feltételezhetjiik, hogy mindhdrom vizsgéalt formin fragmentum a sapkafehérjékhez
hasonlé mechanizmus révén, a filamentumok szoges végével kialakitott kolcsonhatas
kovetkeztében, lassitja e vég polimerizaciés dinamikédjat. Eredményeink jol
Osszeegyeztethetéek a hasonld fragmentumokkal, in vivo korilmények kozott végzett
kisérletek eredményeivel [30]. Megfigyeléseink szerint az mDia—FH2m"™
fragmentumok lassitjdk mind a monomérek filamentumba épiilését, mind pedig azok
filamentumr6l val6é disszocidciojat. A monomérek beéplilésére kifejtett hatést

eredményezheti az, hogy e fehérjék a filamentum szoges végéhez, vagy ahhoz kozeli

tartomanyokhoz kotdédve térben gatoljdk egy tjabb monomér beépiilését, de az is

crer

......

jelenlétében a szoges végeken 1évo protomérek kozotti kotések szama és / vagy erdssége
megndvekszik. A nagyobb kotési energia pedig a termindlis és az azt kovetd protomérek
kozotti kapcsolat erdsodését okozhatja [72].

Osszehasonlitva az altalunk kapott eredményeket mas munkacsoportok
eredményeivel, az mondhatjuk, hogy a vizsgalt fragmentumok koziil az mDia2-
FH2™"™ &5 az mDia3-FH2™ "™ hatisa inkébb a hasadé élesztében talalhato Cdc12p
formin FH2 doménje (882 — 1375 aa.) altal kifejtett hatashoz all kozelebb. A Cdc12p-
FH2 klasszikus sapkafehérjeként a szoges véghez kotve gatolja a filamentumok
elongacidjat, lassitja a depolimerizaciét (~ 34 %-ra) €és megnoveli a kritikus
koncentraciot [73]. Az mDial-FH2™"™ fragmentum hatésa kozelebb all a sarjadzo
¢lesztd Bnilp forminjanak FH2 (1348 - 1824 aa.) doménje altal kivaltott hatashoz. A
Bnilp a szdges végek részleges sapkdzasaval lassitja mind az elongécid sebességét
(~ 50 %-ra), mind pedig a depolimerizaci6d sebességét (~ 60 %-ra), mig jelenlétében a
kritikus koncentracid csak kis mértékben tolodik el [49]. A vizsgélt mDia fehérjék
kozponti FH2 doménjeinek hatdsaban megfigyelheté kiilonbségek hatterében
feltételezhetden szekvenciabeli kiilonbségek, illetdleg a sejten beliil kifejtett hatdsukban
megfigyelhet eltérések allhatnak. A kérdés pontos tisztdzdsdra azonban tovabbi

kisérletekre van sziikség.
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A mutaciok esetében tapasztalt funkciovesztés arra enged kovetkeztetni, hogy az
altalunk vizsgalt kozponti FH2 domén mindkét vége szerepet jatszik az aktin

filamentumokkal val6 kdlcsonhatas kialakitasaban.
1V. 1. 5. A polimerizaciot gyorsito mDia fragmentumok vizsgalata

Az altalunk vizsgalt mDia forminok kozponti FH2 doménjei gatoltdk a spontan
aktin polimerizaciot. A mas munkacsoportok altal vizsgalt, hosszabb mDial fehérje
azonban gyorsitotta az aktin polimerizacids folyamatat [48]. A kovetkezdkben az volt a
célunk, hogy az mDia fehérjék legkisebb, a polimerizaciét mar gyorsito, a kozponti FH2
domént is tartalmazé fragmentumdnak hatérait definialjuk.

A kollaboracids partneriinkkel valo egyiittmiikddés keretében sikeriilt az mDial
¢s az mDia3 fehérjék kozponti FH2 doménjét és az azt az FH1 doménnel 6sszekoto, 72
aminosavbol allo Un. ,linker” régiot is tartalmazd fragmentumokat (a tovabbiakban
mDia-FH2%™) E. coli rekombinans fehérjeként expresszalni. Munkank maésodik
szakaszaban azt vizsgéltuk milyen hatdsa van az aktin polimerizacidjat jellemzd

paraméterekre ezen mDia fehérjéknek.
IV. 1. 5. 1. Az mDia-FH2"™ fragmentumok hatisa az aktin polimeriziciojara

Megvizsgaltuk az mDial és az mDia3 formin , linker” régidt is tartalmazo FH2
fragmentumanak az aktin polimerizacios folyamatara kifejtett hatasat. Eredményeink
szerint az mDia3-FH2Y™ mar pikomolos, az mDial-FH2'™ pedig nanomolos
koncentracio-tartomanyban képes volt gyorsitani a polimerizacié folyamatat (27. a, b
abra). A magasabb formin koncentracid-tartomanyon végzett méréseink kiértékelését
nehezitette, hogy a teljes polimerizacié mar a forminokat tartalmazé oldat hozzéadasa
soran végbement, igy az ahhoz tartozo fluoreszcencia intenzitds valtozasat nem tudtuk

mérni.
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21. dbra: Az mDia-FH2%™ fragmentumok hatasa az aktin polimerizacios folyamatara. Az abrak a
normalt pirén fluoreszcencia intenzitas idébeli valtozasat mutatjak kiilonb6z6 koncentracidban (l1asd:

jelmagyarazat) jelen 1évé mDial-FH2"™ (¢ dbra) és mDia3-FH2Y™ (b dbra) esetén.

A vizsgalt koncentracio-tartomanyban a pirén-intenzitdsgorbék alapjan
meghatarozott relativ elongécios sebességet a formin koncentracio fiiggvényében

abrazolva egyenest kaptunk (22, 23. dbra, betét abra).
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Az elongacidés sebesség ismeretében meghatdrozhatdé az aktin filamentumok

koncentracioja ([ filamentum]) is az alabbi egyenlet segitségével:

*

S
/ tum|=—— 16
[ﬁ amen um] M (16)

N
Az Osszefliggésben szerepld S* a uM/s-ban megadott elongacios sebesség, amely a
pirén-intezitasgdrbék meredekségébdl (S) €s a mintdban 1évd teljes aktin monomér

koncentraciobol (M;) kdvetkezd modon szamolhato:

gro M (17)
/. max /. min

ahol M, s az aktin monomér koncentraci6 50 %-os polimerizacioénal, amely M, = 3.5 uM

monomér koncentracié esetén, a szoges vég kritikus koncentracidjanak 0.1 uM-t

feltételezve [6] 1.7 uM-nak adodik. Az fuu €s fuin @ teljes mértékben polimerizalt,

illetve a teljes mértékben monomér formaban jelen 1évé aktin mintdk fluoreszcencia

.....

szamolasok soran k; = 11.6 pM™'s'—nak vettiik [74].
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Eredményeink szerint, az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott, formin jelenléte
nélkiil az aktin filamentumok koncentracidja néhany tized nM. Az mDia-FH24™
fragmentumok jelenlétében a filamentumok koncentracidja a vizsgalt koncentracio-
tartomanyon linearisan nétt a ndvekvd formin koncentracidval. A legtdbb formint
tartalmaz6 mintak esetén (5 nM az mDial-FH2™, 2.5 nM az mDia3-FH24™" esetén)
a filamentumok koncentracioja 2 -3 nM kozott volt (22., 23. abra). Ezek alapjan
feltételezhetjiikk, hogy a vizsgilt fragmentumok a nukledcios fazisban az aktin
nukleuszok képzddését gyorsitjak, amelynek eredményeképpen forminok jelenlétében
tobb aktin nukleusz keletkezik. A filamentumok novekedésének alapjat biztositod

nukleuszok megnovekedett szama egyben azt is jelenti, hogy a filamentumok / szoges

végek koncentracidja megnd, amely révén az elongacio folyamata is gyorsabb lesz.
1V. 1. 5. 2. A polimerizaciot gyorsito hatas hatterében allo szerkezeti sajatsagok

Az mbDia fehérjék oldatainak fehérjedsszetételét megvizsgaltuk analitikai
kromatografids modszerek alkalmazésaval is. E technika segitségével a fehérje oldat
egyes komponensei molekulatomegiik és alakjuk alapjan valaszthatok el. Az eluatum
abszorbcigjat abrazoltuk az egyes eluatum frakciok térfogatdnak ismeretében
kiszdmitott eltcids térfogat fliiggvényében (24. dbra). A gbérbe maximumaihoz tartozd
elucios térfogatokbdl meghatarozhatjuk az egyes komponensek molekulatomegeit

ismert molekulatomegii anyagok segitségével felvett kalibracids gorbe alapjan.

a 5 44 F [ 3 13.7
kD 660 0 232 67 35 37
1200 [mL] 872 1027 1202 1367 1511 1647
A A Y A A A
13.60 mL

1000 | mDial-FH2menocmer

11.77 mL
mDia3-FH2dimer

Extinkeié (mAU)
o> [=2] [e2]
8 8 8

n
o
Q

o \/; .
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24. dbra: Az mDial-FH2™"™ és az mDia3-FH2"™ fragmentumok elticios profiljai. Az ismert
molekulatdomegii (kDa-ban megadva) fehérjékre meghatarozott elticios térfogatok értékei (ml-ben

megadva) az abra felso részén talalhato tablazatban vannak feltiintetve.
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Az mDial koézponti FH2 doménjének elucids térfogata 13.60 ml volt (24. dbra). Az
mDia3 fehérjének a kozponti FH2 domént és a ,linker” régiot is tartalmazo
fragmentuma kisebb ellcios térfogatban mosodott le, mint a vizsgalt mDial-FH2
fragmentum (11.77 ml, 24. abra). A kisebb eltcios térfogat valosziniileg annak volt a
kovetkezménye, hogy a fehérje nagyobb egységeket alkotott és igy hamarabb mosodott
le az oszloprol. Ez feltételezéseink szerint azt jelenti, hogy tobb mDia3 fragmentum
Osszekapcsolodasa révén oligomérek keletkeztek. Az elucids térfogatok alapjan az
mDia3-FH2 ,linker” régidt is tartalmazd fragmentuma esetében formin dimérek
alakultak ki. Ezen megfigyelésiinket kollaboracids partneriink — a svajci Baselben
kutat6 Ueli Aebi professzor (M.E. Miiller Institute Biozentrum, University of Basel) -
analitikai ultracentrifugalason alapuld kisérletei késObb alatamasztottdk (személyes
megbeszélés). A mas munkacsoportok altal végzett kutatdsok ugyancsak hasonld
eredményekre vezettek. A gélkromatografiai modszereken, illetve a sztatikus fényszoras
vizsgélatanak moddszerén alapuld kisérletek szerint az mDial fehérje FH1FH2
fragmentuma oligoméreket hoz létre [48], a Bnilp formin FH2 doménjét tartalmazo
nukleéciot gyorsitd fragmentum és az FHIFH2 doménje tetraméreket alkot [75].

A fentiekben és a kordbbi szakaszokban ismertetett kisérleteink eredményei
alapjan feltételezziik, hogy a ,.linker” régi6 révén az mDia fehérjék képesek diméreket
alkotni és a dimerizaci6 alapvetden sziikséges az aktin polimerizacidjanak nukleacios
fazisara kifejtett gyorsitdé hatdsdhoz. Feltételezéseinket igazoltdk Xu és
munkacsoportjanak a rontgen-krisztallografia modszerével kapott eredményei. Ezen
kutatok meghataroztak a Bnilp formin FH2 doménjének haromdimenzids atomi
szerkezetét. Munkdjukban arr6l szdmoltak be, hogy két Bnilp-FH2 domén képes
antiparallel modon Osszekapcsolodni, amelynek eredményeképpen stabil és flexibilis
dimérek jonnek létre [32]. Az FH2 doménben létrehozott pontmutaciokkal végzett
kisérleteikben megmutattak tovabba azt is, hogy bar a dimért alkot6 monomérek
mindegyike képes kolcsonhatdsba 1épni a filamentumok szdges végével, azonban a

nukleécio eldsegitése, és a processziv tulajdonsag a dimér sajatsaga.
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1V. 2. A forminok hatdsa az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsdgaira

Munkénk sordn hémérsekletfiiggd fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
alkalmazasaval vizsgaltuk miként modosulnak az aktin filamentumok dinamikai
tulajdonsagai az mDial-FH2"™ fragmentum jelenlétében. A FRET a korabbi
vizsgalatok soran megfelel6 modszernek bizonyult a kiilonboz6 tényezdok (pH, kationok,
peptidekkel és fehérjékkel kialakitott kdlcsonhatasok...) altal kivaltott konformacios
modosulasok leirdsdra az aktin filamentumban [60, 76-81]. Kisérleteinkben az aktin
monomér Cys-374-es aminosavahoz kovalensen kapcsolédd fluoroférokat, az
IAEDANS-t ¢és az IAF-et alkalmaztuk, mint donor-akceptor part. Méréseink soran a
kiilonb6z6 aktin protoméreken elhelyezkedd fluoreszcens probdk kozotti Forster-tipusu
energia transzfer hatasfokdnak hdmérsékletfliggését mértiik. A mért adatok segitségével
szamoltunk egy tovabbi FRET paramétert, az f -t (5. egyenlet), amely a fenti stratégiat
alkalmazva a filamentumok intermonomér flexibilitasanak jellemzésére adott
lehetdséget.

Az elsd kisérleteink igazoltdk, hogy mind a formin nélkiili, mind pedig az
mDial-FH2%™" fragmentumot tartalmazé mintakban lecskken a donor fluoreszcencia

intenzitdsa az akceptor molekula jelenlétében, ami az energia transzfer 1étrejottére utal

(25. a, b abra).
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25. abra: A donor akceptor nélkiil (folytonos vonal) és akceptor jelenlétében (szaggatott vonal) 22 °C-on

mért emisszids spektrumai az mDial-FH24™

FH24™ jelenlétében (b dbra).

-t nem tartalmazo6 minta esetén (a dbra) és 500 nM mDial-
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V. 2. 1. A FRET alkalmazhatosaganak vizsgdlata a formin—aktin kélcsénhatas

leirasara

Az [ értékében bekdvetkezd valtozasok a donor és akceptor molekula kozotti
fehérjematrix dinamikai paramétereirdl szolgaltatnak informéaciot. Az f’ paraméter
értékeinek alakuldsaban két effektus jatszik meghatarozo szerepet. Az egyik a
fehérjematrix flexibilitdsaban bekovetkezd valtozas, amely a helyi fluktuaciok
modosulasat vonja maga utan. Ez a mdédosulas lehet mind a fluktuacié amplitidojanak,
mind pedig a frekvencidjanak a megvaltozasa. Az ilyen mddosulasok esetében a donor-
akceptor tavolsagot leird eloszlas varhatd értéke ugyanaz marad, mig az eloszlas
félértekszélessége megvaltozik. Amennyiben az f” értéke e folyamat eredményeképpen
valtozik meg, Ggy az f’-ben mért valtozds a fehérje dinamikai paramétereinek a
megvaltozasat tiikrozi. Ugyanakkor olyan konforméacios valtozasok is befolyasolhatjak
az f’ paraméter értékét, amelyek soran a donor és az akceptor molekula kozotti
tavolsageloszlas varhat6 értéke megvaltozik. Amennyiben a fehérje dinamikai allapotat
akarjuk jellemezni az ilyen szerkezeti valtozdsok hatdsat is figyelembe kell venni.
Bizonyos esetekben el6fordulhat az is, hogy a fluoreszcens jelolo alkalmazasa
modositja a vizsgalt rendszert, igy a fehérjék viselkedését és a kozottik kialakulod
kolesonhatasokat.

A fentiekben leirtak alapjan tehat sziikséges volt annak tisztazasa, hogy a FRET
modszere alkalmazhatd-e a forminok altal kivaltott hatas leirasara.

V. 2. 1. 1. A hémérséklet és a fluoreszcens probik hatisa az mDial-FH2"™

aktivitasara

Megvizsgaltuk  hogy moddosul-e a  formin-aktin  kolcsonhatds a
hémérsékletvaltozas, illetve az alkalmazott fluoreszcens probdk hatisara. A korabbi
kisérleteink igazoltak, hogy az mDial-FH2™" fragmentum karakterisztikus
tulajdonsaga, hogy gyorsitja az aktin polimerizacidjat (lasd: IV. 1. 5. 1. fejezet). Ezen
megfigyelés alapjan a formin aktivitdsat az aktin polimerizacios kinetikajara kifejtett

hatasan keresztil mértik.

58



A 6,22, és 30 °C-on elvégzett polimerizacios kisérletek soran meghatarozott elongéacios

sebességeket a 22 °C-on, formin jelenléte nélkiill mért elongacios sebességgel

fiiggvényében abrazoltuk (26. dbra).

Relativ elongdcios sebesség

= T=6°C
e T=22C
1 o T=30°C

[mDial-FH2"™] (nM)

crer

26. dbra: A relativ elongacios sebesség fiiggése az mDial-FH2™ koncentraciojatol 6 °C (teli

négyzetek), 22 °C (teli korok), 30 °C (iires korok) hémérsékleten.

A formin nélkiili

rendszerben a homérséklet novekedésével

nott

az aktin

polimerizaciojanak sebessége, ami az aktin monoméreknek a hdémérsékletfiiggd

diffuziés folyamatok altal meghatarozott filamentumba épiilésével magyarazhatd. Az

crer

értékeken nott a spontan aktin polimerizacid sebessége. Eredményeinket a 6.

tablazatban foglaltuk ossze.

[mDial- T=6°C r=22°C T=30°C
FH2™] Elongacios Relativ Elongacios Relativ Elongacios Relativ
(nM) sebesség elongdcios sebesség elongacios sebesség elongdcios
(107 s) sebesség (107 s) sebesség (107 s!) sebesség
0 0.42 1 1.91 1 4.84 1
(£0.02) (£0.01) (£ 0.05)
1 0.59 1.39 2.63 1.37 5.37 1.10
(£0.00) (£0.03) (£ 0.08)
5 1.46 3.45 5.9 3.08 7.76 1.60
(£0.01) (£0.05) (£0.11)
10 2.75 6.50 10.25 5.36 12.54 2.59
(£0.03) (0.12) (£ 0.08)

6. tablazat: Az aktin polimerizacios folyamatat jellemz6 paraméterek hdmérséklet-, és formin

koncentraciofiiggése. (A tablazatban a standard hibakat adtuk meg.)
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A vizsgalt homérsékleti értékeken az mDial-FH2%™"nek az aktin polimerizaciojanak
sebességére gyakorolt hatasa nem valtozott szamottevd mértékben, igy az mDial—
FH2Y™ fragmentum és az aktin filamentumok kozotti kolcsonhatas 1étrejon a FRET
mérések soran alkalmazott hémérsékleti tartomanyon.

Megvizsgaltuk tovabba azt is, befolyasoljadk-e az altalunk alkalmazott
fluoroférok a mDial-FH24™ fragmentumnak az aktin polimerizaciojara kifejtett
hatasat. Ennek érdekében a polimerizdcio folyamatat a donor fluoreszcencia
intenzitasanak iddébeli valtozdsan keresztiil kovettik nyomon akceptor nélkiili és
akceptort tartalmazo rendszerben. Az TAEDANS-szel jelolt aktin mintdk esetén a
polimerizacid folyamatanak vizsgéalatara az adott lehet6séget, hogy ezen fluorofor
fluoreszcencia intenzitdsa az aktin monomérek filamentumba épiilése soran ~ 10 %-kal
megnodvekszik. A donort és akceptort egyarant tartalmazd mintdk polimerizacios
kinetik4janak leirasara a FRET modszerét hasznaltuk. E szerint a donor fluoreszcencia
emisszidja megfeleld koriilmények kozott (lasd: Modszerek fejezet) lecsokken az
akceptor jelenlétében. Igy, ha a polimerizacié soran mind a donor, mind az akceptor
molekula a filamentumba épiil, akkor kozottiik energia transzfer jon 1étre, amit a donor
fluoreszcencia intenzitdsdnak csokkenése jelez. A mérések soran referenciaként a pirén
alkalmazasaval kapott eredmények szolgaltak, amelyek szerint 64 nM mDial—FH24™"

~ 8-szorosara gyorsitotta a spontan aktin polimerizaciot (27. abra).
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Normalt pirén fluoreszcencia intenzitas

o mDial - FH2dlmc’r
,,,,,, + 64 nM mDial - FH2"

imér

0.0

T T
0 500 1000 1500

27. abra: A pirén fluoreszcencia emisszojanak idofiiggése az aktin polimerizacids folyamata soran a

formint nem tartalmazo6 minta esetén (folytonos vonal) és 64 nM mDial-FH24mé

vonal), 22 °C-on.

jelenlétében (szaggatott
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A csak donort tartalmazé formin nélkiili mintak esetén az elongécid sebessége
kozel azonos volt a pirén alkalmazasa soran kapott eredménnyel, ami azt mutatja, hogy
az JAEDANS jel6lé nem befolyasolta az aktin monomérek polimerizacios képességét
(28. dbra). A 64 nM mDial-FH2%™ jelenlétében elvégzett mérés eredménye szerint az
elongacids sebesség 7.7-szeresére novekedett, ami jol egyezik a pirén jelold

alkalmazaséaval végzett mérés eredményével.
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28. abra: A donor fluoreszcencia emisszojanak idofiiggése az aktin polimerizacids folyamata soran
akceptor jelenléte nélkiil (korok) és akceptor jelenlétében (négyzetek) a formint nem tartalmazo minta
esetén (teli szimbolumok) és 64 nM mDial-FH2%™ jelenlétében (iires szimbolumok). A méréseket

22 °C-on végeztiik.

Ha a donor jelolt aktint az akceptor jelolt aktin jelenlétében polimerizaltuk a donor
fluoreszcencia intenzitasa lecsOkkent, ami a FRET jelenlétére utal (28. abra). Az
eredmények szerint az elongacids sebesség koriilbeliil fele akkora volt, mint amit a
pirén jelolt aktinnal végzett kisérletek eredményei alapjan szamoltunk. Ez
feltételezhetden annak a kovetkezménye, hogy az IAF-fel jelolt monomérek lassabban
¢épiilnek a filamentumba, mint a jeldletlenek. 64 nM mDial-FH24™ jelenlétében az
elongacid sebessége 10.81-szerese volt a formin nélkiili mérés sordn meghatarozott
értéknek. Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy mDial-FH24™" képes gyorsitani mind
az IAEDANS-szel, mind pedig a IAF-fel jelolt monomérek polimerizaciojat.
Eredményeinket a 7. tabldzatban foglaltuk 6ssze. A kiilonbozdé formin koncentraciok
alkalmazasa mellett kapott eredményeink is alatdmasztjak ezt a megfigyelést (az adatok

nincsenek feltiintetve).
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[mDial-

dim Pirén
FH2"™] Donor Donor-akceptor
(5 % pirén jelolt aktin)
(nM)
Elongdcios sebesség 0.99 0.64 1.40
0 (107 s7) (+0.108) (+0.043) (+0.008)
Relativ elongdcios
1 1 1
sebesség
Elongdcios sebesség 7.63 6.92 11.72
64 (107 s7) (£2.710) (£0.522) (+0.166)
Relativ elongdcios
7.70 10.81 8.37

sebesség

7. tablazat: A kiilonbo6zo jelolok (donor: IAEDANS, akceptor: IAF és pirén) fluoreszcencia
emisszidjanak mérése alapjan meghatérozott, az mDial—FH2"™ fragmentumnak az aktin

polimerizacidjara kifejtett hatasat leird paraméterek értékei.

Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy sem az altalunk hasznalt jel616k,
sem pedig a hdmérséklet valtozasa nem modositotta szdmottevd mértékben a vizsgalt

formin fragmentumnak az aktinnal kialakitott kolcsonhatasat.

IV. 2. 1. 2. A hémérséklet, a fluoreszcens prébak és az mDial-FH2"™ hatdsa az aktin

crer

Az aktin monomérek kritikus koncentracionak megfelelé hanyada minden
koriilmények kozott monomér formaban marad, igy kozottiik energia transzfer a
kedvezdtlen térbeli orientdcidjuk miatt nem alakul ki (lasd: Modszerek fejezet). Ezért
fontos volt vizsgalni azt, hogy valtozik-e az mDial-FH2"™" fragmentum jelenlétében
az aktin kritikus koncentraciéja a vizsgalt homérsékleti tartomanyon, illetve az
alkalmazott jel6l0k hatasara. A pirén jel6lo alkalmazasaval kapott eredményeink szerint
az aktin kritikus koncentracioja a 195 — 230 nM kd6zott volt, és hdmérsékletfiiggetlennek
bizonyult. A 250 nM mDial-FH2%™ jelenlétében megismételt mérések soran a kritikus

koncentracio értéke nem valtozott szamottevd mértékben (8. tablazat, 29. abra).
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29. dabra: A pirén emisszios spektrumai alapjan meghatarozott atlagintenzitasok fiiggése a mintaban 1évo
aktin koncentraciéjatél 250 nM mDial—FH24™ jelenlétében 6 °C (teli korok), 22 °C (iires korok), és
30 °C (teli négyzetek) hémérsékleten. A szaggatott vonalak az . egyenlet illesztésével kapott gorbét

jelolik. A betét abra a gorbék kezdeti szakaszat mutatja: [aktin] =0 - 1 uM.

[mDial-FH2""*] T=6°C T=22°C T=30°C
(nM) Kritikus koncentracio Kritikus koncentracio Kritikus koncentracio
(nM) (nM) (nM)
0 195 + 36 21246 230 + 4
250 162 + 47 198 + 41 318+ 57

8. tabldzat: Az aktin kritikus koncentracioja 6 °C, 22 °C, 30 °C hémérsékleten, formin nélkiil és 250 nM
mDial-FH2%™ jelenlétében. (A tablazatban a standard hibékat adtuk meg.)

A fluoreszcens jeloloknek az aktin kritikus koncentraciojara kifejtett hatasat a
FRET modszerének segitségével vizsgaltuk. A donorral és akceptorral jelolt aktin
monomeérek kozott energia transzfer nem alakul ki. Amennyiben a jelolt monomérek a
polimerizaci6 soran a filamentumba éplilnek, az energia transzfer hatasfoka
megnovekszik. Ennek alapjan a FRET hatasfoka alkalmas paraméter az aktin
aktin mintakat IAEDANS-jelolt, illetve IAF-jelolt aktin monomérek megfeleld aranyt
(a FRET mérések soran is alkalmazott 1:9 IAEDANS:IAF molaris arany)

osszekeverésével hoztuk létre.
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A polimerizacidhoz sziikséges koriilmények biztositasa érdekében az oldatokhoz

10 mM KCl-ot és 0.5 mM MgCl,-ot adtunk, majd azokat ¢jszakéan at inkubaltuk. A mért

crer

abra). Az eredményeket az alabbi egyenlettel illesztettiik:

E=E_ (([aktin] —cc)/ [aktin]) (18)

ahol E,. az a transzferhatasfok jelenti, amikor a teljes aktin mennyisége filamentalis

formaban van jelen, cc pedig a kritikus koncentracio.
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30. dbra: A FRET hatasfokanak aktin koncentracidfiiggése 22 °C-on a formin nélkiil (teli korok) és
250 nM mDial-FH2%™ (iires korok) jelenlétében. A folytonos (formin nélkiil) és a szaggatott (250 nM
mDial-FH2%™ jelenlétében) vonal 18. egyenlet illesztésével kapott gorbéket jeldli. A betét dbra a donor
fluoreszcencia intenzitdsat mutatja akceptor nélkiil (teli négyzetek) és akceptor (iires négyzetek)

jelenlétében a formint nem tartalmaz6 mintéban.

[mDial-FH2"™] Tr=6°C r=22°C Tr=30°C
(nM) Kritikus koncentracio Kritikus koncentracio Kritikus koncentracio
(nM) (nM) (nM)
0 39773 331 £33 420 + 48
250 457 + 60 345 £ 27 420+ 25

9. tablazat: A 18. egyenlet illesztésével kapott kritikus koncentracio értékek. (A tablazatban a standard
hibakat adtuk meg.)
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24mer ¢ hem tartalmazod

Az illesztés soran kapott eredmények szerint az mDial-FH
donorral és akceptorral jelolt aktin mintak kritikus koncentracidja 397 — 420 nM volt a
vizsgalt hdmérsékleti tartomanyon (9. tabldzat). Ezek az értékek magasabbak, mint a
pirén jelold alkalmazdsa sordn kapott eredmények, ami valoszinlileg azzal
magyarazhaté, hogy az IAEDANS-szel ¢és IAF-fel jelolt aktin monomérek
filamentumba épiilése lassabb a pirénnel jeldltekénél. A 250 nM mDial-FH24™
jelenlétében megismételt mérés eredményei alapjan a kritikus koncentracidé nem
valtozott szamottevé mértékben (9. tabldzat).

Eredményeink  szerint a  monomér-filamentum egyensily sem a
hémérsékletvaltozas, sem pedig az mDial-FH2™ hatdsira nem tolodott el
szamottevden. A kontroll kisérletek eredményei alapjan tehat a FRET alkalmas modszer
a forminok jelenlétében az aktin filamentumok dinamikajaban bekdvetkezd valtozasok

leirasara.
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1V. 2. 2. A FRET kisérletek
IV. 2. 2. 1. Az mDial-FH2"™ hatisa az aktin filamentumok flexibilitdsdra

Az mDial-FH2"™ fragmentum 4altal kivaltott konformécios valtozasok
leirdsara a donor akceptor nélkiili és akceptor jelenlétében mért fluoreszcencia
intenzitasabol szamolt f* paraméter hdmérsékletfiiggését vizsgaltuk. Mivel e paraméter
hémérsékletfiiggésének meredeksége fontos a fehérje flexibilitasanak jellemzése
szempontjabol, a normalt, vagy relativ /'~ értékeket is meghataroztuk. A normalast a
legalacsonyabb hémérsékleten (6°C-on) mért f* értékekkel végeztiik.

Forminok hidnyaban, 5 uM aktin esetén a relativ /'’ értékek a 6 —30 °C-os
hémérsékleti tartomanyon monoton novekedd tendenciat mutattak, a maximalis valtozas
30 °C-nal ~ 150 % volt. Ez az eredmény jol egyezik a korabbi munkakban kozolt
értékekkel [76]. A relativ f° paraméter hdmérsékletfiiggését leird gorbe meredeksége
nagyobb volt (30 °C-nal ~ 175 %) equimolaris koncentraciéban jelen 1évé mDial—
FH2Y"™ fragmentum esetén (31. dbra).

Ez arra utal, hogy a vizsgalt fehérje jelenlétében modosult az aktin filamentum

konformacidja, ami a filamentumok flexibilitdsanak novekedésében nyilvanult meg.
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31. dbra: A relativ f° paraméter hémérsékletfiiggése 5 uM mDial-FH2™ jelenlétében (teli korok) és

nélkiile (iires korok). Az aktin koncentracidja 5 M volt. A betét dbra a 10 uM aktinnal és 10 uM mDial—

FH24me_re] elvégzett mérés eredményeit mutatja (teli négyzetek).
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Alapjaban véve a fentiekkel megegyezd kovetkeztetésekre jutottunk abban az esetben
is, ha mindkét fehérje koncentracidjat 10 uM-ra noveltik (31. dbra, betét dabra). A
formin hatasnak az alkalmazott aktin koncentracidtol vald fiiggetlensége alatamasztja
azt a kovetkeztetésiinket, hogy a megfigyelt valtozds nem tulajdonithatd6 monomér-
filamentum egyensulyban bekdvetkezd eltolodasnak.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy milyen moddon fiigg a hatas a formin
koncentraciojatol. Ennek érdekében olyan méréseket végeztiink, amelyek soran a
mintakban az aktin koncentraciojat allando értéken tartottuk (5 uM) és valtoztattuk a
mDial-FH2%™" fragmentum koncentracidjat 5 nM és 5 uM kozott. Az 32. dbra az
500 nM formin jelenlétében kapott eredményeket mutatja, e koriilmények kozott a
relativ /7 paraméter hdmérsékletfiiggését leird gorbe meredekebb névekedést mutatott
(30 °C-nal 270 %), mint amit az equimolaris koncentracioban jelen 1évé mDial—
FH2Y™ esetén tapasztaltunk. A relativ / értékében bekovetkezett valtozas tehat formin
koncentraciofiiggének  bizonyult. Ezt aldtdmasztjdk a  kiilonb6z6  formin

koncentraciokon elvégzett méréseink eredményei is (az adatok nincsenek feltiintetve).
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32. dbra: A relativ £ paraméter hémérsékletfiiggése 500 nM mDial-FH24™ jelenlétében (teli korok) és

nélkiile (lires korok). Az aktin koncentracidja 5 uM volt.
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A hatas pontosabb jellemzése érdekében a relativ /* paraméter 30 °C-on mért
értékét valasztottuk, mint az aktin filamentumok flexibilitasat jellemzd kvantitativ
mennyiséget. A flexibilitds novekedését ezen paraméter monoton ndvekedése tiikrozi,

azonban nem linedrisan aranyos vele [65, 66].
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33. dbra: Az aktin filamentumok flexibilitasanak (a relativ /'’ paraméter értékében 30 °C-on
bekovetkezett valtozas) fiiggése a formin : aktin molaris protomér aranytol. Az iires négyzet a 10 uM

mDial-FH2%™ és 10 uM aktin jelenlétében végzett mérés eredményét mutatja.

A 33. abra mutatja a flexibilitasnak a formin : aktin molaris protomér koncentracid
aranytol valo fliggését. Forminok jelenlétében minden esetben az aktin filamentumok
flexibilitdsanak novekedését tapasztaltuk. Alacsony koncentracidban jelen 1évé mDial—
FH2Y™ fragmentum esetén a flexibilitas a formin koncentracidval egyiitt novekedett
kériilbeliil 0.15 : 1 formin : aktin koncentracié aranyig, ami 750 nM mDial-FH2%m".
nek felelt meg. A 750nM feletti koncentraci6 értékek esetén a koncentracio
novekedésével egyre kisebb hatést tapasztaltunk.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az mDial-FH2™ fragmentum jelenlétében az
aktin filamentumok a konformécids allapotukban bekovetkezd valtozasok révén
flexibilisebbé valtak. A formin indukalta hatas formin : aktin molaris protomér
koncentraci6 aranytol valo fliggése arra enged kovetkeztetni, hogy a hatas kivaltasaban

legalabb két mechanizmus jatszhat szerepet. A tovabbi kisérleteink célja az volt, hogy a

fenti megfigyeléstlink hatterében allo molekularis mechanizmust leirjuk.
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IV. 2. 3. Az mDial-FH2"™ aktin filamentumokhoz valé kétésének vizsgdlata

A forminokkal kapcsolatos kutatdsok eredményei szerint e fehérjék képesek
mind az aktin filamentumokhoz szdges végéhez, mind pedig azok oldaldhoz kotni. Az
elébbi egy 20 - 50 nM-os affinitast, erds kotést jelent [82, 83], mig az oldalkotés
gyengébb, affinitdsa a uM-os tartomanyba esik [82].

Ultracentrifugalason alapulé koszedimentaciés modszer alkalmazasaval
tanulmanyoztuk, hogy a vizsgalt mDial-FH2'™ fragmentum az alkalmazott
koriilmények kozott képes-e a filamentumok oldaldhoz kotni. Hasonld kétddést az mDia
monomeérek esetében mar megfigyeltiink (lasd: 7V. 1. 3. fejezet). A poliakrilamid gélek
analizise alapjan az mDial-FH24™* fragmentum 6nmagéaban nem kertilt az iiledékbe,
aktin jelenlétében azonban megtalalhat6 volt az iiledékekben is, ami arra utal, hogy a
fehérje az aktin filamentumok oldalahoz kotott (34. dbra, betét dbra). Az iiledékek
formin, illetve aktin savjainak intenzitasai alapjan meghatarozott kotott formin aranyt a
teljes formin koncentracié fliggvényében abrazoltuk (34. dbra). Az adatok az iiledékben
talalhat6 formin mennyiségének a ndvekedését mutattdk a teljes formin koncentracio
névekedésével. Feltételezve, hogy a vizsgalt fragmentum 1 : 1 mDial-FH2"™ : aktin
protomér aranyban kot az aktin filamentumok oldaldhoz a 7. egyenlet alapjan

meghatarozhato6 volt a kotést jellemz6 affinités.
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34. abra: Az iiledékben talalhato kotott formin mennyiségének fiiggése a mintaban 1év0 teljes formin
koncentraciotol. A szaggatott vonal az eredményekre illesztett hiperbolat mutatja. A betét abra az
iiledékek ,,comassie blue”-val festett poliakrilamid géljét mutatja. A gélen fels6 savok az mDial-

FH24™_nek (a: 0 uM, b: 0.4 pM, c: 0.8 uM, d: 1.2 uM, e: 2.1 uM, f: 2.9 uM, g: 3.7 uM, h: 5 uM, i: 3
puM), az also6 savok az aktinnak (a — h-ig: 5 uM, i: 0 uM) felelnek meg. (Az abran a standard hibakat

tiintettiik fel.)
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Az eredményekre illesztett hiperbola illesztési paraméterei alapjan az affinitas értéke
2.0 £ 0.2 uM-nak adédott. Az igy meghatarozott affinitas erésebb kotésre utal, mint a
mas munkacsoportok altal meghatarozott 3 uM affinitas [48]. Az eltérést magyarazhatja
a kisérleti koriilmények kiilonbozdsége. Az altalunk alkalmazott ionerdsség (10 mM
KCI és 0.5 mM MgCl,) alacsonyabb volt, mint az emlitett munkdban alkalmazott
50mM KCI és 1 mM MgCl,. A két eredmény kozotti kiillonbség alapjan arra
kévetkeztethetiink, hogy az mDial-FH2%™nek az aktin filamentumok oldalghoz valo

kotését jellemzd affinitas ionerdsségfiiggo.

IV. 2. 4. Az mDial-FH2"™ fragmentum és az aktin kélesonhatdsdt leiré modell

A FRET Kkisérleteink eredményei szerint az Aaltalunk vizsgalt formin
fragmentumok jelenlétében megvaltozik az aktin filamentumok konformdcios éllapota.
Az alkalmazott mDial-FH2%™ koncentraciotél fiiggden két kiilsnbdz8 hatds volt
megfigyelhetd. Az mDial-FH2%™" 4ltal kivaltott szerkezeti modosuldst a szdges
véghez, illetve a filamentumok oldaldhoz valo kotddés figyelembevételével a kdvetkezd
modon értelmezhetjiik. Alacsony formin koncentracié esetén (<750 nM) a szoges
véghez vald kotés a meghataroz6. Ez valdszinli, egyrészt azért, mert ez a kotés
koriilbeliil egy nagysagrenddel erdsebb, mint a filamentumok oldalahoz vald kotés,
masrészt pedig azért, mert ebben a formin koncentracid-tartomanyban az oldalkotd
helyeknek csak alacsony hdnyada lehet telitve. A koncentracid novelésével 750 nM-ig a
szoges végeken 1évo kotdhelyek fokozatosan telitddnek. Az ezen a tartomanyon mért
novekvo flexibilitas értékek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a filamentumok
szoges végéhez kapcsolodo mDial-FH2%™ domének a filamentumok szerkezetét
fellazitjak, azok flexibilisebbé vallnak.

A vizsgalt formin fragmentumok funkciondlis egysége a két FH2 domént
tartalmazé dimér. gy a maximalis flexibilitas valtozast okozé 1:~ 6 formin : aktin
protomér arany esetén egy formin dimér legkevesebb 12 aktin protomérrel keriil
kélcsonhatasba. Az eredmények alapjan az mDial-FH29™ 4ltal kivaltott hatas
hatotavolsagat (azaz azt, hogy a forminok szoges véghez valo kotésének kovetkeztében

hany aktin protomér konformacidja modosul) nem tudtuk pontosan meghatarozni.
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Figyelembe véve azonban azt, hogy a filamentumok tobb szdz aktin monomér
Osszekapcsolodasa sordn jonnek létre, egy formin dimér szoges véghez valo kotddése
sziikségszertien szamos aktin protomér konformacios allapotat valtoztatjia meg. gy a
megfigyelt jelentés flexibilitis novekedés feltételezhetéen az mDial-FH2U™ ltal
kivaltott, a protomérek kozott kialakuld hossz hatotdvolsaga, alloszterikus
kolcsonhatasok kovetkeztében jon létre. Ez azt jelenti, hogy a forminok nem csak azon
hanem kotésiik révén a filamentumok végeitdl tavolabbi protomérek kozotti
kapcsolatokat is mddositjak. Orlova és munkatarsai feltételezték azt, hogy az aktin
filamentumok sajatsdga a belsé kooperativitds [84]. Ennek eredményeképpen a
ligandumok ¢és az aktin-koté fehérjék hatdsa hossz hatotavolsagu kdlcsonhatdsokon
keresztiil kiterjedhet az egész filamentumra. Elektronmikroszkopidval végzett
kisérleteik soran megmutattdk azt is, hogy a szoges véghez kotddd gelsolin fehérje
jelenlétében kialakult filamentumokra egy megvaltozott konformacios allapot volt
jellemzdé,  Osszehasonlitva a  gelsolin  hianyaban  kialakult  filamentumok
konformacids valtozas nagyfoku kooperativ kdlcsonhatas kovetkeztében a kotohelytol
tavoli filamentum régiokra is kiterjedt. Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az aktin
filamentumok képesek a szoges végen kialakult lokélis konformaciés modosulasokat a
protomér-protomér kapcsolatokon keresztiill a szoges végtdl tavolabbi filamentum
részekhez is kozvetiteni.

A formin koncentracié tovabbi ndvelésével (> 750 nM) az aktin filamentumok
oldalan 1év6 kotdhelyek is telitetté valnak. A filamentumok oldaldhoz k&6tddd formin
domének méréseink alapjan a filamentumok flexibiltasanak kisebb ndvekedését valtjak
ki, mint a szoges véghez kotddd dimérek. Bar a forminoknak az aktin filamentumok
oldalaval létrehozott kélcsonhatas részleteirdl kevés informacio all a rendelkezésiinkre,
feltételezéseink  szerint a  filamentumok oldaldhoz  kot6dd —mDial-FH24™
fragmentumok a protomérek kozotti kolesonhatast modositjak, ami a filamentumok

stabilizaciojat eredményezi.
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A fentiekben leirtak alapjan megalkotott modelliink szerint a széges véghez
kapcsolodo formin sapka az aktin filamentumok szerkezetét fellazitja. A filamentumok
oldalahoz kot6dé formin kapcsok a szomszédos protomérek kozotti molekularis

kolesonhatasok erdsitése révén a filamentumokat stabilizaljak (35. dbra).

35. dbra: Az mDial-FH2%™" fragmentum és az aktin filamentumok kolcsonhatasét leiré modell
sematikus dbrazoldsa. Az tires korok az aktin filamentumot alkotd protoméreket jeldlik, a fekete, illetve a
sziirke ellipszisek a filamentumok szoges végére, illetve azok oldalahoz k6t6d6 formin diméreket jelolik.
Az éabra bal oldali része az alacsony formin : aktin arany, a jobb oldali abra pedig a magas formin : aktin

arany esetén jellemz6 allapotot mutatja.

A FRET Kkisérletekben alkalmazott stratégia révén az aktin filamentumok
protomérek kozotti dinamikdjardl nyertiink informacidt. A vizsgélataink sordan szamolt
relativ /7 paraméter érzékenyen reagal minden olyan folyamatra, amely a donor és
akceptor molekuldk kozotti tavolsadgot befolyasolja. A munkank soran hasznalt
flexibilitas paraméter a két jelolt pont kozotti fehérjemdtrix rugalmassagarol ad
informéaciot, kozvetleniil nem a filamentumok hajlékonysagat jellemz6 paraméterekkel
(csavarasi, hajlitasi rugalmassag / flexibilitds) van kapcsolatban. Azt, hogy ezen
moédusok milyen mértékben jarulnak hozza a relativ f’ paraméter értékében
bekovetkezd valtozashoz az altalunk alkalmazott modszerrel nem tudtuk megallapitani.
fgy a forminok altal az aktin filamentumban létrehozott konforméciés modosulasok
pontos természetét nem tudtuk leirni. Nem zdrhato ki az, hogy az intramolekularis
szintll szerkezeti valtozasok mellett a forminok kotésiik révén az aktin filamentumok

szupramolekuldris szerkezetét is befolyasoljak.
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IV. 2. 5. Az mDial-FH2"""" hatdsa az aktin filamentumok flexibilitdsdra

Az mbDial fehérje sejten beliili funkcidjanak betoltésében alapvetd szerepet
jatszik a fehérje azon képessége, hogy két FH2 doménje antiparallel méddon
Osszekapcsolodva diméreket alkosson. Az mDial dimér FH2 fragmentumaval végzett
kisérleteink soran megfigyelt hatds hatterében 4ll6 mechanizmus pontosabb
megismerése érdekében vizsgaltuk az mDial monomér kdzponti FH2 doménjének az
aktin filamentumok konformacids tulajdonsdgaira kifejtett hatdsat. Ennek érdekében a
fentiekben ismertetett stratégiat kovetve FRET méréseket végeztiink kiilonbozo
koncentracioban jelen 1évé mDial-FH2™™ ™" rel. Eredményeink alapjan a monomér
FH2 fragmentum is eldidézte az aktin filamentumok flexibilitdsanak novekedését. A
filamentumok szerkezetében bekovetkezett fellazulas azonban kisebb mértékii volt,
mint az mDial-FH2"™ esetén és az mDial-FH2%™ jelenlétében megfigyelt

koncentraciofiiggést sem tapasztaltuk (36. abra).
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36. dbra: Az aktin filamentumok flexibilitasanak (a relativ f** paraméter értékében 30 °C-on
bekovetkezett valtozas) fliggése a formin : aktin molaris protomér aranytol. A teli négyzetek az mDial-

FH2 monomér, az iires korok pedig a dimér fragmentumanak jelenlétében kapott eredményeket mutatjak.

A munkank elsé szakaszaban végzett kisérleteink szerint az mDial-FH2m™
fragmentum kotédik mind a filamentumok szoges végéhez (K;~ 2 uM), mind pedig
azok oldaldhoz (K; ~ 15 uM). A monomér fragmentum kotését jellemzd affinitdsokat is
2dimér

figyelembe véve eredményeink aldtdmasztjdk az mDial-FH hatdsat leird

modellinket.
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1V. 2. 6. A formin aktin kolcsonhatds természete

Az aktin monomérek filamentumma szervezddésének folyamatdban fontos
szerepe van az ionerdsségnek. Az aktin monomérekben taldlhatdé egy nagy affinitast
kationkotd hely, amely kétértékii kationok (Ca*”, Mg™") megkotésére képes nM-os
affinitassal. Ezen kiviil az aktin monomérek szamos, kozepes (0.1 — 10 mM) és kis
affinitdsa (10 — 100 mM), mind egyértékii, mind pedig kétértékii kationok megkdtésére
képes kotohellyel rendelkeznek [69]. Korabbi vizsgalatokbol ismert, hogy ezeknek a
kotohelyeknek, illetve kationoknak fontos szerepe van az aktin polimerizaciojaban is
kotd helyek telitddhetnek. Ez az aktin monomérek aktivacidjat eredményezi, melynek
soran a monomérek egy konforméacios allapotbeli valtozason mennek keresztiil [86, 87].
A szerkezeti valtozas eredményeképpen a monomérek egy, a filamentumot felépitd

A sejten beliil az aktin monomérek spontan polimerizacidjdt a magas
koncentracioban jelen 1évé szabad ionok biztositjak [69]. A fentebb targyalt munkank
soran a polimerizacié indukéldsdhoz az in vivo korilmények kozott jellemzo
viszonyoknal kisebb ionkoncentraciot alkalmaztunk. Ugyanakkor megvizsgaltuk azt, is
hogy moddosul-e a forminoknak az aktin polimerizacids kinetikajara, illetve a
filamentumok dinamikai tulajdonsagaira kifejtett hatdsa abban az esetben, ha a
fiziologias koriilményekhez kozeli ionerdsség biztositasaval inditjuk el a polimerizacio
folyamatat. A kisérleteinkben alkalmazott koriilményre vonatkozé ionerdsség értékeket

a 10. egyenlet alapjan szamoltuk és a /0. tabldzatban foglaltuk 6ssze.

A polimerizacié folyamatat biztosito koriilmények [ionerésség] (mM)

»alacsony” 10 mM KCl és 0.5 mM MgCl, 20.8

,kozepes” 50 mM KCI és 1 mM MgCl, 62.1
»magas” 100 mM KCl és 2 mM MgCl, 110.0

10. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott ionok koncentracidja és az annak megfeleld ionerdsség.
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A kovetkez6 szakaszokban a ,,magas” ionerdss€g az az ionerdsség, amely 100 mM KCl
¢s 2 mM MgCl, jelenlétében alakul ki, mig az ,,alacsony” ionerdsség 10 mM KCI és
0.5 mM MgCl, mellett all be. Az alacsony, illetve a magas ionerdsség (/0. tablazat)
mellett végzett polimerizacids kisérleteink eredményei szerint az aktin spontdn
polimerizacidjanak sebessége nagyobb volt magasabb ionerdsség esetén (37. abra), ami
Osszhangban van a korabbi munkékban kozolt eredményekkel [88]. Tobacman és
munkatarsai megmutattdk, hogy mind a nukledcid, mind pedig az elongacié sebessége
figg az ionerdsségtdl. MgCl, illetve KCI jelenlétében e folyamatok sebessége
megndvekszik, egyiittes jelenlétikben pedig hatasuk additiv médon érvényesiil. igy,
végeredményben a MgCl, és KCl koncentraciojat ndvelve a polimerizacio folyamata is

gyorsabb lesz.
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37. dbra: Az mDial-FH2™™™ fragmentumnak az aktin polimerizaciojara kifejtett hatasa kiilonb6z6
ioner8sségek esetén (lasd: jelmagyarazat). A formint tartalmazé mintakban az mDial-FH2™"™

koncentracidja 10 uM volt.

2monomér

A magas ionerdsség mellett 10 uM mbDial-FH a polimerizacid folyamatat
~ 7 %-kal lassitotta. Nagyobb hatast tapasztaltunk alacsony ionerdsség esetén, ahol
10 pM mDial-FH2™™™ jelenlétében a polimerizacio sebessége 35 %-kal volt lassabb

a spontan aktin polimerizacids sebességnél (/1. tablazat).
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[ionerébsség] (mM) 20.8 110.0 20.8 110.0
[mDial-FH2""""] Elongacios sebesség Relativ elongdcios
(uM) (107 -s7) sebesség
0.48 1.58
0 1 1
(+0.003) (£0.01)
0.32 1.47
10 0.66 0.93
(*0.01) (+0.01)

11. tablazat: Az mDial-FH2™™™ fragmentum hatasanak fiiggése az alkalmazott ionerésségtol. (A

tablazatban a standard hibékat tiintettiik fel.)

Annak érdekében, hogy a forminoknak az aktin filamentumok konformacidjara
kifejtett hatasdnak ionerdsségfiiggését leirjuk FRET kisérleteket végeztiink kiilonb6z6
ionerdsségeket alkalmazva. Mind a formin nélkiili, mind pedig a 250 nM mDial-
FH2Y™" jelenlétében elvégzett méréseink eredményei azt mutattik, hogy az aktin
filamentumok flexibilitasaban bekdvetkezd valtozas ionerdsségfiiggd. A filamentumok
flexibilitasa (a 30 °C-on meghatarozott relativ /* paraméter értéke) alacsony ionerdsség
esetén nagyobb volt, mint magasabb ionkoncentraciot alkalmazva (38. betét abra, 12.

tablazat).
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38. abra: A forminok hatasara az aktin flexibilitdsdban bekovetkezd valtozas fiiggése az ionerdsségtol. A
Af’a 250 nM mDial-FH2%™ jelenlétében és formin nélkiil 30 °C-on mért relativ /' paraméterek
kiilonbségét jeloli. A betét abra a relativ f* paraméter értékének ioner6sségfiiggését mutatja 30 °C-on. Az

aktin koncentracidja minden esetben 5 pM volt.
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[ionerésség] (mM) 20.8 62.1 110.0

Aktin flexibilitas

[mDial-FH2"™] (nM,
) (relativ f 30 °C-on)

0 1.93 1.33 1.35

250 3.11 1.84 1.66

12. tabldzat: Az aktin filamentumok flexibilitisanak ionerésségfiiggése mDial-FH24™" jelenlétében és

nélkiile.

Az mDial-FH24™ k5t6désének hatasara az aktin filamentumok flexibilitasaban
bekovetkezd valtozds is ionerdsségfliggést mutatott (38. dbra). A polimerizacios
kisérletek eredményeihez hasonléan alacsony ionerdsség esetén nagyobb hatast
figyeltiink meg, mint magas ionerdsségen.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a forminoknak mind az aktin filamentumok
polimerizacidjara, mind pedig azok konformdacios tulajdonsagaira kifejtett hatasa kisebb
volt magasabb ionerdsség esetén. Ezek alapjan a formin fragmentumok hatasa
fiziologias korilmények kozott valdsziniileg kisebb, mint az altalunk alkalmazott
alacsony ionerdsségli modell rendszerben. A IV. 2. 3. fejezetben leirtuk, hogy a
forminoknak az aktin filamentumok oldaldhoz valé kotését jellemzd affinitas magasabb
ionerdsségen gyengébb volt. Elképzeléseink szerint a magasabb ionerdsségen
megfigyelt kisebb hatdst a forminok ¢és az aktin kozott kialakuld kotés gyengiilése
eredményezi. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a formin—aktin kodlcsonhatas
kialakitasaban fontos szerepiik lehet a két fehérje kozott kialakuld elektrosztatikus
kolesonhatasoknak is, €s gyengébb kotés azért alakul ki magasabb ionerdsségek mellett,
mert az oldat hatdsa learnyékolja a fehérje csoportok elektrosztatikus kolcsonhatasait.
Ugyanakkor azoknak az ionerdsségfiiggd molekularis mechanizmusoknak a
megértéséhez, amelyek a forminoknak az aktin filamentumokra gyakorolt hatasaban

részt vesznek, tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség.
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IV. 2. 7. Az mDial-FH2™ fragmentum hatisa az aktin filamentumok termikus

stabilitasara

A spektroszkopiai vizsgalatok mellett kalorimetriai modszerek alkalmazésa is
értékes informacidval szolgalhat az aktin filamentum és aktin-kotd fehérjék vagy
peptidek kolcsonhatésait illetden. A korabbi munkak soran bebizonyosodott, hogy az
aktin filamentumok dinamikai tulajdonséagai és termikus stabilitdsa kozott korrelacio all
fenn [89, 90]. A kalorimetria modszerével vizsgaltuk azt, hogy a formin altal kivaltott
konformacids allapotbeli modosulasok kapcsolatba hozhatdak-e az aktin filamentumok
termikus jellemzdinek a megvaltozasaval. Kisérleteinket a 0 — 100 °C-os hdmérsékleti
tartomanyban végeztiik formin jelenléte nélkiil, illetve az mDial-FH2™ fragmentum
jelenlétében polimerizalt aktin filamentumokon. A mérés soran a visszahiitott minta
ismételt felfiitésével igazoltuk, hogy a tapasztalt denaturaciok irreverzibilisek voltak (az

adatok nincsenek feltiintetve).
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korok) és 3 uM mDial-FH24™ jelenlétében (iires haromszogek). A formin koncentracidja 1 : 20

formin : aktin molaris protomér aranynak felel meg.
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crer

tartozo ,,melting” hdmérséklet (7,,) 61.9 °C volt (39. dbra). Ez az eredmény jol egyezik az
irodalomban fellelhetd adatokkal [89, 91, 92]. A denaturacids cstics maximumértéke
mDial-FH2%™ jelenlétében az alacsonyabb hémérsékleti értékek felé (7, = 60.4 °C)
tolodott el. A tobb mintan, azonos koriilmények kozott elvégzett méréseink (n = 3) szerint
ezek az értékek jol reprodukélhatoak voltak. Az denaturaciés homérséklet csokkenése az
mDial-FH2Y™ jelenlétében polimerizalt aktin filamentumok kisebb héstabilitasat
mutatja. A mérések sordn szamitott kalorimetrikus entalpia, entrdpia, és Gibbs-féle
szabadentalpia-valtozas is alacsonyabbnak bizonyult forminok jelenlétében (/3. tabldzat),

crer

sziikséges.

[mDial-FH2™] T, AH AS AG
(uM) (°C) (kJ mol’") (kJ K" mol’) (kJ K mol’’)

0 61.9 608 1.8 76

3 60.4 568 1.7 69

13. tablazat: Az aktin filamentumok hédenaturacidjat jellemz6 paraméterek az mDial—-FH24™*

fragmentum jelenlétében és nélkiile.

A DSC mérések - megerdsitve ezzel a FRET mérések eredményeit - igazoltak,

hogy forminok hatdsdra az aktin filamentumok termodinamikai stabilitasa lecsokken.

......

sebességére

Az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagai korreldlhatnak a protomérek
altal kotott ATP hidrolizisének folyamataval. Az aktin filamentumok szerkezetét
stabilizal6 phalloidinnel végzett kutatdsok eredményei szerint a phalloidin gatolja az

Munkank soran a Webb altal kidolgozott médszer segitségével vizsgaltuk, hogy
forminok jelenlétében modosul-e a foszfat csoport aktin filamentumrdl valo levalasanak

a sebessége [70].
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Annak érdekében, hogy a mérés kezdete elétt ne menjen végbe az ATP hidrolizisét
kovetden a foszfat csoport disszocidcidja, az aktin filamentumokat viszonylag nagy
koncentracioban (100 uM), gyorsan polimerizaltuk. Ilyen koriilmények kozott a formin
nélkiili minta esetén az aktin koriilbeliil 90 %-a a polimerizaci6 elinditasat kovetd 2
percen beliil, mig a formint is tartalmazé mintdk esetén 1 percen beliil filamentalis
formaban volt jelen (a pirénnel végzett kontroll kisérleteink eredményei alapjan, az
adatok nincsenek feltiintetve). Az abszorbcio idobeli valtozdsa mind a forminmentes,
mind pedig az mDial-FH2%™" fragmentumot is tartalmazé mintak esetén két fazisra

volt oszthat6 (40. dabra).
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40. abra: A 360 nm mért abszorbcid id6beli valtozasa a foszfat csoport aktin filamentumokrol vald

.....

illesztett gérbéket mutatjak egy exponencialis és egy linedris komponenst feltételezve.

A méréseink soran alkalmazott stratégia eredményeképpen a keletkezett filamentumok
tobb P;-t kotottek, mint ami a dinamikus egyensulyban 1évd filamentumokra jellemz6. A
gorbék elsd szakaszaban (az elsd 10 - 20 perc soran) az abszorpcié novekedésének
kinetikdja ennek a nagy mennyiségli szervetlen foszfatnak a gyors levalasat mutatta,
mig a masodik szakasz a dinamikus egyensulyra volt jellemzd. Az abszorpcids gorbéket
igy egy, az elsd szakaszt leird, exponencidlis fliggvény és egy, a mdsodik fazisra

jellemzd, linearis fliggvény 0sszegével illesztettiik.

80



Eredményeink szerint a linearis szakasz meredeksége az mDial-FH24™ jelenlétében
koriilbeliil fele akkora volt annak, amit a formin nélkiili minta kiértékelése soran
kaptunk (az adatok nincsenek feltiintetve). Ez arra utal, hogy a dinamikus egyensuly
allapotaban a monomérek filamentumba épiilése illetve a filamentumokrdl valo
levéldsa, azaz a ,treadmilling” a forminok jelenlétében lassabban megy végbe, ami
Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, mely szerint az mDial-FH24™ 4 szoges
végek sapkdzasaval lassitja e vég polimerizacios dinamikédjat. Az exponencialis
komponens amplitiddja a 0.05—0.07 nagysagrendbe esett, ami a kalibracios gorbe
(lasd: Anyagok és modszerek fejezet) alapjan 6 — 8 uM inorganikus foszfatnak felel meg.
Az exponencialis komponens illesztési paraméterei alapjan a foszfat csoport
adodott. Ez az érték Osszhangban van a korabbi munkakban kozolt eredményekkel
(1.98-107 s [94]). Az mDial-FH2"™" jelenlétében a méréseink soran meghatarozott
sebességi allandd értéke nagyobbnak bizonyult, ami arra utal, hogy a forminok
jelenlétében a foszfat csoport gyorsabban valik le az aktin filamentumokrél, mint azok
hianyadban. A sebességi alland6 a FRET mérések sordn meghatarozott flexibilitds
paraméteré¢hez hasonld formin koncentraciofiiggést mutatott (4/. dbra), amelybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy szoros korrelacié van az aktin filamentumok flexibilitasa és a

protomérek altal kotott foszfat csoport levalasanak sebessége kozott.

25

—~
o ]
) 2.4 4

= *

» ]

5} -

\%D 23 + é

Q ]

2 ®

o 2.2 é

5}

w

h] |

g 214 ®

El o

2

2 204

S

o

1.9
T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[mDial-FH2""™] : [aktin]

......

aranyok esetén. (Az abran a standard hibéakat tlintettiik fel.)

81



IV. 2. 9. Az mDial-FH2"™ fragmentum hatdsa az aktin és a kofilin kélesonhatdsdra

Munkank sordn vizsgaltuk azt is, hogy a forminok altal az aktin filamentumok
szerkezetében eldidézett konformacids modosuldsok befolyasoljadk-e a mas aktin-kotd
fehérjékkel kialakitott kolcsonhatdsukat. A sejten belil az aktin filamentumok
dinamikdjanak szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszik az aktint depolimerizald
faktorok csalddjaba tartozé kofilin fehérje. A kofilin egy kis molekulatomegii (15 —

18 kDa) fehérje, amely nagy affinitassal (K; < 1uM) kot mind a monomér, mind pedig

a filamentalis formaban jelen 1évé aktinhoz [95]. A kofilin az aktin filamentumok
depolimerizaciojat segiti eld, a filamentumok hegyes végének polimerizacios
dinamikéjara kifejtett hatasan keresztiil.

Vizsgélataink soran tanulmanyoztuk, hogy megvaltozik-e a kofilinnek az aktin
filamentumok depolimerizaciojara kifejtett hatdsa forminok jelenlétében. Abban az
esetben, ha az mDial-FH2%™ jelenlétében a kofilin 4ltal el8idézett depolimerizacid
mértéke nagyobb, a mintdkban a monomér-filamentum egyensuly eltolodik gy, hogy a
monomeérek koncentracidja megnd a formint nem tartalmazé mintadkéhoz képest. Ezek

alapjan a kofilin hatasanak vizsgalatara a koszedimentacidos modszer adott lehetséget.
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Az adatok azt mutattak, hogy a feliiliszokban az aktin koncentracidja nagyobb volt az
mDial-FH24™m fragmentum ¢és a kofilin egylittes jelenlétében, mint az mDial—
FH2%™_t nem tartalmazé mintak esetén. Ennek alapjan megallapithajuk, hogy a kofilin
hatékonyabban depolimerizalja a forminok altal fellazitott aktin filamentumokat.

Orlova ¢és munkatarsai korabbi munkijuk soran feltételezték, hogy a
polimerizacios folyamat egyes szakaszainak szabalyozdsaban részt vevd aktin-koto
fehérjék hatdsa kapcsolatban lehet a protomérek valtozatos konformacios allapotaival,
illetve a kozottik 1évé kolcsonhatdsok modosulasaval [96]. Elektronmikroszkdpiai
modszerekkel végzett kisérleteikben megmutattdk, hogy az aktin filamentumok a
polimerizacid kezdeti fazisdban nem egységes konformacios allapotban vannak. A
filamentumok konformacios heterogenitdsa csak a polimerizacid elérehaladtaval szlinik
meg. Munkdjukban azt feltételezték, hogy az aktin depolimerizal6 faktorok, igy az
ADF/kofilin hatdsmechanizmusanak része a filamentumok szerkezetében indukalt
valtozas, amelynek kovetkeztében azok egy kevésbé stabil konformacids allapotba
keriilnek. Ez a szerkezetbeli modosulas azonban nem teljesen Ujszerii
filamentumszerkezetet jelent, hanem egyet a polimerizacid korai szakaszaban létezd
konformacids allapotok koziil [96].

Eredményeink alapjan, feltételezhetjiik, hogy a kofilin a forminok jelenlétében
keletkezett flexibilisebb és termodinamikailag kevésbé stabil filamentumokat nagyobb
mértékben képes depolimerizalni. Ennek oka lehet az, hogy az aktivacios energia, ami a
kofilin altal meghatdrozott filamentumszerkezet kialakitdsdhoz sziikséges kisebb a

forminok jelenlétében, mint nélkiiliik.
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1IV. 3. Eredményeink bioldgiai jelentosége: egy lehetséges uj mechanizmus az aktin

citoszkeleton szabalyozdsaban

Az €16 sejtekben el6forduld aktin strukturdkat morfologidjuk és a sejten beliili
elhelyezkedésiik alapjan csoportosithatjuk. Megkiilonbdztetiink aktin kotegeket, aktin
foltokat, illetve kontraktilis gylriit. Az eltéré aktin képletek a sejt kiilonbozo
¢életfunkcidiban jatszanak szerepet. Bar ezen aktin strukturdk biologiai funkcidja nem
teljesen tisztazott, szamos megfigyelés utal arra, hogy az egyes képleteket alkotd aktin
filamentumok mas és mas fehérjékkel vannak kapcsolatban. Az élesztd sejtekkel végzett
kisérletek soran megallapitottak, hogy a forminok az aktin kotegek [97-100] ¢és a
kontraktilis gytirti [37, 100] felépitésében részt vevd aktin filamentumok kialakitasaban
vesznek részt. A forminokhoz hasonloan lokalizalodik a tropomiozin is [101-104].
Ugyanakkor sem a forminok, sem a tropomiozin nem fordul elé az aktin foltokban.
Ezzel szemben az aktin foltokban lokalizalodik a masik nukleacios faktor, az Arp2/3
komplex [105, 106], valamint a kofilin [107-109]. Sem az Arp2/3 komplex, sem a
kofilin nem fordul eld az aktin kotegekben vagy a kontraktilis gytliriben. Az, hogy
milyen mechanizmusok allnak ennek az intracelluléris lokalizacionak a hatterében, még
nem ismert.

Elképzeléseink szerint a kiillonbozé aktin képletek kialakitdsdban részt vevo
aktin filamentumok eltéré affinitdst mutatnak az egyes aktin-kotd fehérjékhez valo
kotodésre. Az affinitdsok szabalyozasdban az aktin filamentumok konformécios
tulajdonsagai jatszanak meghatarozo szerepet. A munkank eredményei alapjan felallitott
hipotézis szerint a forminok kotddésiik révén képesek megvaltoztatni az aktin
filamentumok konformacios allapotat. A forminok kotddésének hatdsdra modosult
konformacids allapotba keriilt aktin filamentumoknak az egyes aktin-ko6td fehérjékhez
valo affinitdisuk megnd, mas fehérjék kotésére mutatott affinitasuk lecsokken a
modositatlan filamentumok affinitasdhoz képest. Ezen tulajdonsdguk révén a forminok
meghatdroz6 szerepet jatszhatnak az aktin és az aktin-kotd fehérjék kozott kialakulod

szupramolekularis kdlcsonhatasok szabalyozasaban.
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A jelen munkdnk soran megalkotott hipotézis altalanos érvényl is lehet a
citoszkeletalis fehérjekomplexek szabalyozésaban. A nukledcios faktorok sajatsaga,
hogy az aktin-kotd fehérjék koziil elséként keriilnek kapcsolatba a keletkezd
filamentumokkal. A forminokkal végzett kisérleteink soran tett megallapitdsainkat
altalanositva elképzelhetd, hogy a fehérje komplexek térbeli és idobeli kialakulasanak
szabalyozasaban meghatarozé a nukleéacids faktorok azon tulajdonsdga, mely szerint az
szerkezeti modosulas hatterében a kotésiik kovetkeztében 1étrejoved alloszterikus
kolcsonhatasok allhatnak. Igy, bar egy nukleacios faktor az aktin filamentumok egy
meghatarozott pontjadhoz kot (a filamentumok végéhez, illetve oldalahoz) mégis képes
az egész filamentum konformécios allapotit megvaltoztatni. Ennek révén az aktin
filamentumok nem pusztan passziv szalak, hanem aktiv résztvevoként - informdacio
tovabbitasara alkalmas szabdlyoz6 csatornaként - vesznek részt a sejtek mitkodése soran

végbemend folyamatokban.
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V. Osszefoglalas
Munkank soran megallapitottuk, hogy:

* Az mDia fehérjék monomér form4ja kdzponti FH2 doménje, az aktin filamentumok
szoges végéhez kotddve lassitja a filamentumok polimerizéciojat.

* Az mbDial koézponti FH2 doménjében Iétrehozott mutaciok vizsgalata soran
tapasztalt funkcidvesztés alapjan az altalunk vizsgalt kozponti FH2 domén mindkét
vége szerepet jatszik az aktin filamentumokkal valé kdlesonhatés kialakitasaban.

* Az FH2 domén amino-termindlisan talalhat6 flexibilis ,linker” régiot is tartalmazé
mDia fragmentumok az aktin polimerizacids folyamatat gyorsitjdk a nukleacios
fazis eldsegitése révén.

= A hatasbeli kiilonbségek hatterében a fehérjék szerkezetében megfigyelhetd
eltérések allnak. A flexibilis ,linker” régidt tartalmaz6é domének ugyanis képesek
Osszekapcsolodasuk soran diméreket alkotni. A dimerizacid, illetve a dimerizacid
1étrejottében alapvetd szerepet jatszod ,linker” régid sziikséges a fehérje in vivo

funkcidjanak a betoltéséhez.

* A dimér mDial-FH2 fragmentum jelenlétében modosulnak az aktin filamentumok
dinamikai tulajdonsagai. A filamentumok szoges végéhez kapcsolodd dimérek
alloszterikus kolcsonhatasok révén azok szerkezetét fellazitjak, mig a filamentumok
oldaldhoz kapcsolodo dimérek stabilizal6 hatast fejtenek ki.

* A dimér fragmentum hatdsara flexibilisebb konformacids allapotba keriilt aktin
filamentumok funkcionalis sajatsagai is megvaltoztak:

— csokkent a filamentumok termodinamikai stabilitasa,
— megnétt az aktin ATPaz enzimatikus hasitdsa soran képzddd foszfat
filamentumokrol valo levalasanak a sebessége,

— valamint modosult a filamentumok kofilinnel valo kolcsOnhatasa is.
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VI. Roviditések jegyzéke

ATP: adenozin trifoszfat

ADP: adenozin difoszfat

P;: szervetlen foszfat

ADF: aktin depolimerizécids faktor

WH2: Wiskott-Aldrich szindréma fehérje homologia 2
SH3: : Src homologia 3

WW: A WW domén koriilbeliill 40 amindsavbol allo, a természetben el6forduld

legkisebb fehérje modul. A WW a doménben talalhato két triptofan aminodsavra utal

[45].
DTT: DL-Dithiothreitol

LB: Luria-Bertani tapoldat (10 g/l tripton, 5 g/l €lesztékivonat, 10 g/l NaCl)

IPTG: Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside

rpm: ,,revolution per minute”, a centrifuga percenkénti fordulatszama
DTE: 1,4-Dithioerythritol

EDTA: Ethylenedinitrilotetraacetic acid

GST: glutathione S-transferase

GSH: glutathione

SDS: sodium dodecyl sulfate

IAEDANS: N-[[(iodoacetyl)amino]ethyl]-5-naphthylamine-1-sulfonate
DMEF: dimethylformamid

MEA: mercaptoethanol

IAF: 5-(iodoacetamido)fluorescein

FRET: fluoreszcencia rezonancia energia transzfer

g: nehézségi gyorsulas

aa.: ,,amino acid”, a fehérjerégio elsé €s utolsé aminosavjanak sorszdma mellett az

aminosav elnevezésre utal
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