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Bevezetés

Az aktin citoszkeleton (a mikrofilamentum rendszer) az eukaridta sejtek
citoplazmajaban talalhaté fehérjehalozat felépitésében résztvevd, nagymértékben
konzervalt, filamentalis szerkezetli sejtvdzkomponens. A sejt alakjanak és mechanikai
ellenalld képességének biztositdsa mellett a sejt dinamikus tulajdonsagainak
meghatdrozasaban is alapvetd szerepet jatszik. A strukturdlisan differencialt
szervez6dést mutatd aktin filamentum halézatok kialakitasanak hatterében az
asszocialt fehérjék diverzitasa, azok térben ¢s idoben Osszehangolt mitkodése, illetve
a mikrofilamentumok polimerizaciojaval kapcsolatos molekularis mechanizmusok
allnak.

A mikrofilamentum rendszer f6 alkotoeleme az aktin fehérje. Az aktin, a
sejtben két formdban, monomér (globularis, G - aktin), illetve a monomérek
Osszekapcsolodasa soran (polimerizacid) létrejovo polimer (filamentalis, F - aktin)
formaban fordul eld. Az aktin monomér szerkezete két doménre oszthatd. A domének
kozotti hasadékban taldlhatdak az elsddleges kation-, és nukleotid-kotd helyek. A
kotott kétértékl kation fiziologiasan a Mg, in vitro kériilmények kozott pedig a
Ca®*. A nukleotid-koté hely ATP-t, ADP.Pi-t vagy ADP-t tart ktve. Az aktin
polimerizacidja hiarom f6 szakaszra oszthatdo. A nukleacid fazisdban két aktin
monomér Osszekapcsolodasa soran aktin dimérek, majd egy ujabb monomér
kapcsolodasa révén aktin trimérek (nukleuszok) jonnek Iétre. Az elongacio
szakaszaban jabb monomérek épiilnek a filamentumba, amely annak névekedéséhez
vezet. Az utolsd fazisban egy dinamikus egyensuly, ugynevezett taposdmalom (vagy
ntreadmilling”) all be, amelynek soran a kialakult filamentumok hossza mar nem

valtozik. Ebben az allapotban a filamentum mindkét végén végbemegy mind a

..........

..........

folyamat. E folyamatokra jellemz6 disszociacios (k) és asszociacios (k+) allandok
hanyadosaként mindkét vég esetén megadhatunk egy, az adott vég egyensulyara

jellemzd, disszociacios egyensulyi allandét, az un. kritikus koncentraciot.



A taposomalom mechanizmus kovetkeztében a filamentumok egyensulyi allapotara
jellemzo kritikus koncentracioé a szoges €s a hegyes vég dinamikajat jellemzo kritikus
koncentracio értékek kozotti monomér koncentracioval lesz egyenld, de ugy, hogy

A filamentumok ,korat” egy belsé oraként az ATP hidrolizise és a foszfat
csoport disszociacidja méri. Az eldbbi folyamat gyorsabb, a monomérek
filamentumba épiilése utdn masodperceken beliil bekovetkezik (0.3 s'(1)), mig az
egy konformaciés valtozas kiséri, amelynek kovetkeztében a filamentumok
destabilizalodnak.

A sejtekben lejatszodo folyamatok soran a kiilonb6zd extra-, €s intracellularis
stimulusok hatdséra az aktin citoszkeleton gyors atrendezddése kovetkezik be. Ebben
kulcsszerepet jatszik az aktin filamentumok dinamikus polimerizacidja, illetve
depolimerizacioja. A spontdn aktin polimerizacio leglassabb 1épése a nukleacid
folyamata a dimérek, illetve a trimérek instabilitdsa miatt (3). A polimerizacid
felgyorsitasara a sejten beliil kiilonb6z0 mechanizmusok 1éteznek, amelyek
eredményeképpen a szabad szoges végek kialakuldsa felgyorsul, vagy a kialakuld
végek szama megnd (2). A nukleaciot gyorsitod faktorok (forminok, Arp 2/3 komplex
(4,5), spire(6,7)) a mikrofilamentum rendszer szabalyozasadban résztvevd fehérjék,
amelyek az aktin filamentumok képzddését a nukleacid eldsegitésével gyorsitjak. A
nukleédcios faktorok egyik csaladjat alkotjdk a forminok. A formin fehérjéket az
evolucid soran nagymértékben konzervalt régidik (in. formin homoldgia domének:
FH1, FH2 ¢és FH3 domén (8)) alapjan azonosithatjuk. A forminok egy alcsaladjat
alkotjdk a ,.Diaphanous-related” forminok (Dia). Ezen fehérjék rendelkeznek még
tovabbi doménekkel, amelyek a fehérje aktivitdsdnak szabalyozasaban vesznek részt
(9). Az FH2 domén meghatirozo szerepet jatszik az aktin filamentumokkal vald
kolcsonhatas kialakitasdban. A domén funkciondlis formaja a két FH2 domén
Osszekapcsolodasa soran létrejové FH2 dimér. A dimerizacidban kulcsszerepet tolt be
az FH2 domén N-terminalisan talalhato, azt az FH1 doménnel 0sszekoto flexibilis
,Hlinker” régié (10). Az FH2 dimér a nukleacid szakaszat eldsegiti, mig a kiilonbozo
fajokbol szarmazd FH2 domének az elongacio szakaszat részlegesen vagy teljesen

gatoljak (11,12).



Az FH2 domén N-terminalisin taldlhatdé a prolinban gazdag szekvenciakat
tartalmazo, kevésbé konzervalt formin homolégia 1 domén (FH1), amely
kotohelyeket biztosit az aktin monomér-kotd fehérjének a profilinnak (8). Az FH1
doménhez kotott profilin az FH1FH2 4ltal katalizalt nukleaciét még inkabb eldsegiti.
Az FHIFH2 és a profilin egyilittes jelenlétében az elongaciod sebessége is nagyobb a
szabad szOges végek elongacios sebességéhez képest. Az FHI1FH2 sajatsaga a
processzivitds, amelynek eredményeképpen az elongicid sordn a polimerizacid
elérehaladtaval képes hosszu ideig a filamentumok szoges végén maradni (13,14).
Bar tobb modell is sziiletett a forminok molekularis kolcsonhatasainak és
mukodési mechanizmusanak leirasara a forminok hatdsanak hatterében allo pontos
mechanizmus részletei még ma sem ismertek. A korabbi tanulményok nem szolgaltak
informacioval arrdl, hogy melyik a fehérjének az a legkisebb egysége, amely
nélkiilozhetetlen az aktin polimerizaciés folyamatara kifejtett hatdsanak
eléidézéséhez. Azzal kapcsolatban sem voltak pontos ismeretek, hogy a forminok
eléidéznek-e szerkezeti valtozdsokat az aktin filamentumban. Tualnyomorészt
ismeretlen volt az is, hogy képesek-e a forminok befolydsolni az aktin
filamentumoknak mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatdasat. Nem volt ismert

tovabba a formin fehérjék haromdimenzids atomi szerkezete sem.



Célkitizések

Az egérben taldlhato mDial formin kozponti FH2 doménjének
haromdimenzids atomi szerkezetének rontgen-krisztallografiai modszerrel torténd
meghatarozasa, 2.6 A-os felbontasban kollaboracids partneriinkkel (Prof. Alfred
Wittinghoffer, Dr. Atsushi Shimada, Max Planck Istitute Fiir Molekulare Physiologie,
Dortmund, Németorszag) vald egylittmiikdodés keretében tortént. Ez volt az elsd
ismert formin szerkezet. Vizsgélataink soran az emlds (mammalian) Dia forminok
csaladjaba tartozo, a kozponti FH2 domént (mDial, mDia2 és mDia3), illetve az FH2
domént €s annak az N-termindlisan talalhat6 ,linker” régidt is tartalmazo (mDial és

mDia3) formin fragmentumokat tanulmanyoztunk.

Munkénk kozéppontjaban a forminok funkcidja és szerkezeti sajatsagai kozotti
kapcsolatok pontosabb megismerése allt. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy miként
befolydsoljak a forminok az aktin filamentumok polimerizacidjanak folyamatat,

illetve az aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagait.

= Kisérleteink elsd fazisaban arra kerestiik a valaszt, hogy hogyan mddosulnak
jellemzé paraméterek a kiilonb6zd, egérbdl szarmazé mDia formin
fragmentumok jelenlétében.

= Vizsgélni kivantuk tovabba azt is, hogy a formin fragmentumok mely régioi
szlikségesek a funkcio betdltéséhez.

* A munkank masodik felében arra kerestiik a valaszt, hogy mddosulnak-e az
aktin filamentumok konformacids tulajdonsadgai az mDial fehérje kdzponti
FH2 doménjének, illetve ugyanezen fehérjének a ,linker” régiot is tartalmazo
fragmentumanak jelenlétében.

» Tanulmanyoztuk azt is, hogy milyen hatdsa van a forminok altal az aktin
filamentumokban eldidézett konformécids allapotbeli valtozasnak a
filamentumok funkciondlis tulajdonsadgaira ¢és mas fehérjékkel valo

kolesonhatasukra.



Alkalmazott mdodszerek
Fehérjék

Az aktint nyul vazizombol preparaltuk (15,16). Az izolalas utan az aktin
puffer A-ban (4 mM TRIS - HCI (pH7.3), 0.2 mM ATP, 0.1 mM CacCl,, 0.5 mM
DTT) volt feloldva.

Az emlés (egér) mDia fehérjéket kodold génszakaszt tartalmazd PGEX-4-T3
tipusu plazmidot kollaboracios partneriinktdl kaptuk (Prof. Alfred Wittinghofter, Dr.
Atsushi Shimada, Max Planck Institute Fiir Molekulare Physiologie, Dortmund,
Németorszag). Az mDia fragmentumokat rekombinans GST-fuziés fehérje-
expresszios rendszerben termeltettiik meg, prokaridta sejtekben. A GST-mDia
fehérjéket affinitds kromatografias modszerrel, GSH-oszloprol torténd trombinos
hasitassal valasztottuk el. Az eluatumot gélfiltracios eljarassal tisztitottuk. Az mDia
fragmentumokat az expresszio és a tisztitds utan -80°C-on, 50 mM TRIS - HCI-t

(pH7.3), 50 mM NaCl-t, 5 mM DTT-t és 5 % glicerint tartalmazé pufferben taroltuk.
loncsere, polimerizalds

Az izolalas utan az aktin monomér formaban (G - aktin), Ca*-mal telitve van.
A kotott Ca’’-nak Mg*"-ra valo kicserélése soran az aktin monoméreket tartalmazo
oldathoz 200 uM EGTA-t és 50 uM MgCl,-ot adtunk (17). A kationcserét kdvetden
az aktin monomérek polimerizacidjat 10 mM KCI és 0.5 mM MgCl, hozzdadasaval
inditottuk el. A forminok hatdsdnak ionerdsségfiiggésének vizsgalatakor alkalmazott
tovabbi ionerdsségek rendre 50 mM KCI és 1 mM MgCl,, illetve 100 mM KCl és 2

crer

ismeretében az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk:

n

[ionero"sség] = %z ¢z (1)

i=1



Abban az esetben, ha a minta formin fragmentumot is tartalmazott, azt kdzvetleniil a
polimerizaciot megelézden adtuk az oldathoz. Annak érdekében, hogy a formin
fehérjék tarolopufferének hatasat kizarjuk, a tarolopuffer térfogatat mind a formin
fragmentumot tartalmazo, mind pedig a formin nélkiili mintdkban alland6 (5 %-a a

teljes térfogatnak) értéken tartottuk.

Az aktin fluoreszcens jelolése

A fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgalatok érdekében az aktin monoméren
a 374-es pozicidoban 1évd cisztein aminosavat megfeleld fluoroférokkal jeloltik. A
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) mérésekhez az IAEDANS — IAF
jelolépart alkalmaztuk. Az aktin polimerizacios folyamatanak vizsgélatdra pirén-

jodacetamidot hasznaltunk.

Spektrofotometria

crer

crer

GuHCl-ban, 280 nm-en mért abszorpcio értékei alapjan szdmoltuk (18), az extinkcids
koefficienseket az aminosav szekvencidk alapjan a ProtParam segitségével hataroztuk

meg (http://us.expasy.org/tools/). Az ATP enzimatikus hasitdsa soran képzo6dd

szervetlen foszfat (P;) mennyiségének, illetve az aktin filamentumokrdl vald
disszociacidé kinetikajanak vizsgalatara a Webb altal kidolgozott modszert
alkalmaztuk (19). A mérések sordn a minta abszorbcidjanak idébeli valtozasat

360 nm-es hullamhosszon kovettiik nyomon.


http://us.expasy.org/tools/

., Steady — state” fluoreszcencia spektroszkopia

A ,steady-state” fluoreszcencia vizsgalatokat termosztalhatd mintatartoval
ellatott Perkin-Elmer LS50B tipusu spektrofluoriméterrel végeztiik. A hullamhosszat
monokromatorral allitottuk a megfeleld értékre. A réseket mind az emisszids, mind
pedig a gerjesztési oldalon 5 nm-re allitottuk. Munkank soran az aktin polimerizacios
folyamatat jellemzd paramétereket (elongacids, depolimerizacids sebesség) a pirén
fluoreszcencia emisszidjanak iddébeli valtozasabol hataroztuk meg. A kritikus
szamoltuk. A hdémérsékletfliggd fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
méréseket 6 és 30°C kozott végeztik. A transzfer hatasfokat (E) a donor akceptor
nélkiili (Fp) és akceptor jelenlétében (Fpy) mért, az ,.inner filter” effektusra korrigalt

fluoreszcencia emissziojabol szamoltuk (20):

por i .

A FRET hémérsékletfiiggésének nyomon kovetésével lehetdség nyilik a fehérje eltérd
flexibilitasu és / vagy konformacids allapoti formai kozotti kiilonbség kimutatisara.
Az energia transzfer hatasfokanak ¢és a donor akceptor jelenlétében mért

intenzitasanak hanyadosaként megadhat6 az /' paraméter (21):

)
f " 3)

Az [’ paraméter hémérsékletprofilja a donor ¢és akceptor molekula kozotti
fehérjematrix flexibilitasarol szolgaltat informéciot (21,22). Annak érdekében, hogy a
kiilonb6zé mérések eredményeit Gsszehasonlitsuk, meghataroztuk a normalt f °
értékeit is, mint az adott hdmérsékletre szamolt f ° paraméter értékeinek és a

legkisebb hémérséklethez (6°C) tartozd értéknek a hanyadosa.



Koszedimentacios modszer

A kiillonb6z6 mDia fragmentumoknak az aktin filamentumokhoz valo
kotddését ultracentrifugaldson alapuld koszedimentaciés modszer alkalmazéasaval
vizsgaltuk. A mintdkat 400,000 g-n, 30 percig, 20 °C-on centrifugaltuk Beckman
Optima Max asztali ultracentrifugaval (rotor: TLA-100). Az iiledékek és a feliiluszok
fehérjetartalmat SDS-poliakrilamid gél (12.5 %) analizis alkalmazésaval vizsgaltuk.
Az egyes fehérjekomponensek savjainak intenzitdsat a Syngene Bio-Imaging System
g¢l dokumentacids és kiértékeld miiszer segitségével hataroztuk meg. Az affinitast

(K,) az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk (23,24):
[4], §* = (4], +[mDia], +K,)S +[mDia], =0 (4)

ahol [A]y és [mDia], jeloli rendre a mintdban 1év6 teljes aktin, illetve formin

crer

crer

feliiluszoban (B*Y) illetve az iiledékben (B”) talalhatd aktin savok korrigalt
intenzitdsai és a mintaban taldlhat6 aktin koncentracidja (cquin) alapjan hataroztuk

meg:

SN
SN B

cakt[n = BSN +BP 'caktin (5)

Differencialis pasztazo kalorimetriai kisérletek

Az aktin filamentumok termodinamikai tulajdonsagait a differencidlis
pasztazd kalorimetria (DSC) modszerével vizsgaltuk. A kisérleteket SETARAM
Micro DSC II kaloriméteren, 0 és 100°C k6zotti hdmérséklettartomanyon végeztiik.

A mérés soran kapott denaturacidos gorbék egyes denaturacidihoz tartozo
kalorimetrikus entalpiavaltozas értékeket (AH) a denaturdcids cstucsokra (7m)

illesztett Gauss-gorbék teriileteinek aranyaibdl szamitottuk ki.
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A denaturacié entropiavaltozasat (AS) a denaturacid hémérsékletére (7,) szamitva az

alabbi képlettel kaptuk:

AS = — (6)

A Gibbs-féle szabadentalpia-valtozast a kovetkezd egyenlet alapjan szamitottuk ki

T =22 °C-ra:

AG = AH - TAS (7)
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Eredmények ¢és kovetkeztetések

Az mDia fehérjék hatdsa az aktin polimerizaciojara

Megmutattuk, hogy a kiilonb6z6 mDia forminok kézponti FH2 doménjeinek
jelenlétében az aktin filamentumok elongécids, illetve depolimerizacids sebessége
kisebb, a kritikus koncentracio értéke pedig megndvekszik, Osszehasonlitva ezen
paramétereknek a spontan aktin polimerizacidt jellemzé értékeivel. Vizsgalataink
szerint az mDial kozponti FH2 doménjében létrehozott pontmutaciok gatoltak a
kozponti FH2 doménnek az aktin polimerizaciés folyamatara kifejtett hatdsat.
Eredményeink alapjan mindharom vizsgalt formin fragmentum monomér formdji
kozponti FH2 doménje a sapkafehérjékhez hasonld mechanizmus révén, a
filamentumok szoges végével kialakitott kdlcsonhatas kovetkeztében, lassitja e vég
polimerizacidés dinamikajat. A forminban létrehozott mutaciok hatdsanak vizsgalata
sordn tapasztalt funkcidvesztés alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk
vizsgalt kdzponti FH2 domén mindkét vége szerepet jatszik az aktin filamentumokkal
val6 kolcsonhatas kialakitasaban.

Ellentétes hatast figyeltiink meg a ,linker” régiot is tartalmazé mDial és
mDia3 fragmentumok esetén. Ezen domének feltételezhetden a nukledcios fazisban
az aktin nukleuszok képzddésének elOsegitése révén gyorsitjdk a polimerizacid
folyamatat. A hatasbeli kiilonbségek hatterében a szerkezetbeli sajatsagok allnak. A
»linker” régioval rendelkez6 fragmentumok ugyanis e régié révén képesek diméreket
alkotni. A dimerizacié folyamata alapvetden sziikséges az aktin polimerizéciojanak
nukleacios fazisara kifejtett gyorsitod hatasdhoz.

Megmutattuk tovabba azt is, hogy a vizsgélt mDia fehérjék kotnek az aktin

filamentumok oldalahoz.

12
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Az mDial-FH2 dimér fragmentumanak az aktin filamentumok dinamikai
tulajdonsagaira kifejtett hatasat homérsékletfliggd FRET mérések segitségével
kivantuk tanulmanyozni. Kontroll kisérleteket végeztiink annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk a FRET modszere alkalmazhato-e a formin aktin kolcsonhatés
leirasara. Eredményeink szerint sem a hdémérséklet, sem pedig a jelolok nem
befolydsoltdk az mDia fragmentumok aktivitasat, tovabba az alkalmazott kisérleti
FRET moddszere alkalmazhatdnak bizonyult a forminok altal kivaltott hatas leirasara.

Megmutattuk, hogy a dimér mDial-FH2 domén jelenlétében modosul az aktin
filamentumok konformacidja, ami a filamentumok flexibilitdsdnak novekedésében
nyilvanul meg. Alacsony koncentracioban jelen 1évé dimér mDial-FH2 fragmentum
esetén a flexibilitds a formin koncentracioval egyiitt ndvekedett koriilbeliil 1: 10
formin : aktin protomér koncentraci6 aranyig, magasabb koncentraci6 értékek esetén
a koncentracié novekedésével egyre kisebb hatast tapasztaltunk. A dimér mDial-FH2
altal eldidézett hatds formin: aktin molaris protomér koncentracid aranytdl valod
fliggése arra enged kovetkeztetni, hogy a hatas kivaltasaban két mechanizmus jatszik
szerepet. Figyelembe véve, hogy a forminok mind az aktin filamentumok szdges
végéhez (erdsebb kotés), mind pedig azok oldaldhoz (gyengébb kotés) képesek kotni
(13,25), jelen munka) az mDial-FH2 dimér altal kivaltott szerkezeti mdédosulést a
kovetkez6 modon értelmezhetjiik. A filamentumok széges végéhez kétddé mDial-
FH2 dimér (formin sapka) hossz hatétavolsagu alloszterikus kdlcsonhatasok révén
képes a filamentumok szerkezetét fellazitani, mig a filamentumok oldalahoz
kapcsolédé mDial-FH2 domének (formin kapcsok) a filamentumok szerkezetét

stabilizaljak (1. dbra).
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formin

— ‘sapka’ T~

1. abra: A dimér mDial-FH2 fragmentum €s az aktin filamentumok kélcsonhatasat leir6 modell

sematikus abrazolasa. Az iires korok az aktin filamentumot alkoté protoméreket jeldlik, a fekete,

illetve a sziirke ellipszisek a filamentumok szdges végére, illetve azok oldalahoz ktédd formin
diméreket jelolik. Az abra bal oldali része az alacsony formin : aktin ardny, a jobb oldali dbra pedig a

magas formin : aktin arany esetén jellemz6 allapotot mutatja.

Vizsgalataink szerint a monomér FH2 fragmentum is eléidézte az aktin
filamentumok flexibilitdsdnak novekedését. A filamentumok szerkezetében
bekovetkezett fellazulds azonban kisebb mértékli volt, mint a dimér fragmentum
esetén és az mDial-FH2 dimér jelenlétében megfigyelt koncentraciofiiggést sem
tapasztaltuk. Igy eredményeink alatdmasztjdk az mDial-FH2 dimér hatdsat leird

modelliinket.

A formin aktin kélcsonhatads természete

A vizsgédlt forminoknak az aktin polimerizicidés folyamatira és a
filamentumok dinamikai tulajdonsédgaira kifejtett hatasa ionerdsségfiiggést mutatott:
magasabb  ionerdsségen  kisebb  hatast tapasztaltunk, mint alacsonyabb
ionkoncentraciot alkalmazva. Hasonldé ionerdsségfliggést figyeltink meg a
forminoknak az aktin filamentumok oldaldhoz valdé kotését jellemzd affinitas

értékeiben is.
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Elképzeléseink szerint a magasabb ionerdsségen megfigyelt kisebb hatast a forminok
¢s az aktin kozott kialakuld kotés gyengiilése eredményezi. Eredményeink alapjan
feltételezziik, hogy a formin — aktin kdlcsonhatas kialakitdsaban fontos szerepiik lehet
a két fehérje kozott kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatdsoknak is, és gyengébb
kotés azért alakul ki magasabb ionerdsségek mellett, mert az oldat hatasa learnyékolja

a fehérje csoportok elektrosztatikus kdlcsonhatasait.

Az mDia fehérjék hatasa az aktin filamentumok funkcionalis tulajdonsagaira és a

kofilinnel valo kélcsonhatasukra

Vizsgalataink szerint a forminok hatdsara mddosult konformacids allapotba
keriilt aktin filamentumok funkcionalis tulajdonsidgai és mas fehérjékkel valo
kolcsonhatasuk is megvaltozott. A forminok jelenlétében flexibilisebb aktin
filamentumok termodinamikai stabilitdsa lecsokkent és az aktin ATPaz enzimatikus
sebessége megnétt. Ezek alapjan szoros korrelacié all fenn az aktin filamentumok
flexibilitasa és funkcionalis tulajdonsagai kozott.

A forminok altal fellazitott aktin filamentumoknak modosult a kofilinnel valo
kolcsonhatasuk is. Megmutattuk, hogy az mDial-FH2 dimér 4altal nukledlt,

flexibilisebb filamentumokat a kofilin hatékonyabban depolimerizalja.
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Eredmeényeink biologiai jelentosége: egy lehetséges uj mechanizmus az aktin

citoszkeleton szabdlyozasdaban

Az ¢16 sejtekben eléforduld aktin struktirdkat morfologiajuk és a sejten beliili
elhelyezkedésiik alapjan csoportosithatjuk. Az eltérd aktin képletek a sejt kiilonbozo
funkcidiban jatszanak szerepet. Szamos megfigyelés utal arra, hogy az egyes
képleteket alkotd aktin filamentumok mas és mas fehérjékkel vannak kapcsolatban
(26,27). A munkank eredményei alapjan felallitott hipotézis szerint a forminok
kotodéstik révén képesek megvaltoztatni az aktin filamentumok konformacios
allapotat. A forminok kotdédésének hatasdra modosult konformacios allapotba kertilt
aktin filamentumoknak az egyes aktin-kotd fehérjékhez vald affinitdsuk megnd, mas
fehérjék kotésére mutatott affinitasuk lecsokken a modositatlan filamentumok
affinitdsdhoz képest. Ezen tulajdonsdguk révén a forminok meghatirozd szerepet
jatszhatnak az aktin és az aktin-k6té fehérjék kozott kialakuld szupramolekuléris
kolesonhatasok szabalyozéasaban.

A jelen munkank soran megalkotott hipotézis altalanos érvényii is lehet a
citoszkeletalis fehérjekomplexek szabalyozasdban. A nukleacids faktorok sajatsaga,
hogy az aktin-k6td fehérjék koziil elséként keriilnek kapcsolatba a keletkezd
filamentumokkal. A forminokkal végzett kisérleteink soran tett megallapitasainkat
altalanositva elképzelhetd, hogy a fehérje komplexek térbeli és idébeli kialakulasanak
szabalyozasaban meghatarozo6 a nukleacids faktorok azon tulajdonsaga, mely szerint
az aktin filamentumokhoz val6 kotésiik révén képesek modositani azok
aktin filamentumok nem pusztdn passziv szalak, hanem aktiv résztvevoként -
informécio tovabbitasara alkalmas szabalyozd csatornaként - vesznek részt a sejtek

miikddése soran végbemend folyamatokban.
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Osszefoglalas
Munkénk soran megallapitottuk, hogy:

= Az mDia fehérjék monomér formaji koézponti FH2 doménje, az aktin
filamentumok szdges végéhez kotddve lassitja a filamentumok polimerizéciojat.

= Az mbDial kozponti FH2 doménjében létrehozott mutacidk vizsgalata soran
tapasztalt funkcidvesztés alapjan az altalunk vizsgalt kozponti FH2 domén
mindkét vége szerepet jatszik az aktin filamentumokkal valdé kolcsonhatés
kialakitdsaban.

* Az FH2 domén amino-termindlisdn taldlhato flexibilis ,linker” régiot is
tartalmazé mDia fragmentumok az aktin polimerizacios folyamatat gyorsitjak 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 dimerizacio, illetve a dimerizacio
1étrejottében alapvetd szerepet jatszo ,linker” régio sziikséges a fehérje in vivo
funkcigjanak a betoltéséhez.

* A dimér mDial-FH2 fragmentum jelenlétében modosulnak az aktin filamentumok
dinamikai tulajdonsagai. A filamentumok szoges végéhez kapcsolodd formin
dimérek alloszterikus kolcsonhatasok révén azok szerkezetét fellazitjak, mig a
filamentumok oldaldhoz kapcsol6do formin dimérek stabilizald hatést fejtenek ki.

* A dimér fragmentum hatdséara flexibilisebb konformacios allapotba kertilt aktin
filamentumok funkcionalis sajatsagai is megvaltoztak:

— csokkent a filamentumok termodinamikai stabilitasa,
— megnétt az aktin ATP4az enzimatikus hasitdsa soran képzddd foszfat
filamentumokro6l valé levalasanak a sebessége,

— valamint modosult a filamentumok kofilinnel valo kdlcsOnhatasa is.
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