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. ROVIDITESEK

Anvag jelolése

Megnevezés

ATP

ADP
akrilamid
AlCl;

AlFy

BeF«

BeSO,
bisz-akrilamid
bromfenolkék
CaCl,
coumassie blue
DMF

EGTA
falloidin
gliikkoz

hexokinaz

jasplakinolid
KCl

MEA

MgCl,
MOPS(NaOH)

NaF

NaN;
PA(G)
pirén
pirén-aktin
SDS

Tm

Tn: TnT, TnC, Tnl

TRIS(HCI)

adenozin-5’-trifoszfat

adenozin-5’-difoszfat

akrilamid, a PAG egyik alkotdja

aluminium klorid

aluminium fluorid ion

BeF,(OH) - H,O és BeF;™ - H,O komplexek egyiittes jeldlése
berillium szulfat

N.,N-metil-bisz-akrilamid, a PAG masik alkotoja
SDS-PAGE-ELFO fehérje szinez6 festékanyaga

kalcium klorid

kék 1elo10 festék gélelektroforézishez

dimetil formamid
etilén-glikol-bisz(B-aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav
falloidin, sejtméreg

B-D(+)-glikdz

hexokinaz, enzimatikus hatasfok:

1 mmol gliikkéz/min, pH 7,6; 25 °C-on

jasplakinolid, sejtméreg

kalium klorid

B-merkaptoetanol (vagy 2-hidroxietil-merkaptan)
magnézium klorid

3-(N-Morfolino)propanszulfid sav + NaOH;

pH 6,5-7,9 ApK,/°C: -0,006

natrium fluorid

natrium azid

poliakrimalid (gél), az elektroforézis futtatokdzege
N-(1-pirén)-jodoacetamid, fluorofor jelold

pirén fluoroforral jelolt aktin

natrium-dodecilszulfat
tropomiozin (a T,,: *olvadasi hémérséklet’-et jelent!)
troponin-komplex; tropomiozin-, Ca®"-k6t6 és inhibitor alegységek
Tris-(hidroximetil)-aminometan + HCI;

pH 7,0-9,0 ApK,/°C: -0,031
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Az aktin preparalasat és kornyezeti feltételeit tekintve az alabbi roviditések fordulhatnak elo

(sorrendben):

o . nukleotid | szoveti | mono-
toxin kotés | kation i izoforma .
(analog) eredet /polimer
ATP G
falloidin- Mg>* | ADP-P; | vazizom
(monomer)
ADP a (alfa) aktin
F-
jasplakinolid- | Ca®" | BeF,'ADP | szivizom
(filamentum)
AlF4ADP

A vastagitassal kiemeltek az altalanosabb, illetve az altalunk tobbszor vizsgalt formak.

Tovabbi roviditések:

ABP: aktinkoto fehérjékkel (angol: ,,actin-binding protein”)

DSC: differencialis pasztazé kalorimetria, (angol: ,,differencial scanning calorimetry’)

DNaéz I: dezoxi-ribonukleaz I, a DNS-t polinukleotidokra hasité enzim

FRET: Forster-tipusu rezonancia energia transzfer

kDa: kilodalton, molekulatomeg mértékegysége

PDB: fehérje adatbazis (angol: ,,Protein Data Base”, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

Tm: a fehérje denaturdlodasanak homérséklete, (angol: ,,melting temperature’)

Szinonimak:

pozitiv- / szakallas- / gyorsan ndvekvo- / feji — vég
negativ- / hegyes- / depolimerizalo- / farki — vég
vazizom- / szkeletélis- eredeti aktin

szivizom- / kardialis- eredetli aktin

a-helikalis / jobbmenetes spiradl — szerkezet
balmenetes- / genetikus spiral — szerkezet
kétértékii- / bivalens — kation

a.u. / m.e.: ,,arbitrary unit” / tetszleges egység (grafikonoknal)
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Kiihne volt az elsé kutato, aki fehérjét preparalt izomszovetbdl még a XIX. szdzad
végén, azonban 6 még nem volt tisztaban annak funkcidjaval és jelentdségével. Engelhardt' és
kutatocsoportja a miozin felfedezdje és egyben névadoja, 0k nyual vazizombol preparaltak az
addig ismeretlen fehérjét. Az 6 modszeriikkel 1étrehozhatd preparatumnak a vizsgélata soran
Szent-Gyorgyi Albert és Straub F. Brand ionkoncentracidtol fliggden eltérd viszkozitasa
anyagot kaptak, amelyeket kezdetben miozin-A és miozin-B névvel illettek®. Késébb
megallapitottak, hogy a preparatum nem csak egyféle fehérjét, a miozint, hanem még egy
azzal komplexet képezd fehérjét is tartalmaz. Az utoébbit miozin ATPaz aktivitasat aktivalo

hatdsa miatt (,,activated myosin”) aktinnak nevezték el.

Mar Straub és Feuer is bizonyitotta™ ¥, hogy az aktin monomerek ATP-t kétnek és az
ATP a polimerizaci6o soran ADP-v¢ alakul szervetlen fosztfat (P;) keletkezése mellett, ami az

ATP aktin altali hidroliziséb6l szarmazik.

Az aktin filamentumrol

megismertek alapjan felallitott

modellben — az atomi szinta

térszerkezet ismeretének hia- protomerek

nyaban — a monomereket gom- Bz Faldimban
boknek tekintették és 6sszekap-
csolodasuk eredményeként spi-
ralszertien csavarodott (kettds)

aktin monomerek
(G-aktin)

filamentumot feltételeztek . Ezt
az elméletet tamasztottak ala a
sok technikai problémat felvetd

rontgen-krisztallografidas maod- 1. abra: Az elektronmikroszkopos képek alapjan kialakitott

kettés alfa-hélix szerkezet modellje. A monomerekbdl felépiild

filamentum spiralis szerkezetii.

kisebb felbontasu elektronmik- (forras: http://courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k/
/overheads-1/ch7 muscle-struct.ipg)

szerrel®™®, és az egyszertibb, de

roszkopiaval szerzett ismeretek

(1. abra). A modellben igy szamos pontositas valt lehetové €s egyben kotelezové. Ekkor mar
ismert volt, hogy az aktin monomer két eltérdé nagysagti domént tartalmaz, ezért a filamentum
térszerkezetével kapcsolatos vitak a kisebb és a nagyobb domének filamentum tengelyéhez

viszonyitott elhelyezkedésérdl szoltak a 60-as 70-es években.

Az aktin monomerek kristalyositdsanak problémai miatt rontgen-krisztallografiaval
elészor csak 1981-ben, DNz I-gyel valo egyiittes kristalyositassal sikeriilt a szerkezetet 6 A-
0s felbontassal meghatarozni és egyben alatamasztani a két doménbdl allo aktin strukturanak
az elméletét’. A mai napig kiemelt jelentSségi az 1990-ben 2,8 A-Gs pontossaggal

meghatarozott atomi szintli térszerkezet, amit ny@l vazizombol preparalt aktinrol nyertek'’.
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Ekkorra méar meghataroztidk az aktin monomer térfogatat (40 A - 40 A - 30 A), de a nagy
pontossdgii mérés miatt fény deriilt arra is, hogy a 2 domén tovabb bonthatdé két-két

12 amelyek

aldoménre. Tovabbi szerkezetvizsgalatok is kovetkeztek a 90-es években
lehetoséget adtak mindjart kétféle modell 1étrehozasara. A Holmes és munkatarsai altal
létrehozott modell kisebb moédositasokkal ugyan, de a mai napig inkabb elfogadott, mint a

Lorenz féle modell.

Napjainkban az aktin molekuldhoz kapcsolodo kutatdsok kozéppontjaban inkabb az
aktin mas aktink6té fehérjékkel (ABP: ,,actin-binding protein™) valo kolcsonhatasa'? illetve a
aktin alapu sejtszerkezet valtozasanak és szabalyozasdnak megismerése all. E mellett azonban
nem feledkezhetiink meg arrdl, hogy szdmos informécid rejlik még az egyes aktin izoformak
¢és a beldliik felépiild filamentum szerkezetének és miitkodésének Gsszehasonlitasdban. Ilyen
szempontbol jelen dolgozat kiegészitdje az intézetiinkben folyd korabbi munkaknak. Ez az

1'*1% valé kolesonhatds mélyebb

aktinhoz kapcsolodd legfontosabb fehérjével, a miozinna
megértését is segiti'” '*. A dolgozat megértését segité tovabbi intézeti eredmények az adott

fejezetekben szerepelnek.
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IV. IRODALMI ATTEKINTES

Mind torténelmi, mind tartalmi okok miatt a miozin — mint az egyik legfontosabb

aktinhoz k6tddé molekula — ismertetése az irodalmi bevezetd elején térténik meg.

IV.1. A miozin molekula jellemzdi

A miozin szupercsaladot jelenleg tobb, mint 24 osztalyba soroljak, melyek a kiilonb6zo
feladatokra specializalt és ennek megfeleléen szekvencidlisan kissé eltéré6 miozinokat
kiilonitik el és rendezik csoportokba. Az eltérések elsOsorban a helikalis farki régioban,

valamint a csukloé mozgasra, azaz az erékifejtésre képes nyaki régioban tapasztalhatok'.

A miozinnak e népes ¢és szertedgazd funkcioji fehérje-csaladjabol a miozin Il-es
(tovabbiakban: miozin) molekula megtalalhaté minden allati sejtben. Szamos sejtfunkcidban
vesz részt, mint pl. citoplazma &ramlds, valamint az izommozgast segitd kontrakcios
mechanizmusban betdltétt szerep”’. Ezen funkciok elvégzésében az aktinhoz valo specialis
kotése alapvetd jelentdségli. ATP hidrolizisébdl szarmaztatva az energiat, a miozin képes

elmozditani az aktin filamentumot a hosszanti tengelye mentén.

A miozin molekula geometriailag aszimmetrikus a hosszikas, csavart farki rész (,,rod”)
¢s a kompaktabb feji rész (,,head”) miatt. A farki rész segiti a miozin molekulak kotegekké
Osszekapaszkodasat, igy jon létre a vastag filamentum. A feji rész a mozgashoz sziikséges
aktint- és ATP-t koto régiokat tartalmazza, mig a farki részben példaul regulacids szakaszok
talalhatok (2. abra, A).

N-termindlis =

csavart-csavar (coiled coil) szerkezet kinny( IAncok « | f miozin {myosin) ffl::?}\

e fosene o EIRIEE D TR <o

2nmra . i EEEEEEERE %’%SME%
¢ -]
C-terminalis miozin farok (tail) {neck) nyaki régié” e tripszin /4

‘ 150 nm k
konny {light) meromiozin (‘g;h
o

Ceeceesessss + BV

| &
nehéz (heavy) i

meromiozin (HM M)

B
L
Sdf

oo & S
E sz ‘@
&

2. abra: A miozin molekula. A) A miozin molekula és azok altal (kotegekké Osszekapcsolodva) kialakitott
vastag filamentum szerkezeti modellje a fontosabb régiok megnevezésével. B) A miozinbdl kiilonbozo
proteolitikus hasitassal nyerhetd részletek. Vizsgalataink soran a miozin szubfragmentum 1-et (S1) hasznaltuk.

(forras: A.) http://www.sci.u-szeged.hu/zoolcell/sbea/Figs/ és B.) http://courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k/

overheads-1/ch7_muscle-struct.jpg)
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A kb. 500 kDa tomegli miozin molekula hat polipeptid lancbol all 6ssze: két nehézidanc
(,,heavy chain”) és négy konnyiilanc (,,light chain”). A két nehéz lanc kettds hélix szerkezetet
mutat, amelyek egyik véglikon kialakitjak a feji végre jellemz6 globularis alakot. Ezekhez az
un. miozin fejekhez kapcsolodnak a konnytilancok; fejenként ketté-kettd. Csirke miozin I-es
szubfragmentumanak (S1, lasd késdbb) szerkezetét hataroztak meg el0szor atomi szinten
rontgendiffrakciés modszerrel’', ami alapjan késébb megallapitottak, hogy funkcionalisan két
doménbdl: a motor- és a regulaciés doménekbdl all. Az eldbbi tartalmazza az aktin- és az
ATP-koto/hasitdo helyet, mig az utébbi a motor domént a miozin raddal Osszekotd 2

konnytilancot és a nehézlanc egy részét foglalja magéba.

Enzimatikus emésztéssel ez az Osszetett szerkezet megbonthaté (2. abra, B). Ha a-
akkor S7 (,subfragmentum 17) ¢és S2

(,,subfragmentum 2”) fragmensekre bonthatd a miozin molekula nehéz meromiozin (HMM)

kimotripszint alkalmazunk az emésztéshez,

egysége. Az S1 — mint oldhato, ~120 kDa tomegii proteolitikus fragmentum — fontos
vizsgalataink szempontjabol, ugyanis képes az aktinhoz kotddni és rendelkezik ATPaz

aktivitassal’> %

. Az egész miozin mole-kuldbol a feji vég és azon beliil is az Gn. S1
tartalmazza az erdkifejtés szempontjabodl fontos régiokat. Ugyan az S1 tovabb hasithato egy
motor doménre ¢és egy nyaki doménre, azonban a motor domén ATPéaz aktivitdsa ellenére

huzoéers kifejtésére nem képes™ .

Egy miozin molekula két S1-et tartalmaz, azaz két feji résszel tudja kotni az aktin
filamentum protomerjeit. A miikkoddképes egyfejli miozin felfedezése utan kideriilt, hogy a
két fej megléte nem sziikséges, de energia szemponti hatékonysagnoveld szerepet, illetve a
fejek egymasra hatasa révén szabalyozasi szerepet tulajdonithatunk neki®®.

IV.2. Az akto-miozin komplex mikoddési ciklusa

Az izommukodés szempontjabol Kp
az aktin és a miozin egyik legfontosabb M+D % M-D

tulajdonsaga, hogy képesek egymassal

specifikus kotést 1étrehozni, igy jon Ka Kpa
létre az Gn. akto-miozin komplex. Az
izommiikodés soran a két komponens A'M -——> A-M-D

. o Kap
térbeli helyzetének valtozasat a “sliding

filaments™ elmélet irja le*” 2. Miikodés
kozben a komponensek egymashoz
kotodnek, illetve szétvalnak és ez a
fizikai mechanizmus ciklikusan ismét-

16dik (1. séma)™ . A kiilonbozé

1. séma: Az aktin és miozin kapcsolatanak erésen
koto allapotaira vonatkozé egyensilyi viszonyai.

M: miozin, D: ADP, A: aktin, a ponttal elvalasztott

egységek az adott molekuldk komplex, azaz
egymashoz kotott allapotat jelzik. Az egyes
lépésekhez  tartozé  affinitdsi  értékek  (K)
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IRODALMI ATTEKINTES Az akto-miozin komplex mitkdési ciklusa

kotési allapotokban a miozin mas-mas nukleotidot (ATP ill. ADP) kot és az aktin
filamentummal — a nukleotid allapotnak megfeleléen — mas-mas kapcsolatot 1étesit. ATP-t
koto allapotban a miozin fej és az aktin kapcsolodéasa gatolt, majd a gyors hidrolizis hatasara a
miozin fej (ADP-P; éllapot) kezdetben kis affinitassal kotddik az aktin filamentumhoz (3.

abra).

aktin filamenturn

vég

A rigor allapot

B ATPkstés

miozin
vastag filamentum

D Pidisszociacié

3. abra: Az akto-miozin komplex fiziko-kémiai ciklusanak sémaja: mely a vékony- és vastag

filamentumok egymas melletti elcsiszasanak alapjat képezi.

(forras: http://www.sci.u-szeged.hu/zoolcell/sbea/Figs/slidfil.gif)

A hidrolizisbdl szarmazé energia a miozin fejnek nyaki, vagy szabalyozé doménjében lasst
konformacidvaltozast idéz el és az akto-miozin komplexet az erdsen kotd (nagy affinitast)
allapotba juttatja (A-M-D). A , swinging lever arm™ elmélet szerint ez alatt a nyaki régioban
végbemend konformacidvaltozas hatasara erdt fejt ki a miozin €s a két filamentum egymashoz
képest elcstiszik™. Ezek utan a szervetlen foszfat, majd az ADP is disszocial a miozin fejrél
mikdzben a komplex erdsen kotd allapotban marad (A-M). Ez az éllapot csak egy ujabb ATP
kotésének hatdsdra modosul, ami a miozin aktinhoz valo6 affinitdsat csokkenti, azaz a komplex
szétvalasdhoz vezet. Ezek a fiziko-kémiai allapotok a vékony ¢és vastag filamentumrendszer
mitkodésének alapjat képezé ismétlédé korfolyamat fobb 1épéseit hatirozzak meg®.

(6sszefoglalo irodalom™ ).

" A swinging lever arm (csukl emelSkar) elmélet a swinging crossbridge (csukld kereszthid) elmélet

tovabbfejlesztett valtozata. Lasd még a 31. és 32. cikkekben.
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IRODALMI ATTEKINTES Az aktin molekula tulajdonsagai

A nagy affinitdsu kotd allapotot rigor allapotnak is nevezziik, mert a hullamerevség
(rigor mortis) alatt is ilyen allapotba keriil a komplex. Ekkor a miozin fej nem képes eleresz-

teni az aktin filamentumot ATP hidnyaban ¢€s ezéltal az izmokat allandé merevségben tartja.

IV.3. Az aktin molekula tulajdonsagai

A természetben fellelhetd aktin izoformak az aminosav-sorrendjiiket tekintve
nagymértékii hasonlosagot mutatnak. A sejtszerkezet és szamos sejtmiikodés alapvetd épitd és
funkciondlis egysége az eukaridta sejtekben, igy példaul alapvetd feladata a sejten beliili
transzportfolyamatokban, a sejtmozgasokban, az endo- ¢€s exocitozis folyamataban, a
fagocitozisban és a citokinézisben valo aktiv résztvétel®. A sejtmozgasok kozil a
lamellipodium, filopodium képzéséért, az intracellularis transzportfolyamatok esetén egyes

vezikulumok mozgatasaért felelés® .

A mikrofilamentalis halozat alapjat képez6 aktin halozat szerkezetileg és dinamikailag
adaptalédik a kiilonbozo strukturalis és funkcionalis elvarasokhoz. A mikrotubulusokkal és
intermedier filamentumokkal kozosen alkotjak a citoszkeletalis rendszer harmasan Osszetett
egységét. Ugyan a sejtszerkezetet tobbnyire statikusnak képzeljiik, valojaban a folytonosan
valtozo aktin filamentum polimerizacioés-depolimerizaciés dinamikdja szamos sejtfo-
lyamatban tolt be fontos szerepet. A mikrofilamentalis szerkezet létrejottében, az aktin
filamentumok kialakulasdnak helyét, idejét, iranyultsdgat, a halozat bonyolultsdganak

mértékét és még sok jellemzojét szamos aktinkotd fehérje szabalyozza.

Az aktin monomer 42,3 kDa
molekulatdmegli  globularis  fehérje®,
ami szerkezetileg két doménre és domé-
nenként tovabbi két-két szubdoménre
oszthatd. A kisebbik domén tartalmazza
az 1-144 (N-terminalis) és 338-375 (C-
terminalis), mig a nagyobb domén a koz-
tes, 145-337 peptidszakaszt. A két do-
mén kozott talalhatdo hasadékban helyez-
kednek el a kation- és a nukleotid-kotd
helyek'®. A kotott kation és a nukleotid

mindsége erdteljesen befolyasolja a mo-

nomerek polimerizacios és a filamentum 4. abra: A globularis aktin monomer (jobb) és a
depolimerizacios sebességét. Az aktin filamentum (bal) térbeli szerkezete. A kis domén
monomer ¢és a filamentum is érzékeny a az 1-2 (kék), a nagy domén a 3-4 aldoméneket
mikrokornyezete fiziko-kémiai tulajdon- (rézsaszin) tartalmazza. Protein Data Bank koéd:
sagaira, amik koziil mi a kotott kation IATN (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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IRODALMI ATTEKINTES Az aktin filamentum tulajdonsagai

mindségének, a pH-nak, az ionerdsség-nek ¢és a nukleotidoknak a hatasat vizsgaltuk

elsOsorban.

A két domén mérete és tomege kis mértékben eltér, emiatt kis (1-es és 2-es szubdomén)
¢és nagy (3-as €s 4-es szubdomén) doméneknek nevezték el ezeket (4. dbra). Az 1-es aldomén
tartalmazza mind a C-, mind az N-terminalis végek kb. 30-30 aminosavjat. A domének Ossze-
kottetését két polipeptid-szakasz biztositja (144-155 és 331-338 aminosavak); ezt a szakaszt
csuklopant (ang.: ,,hinge-") régionak nevezik, ami lehetdvé teszi a két domén egymashoz vi-
szonyitott helyzetének valtoz(tat)asat. A molekula ennek kdszonhetden nyitott- és zart szerke-
zetet tud kialakitani a kotott nukleotidtol fiiggden. A kotott kétértékli kation fiziologiasan a
Mg*"-ion*', ami a nukleotiddal egyiitt kotddik az aktinhoz. A nukleotid-k6té helyhez ATP,
vagy annak hidrolizise soran keletkez6 termékei, az ADP-P;, illetve az ADP kotddik.

IV.4. Az aktin filamentum tulajdonsagai

Az aktin molekula in vivo és in vitro koriilmények kozotti eléforduldsi formai a
globularis monomer (G-aktin) és a filamentalis (F-aktin) homopolimer, ami a monomerek
Osszekapcsolodasaval alakul ki. Az elsé filamentum-szerkezeti vizsgalatok elektron-
mikroszkopiaval késziiltek®. Ezek és a tovabbi vizsgalatok alapjan a filamentum szerkezetét
¢és kialakulésat illetéen tobb elmélet keletkezett, melyek kozds eleme a ténylegesen kialakulo

12 nm széles kettds spiral szerkezet™.

A kialakult spiral tekinthetd ugy, mint egy balmenetes hélix, illetve genetikus hélix, ahol
a periodus 2,75 nmé, ¢s monomerrdl monomerre vald oldalvaltast és beépiilést feltételez,
166°-0s monomerenkénti szdgelfordulassal. A Holmes-i modell alapjan felfoghat6 azonban
két protofilamentum 6sszekapaszkodasabol szarmazo jobbmenetes (a-) hélixnek is, ahol 13

monomer adja a 72 nm-es menetemelkedés periédusat™®.

A fiziko-kémiai koriilmények meghatarozzak az aktin monomerek disszociacios- (kqp)
¢€s asszociacios (k,,) sebességi allandgjat, valamint az aktin filamentumba beépiilt molekulak
mellett mindig eléforduld és azzal kémiai egyensulyt fenntartdé monomerek mennyiségét is. A
~ koilkon). Ezt megfogalmazhatjuk ugy is, hogy ennél kisebb aktin koncentraciok esetén az
aktin az adott koriilmények kozott nem polimerizadl. A kritikus koncentracio értéke
vézizombol preparalt magnézium-aktin esetén 100 nM**. Ezt az értéket befolyasolja szamos
kornyezeti feltétel, mint példaul az aktin molekula, illetve kornyezetének ion- és nukleotid-
tartalma, valamint az aktin-koto fehérjék (ABP).

¥ Kritikus koncentracio; angol: ,.critical concentration”; roviditése a késébbiekben: cc
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IRODALMI ATTEKINTES Aktin izoformak

Az aktin filamentumba beépiill6 monomerekben (protomer**) a 3-as ¢és 4-es
szubdomének a filamentum tengelye, azaz belseje felé¢ mutatnak, mig a masik két szubdomén
inkabb a filamentum kiils§ felét képezi®* *°, meghatarozva az aktin-koté fehérjék szamara a
reakcio-képes felszint. Tovabbi iranyultsagi informaciét jelent az, hogy a 2-es és 4-es
szubdomének a filamentum hegyes, mig az 1l-es és 3-as szubdomének a szakallas vég

irdnyaban helyezkednek el.

A filamentum szerkezetét ¢s muikodését bonyolultabbd teszi, hogy a protomerek
térszerkezete ¢és a kotott nukleotidok eltérése miatt a két vég nem azonos. Meg-
kiilonboztetiink tehat egy pozitiv- €s egy negativ véget, amelyeket a miozin fejekkel dekoralt
aktin filamentumok negativ festéssel készitett elektronmikroszkdpos képe alapjan neveztek el.
A filamentum egyik végét ennek megfeleléen szakallas- (,,barbed end”) mig a masikat
szdges- (,,pointed end”) végnek is nevezziik® — a nyilvesszé megfelel$ végeire hasonlitd akto-

miozin komplex kinézete miatt.

Korabbi feltételezések szerint a protomerek kozotti kotéserdsséget — mindkét irdnyban —
a hozzajuk koétott nukleotid mindségétdl fiiggetlennek hitték*, még az ADP-P; allapotban is*’.
Ez a feltételezés mind az irany-, mind a nukleotid-fiiggetlenség szempontjabdl helytelennek
bizonyult. A filamentum hossztengelye iranyaban a protomerek k6zotti kolcsonhatas erdsebb,
mint keresztiranyban (Holmes modell, lasd feljebb), de a keresztkotések szerepe szintén

fontos a filamentum stabilitasanak kialakitasaban.

A filamentumba beépiilt monomerek némi mozgastérrel rendelkeznek, mely a
protomerek filamentum-tengely koriili forgasaban, sajat tengely koriili billegésben, vagy
rotacioban és a monomerek filamentum-tengelytdl mért tavolsaganak dinamikus valtozasaban
nyilvanul meg. Ezen mozgéasoknak szerepet tulajdonitanak az aktin filamentum aktinkotd
fehérjékkel valo kolcsonhatdsaban, ezek koziil is elsdsorban a miozinnal val6 interakcidjaban

és az azon alapulo citoszkeletalis mozgasokban®.

IVV.5. Aktin izoformak

Az aktinnak ugyan tobb mint 100 egyedi szekvencidju formaja létezik, azonban ezek
koziil a térszerkezeti, illetve funkciondlis izoformak kiemelkedd homoldgidja mellett a
kiilonbozd ¢élélényekben eldforduld azonos izoformak erds szekvencialis konzervativizmusa
figyelemre mélto (90-100%)*. Meglepé tény, hogy a gerincesek kiilonboz6 szoveteiben
expresszalodd izoformak kozott olykor nagyobb az eltérés, mint kiilonb6zd gerinces fajok
azonos izoformai kozott (lasd: Fliggelék). A konzervativizmus oka valoszintlileg az evolicios

s

szerkezetli/dinamikaji molekula (gén) tovabborokitését engedték meg. Ennek kovetkezmé-

" Protomernek nevezziik a filamentumba mér beépiilt aktin monomert.
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nyeként, az adott feladatra specializdlodas miatt, egy-egy izoforma ¢lettani folyamatokbol
valo kiesése elvaltozasokat, illetve hianyos mukodést, esetleg a kapcsolodd funkcio teljes

kiesését okozza, ami tdbbnyire végzetes az élélény szamara®™ *

. A nem-, vagy csak
szemikonzervativ aminosavak nem feltétleniil szerep nélkiili poziciokat jeldlnek, s6t szamos
csoportban az aminosavcserének igenis fontos funkciot tulajdonithatunk az eltérd feladatok
ellatasaban. Tehat a létezd izoformak nem csak ,.¢életképes” mutaciok, hanem célspecifikus
eszk6zok, melyek egyiittes jelenléte €s Osszehangolt munkdja sziikséges a sejt-, szovet-,

szervfunkciok megfelel6 ellatisahoz™.

Az emldsokben eléforduld aktin 6 izoformdja kétdimenzids gélelektroforézises

elvalasztas alapjan 3 csoportba sorolhatd, amelyek izoelektromos pontjukban'’ eltérést

mutatnak (ou: pI = 5,40, B: pI = 5,42, v: pI = 5,44)'. Az aktin izoformak leginkabb a fehérje
N-terminalis végén talalhatdé aminosavak koziil néhanyban térnek el egymastol. A hat
izoforma koziil a B-izoforma a nem-izom sejtekben, a y1- altalanosan a citoplazméban és a y2-
a bélfal simaizom izomsejtekben taldlhato meg, az a- izoformak pedig az izomsejtek 6

izoformai. Ezen izoformak funkcionalis és szerkezeti 6sszehasonlitdsa a mai napig nem teljes.

Az a izoforma 375 aminosavat tartalmaz ¢€s a teljes aktin molekulacsalad mérete 367-
380 aminosav kozott valtozik. Az aktint kodold gén az evolicid soran szinte valtozatlan
formaban maradt fenn. A nagyfoktl konzervativizmusnak koszonhetéen az eukariotakban
megtalalhato aktin izoformak kozotti hasonldsag az aminosav Osszetétel szintjén minimum
85%.

Az a-izoformak kozott is megkiilonboztetiink vazizom- (szkeletalis-) és szivizom
(kardialis-) a-aktin izoformékat, melyek az anatomiailag és élettanilag megkiilonboztetett

(harantcsikolt-) vazizomban, illetve szivizomban fordulnak eld.

Az elsoként feltérképezett aktin szekvencia Elzinga ¢és csoportja munkajanak
eredménye, akik meghataroztak a nyul vazizmabél kinyert molekula primer szerkezetét™.

Szintén 6k hataroztak meg a szivizom o-aktin izoforma aminosav-szekvenciajat*>.

A vazizom-a-aktin a leginkabb kutatott és ezaltal a legjobban ismert izoforma, csak 4
aminosavban tér el a szivizom-o-aktin izoformatol*™ > >*. Ezek a Met299Leu és Thr360Ser
cserét, valamint két — sorrendjiikben — felcserélt aminosavat jelentenek a 4. és 5. aminosavak
helyén: Glu*Asp® — Asp*Glu’ (lasd: Fiiggelék; 71. oldal)™. Nagymértékii szerkezeti és fiziko-
kémiai hasonlésaguk ellenére az aktin molekuldk funkcionalisan ¢és termodinamikai
stabilitasuk terén eltérést mutatnak®® °’. Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy az eltérd

izoformaknak funkcionalisan eltér élettani szerep tulajdonithaté™® >*°.

" Izoelektromos pont (pI): az a pH érték, ahol a fehérje Ossztoltése nulla. A semlegesség miatt a

gélelektroforézis soran az adott pontrdl a molekula mar nem mozog tovabb.
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IV.6. A sziv és a vazizom szovetek osszehasonlitasa

A vézizomban a tobb sejt Osszeolvadasaval 1étrejové izomrostok nem dgaznak el,
hosszuk a mm-estdl a tobb cm-es tartomanyba esik. Hatarozott harantcsikolatot mutat a
szerkezetlik. Minden rostot egy plazmalemmabdl allo, un. szarkolemma vesz koriil. Ez a rész
tartalmazza a motoros véglemezeket, ami a szovetet behdloz6 idegsejtek axonjainak
beagyazodasi és szinaptikus kapcsolati helye. Szintén itt taldlhatdak a Ca*"-ionokat
felhalmozo, majd azt idegi ingeriilet hatasdra a sejtplazméba iirit0 endoplazmatikus

retikulumok, valamint szdmos mas funkcioju sejtszervecske.

A szivizom eltér mind a sima-, mind a harantcsikolt vazizom szovettol, de kozelebb all
szerkezetileg az utobbihoz. A kiilonbség az eltérd erdkifejtési forméanak ¢és mdas-mas
elvarasokhoz vald adaptacionak koszonhetd. A vazizom gyors, ritkan ismétlodd, nagy erejii
Osszehuzodasokat hozhat 1étre; a szivizom ugyan szintén nagy erejii, de viszonylag lassabb
erokifejtésti, €s ugyanakkor rendszeres munkat végzo izomszovet. A szovetben az izomsejtek
nem képeznek tobbmagvl rostokat, valamint gyakran elagaznak. A vazizomtdl eltérden a
szivizom miikodését nem a motoros, hanem a vegetativ idegek szabalyozzak. Mig a
szkeletalis izmok motoros beidegzddése révén akar az izomnak csak egyes részegységei
(néhany izomrost) is ingerelhetdk, addig a szivizomzat ,mindent vagy semmit” elven
mikoédve huzoédik Ossze. Ennek oka az, hogy a szorosan 6sszekapcsolddo sejtek kozott
kiemelkedden nagyszamu (,,gap-junction”) kapcsolat all fenn. Az ezaltal kialakuldé gyors

ingeriiletvezetés miatt a szivizom szdvetet funkcionalis szinciciumnak nevezziik.

A két izomszovet sejtjeiben az egyes aktin izoformak nem egyforma mértékben vannak
jelen. A vazizomban csak a vazizom-o-aktin izoforma taldlhaté meg, mig a szivizomban a
szivizom-a-aktin izoforma is jelen van. Szamos korabbi vizsgalat kimutatta, hogy a szivben a
vézizom- és szivizom izoformék mennyiségének aranya koriilbeliil 1:4 **®'. Ett§l az értéktél
valo eltérést mind az életkor, mind sziv-, illetve érrendszeri betegségek, vagy barmilyen okbol

megnovekedett vérkeringési terhelés egyarant okozhat.

Kizarolagosan sziv-a-aktin izoformat tartalmazd aceton forgéacsot (szivizombol) nem
lehet késziteni, ezért a méréseink tobbségénél az izoformak elnevezés helyett a szivizom- és

vazizom eredetii aktin megnevezés a helyes.

IV.7. Az izommuikodés alapjai

Magasabb szervezddési szintet képviseld, tobbsejtli allatoknal az aktin és a hozza
kapcsolodo fehérjék specidlis szerkezetet kialakitva lehetdvé teszik az €161ény mozgésat (vaz-
izom). A vazizom altal megvaldsitott mozgasok szerkezeti egysége a szarkomer, amely a
fénymikroszkopos technikakkal felismert harantcsikolatot mutatd izomszovet anatomiai egy-

sége is egyben. A harantcsikolt izomsejt felépitésére jellemzd, hogy mioblasztok asszoci-
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aci0jabol alakul ki. Az igy 1étrejovo soksejtmagva szincicium (illetve plazmodium) térfogata-
nak nagy részét a kétféle filamentalis rendszerbdl, a foként aktint tartalmazé Gn. vékony fila-

mentumbdl és a miozint tartalmazo un. vastag filamentumokbdl all6 miofibrillumok teszik ki.

miofibrillum

5. dbra: Az izom anatémiai- és élettani felépitése:
(A) faziskontraszt mikroszkopos képalkotas alapjan. (B) relaxalt (C) kontrahalt allapotu
szarkomerek. (forras: http://www.hik.hu/tankonyvtar/site/books/b107/ch02s03s01.html)

E kétféle filamentumrendszer tagjai egymassal parhuzamosan elrendezédve képezik a
jol felismerheté csikokat, amelyek a filamentumok, illetve a miofibrillumok tengelyére
merdlegesen jelennek meg. A csikozottsag kialakulasaért elsésorban a kétféle filamentum
eltéré torésmutatdja, valamint a filamentumok egyes részeken vald atfedése felelds. Az
egyszeresen toré szakasz (izotrop, I csik) csak vékony filamentumot (dontéen aktint), a
kétszeresen tord szakasz (anizotrop, A csik) a két filamentum-tipust atfedéssel, a H csik pedig
csak a vastag filamentumokat (miozint) tartalmazza. Megkiilonboztetjiik még a Z lemezt,
amely a szarkomerek hatarat és az M csikot, ami a vastag filamentum miozinfejeket nem

tartalmazo részét jelzi (5. abra).

Viszonylag koran felismert¢k a kutatok azt, hogy az izomkontrakcidhoz mindkét
filamentum egylittes jelenléte sziikséges. A felismert szerkezethez tartozo, a mai napig

rom

elfogadott miikodési modellt azonban csak az izomvizsgéalatok megkezdése utan joval késobb,
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1954-ben irtak 1e** 2. A Wliding filaments”, azaz ,,csuszo filamentumok™ elmélet szerint
izomkontrakcid esetén az aktint tartalmazd vékony- és a miozint tartalmazo vastag
filamentumok egymas mellett elcstiisznak®” **. fgy teszik lehetévé a szarkomer(ek) és ezéltal
az izomsejtek Osszehuzodasat anélkiil, hogy az egyes filamentumok hossza valtozna. Az

elcsuszas eredménye erdkifejtés, és/vagy elmozdulés lehet.

Nyugalmi allapotti izomszovetben a két filamentum csak kismértékben fedi at egymast,
majd az Osszehtizddas sordn a két filamentum egymas mellett parhuzamosan elcsuszva és
egyben novelve az atfedést csokkentik a két vékonyfilamentum koteg végéhez kapcsolodo Z-
lemezek tavolsagat. Sok szarkomer egyidejii Osszehtizoddsa makroszkopikus izomdssze-

htzoédast eredményezhet.

Az erdkifejtés energiat igényel, amit a rendelkezésre all6 nagyenergidju molekulak
(ATP, kreatinfoszfat, glikogén) hidrolizise biztosit. Az izommilkodés elsoddleges
energiaforrasa az ATP. Ugyan az aktin is hidrolizal ATP-t mik6zben polimerizal, de ATPaz
aktivitdsanak nem tulajdonitunk jelentdséget az erdkifejtés szempontjabol, vagyis az akto-
miozin komplex fiziko-kémiai ciklusdban és a munkavégzésben csak a miozin ATP bontasa
fontos. Nem feledkezhetiink meg azonban az (4ltalunk is vizsgélt) ATP-, illetve ADP-G
aktinbol polimerizalt filamentumok eltérd tulajdonsagain alapulod — feltételezhetéen — eltérd
affinitast mutatd miozinrdl, és ebbdl kiindulva az eltér6 hatékonysadghi akto-miozin
komplexrél. Ez az eltérés azonban az aktin filamentum el6életével és nem az akto-miozin

komplex kémiai ciklusaval kapcsolatos.

Az izommiikodésben az aktin és a miozin mellett szdmos mas fehérje (tropomiozin,
troponin-komplex, titin) is részt vallal, de a filamentumok egymas melletti elcsuszasat, illetve

az azt segit6 ,,megkapaszkodast” e két molekula sztereospecifikus kitése teszi lehetové.

IV.8. Az izommikodeés szabalyozasa

In vitro vizsgalataink soran sem tropomiozin (Tm) sem troponin (Tn)-komplex nem volt
jelen az oldatokban, tehat azok befolydsold hatasa nem bonyolitotta a mérési eredmények
kiértékelését, de mégis fontos a szerepiik emlitése. A harantcsikolt izomban a kontrakcid
szabalyozasa fOleg az aktin filamentum hozzaférhetéségének szabalyozasan keresztiil
torténik. Az aktin filamentum a tropomiozinnal és troponin-komplexszel egyiitt alkotja a

vékony filamentumot ( 6. abra).

A Tn-komplex harom alegységbdl all: 7T, I és C. Az els6é az aktin és a 7m egymashoz
viszonyitott helyzetét hatarozza meg, 6sszekotd kapcsot képezve kozottik. A Tnl alegység
inhibitor funkcidja miatt kapta elnevezését; feladata Ca’"-ionok hianya esetén a miozin aktin
filamentumhoz vald kotédésének kozvetett gatlasa. A Ca’'-ionok jelenlétét érzékeli a

harmadik, kalmodulin tipust kalcium kotd fehérjecsaladba tartoz6 TnC alegység.
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A Tm egy homo- vagy heterodimerbdl felépiiloé jobbmenetes spiralt (alfa hélix) képezo
,coiled-coil” szerkezetli fehérje*> ®, ami az aktin spiralis filamentuma koré tekeredik és 7
aktin protomert fed le. Elhelyezkedése sokmindentdl fiigg, de pontos fekvését elsésorban a
Tn-komplex hatarozza meg.

troponin iozinksts-hel Ca-indukalta Trm
akitiii komplex a miczinkoto-helyst elmozdulas,
szabad kitdhely

—— T wropormiozin blokkolé Trm
cT

-aktin -, pglr

.

Ca* ‘}

A B

6. abra: A vékony filamentum felépitése és szabalyozo szerepe. Az aktin- (vékony-) és miozin- (vastag-)
filamentumok kapcsolodasanak szabalyozasat a troponin-komplex és a tropomiozin végzi. (forras:

http://www.sci.u-szeged.hu/zoolcell/sbea/Figs/tropomio.gif)

A McKillop és Geeves altal kialakitott® | haromallapoti dinamikus térbeli modell”
alapjan a Tm harom poziciot vehet fel: a) blokkolt, b) zart és c) nyitott™. A Ca’" hatasara
modosuld Tn-komplex a tropomiozin helyzetét megvaltoztatva teszi hozzaférhetdvé a miozin

fejek szamara az aktin filamentum felszinét™> .

A teljesség igénye nélkiil megemlitem, hogy a Ca®"-ion koncentracié is erés kontroll a-
latt 4ll. A szabalyozo az izomszdvetet behalozé idegvégzodéseken keresztiil érkezd akcids po-

tencial, ami a sejtorganellumban felhalmozott Ca**-ion készlet sejtplazmaba iiritését valtja ki.

IV.9. Aktin polimerizacio — a filamentum kialakulasa

A filamentum kialakuldsa harom 6 1épésre oszthatd (7. abra). Az els6 1épés a lassabb

folyamat €és igy ez a polimerizacio A

gyorsasaganak f0 meghatarozdja a

1.) nukledcio, azaz a monomerek egyensuly

(steady-state)

Osszekapcsolodasa egy magga, ami

az 2.) elongdciot, azaz a meghosz- elongacié

szabbodast teszi lehetové. Ezt koveti (Iog)
a 3.) dinamikus egyensuly altal meg-
nukleacio

(lag)

hatarozott fazis. A nukleusz feltéte-
167’

Polimerizalt aktin
mennyiseg

lezések szerint 2-3 monomerb6l al

-
ido

ami meghatarozza és mar magaban
hordozza a kés6bb kialakuld fila-
7. abra: Aktin polimerizacié 1épései. Nukleacio: ,lag”
fazis; elongaci6: ,log” fazis; egyensuly: ,steady-state”

fazis.
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mentum szerkezetét, igy a tovabbi monomerek mar sokkal gyorsabban képesek a nukleuszhoz

kapcsolddni.

A gyors elongacios folyamatnak két korlatozo tényezdje van, egyrészt a rendelkezésre
all6 monomerek szama, masrészt az a tény, hogy a filamentumhoz nem csak kétédnek, hanem
arrdl le is valnak monomerek. Végeredményben a monomer koncentracio (és egyéb feltételek
kozrejatszasa mellett), valamint a disszocidcids- €s asszociacios fok kovetkeztében kialakul

egy dinamikus egyensuly, amelynek beéllta utan a filamentum hossza nem valtozik.

A filamentumba beépiild €s onnan disszocidlo6 monomerek dinamikaja a filamentum két
végén nem azonos. A filamentum egyik végét szakallas- (,,barbed end”) mig a masikat
szdges- (,pointed end”) végnek is nevezziik®. Az utobbira inkibb a monomerek nettd
levalasa, az elébbire pedig inkabb azok netté kotddése jellemzd, ezért ezt gyorsan névekedd
végnek is nevezik. A hegyes végen a protomerek inkdbb ADP-t, a szakallas végen inkabb
ATP-t, illetve ADP-P;-t kotnek.

Az ATP hidrolizis lassabb lehet (0,02 s7)**7°, mint a szakallas végen mérheté monomer
asszociacios sebesség (2:10° M ), ezért ezen a végen un. ATP (ill. ADP-P;) sapka alakulhat
ki. Ezeket az ATP-telitett végeket jobban kéti a miozin.

A depolimerizacio a polimerizacid, azaz a filamentum felépiilésének ellentétes
folyamata, ami tobbet jelent a mar emlitett egyensulyi folyamat hatasara jelentkezo,
teljesen leépiilhet, monomerekre szétesve. Ezt az eseményt eldidézheti néhany kornyezeti
feltétel nem megfeleld iranyt valtozdsa, de a sejtben inkabb az aktinkotd fehérjék altal

szabalyozott idejli €s mértékii depolimerizacio fordul eld.

IV.10. Kornyezeti paraméterek hatasa

Az izomszovet(ek)bdl preparalt aktin dinamikai és szerkezeti tulajdonsagai a kdrnyezet
eltéré fiziko-kémiai tulajdonsagainak hatdsara jelentdsen megvaltozhatnak. Nagymértéki
flexibilitasbeli és szerkezeti kiillonbségek mutathatok ki egyes esetekben az aktin
monomerekben és filamentumokban egyarant. Az aktin in vivo betoltott szerepében egyarant
fontosak annak statikus és dinamikai tulajdonsagai. Az eldbbi alapvetd fontossagiinak
tekinthetd pl. az aktin filamentumok szerkezetére épiild statikus sejtszerkezeti rendszer
kialakulasdban. A fehérje dinamikai tulajdonsagai, illetve a molekula strukturajanak
megvaltozdsa azonban a sejt mikodésében szintén jelentds szerepet tolt be. A valtozasok
fontosak az izom- ill. sejtmiikddés molekularis szintjén megjelend, a fiziologias és patologias
koriilmények esetén is az aktudlis feladathoz valé alkalmazkodas szempontjabdl —
természetesen az aktin molekula tulajdonsdgai altal meghatarozott hatarok kozott. A

valtozasok, eltérések, hibas miikddések, illetve ezek okdnak megismerése fontos mind az
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orvos-, mind az élettudomanyok szamara.

A nukleotidok szempontjabol, a kotott nukleotid forméanak is meghatarozo szerepe van.
Nem hanyagolhato el azonban a H -ionok koncentracidja sem. Az izomsejtekben a pH értéke
7,2-7,4 kozott valtozik fiziologias koriilmények esetén. Mindségi szempontbdl az ionok
kozott a kétértékii kationok (Ca®" / Mg”") a legjelentSsebbek, de az ionerésséget jelentésen

befolyasold K -ion koncentracioja is fontos.

A kiilonbozoé eredetli és kiilonb6zo izoformaju aktinok egyes tulajdonsagaikban
kiilonbozhetnek, példdul termodinamikai €s mechanikai stabilitasuk, vagy polimerizacios

jellemzdik tekintetében.

IV.10.1. A kationok szerepe

Az aktin képes mind egyértékii, mind kétértékii kationok kotésére*'. A szamos kotShely
koziil a domének kozotti zsebben taldlhatdo egy nagy affinitdsu kation-kotdhely, tovabba

harom kisebb affinitdsu koté-régio is.

A kotott ionok meghatarozzak a molekula fizikai tulajdonsagait, és emiatt a kdrnyezet
jontartalma, az Osszetevék mindsége és mennyisége alapvetd fontossaga’''~*. Az alacsony
affinitasu kotéhelyek nagyjabol azonos mértékben kotik a kiilsnbdz6 bivalens kationokat’™ 7°,
Ezzel szemben a magas affinitasu kétértékii kationt koto hely szelektiv az ionok tekintetében;

7 114 4 . . —+ +
azok kotéserésségi sorrendje: Ca®™ > Mg?™ 4.

Az aktin molekula a sejten beliil fiziologias koriilmények kozott Mg®™-ot kot'’. A
jellemzé ionkoncentraciok a citoplazméaban: Mg®™ — 0,5 mM, Ca’" — 0,1 uM! A sejtben
talalhat6 kalcium és magnézium koncentraciok miatt és méginkabb a jelenlévd, polimerizaciot
befolyasolé aktinkotd fehérjék miatt az egyensuly a Mg”" javara tolodik el. Az in vivo
mérhetd paraméterek egyik esetben sem feltétleniil egyeznek meg az in vitro koriilmények
esetén mért értékekkel, hiszen az aktin-koto fehérjék modosithatjak azokat.

78'80, mint a

A Ca®"-rol megallapitottdk, hogy jobban stabilizalja az aktin monomert
Mg*"-ion, tehat a laboratoriumi vizsgalatok szamara Ca’"-ot kotd formaban allitjak eld az
aktint. Az altalunk is hasznalt aktin preparalasi metodus végeredményeképpen monomer aktin
allithat6 el, mert kritikus koncentracioja Ca®" jelenlétében koriilbeliil 10-szer nagyobb, mint
azonos Mg*"-ion koncentracio esetén. A Ca’"-kotd aktin nukledcidja nagysagrendekkel

. + e J O J4 . , rr J o
lassabb, mint a Mg” -k6t6¢, ellenben az elongacios sebességben nincs szamottevd eltérés.

Az ioncsere hatasara l1étrejovo szerkezeti valtozasokat EPR-rel és fluoreszcencia spekt-
roszkopiaval vizsgalva kimutathat6 volt, hogy Ca*"-nak Mg*"-ra torténd cserélésekor az aktin
monomerben a Cys’™* aminosav koriili peptidszakasz merevebbé valik’®, ami a filamentum
rigiditdsanak névekedésében is megnyilvanul. A polimer flexibilitasbeli valtozasanak okai a

protomerek struktirajanak és az inter-protomer kapcsolatoknak a valtozasa'> .
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Az oldatok ionerdssége az alabbi egyenlet alapjan hatdrozhaté meg:
JZ%Z 22, (1)

ahol 7 az ionerdsség, z; az adott ion toltéseinek szdma és c; az adott ion koncentracidja.

IV.10.2. A nukleotidok szerepe

A monomer aktin ATP jelenlétében (A puffer) tobb mint egy hétig képes
funkcionalitasdit megoérizni, azonban ADP-t kotd, de méginkdbb nukleotid-mentes
kornyezetben hamar denaturalodik®. Az aktin monomer a sejtekben ATP-t ktd formaban
kapcsolddik a filamentum gyorsan novekvé végéhez, majd tovabbi monomerek kapcsolodasa
miatt a kordbban bekotott protomer halad a filamentum hosszanti tengelye mentén a hegyes
vég felé. Az eldrehaladas kozben az aktin altal kivaltott ATP hidrolizis kdvetkeztében a - és
y-foszfat kozotti foszfoészter kotés felhasad. A keletkezd6 ADP és szervetlen foszfat (P;) a
nukleotid-k6td zsebben az aktinhoz kotve marad egy ideig (ADP-P; allapot), majd az
inorganikus foszfat tavozik elészor. A hidrolizis sebességi allandoja 0,02 és 0,035 s értékek
kozott mozog, mig a foszfat levalasa 0,0026 és 0,006 s sebességi allandoval torténik’™ *!- 2,
Ennek kovetkeztében kiszamolhato, hogy koriilbeliil 2 perces féléletidével az ATP-G-aktinbol
asszocialt filamentum ADP-F-aktinna alakul. Az Ujonnan bekotd ATP-monomerek miatt
kialakulhat egy ATP-sapka, melynek hossza — az eldbbiek mellett — a szamos koriilmény altal
befolyasolt asszociacid sebességétol fiigg. A tovabbiakban ATP-F-aktin jelolés azt jelenti,
hogy a kiindulasi forma ATP-t k6td monomer. Nem a végeredményben kialakul6 ADP-F-

aktint jeldli, hiszen mindig az alakul ki, de fontos az eredet és kimutathat6 a kiilonbség!

Figyelembe véve, hogy az aktin monomerekben a nukleotidok kicserélddése kb. 1000-
szer olyan gyorsan megy végbe, mint az aktin filamentum protomerjeiben, ezért az ADP-ATP

44, 81 ,
» 27, Termé-

csere a depolimerizacié utan, azaz a protomer levalasat kovetden megy végbe
szetesen mind a nukleotidcsere-, mind a depolimerizacid sebességét szamos egyéb tényezd

befolyasolja.

Fontos tudni, hogy az ATP hidrolizise nem sziikséges 1épés a polimerizacidhoz, hiszen
ADP-aktin is képes a polimerizaciora®™ ™. Az ATP-t kot monomerek esetén azonban
nagyobb a polimerizacié sebessége, mint ADP-t kotd esetben. Az ATP-aktinbol 1étrejovo
filamentum szamos fizikai tulajdonséaga eltér az ADP-aktinbdl polimerizaltétol.

Az aktin filamentum mikodésében a kiilonb6zé nukleotidkotd allapotoknak fontos

81, 85

szerepik van . Mig az ATP forma egy stabil, rigidebb és inkadbb a filamentum meg-

hosszabodasat segité forma, addig az ADP-kotés kevésbé rigid protomer térszerkezetet

86, 87

eredményez™ "', igy a filamentum hajlékonyabba valik és inkébb a depolimerizacids leépiilés
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felé tolodik az egyensulya®! * %" ¥ Megallapitottak, hogy nem a hidrolizis, hanem a szervet-
len foszfat levalasa tolti be a két allapot kozotti kapesold szerepét, ennek hatdsara torténik
valtozds a filamentum dinamikai tulajdonsagaban®. A filamentum nukleotidfiiggé
tulajdonsagainak eltérésének alapja a rontgenkrisztallografidas moddszerrel is kimutatott
monomerek térszerkezetének kiilonbsége, ami elsdsorban a 2-es szubdomén szerkezetében
kialakulé kiilonbségeken alapul'® *° (1asd kés6bb).

Az ATP hidrolizisnek iddjelz6 szerepe is van, hiszen a monomer ATP-t k6td formaban
kapcsolodik a filamentumhoz, majd ADP-G-aktinként tavozik €s a citoplazmaban alakul visz-

sza ATP-G-aktinnd. A ,.treadmilling” (taposomalom) elmélet®® *'-?

alapjan minden ciklus a-
latt egy aktin molekula egy ATP-t hasit, valamint a szakéllas végen beépiil6 ATP-aktin mono-
merek a hegyes végrél ADP-monomerként disszocialnak. Ezek alapjan nem csak a monomer,
de a filamentum ¢letkorat is mutatja a protomerek nukleotid-ko6td allapota, ami ezaltal az 6re-
gedés* jelzdje. Az aktin a ciklusban csak egyiranyban haladhat az ATP hidrolizis irreverzi-
bilitasa miatt, de az idébeli egyeniranyitottsag mellett térbeli iranyitottsagot — polarizaltsagot

—is eredményez az ATP-dus feji- és ADP-t tartalmaz6 farki vég kialakulésa miatt.
IV.10.2.a. Az aktin ADP-P; allapota

Az ADP-P; allapot F-aktinnak a kutatasok alapjan szamos fizikai jellemzdje azonos az
ATP-F-aktin allapottal, de vannak attol eltéré tulajdonsagai is. Az aktin viszonylag roévid
ideig talalhaté ebben a formaban, ezért vizsgalata sokszor nehézkes. A jelenleg hasznalt
mérési modszerek nem engednek ralatast az atmeneti allapotot jelentd ,,valos” ADP-P;-F-aktin
tulajdonsagaira, masrészt a mérések tobbnyire erdsen befolyéasoljak ezt allapotot. Ennek
megfelelden csak mesterségesen eldidézett formaban lehet tanulmanyozni. Ez az éllapot
eldallithato P;, illetve foszfat-, vagy nukleotid analégok hozzaadésaval.

A P; egy ideig kotve marad a nukleotid zsebben az ADP-t6l fiiggetleniil, majd disszo-
allapot krisztallografias modszerrel ¢és elektronmikroszkoppal valdé megkiilonboztetése az
ADP/ATP (ill. ADP-P;) -allapotoknak megfelelden’® . Ezen kiviil felismerték, hogy a

nukleotidk6td zsebet koriiloleld régiok térszerkezete valtozik, elsésorban a 2-es aldoméné.

A filamentum egészének mechanikai-, termodinamikai tulajdonsagainak és élettani
szerepének valtozasa a szerkezeti valtozasok kovetkezménye, az ATP hidrolizis utan 1étrejovo

rigidebb forma, a Pi-disszociacio utan szerkezetileg visszaalakul®.

A korabbi, statikus aktin filamentum modelltol elszakadva Isambert és Carlier

kijelentette, hogy valoszinlisithetd, hogy az ATP hidrolizis utdn 1étrejové rigidebb forma,

* L Ageing”: az aktin filamentum és a beépiilt monomerek nukleotidkoté allapota alapjan a filamentum

Oregedését jelenti.
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majd a Pj-disszociacid utdni visszaalakulds felhasznalhaté erdkifejtésre (mechanikai
munkara). Tehat a filamentum egészének mechanikai és termodinamikai tulajdonsagainak és
élettani szerepének vdltozdsa a szerkezeti valtozasok kovetkezménye’®. Ez a kijelentés a mai
napig nem igazolt, de az aktin filamentum nukleotidkoté allapotanak és az akto-miozin

komplex dinamikajanak 0sszefiiggése egyre inkabb nyilvanvalova valik.

Az aktin filamentum ADP-P; allapotanak vizsgalatahoz méréseink soran a fent emlitett

modszerek koziil a nukleotid analogok hasznalatat valasztottuk.
IV.10.2.b. Nukleotid analégok

A berillium- és az aluminium-fluorid komplexek szerkezeti analdgjai és egyben
kompetitorai az anorganikus foszfamak, nagy (mikromolaris*) affinitassal, 1:1
sztochiometriai aranyban kapcsolédnak az ADP-F-aktinhoz’’. Az ADP-vel komplexet
képezve az aktin nukleotidkotd zsebében pedig az ADP-P; allapot nukleotid analogjainak
tekinthetok. Az oldatban eléforduldé BeF,(OH) -H,O ¢és BeF; ‘H,O komplexek aranya nem
meghatarozhatd, emiatt €s a szakirodalomban vald elterjedtsége miatt, a tovabbiakban
alkalmazott BeF jelolés a két forma egylittes eléfordulasara utal. Az aluminium egyértelmiien

az AlF, format hozza létre az oldatban fluorid-ionok jelenlétében.

Szamos kutatdlaborato-
riumban, kiilonb6z6 modsze-
rekkel kimutattak, hogy a
BeFy befolyasolja az F-aktin
haromdimenziés szerkezetét
¢s konformécids valtozasokat
1déz el az aktin molekulaban
az l-es ¢és 2-es régio struk-
tarajanak megvaltoztatasaval,
mikdzben bekot a nukleotid-

kotd zsebbe (8. abra). Kimu-
tathaté mind a (Mg2+) ADP- 8. abra: Aktin monomer szalagdiagramja: ATP-vel a

nukleotidkotd zsebben (Protein Data Bank: INWK), illetve az
ADP-P; analog ADP-BeF, komplexszel (PDB: 4UKD). A

G-, mind a (Mg*")ADP-F-
aktin proteolitikus emészthe-
Lo i B nukleotid analdg az ATP helyére kot a két domén kozotti zsebben.
téségében a valtozas

berillium fluorid

jelenlétében’. Miihl-rad kutatocsoportja kimutatta a nukleotid analdg hatds kooperativ
terjedését a filamentum mentén, akdr 1:14 molardnya aktin protomer : nukleotid analog
koncentracio esetén. Feltételezések szerint a szerkezeti valtozas eredményeképpen az ADP-P;

atmeneti allapothoz — altalanosan elfogadottan — hasonld szerkezetli és fizikai tulajdonsagu
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aktin filamentum alakul ki az emlitett ionos komplexek hatasara.

Akar a polimerizacid eldtt, akar a polimerizacido utan adjuk az analdégot az ADP-
aktinhoz, a filamentumot tartésan az ADP-P; allapotban tartja. A foszfat analdgok
alkalmazaséaval tehat lehetdség nyilik arra, hogy ezt a konformacios allapotot szimulalo

formaban vizsgéalhassuk az aktint.

IV.10.3. A toxinok szerepe

Az fehérjékhez kotddod toxinok mérgezd tulajdonsaguk ellenére hasznos vegyliletek is
lehetnek gondosan megtervezett és kivitelezett, altalanos vagy lokalis alkalmazas esetén. Sok
kutatod ezek kozott véli megtaldlni szamos betegség ellenszerét. Orvosi alkalmazasa mellett
azonban, fluoreszcens modosulatuk mikroszkopias vizsgalatokban hasznos informéacidkat
szolgaltat, mind a toxin hatdsmechanizmusarol, mind az esetlegesen kiiktatott — olykor

¢letfontossagl — sejtmiikddési folyamatrol.

Kétféle csoportba lehet osztani a mérgeket aszerint, hogy a filamentum kialakulasara és
stabilitasdra pozitiv (polimerizaciot fokozo, szerkezeti stabilitast noveld), vagy negativ
(aggregacidt segitd, vagy destabilizalo) mdédon hatnak. A citoszkeleton mitkoddképessége

szempontjabol mindkét eset végzetes lehet.

Ezen tanulmany az ismertebb falloidin és a radkos daganatok elleni harcban igéretesebb-
nek tartott jasplakinolid hatdsat mutatja be. Mindkettérdl elmondhatd, hogy nagy affinitassal
kotédik az aktin filamentumhoz ¢és egyben stabilizalja annak szerkezetét. Novelik a
ciklikus folyamatabol kivonjak a mar kotott molekulakat. A két toxin kompetitora egymasnak
az aktinhoz valo kotésben, mert kotéhelyiik azonos’. A hasonlosagok mellett azonban vannak
eltérések is a hatasmechanizmusukban. Az aktinhéalézat szerkezetének, dinamikajanak és
megujulasanak korlatozasa miatt toxikusak a sejtek szdmara, de mégis fontos informécidokhoz

juttathatnak akar in vivo, akar in vitro vizsgalatokban alkalmazzuk ezeket.
IV.10.3.a. Falloidin

A falloidin (9. 4bra) a fallotoxinok csaladdjaba tartozo, 7 aminosavbol allo bi-ciklikus
polipeptid'**'%*

terméke!® 1%,

, a Bazidio-mycetes csaladba tartoz6 gyilkos galoca (Amanita phalloides)

Sejtméreg, ami a citoszkeleton szerkezetét rombolja azaltal, hogy mukodésképtelen
aktin filamentum aggregaciokat hoz 1étre'®. A toxin nagy affinitassal (Kq = 30-36 nM)
kotédik az F-aktinhoz'® ' Y7, viszont nem kétédik az aktin monomerekhez. Mar kis aranyu

108, 109

jelenléte esetén is stabilizdlja az aktin filamentumokat , aminek kovetkezménye a

kritikus koncentracio értékének drasztikus csokkenése (maximalis telitettség mellett; 20 nM-
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os értékig). A falloidin gyorsitia a nukleacid és a polimerizacio folyamatat''®'",

Sztochiometridjat tekintve az eltérd szamértékeket feltiintetd szakirodalombol gy tlinik, hogy

az 1:1 falloidin molekula és aktin protomer kotési arany felel meg a valosagnak''*.

A falloidin  kotéhelye a  két

CH
szomszédos protomer kozotti résben talal- I
(15-117  pye . . EHSGGHEDH
hato . Hidat képez a protomerek ko- . a éH
Ott ott, ahol a legtobb aktin-kotd fehérjé- L L | 2
20t Ot £ ) CH,4CH —C —NH —CH—C ~NH —CH —C =0
nek nincs kotofelszine, tehat azok muko- | H {': |
- T e s MH
dését nem befolyasolja, de stabilizalja az | 2 | TH
a-hélix szerkezetet. A fenti okok miatt, a 0=C H,C—§ CHCH
. ., M 3
toxin fluoreszcens emisszidra alkalmas _k | H |
valtozatait  elOszeretettel  alkalmazzak .-N _ﬁ ~CH=NH -Ff -?H ~NH=C=0
e L1 . # O O CHCH
spektroszkopiai, de még inkdbb mikrosz- Hg ] 3

kopiai vizsgalatoknal. In vivo, sejtekben

9. abra: A falloidin szerkezeti képlete. Molekula
képlete: Ala'-D-Thr*-Cys’-cis-4-hidroxi-Pro*-Ala’-2-

valo hasznalatdhoz a sejtben val6 expresz-

szalas, vagy a mikroinjektalas technikajat

6 7 3 6 s 7
alkalmazzak, ugyanis nem képes a sejt-  merkapto-Trp™-(OH).Leu (Cys™-Trp tiocter

membranon 4tjutni. Szamos kutatocsoport keresztkotéssel, ami a kettds gyiris szerkezetet

tobbféle méréstechnikéihoz alkalmazta ¢s  1€trehozza).
alkalmazza, hogy az aktin polimerizacids  (forras: http://en.wikipedia.org)
folyamatat gyorsitsak, vagy a filamentum

szerkezetét stabilizaljak'®" 108 115 116 118-125

A toxicitas szempontjabdl a 3-6. aminosavak jelenléte, valamint a Cys3 kiralitasa fontos,
az F-aktinhoz kotés szempontjabol pedig a tioéter kotés és a Thr2 jelenléte kiemelkedd. Az
elsé és utols6 aminosav oldallancanak jelentdsége elenyészd, igy pl. a molekula fluoroférra

alakitashoz ezek modosithatok'®.

IV.10.3.b.  Jasplakinolid o B
|
A jasplakinolid a  falloidinre = szamos
tulajdonsagaban és miikddésében is hasonlité molekula, NH P
N

aktin filamentumot stabilizalé'®

99, 127

¢s polimerizaciot
serkent a Jaspis johnstoni tengeri szivacs-fajban
eléforduld citotoxikus hatasu ciklikus peptid (10. &bra). i

Szintén nagy affinitassal (K;=15nM) kot az aktin

filamentumhoz ¢és sztochiometridja is azonos. A

.. , g .99, 127
falloidinnel ellentétben a nukleaciot is serkenti . 10. dbra: Jasplakinolid molekula

1986-0s felfedezése ota'>® szamos kutatocsoport — szerkezeti képlete.
(forras: http://en.wikipedia.org)
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alkalmazta vizsgalataihoz'* '*°. Hatasa koncentracio- és id6fiiggs tovabba reverzibilisen
visszaalakithat6. Kozepes koncentraciokon (150 nM) a kortikélis aktin hélézatot modositja,
illetve sejtmag koriili aktin filamentum aggregaciot indukal, magasabb koncentracion
(200 nM felett) a teljes aktin filamentumrendszer természetes térbeli elrendezddésének
felbomléasat eredményezi'’.

Bl &5 emlérak'? esetén citotoxikus

Szamos rakos sejtben, példdul humén prosztata-
hatdst mutatott, ezért rakellenes szerként alkalmaztak. A jasplakinolid szdmara a sejtmembran
atjarhatd, emiatt hasznalatakor nem sziikséges a sejt egységét (integritasat) felboritod
permeabilizalast alkalmazni. Ez a tulajdonsaga elonyt jelent az in vivo kisérletekben.
Fluoreszcens szarmazékainak eldallitasa a mai napig kutatdsok- ¢és kisérletek targya,

sz¢leskort alkalmazésra adna lehetdséget.
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V. CELKITUZESEK

Vizsgalataim soran az elsédleges cél az aktin molekula és dinamikajanak alaposabb
megismerése volt, s bar a miozinnal alkotott komplexét is vizsgaltuk, ebben az esetben is
inkabb az aktin oldalar6l tekintettiink a probléméra, szemben az irodalomban mar
megalapozott miozin-koézpontt vizsgalatokkal. Az aktin és miozin kdlcsonhatdsanak szamos
paraméterét megvizsgaltuk a kiilonb6zo (sziv-, vazizom szovet) eredetii aktin és miozin-S1
segitségével.

Nagyon sokaig az aktin, illetve a vékony filamentumot csak statikus elemnek tekintették
a miozin filamentum mellett. Nem tulajdonitottak neki nagyobb szerepet, mint kapaszkodo
rud, vagy esetleg kotél, ami mentén a munkavégzd egység — azaz motor — a miozin elmozdul.
eredményezi a statikus helyzetiinek tekintheté miozin filamentumokkal parhuzamosan. Mara
azonban kialakult az a nézet, hogy az aktin molekula nem statikus szerkezetli, ezaltal a
filamentum is dinamikusan valtozhat. Ennek a valtozékonysagnak a citoszkeletalis
rendszerben, valamint az izomkontrakcioban betoltott szerepére egyre tobb hipotézis sziiletik
¢és az egyes szerkezeti allapotok megismerésén keresztiil eljuthatunk egy a mainal

tokéletesebb modell megalkotasahoz.

Ennek megfelelden vizsgalataink kdzéppontjaban az egyes aktin izoformak kiilonb6zo
kornyezeti feltételek mellett kialakuld szerkezeti eltéréseinek és azonossagainak megismerése
allt. Az aktin molekula polimerizacios dinamikajaba engedett betekintést a polimerizacios
teszt hasznalata. A molekulaszerkezet eltérését ¢és kémiai agensek hatasara 1étrejovo
valtozasat kalorimetriaval, a miozinnal vald kolcsonhatast pedig ,,stopped-flow” technikéaval
vizsgéltuk. Ugyan az alkalmazott modszerek nem atomi szinti, hanem molekularis szinta
vizsgalatokra alkalmasak, de mas technikakkal kiegészitve képesek a molekulastruktira
valtozasainak kimutatasara. A statisztikai alapon miik6dd, globalis analizisre alkalmas
kalorimetria kelld érzékenységli miiszer esetén is legfeljebb domén szintli eltérések
kimutatasdhoz megfeleld, ugyanakkor a spektroszkdpiai oldalrol alaposan kivizsgalt
kornyezeti hatasok termodinamikai leirdsa sok esetben még nem volt ismert. Ezt a
hidnyossagot igyekeztiink potolni és termodinamikai oldalrél is megtamogatni, vagy
megkérdodjelezni a korabbi elméleteket. Az altalunk kitlizott célok eléréséhez a hasznalt

technikak hasznosnak és elegenddnek bizonyultak.
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Célunk volt vazizom- és szivizom eredetli szovetekbdl preparalt aktin(ok) vizsgélata,
azok szovetspecifikus eltéréseinek, illetve homologian alapuld azonossagainak megismerése

érdekében.

Az egyes izoformak tulajdonsagai koziil az alabbiak megvizsgaléasat tliztiik ki célul:
1. Az ionerdsség hatdasa, valamint a mdr ismert, eltérd affinitassal koto, kétértékii

kationok (Mg2+/Ca2+) hatasa.

2. A pH hatasa.
A fehérjékre hatdo mikrokornyezeti feltételek egyik legismertebb tényezdje a H'-ionok
koncentracioja.

3. A nukleotidok és nukleotid analogok hatdsa.
Az aktin ATPaz aktivitdssal rendelkezik. Az ATP hasitdsdra bekovetkezd dinamikai és
strukturalis valtozasok még nem teljes mértékben ismertek €s a valtozasok szerepkore sem
pontosan meghatarozott mind a mai napig. Munkdnk sordn célul tiztik ki, hogy
megvizsgaljuk az ATPaz ciklus koztes allapotanak — az ADP-P; allapotnak — tulajdonsagait,
illetve az azt mimikal6 nukleotid analogok (BeFy- és AlF4-ADP) hatasat.

Célunk volt kiilonb6zd, az akto-miozin komplex kapcsolatat jellemzd kinetikai paraméter
meghatarozasa a vazizombdl és szivizombol preparalt S1 és a kiilonb6zd aktin izoformak
jelenlétében:
4. Az akto-miozin komplex dinamikajat jellemzé paraméterek meghatarozasa (,, stopped
flow” technikaval)
5. Miozin-S1 ATPaz aktivitasanak, valamint az aktin altal kifejtett aktivalo hatas

vizsgalata.

Célul taztiik ki a szerkezetmodosité toxinok jelenlétében és hianyaban tapasztalt eltérések
Osszehasonlitasat és értelmezését:

6. Toxinok egyedi hatasa.
Az aktin molekuldhoz k6t6dd toxinok — habar mesterséges allapotot idéznek el — segitséget
nyujtanak az aktin szerkezeti tulajdonsagainak ¢és funkcidjanak kozvetett modon vald
megismerésében.

7. Toxinok és nukleotid analogok egyiittes hatdsa.
Feladatul tiztiik ki az elobbi szempontok kiegészitéseként, hogy megvizsgaljuk a nukleotid
analogok ¢és toxinok kozOs hatasat a térszerkezetre termodinamikai jellemzdik

Osszehasonlitasa révén.
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VI. ANYAGOK és AKTIN PREPARALAS

VI.1. Anyagok, vegyszerek

A hasznalt anyagok listajat a Roviditések fejezet tartalmazza.

VI1.2. Alkalmazott pufferek

A pufferanyag a kalorimetrids vizsgalatok esetén pH 7,4 felett MOPS, mig pH 7,4 alatt
¢s mas vizsgalatok esetén TRIS (HCI) volt. MOPS (NaOH) puffer hasznalatat annak nagyobb
mértéki — homérsékletvaltozassal szemben mutatott — pH stabilitdsa indokolta, ami a
kalorimetrias méréseknél jelentds: TRIS-nél ApK/°C = -0,031, mig MOPS esetén -0,006.

A mérések soran alkalmazott pH értékek 6,9 / 7,4 / 8,0 voltak, amelyek koziil a kozépso
érték felel meg a fizioldgias értéknek (7,3-7,4). Az alacsony pH példaul patologias esetekben
fordulhat eld. TRIS puffert hasznaltunk a pH = 6,9-8,0 tartomanyban altalanos célokra, vagy
MOPS alapu puffert a pH = 7,4-8,0 tartomanyban a kalorimetrias mérésekhez.

Az aktin preparalas utolsé 1épéseként a preparatumot A pufferben (2 mM TRIS vagy
MOPS puffer, 0,2 mM ATP; 0,1 mM CaCl,; 0,5 mM MEA; 0,005 m/v% NaN3) dializaltuk
egy ¢jszakan (10-12 ora) at. Az aktin polimerizacidja eldtt az ioncserét az M puffer
biztositotta (4 mM TRIS/HCI; 0,3 mM MgCl,; 2 mM EGTA), minimum 5 perces inkubacios
1d6 mellett. A polimerizacidt a B pufferrel inditottuk el (lasd alabb), vazizom esetén 2 ora,

szivizom esetén 3 ora a polimerizacios ido).

A vizsgélatok soran a sokoncentracid szempontjabol alacsony-, kozepes- és magas

sokoncentraciot kiillonboztetiink meg (adott B pufferrel beallitott végkoncentracid értékek):

Magas sokoncentracio (fiziologias):
2 mM MgCl,; 100 mM KClI;
Alacsony sokoncentracio:
0,5 mM MgCl,; 10 mM KClI;
A B puffer tovabbi tartalma: 4 mM TRIS, vagy MOPS puffer. Tartalmazhat még 0,2 mM
ATP, 0,5mM MEA ¢és 0,005m/v% natrium-azid végkoncentracidhoz sziikséges

koncentracioban az emlitett anyagokat, de ezek jelenléte csak kivételes esetekben indokolt.
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VI.3. Aktin preparalas izomszovetbdl

Az aktin kivonas Feuer és csoportja’ altal eldirt 1épéseit kovetve készitettik el az
acetonnal extrahalt izomforgacsot. Az izolalas 1épéseit el8szor Straub® adta meg, mi a
Spudich és Watt” altal tovabbfejlesztett véltozatot hasznaltuk minden preparalaskor. A
feltaras ¢és elkiilonités szempontjabol mindkét — altalunk vizsgalt — izoforma azonosnak
tekinthetd, ezért ugyanazzal a modszerrel vontuk ki a megfeleld szovetekbdl. Az aktin

preparalas egyik forrasa a hazi nytl hatizma a masik forras pedig szarvasmarha sziv volt.
Az aktin preparalasa minden esetben két Iépésben tortént:

Elészor elkészitettiik az acetonforgacsot’, és az aktint a mérést megelézéen ebben a
formaban taroltuk. Mésodik 1épésben az aktin molekula tobbi 0sszetevotdl valod izolalasa —
tisztitasa — €és koncentralasa tortént. E két 1épés soran tavolitottuk el az aktint kotd miozint,

majd a tropomiozint.

Munkénk sordn az aktin preparalasok egyik kiindulési szerve a nytl hatizma (Orictola-
gus cuniculus, musculus psoas) a masik forras pedig szarvasmarha sziv (Bos taurus, cor.) volt.
A sziv teljes egészére az izoforméak koradbban emlitett ardnya nem allando, ezért a vazizom
izoformat nagyobb mennyiségben tartalmazo pitvar és aorta részeket levalasztottuk. Mindkét
forras kivalasztdsaban szerepet jatszott, hogy az adott allatokbol preparalt aktinok régota
hasznaltak és szamos kutatocsoport altal alaposan jellemzettek, de legfébb érv az azonos

human izoforma-tipusokkal valo teljes szekvencidlis azonossag volt (IV.5. és XI. fejezet).

VI.4. Kétértéki ionok cseréje

Az A-puffer Osszetétele miatt a preparalds végén az aktin monomerek formajaban, ATP-
t és Ca’"-ot kotve fordul el§ az oldatban (Ca’'-ATP-G-aktin). Az esetek tobbségében a
vizsgélatokhoz nem kélcium, hanem magnézium-koétd formét hasznaltunk, a fizioldgidsan
eléforduld Mg®"-aktin miatt. A sziikséges Ca®"/Mg>" ioncserét 5 percig M-pufferrel szoba-
hémérsékleten inkubalva értik el'*’. A puffer hatisanak lényege az, hogy a Ca* -ionokat
megkoti a benne taldlhatd EGTA. Az aktinnak sziikséges a kétértéki ion jelenléte, ezért a
puffer tartalmaz Mg*"-iont is. A eléz6ekté] nagymértékben eltérd mérési feltételek esetén a
mérés eldtt a mintat kozvetleniil a kivant koriilményeknek megfeleld pufferben 1 éjszakan at
(10-12 6ra) dializaltuk.

VI.5. ADP-aktin el6allitasa

Az A-pufferben 1évé G-aktin ATP-t kot. A nukleotid ADP-re valo cseréjéhez az aktin
oldatot ATP-mentes A-pufferben 6 6ran keresztiil dializaltuk. Az ATP ADP-v¢ atalakitasat a
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mérés eldtt eppendorf csOben, vagy kiivettaban Osszeallitott aktin oldathoz 1,65 mg/ml
hexokinazt, 0,5 mg/ml gliikozt és 1 mM ADP-t hozzaadva 1 o6ra hosszan, 4°C-on vald
inkubalas mellett végeztiik. ADP-F-aktin eldallitasdhoz a sziikséges sokoncentracid és egyéb
paraméterek bedllitdsa mellett a mintat 12 6ran keresztiil polimerizaltuk. Ez az id6
elégségesnek tekinthetd, hogy az esetlegesen az oldatban maradt-, illetve aktinhoz kotott ATP
molekuldk ADP-v¢ hidrolizaljanak. Végeredményben, az oldatban mar nem talalhatd6 ATP és

igy a disszociald6 ADP helyére csak egy masik ADP molekula tud bekotni.

Az ATP hasitast a hexokindz enzim végzi; amely a lehasitott Pi-t a szubsztratjahoz koti,
igy gliikoz-6-foszfat keletkezik, ADP mellett.

hexokinaz

gliikoz + (Mg*")ATP gliikoz-6-foszfat + (Mg®)ADP

foszforilalas

VI.6. Pirén-jelolt G-aktin el6allitasa

Pirén-jodacetamid (pirén) jeloléshez a G-aktint 1 mg/ml-es koncentraciora higitva
magas sokoncentracios (100 mM KCl, 2 mM MgCl2) koriilmények kozott a vazizom eredeti
aktint 2 6ran keresztiil, a szivizom eredetlit 3 6ran at polimerizaltuk szobahdmérsékleten. A
kialakult 1 mg/ml-es F-aktin oldathoz az 1 mg/ml 1,1-1,2 szazalékanak (0,0011-0,0012
mg/ml) megfeleld koncentracido bedllitdsdhoz sziikséges pirén torzsoldat mennyiséget
hozzaadtuk. Annak hozzdadasatol szamitott 18 oran keresztiil, szobahOmérsékleten, fénytdl
elzarva, allando, lasst keverés mellett inkubaltuk. A DMF-ben oldott jel6ld térzsoldatanak
koncentracioja 5 mg/ml volt. A jeldlést kdvetden a mintat 400000 g-n, 4 °C-on, 45 percen
keresztiil centrifugaltuk, majd az iiledéket 1-2 ml A pufferben-oldatban 1 6ran keresztiil
duzzasztottuk. A mintdkat ezutdn homogenizaltuk, majd ¢&jszakan at az aktin oldat
térfogatanak minimum 200-szorosanak megfelelé mennyiségii A pufferben dializaltuk, ezaltal
biztositottuk a be nem kotott pirén molekuldk dializacidjat az aktin melldl és igy minimalisra
csokkentettiik az oldatban talalhatdé szabad pirén molekulak fotometrias zavard hatdsat. A
mintakat a tisztitds miatt egy utolsd, felhasznalas eldtti 400000 g-s, 30 perces centrifugalasnak
vetettiik ala 4 °C-on, amibdl a G-aktint tartalmazo feliiliszot hasznaltuk fel. A centrifugalast
Beckman Coulter OPTIMA MAX asztali ultracentrifugaval (GVOP-3.2.1.-2004-04-0190/3.0)
végeztik.

A polimerizacids teszteknél hasznalt 5%-os jeldlési aranyt Ggy érhetjiik el, hogy a
preparalt aktin-oldatunk egy részét nem jeldljik meg pirénnel. Megfeleld6 aranyban
Osszekeverve a jeldlt és jeloletlen G-aktin oldatunkat elérhetjiik, hogy az oldatban az
Osszaktin mennyiségének csak az 5%-a legyen jelolt. Az Osszemérendd mennyiségek
kiszdmitasakor figyelembe kell venni azt, hogy a nem 100%-o0s jeldlési aranyl torzsoldat

tartalmaz jeldletlen aktin monomereket is.
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VII. VIZSGALATI ES MERESTECHNIKAK

A természetben, a fehérjékkel végbemend folyamatok valamint azok belsd
szerkezetének valtozasa meghatdrozott torvényszeriiségek szerint zajlik. Ezekrdl a
folyamatokrol tobbféle modszerrel nyerhetiink informacidt, de mindegyik technika csak
bizonyos mélységig enged betekintést, illetve a technika alapos ismeretére van sziikség, hogy

az altala nyert adatokat informacidva alakithassuk, értelmezni tudjuk.

VIl.1. Gél-elektroforézis

Az aktin preparatumok tisztasagat gél-elektroforetikus eljarassal vizsgaltuk meg. A
fehérjék elkiilonitésére €s igy az aktin preparatum tisztasaganak ellendrzésére — tobbek kozott
— natrium-dodecilszulfatos poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) hasznalhato. A
technika kivitelezésének Iényege, hogy a ]
fehérjét fozéssel denaturalva, elektromos r
térer0sség hatasara egy adott kozegben :
futtatjuk ¢és igy az eltérd6 mobilitast E

komponensek szeparalodnak (11. abra). C— G — —

A fehérjefrakciok elektrolitoldattal telitett
poliakrilamid gélben (PAG), elektromos térerd
hatdsara kiilonb6zd sebességgel vandorolva
elkiiloniilnek egymastol. A PAG olyan térha-
16s szerkezetli polimer, amelynek racsmérete
tag hatarokon beliil allithatd a polimer alkoté-
sdban résztvevd akrilamid és a bisz-akrilamid
koncentraciojanak alapos megvalasztasaval.
Az akrilamid koncentracidjanak novelésével a 11 dbra: Aktin SDS-PAGE gélelektroforézis

keresztkotések szama novekszik, ezaltal a tér- ~ eredménye. A baloldalon a marker, mellette vaz-
és sziv eredetii aktin kétféle mennyiségben (2-2).

A marker lentrél felfelé: 15, 25, 35, 50, 75, 100,

halo stribbé valik, ennek kovetkeztében méret
szerint jobban elkiiloniilnek a molekuldk. Az
igy elért nagyobb feloldas pontosabb fehérje- 150 kDa molekulatomeg.

azonositast eredményez.

A denaturalas eldtt a Laemmli puffert alkalmaztunk, majd futtatds utdn a festéshez
coumassi blue oldatot hasznaltunk. A Coumassie kékkel valé festés utan a gélbdl kioldottuk a
fehérjéhez nem kotddo festéket €s igy szabad szemmel is lathato modon szeparalédnak az
egyes fehérje komponensek. Az adatrogzités €s kiértékelés fénnyel valdo megvilagitas mellett
felvett elektroforetikus fotokkal (11. abra) tortént.

33



VIZSGALATI ES MERESTECHNIKAK Spektrofotometria

VIl.2. Spektrofotometria

VIl.21. A koncentraciok meghatarozasa

Minden fotometriai mérés soran az alapvonal felvételhez, azaz a viszonyitdsi értékek
meghatarozasahoz az adott minta fehérjét nem tartalmaz6 puffer-oldatat hasznaltuk. A
kisérletek elokészitéséhez az aktinnak, illetve annak fluoreszcens markerrel valo jelolési
aranyanak és az aktin, illetve miozin ATP4z aktivitdsanak meghatarozasahoz Shimadzu UV-

2100 tipusu spektrofotométert hasznaltunk.

A meghatarozasok a Lambert-Beer torvény alkalmazaséaval torténtek, a hig oldatokra
valo érvényességi megkotés szigoru figyelembevételével:
1
lgT():A:OD:g(l)-c-x (2.
Ahol az I az oldatot megvilagito-, / pedig a mintabdl kilépd fénynyalab intenzitasa. Az

A az abszorbanciat, vagy az azzal azonos optikai denzitast (OD), &;) a hullamhossztol fliggd

crcr

megtett optikai uthosszat jelenti. Ez utobbi esetiinkben mindig 1 cm-t jelentett a rendelkezé-

stinkre allo kvarckii- 1. tdblazat: a koncentraciék meghatarozasahoz sziikséges extinkciés
vetta mérete miatt. koefficiensek. Az aktin esetén a molaris koncentracié szamitasnal
Az aktin  bar- 1 mg/ml 23 uM-nak felel meg. Ref: irodalmi referencidk.
mely el6fordulési for- , . yers L
o ) meg- hullam- jeloles érték ref
majaban meghataroz- i 1 1
] L nevezés | hossz (nm) (ml'mg-cm™)
hato6 a koncentraci6 az ] G 134
e i G-aktin 280 € 280 1,1 1
elobbi egyenlet atren- . G 134
., . G-aktin 290 & 290 0,63
dezésével. Figyelem- i 134
i . F-aktin 280 €280 1,17
be véve, hogy melyik R - N o
. -aktin & ,
forma (G / F) melyik 2?0, T s
s A irén - -
hullimhosszahoz tar- Piren 344 & 59¢ | 1/45 uM cm

tozd OD és ¢ értékkel

oD,

dolgozunk: ¢ . = .
A

--------

egyezik meg, tehat nem a kialakult filamentumok szamatol, hanem azok épitéelemeitdl a

monomerektdl fiigg (1. tablazat).

Fluoreszcencian alapuld (fluorimetrids) vizsgalatokhoz pirént haszndlunk, mint kiilsé
fluorofor jel6ld. A jeldlt mintat alkalmaztuk a ,,stopped-flow” és a polimerizacidos méréseknél.

Az aktinban taldlhaté aromas aminosavak altal meghatarozott ¢ érték (adott hulldimhosszon),
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valamint a jelolore jellemzd hullamhosszhoz tartozo ¢ értékek alapjan mindketté koncen-

tracidja meghatarozhat6. A pirénnel jelolt aktin oldat aktin koncentrdciojanak meghatarozasa:
_ 0OD,,, —0,127-0OD,,,

aktin —

€290

Az aktinnal figyelembe kell venni, hogy a jeldlének is van abszorpcids jaruléka az adott
hulldmhosszon, innen szarmazik a korrekcios faktor. Az aktinhoz kotott pirén

koncentraciojanak kiszamitasa az alabbi egyenlet alapjan torténik:
_ ()1)344

pirén — pirén
€344

c

A kapott értékek alapjan egyszerii aranyparral meghatarozhat6 a jelolés hatékonysaga,

azaz a jelolési arany (Cpirén /Cakiin *100%).

VII.2.2. A pirén-aktin gerjesztési és emisszios spektruma

A fehérjék megismerését segiti a kovalensen kotddo, (kiilso) fluoroforok emisszidjanak
vizsgalata. A jel6ld jol mutatja, ha a kotéséhez kozeli régiokban szerkezeti valtozas torténik,
vagy mas okbol de a marker fluoreszcencia hatdsfoka megvaltozik.

4

Az aktint jelold pirén a Cys’™* aminosavhoz kotédik, amelynek ként tartalmazo

oldallancahoz (szulthidril csoport) erdsen €s szelektiven tud kotddni tobbféle jel616 molekula.

A hulldmhosszakat monokromatorral valasztottuk ki. A gerjesztési és az emisszios rés
mérete 5 nm, a spektrum felvételének sebessége 300 nm/perc volt. Az oldat hdmérsékletét
termosztattal allando, 20 °C-os értéken tartottuk, az értéket kozvetleniil a kiivettatartoban
mérte a miiszer. A méréseket termosztalhatd mintatartoval ellatott Perkin-Elmer LS 50B
tipusu lumineszcencia spektrométerrel vagy Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 Fluoriméterrel
(GVOP-3.2.1.-2004-04-0228/3.0) végeztiik.

A mérésekhez 5%-o0s pirén jelolésli aktint hasznaltunk. A gerjesztési hullamhosszt 250
¢s 400 nm kozotti tartomanyban valtoztattuk. Az emisszids spektrum felvételekor a
gerjesztési hullamhossz 365 nm volt, az emissziot 370 és 500 nm kozotti tartomanyban
mértiik.

A polimerizaci6 soran a gerjesztési- (allandd emisszios hullamhossz mellett mérve),

illetve az emisszios spektrum (allandd gerjesztési hulldimhossz mellett mérve) valtozik.
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600
E 800 -
500 - =
400 - 600
8 8
§ 3001 N 400
Q ()
€ 200 - IS
100 G 200 -
Ve
0+= : : : : : ; 0 = : . . : ;
260 280 300 320 340 360 380 400 380 400 420 440 460 480 500
hullamhossz (nm) hulldamhossz (nm)

12. abra: Pirén-jelilt G-aktin (G) és F-aktin (F) spektrumai. Baloldali a gerjesztési-, jobb: emisszios spektrum.

A 12. abrardl leolvashatd modon a pirénnel jelolt aktin a 280 és 290 nm-en eléforduld
abszorpcids cslicsai a fehérje aromds oldalldncot tartalmazé aminosavjaitol (triptofan, tirozin,
fenilanalin) szdrmaznak, mig a pirén eredményezi a 350 és 365 nm-es gerjesztési csucsokat. A
330 és 385 nm-en a pirén abszorpcidja a masik két csucshoz képest nem szamottevd. Az
emisszios gorbék alapjan a pirén csticsok a 387, 407 és 432 nm-es hullamhosszokon
jelentkeznek, melyek koziil az utolsé kis intenzitast. Ezek alapjan a legjobb fluoreszcencia
hatasfok eléréséhez barmely fluoreszcencids vizsgalathoz 365 nm-es gerjesztést haszndlva,

407 nm-en mértiik az emittalt fluoreszcencia jel intenzitasat.

VIl.3. Csatolt ATPaz aktivitas teszt

Az aktin aktivalta miozin-S1 ATPéz aktivitdsdnak méréséhez Trentham és munkatdrsai
moédszerét hasznaltuk *® (13. 4bra). A méréseket egy JASCO UV 2100 tipusu fotométerrel
végeztiik, 340 nm-es hulldm-

, miozin S1 ATP-az
hosszon mérve az abszorban-

cia id6beli valtozasat. Ezen a ATP ADP + P.
|

hullamhosszon kovethetd a
nikotinsavamid-dinukleotid

piruvat-kinaz (PK) . .
piruvat foszfoenolpiruvat

(PEP)

hidrogénkotd forméjanak
(NADH) mennyiségi valtoza-
sa (67" =6220Mem™). A | PEEC <NADH
NADH csokkenésének oka, (LDH) NAD
hogy az NAD-ionna (NAD") laktat

oxidaloédik a hozzaadott lak-
toz dehidrogenaz (LDH) en-
zim hataséara. gy az S1 ATP-

13. abra: A csatolt ATPaz aktivitas mérési modszer molekularis

folyamatabraja (enzimekkel).

bontdsdhoz csatolva az LDH aktivitasat mérjiik valdjaban.

Ezzel parhuzamosan a keletkezd ADP segitségével a piruvat kindz (PK) a foszfoenol-

piruvatot (PEP) piruvattd alakitja. Minden csatolasi 1épés 1:1 ardnyu, aminek kdvetkeztében
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az ATP fogyasaval egyenesen aranyos a NADH mennyiségének csokkenése. A NADH
fogyasanak mértékét mutatd abszorpciot az i1d6 fiiggvényében abrdzolva egyenest kaptunk,
melynek meredekségébdl hataroztuk meg az ATP hidrolizis mértékét. Az Gsszehasonlitas
végett az eltérd eredetli izombol preparalt S1-ekbdl, mindig azonos koncentracidt adtunk az

oldatokhoz. Az S1-hez hozzaadott aktin noveli az S1 ATPaz aktivitasat. A méréseket TRIS
pufferben, pH 8,0-on, 25 °C-ra termosztalt kiivettaban végeztiik.

VIl.4. Fluoreszcencia spektroszkopia - polimerizacios teszt

Polimerizacios tesztekhez az aktint pirénnel jeloltik (Cys”™) és a korabban
meghatarozott fluoreszcencia-intenzitas névekedést mértiik'>> .

A kisérleteket egy Perkin-Elmer LS50B tipust spektrofluoriméterrel vagy Horiba Jobin
Yvon Fluorolog-3 Fluoriméterrel (GVOP-3.2.1.-2004-04-0228/3.0) végeztik. A vizsgalt
mintanak a homérsékletét minden esetben 25 °C-on tartottuk, hogy a homérséklet difftziora
¢s a fluoreszcenciara kifejtett hatasdt minimalizaljuk. Az eldbbi a monomerek egymasra
talalasi, azaz kapcsolodasi valdsziniiségét és igy a polimerizacid sebességét befolyasolja
kozvetleniil. A fluoreszcencia homérsékletfiiggése miatt — novekvé homérséklet mellett
csokken az intenzitds — az Osszekapcsolddod molekuldk szamaval aranyos novekedés, azaz a
fluoreszcencia jel és filamentum hossz linearis kapcsolata torzulna, kozvetett modon. Mindkét

jelenség mérési mellékterméket és félreértelmezhetd polimerizacios gorbét eredményezhet.

o
g’_" 50 3
c 3 5:‘:
Qo 4, ol
ol Q
Do n 2
L 02
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q_.sé 10 " et =
o= = L
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14. abra: 365 nm-es gerjesztéssel felvett, 5%-os pirén jelolésii aktin emisszios spektrumanak
(375-500 nm) a polimerizacié hatasara bekovetkezo idébeli valtozasa.

A fentiekben megadott indokok alapjan a vizsgalatokhoz 365 nm-es gerjesztés mellett,
407 nm-en mértiikk az emittalt fluoreszcencia jel intenzitdsat. A gerjesztési és emisszids rések
nagysagat egy-egy méréssorozaton beliil egyformara allitottuk (3-10 nm) és 1 masodperces
integralasi idé-intervallumot hasznaltunk. A 12. 4bra a pirén-jelolt G- és F-aktin emisszios- és
gerjesztési spektrumait, mig a 14. dbra az emisszids spektrum polimerizaci6é ideje alatti

valtozasat mutatja. Errél az abrarél konnyen leolvashatd, hogy 407 nm-es hullimhosszon
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torténik a legjelentdsebb valtozas.

VILL5. A ,stopped flow” technika

A ,stopped flow” az egyik leggyakrabban hasznalt gyorskinetikai méréstechnika.
»dtopped flow” miszerrel kis mennyiségli oldatok vizsgaldsat végezhetjilk. A mintdk
specialis fecskendokbdl aramlanak egy nagy hatékonysagi keveron keresztiil a vizsgalati
cellaba. A vizsgalati cellaban, a mintdban lezajlo reakci6 elérehaladasaval torténd fotometriai
valtozas abszorpcios-, vagy fluorimetrias méréstechnikaval kovethetd. A mérés hatarozott
elénye, hogy mind a keveredési holtid6, mind az iddbeli felbontas ~1 ms-os. Ez a pontossag

szamos kémiai reakcio vizsgalatahoz sziikséges.

Vizsgalataink sordn a kinetikai paraméterek meghatarozasdhoz a pirénnel jeldlt F-aktin
fluoreszcencidjanak  valtozdsat  kovettik. Megmértik a miozin molekulak  S1
szubfragmentumanak aktin filamentumhoz kotésének, illetve arrdl levaldsanak kinetikai
paramétereit. Megvizsgaltuk az ADP miozin-S1-hez val6 affinitasat is, mert a miozinhoz
kotott nukleotid (ADP vagy ATP) er6sen meghatarozza az akto-miozin komplex kialakulasat
¢s disszociaciojat jellemzo kinetikai paramétereket. Minden mérést 20 °C-on végeztiink.

A mérés alapja a mar 1981-ben Kouyama és Mihashi altal felfedezett, Cys’™*-en

fluoroforral jelslt aktinon mért fluoreszcencia kioltasi hatas'*®.

A pirénnel jelolt aktin
monomer ¢s abbol polimerizalt filamentum kapcsolodasa a miozinhoz, illetve az S1-hez a le
nem fedett Cys’*-en 1évé fluorofér intenzitdsanak koriilbeliil 70%-os csokkenését
eredményezi a kotés hatasdra. Az intenzitds csokkenésének dinamikdjabol tudunk adatokat

nyerni az S1-aktin komplex kapcsolodasi-szétvalasi dinamikajara.

Az éltalunk hasznalt Applied Photophysics !SX18MV tipusi miszer, melynek egy
Acorn RISC szamitégépen futd !SX18MV v 4.47 program a vezérld, illetve adatfeldolgozo
szoftvere. Ugyanezzel a szoftverrel minimalis, de a legsziikségesebb matematikai feladatokat

is elvégezhetjiik (atlagszamitas, illesztés).

A mért intenzitds gOrbék egyfazisu exponencidlis (I = A-exp(kt)+c) gorbével
illeszthetdk, ahol / a mért intenzitdssal analog mennyiség, A az amplitidéra utald preex-
ponencialis konstans, k a reakci6 sebességi allandojat megado exponencialis konstans, ¢ az 1d6
¢és ¢ pedig a reakci6 végén bedlld intenzitasértéket jellemzd additiv konstans. Az amplitado a
fluoreszcencia intenzitassal ardnyos detektalasi jel valtozésaval (annak mértékével) egyezik

meg és negativ eldjelll lecsengési, pozitiv eldjelii ndvekedési gorbék esetén.

Az illesztés elott 4-5 mérési gorbét (szoftveresen) atlagoltunk. Az illesztés josagat a
normalizalt variancia értékek alapjan fogadtuk (10™*-nél kisebb), vagy vetettiik (10™*-nél
nagyobb) el. Az illesztett exponencialisokbdl nyert amplitudo, vagy amplitidovaltozas, illetve

sebsességi alland6 adatokkal tovabbi adatfeldolgozasi 1épéseket végeztiink. Az amlitado
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cre

értekeket a valtoz6 koncentracioji kémiai agens (S1, ADP, ATP) koncentracioja

fliggvényében abrazolva egyenessel, vagy affinitasi gorbével illesztettiik:

_l [(A-i—x—i—Ki)FmaX)_\/((A+X+Ki)Fman2 _4XFmax2 (3)

2 A A A

crer

cyey

rrrrrr

kapott sebességi allandokbol (k,,) az alabbi egyenlet segitségével kaptuk meg a Kyp
értekeket:

Koy _ [1+ [ADP]J
kO KAD (4)

ahol [ADP] az ADP koncentracidja az oldatban, ky az ADP hianyaban mérhetd sebességi
allando (k,ps), Kap pedig az ADP-nek az akto-miozin komplexszel kialakitott disszocidcios

egyensulyi allandoja'* *°.

A pirén-jeldlt mintdk méréséhez 365 nm-es gerjesztési hulldmhosszon, 0,1-0,5 nm-es
gerjesztési rések mellett gerjesztettiik a pirén-F-aktint is tartalmazd oldatunkat, majd egy
WG385 (385 nm-en feliildteresztd) szlirdn atjutd emisszids intenzitds iddbeli valtozasat
detektaltuk.

VII.6. Differencialis pasztazé kalorimetria

VII.6.1. DSC - mlszer és technika

Az altalunk vizsgalt biologiai rendszer termodinamikai paraméterei, azaz
allapothataroz6i (nyomads, hdmérséklet, térfogat, koncentracid, stb.) a rendszer belsd
rendezettségérdl, stabilitdsarol tajékoztatnak. A folyamatokat irdnyitdé Osszefliggéseket az
allapotegyenletek irjak le. A fehérjék térszerkezeti stabilitdsa és termodinamikai stabilitdsa

kozott kapcsolat van, ez utdbbi kalorimetrikus modszerekkel jol vizsgalhato.

A differencidlis péasztazd kaloriméter a bioldgiai és biokémiai folyamatokban lezajld
strukturalis és konformacios valtozasok nagy érzékenységii mérési eszkoze'**'*. A technika
alkalmas az aktin filamentum hdstabilitdsanak globalis vizsgélatira, de informéciot
szerezhetiink (szub)molekularis eltérésekrél és interprotomer kapcsolatokrol is. A
kalorimetrias vizsgalatok egyik kritikus pontja az, hogy az egyes allapotokat kellden stabilan

kell tartani a kdrnyezeti paraméterek megfeleld bedllitasaval. Ilyen éallapotokat vizsgaltunk az
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aktin filamentum stabilitasara hato tobbféle mikrokornyezet kialakitasaval.

A mintat és a referenciat tartalmazdé mérdcellak egymastél és a kornyezettdl
hoszigeteltek. A késziilék a két cella homérsékletét egyidejiileg, azonos és egyenletes
sebességgel emeli Uigy, hogy mérés soran a két cella mindig azonos homérsékletii legyen. A
berendezés a homérséklet emeléséhez sziikséges teljesitményeket méri kiilon-kiilon az egyik
¢s masik cellaban. Ha kiszamitjuk ezek kiilonbségét megkapjuk a csak a mintat jellemzo,
korrigalt héelnyelési teljesitményt.

A Robert-Mayer egyenlet: C,—C, =R szerint minden anyag esetén az allando

nyomason ¢€s alland6 térfogaton mért hokapacitasok kiilonbsége azonos. Ebbdl vezetheto le,
hogy az allandd nyoméson mérhetd hdkapacitds aranyos az anyag szabadsagi fokainak

szamaval:

sz%-ze, (5.)

ahol R a Regnault-allando, f'a szabadsagi fokok szama.

Barmilyen okbdl is valtozik meg az aktin filamentum, vagy a protomerek szabadsagi
foka, annak valtozasat a kaloriméter érzékenyen észleli. A hdmérséklet novekedésével
azonban feltételezhetjiik, hogy akar egyszerre, akar kiilon-kiilon az aktin egyes régidinak
(szubdoménjeinek) vibraciés mozgasa megvaltozik foleg, ha egy-egy molekularészlet
kitekeredik (denaturalodik). A legfontosabb tehat, hogy allandd nyomast biztositsunk a mérés

soran, ezt a specialisan kialakitott mintacella biztositja.

Amennyiben egy endoterm vagy egy exoterm folyamat jatszodik le a mérdcellaban, az
azonos homérséklet fenntartasdhoz a mérdeella €s a referenciacella fiitése eltérd teljesitményt
igényel. A hémérsékletkiilonbség eldjelétdl és annak nagysagatol fliggben vagy a méro, vagy
a referencia celldba kell tobb energiat taplalnunk a cellak azonos hdmérsékletének kialakitasa
érdekében. A rendszer kimend jelként ezt az energiat (hdaram) adja meg megfeleld eldjellel
az 1d6, vagy az aktualis homérséklet fiiggvényében. A folyamatrol nyerhetd legegyszeriibb
informaci6 a mért jel (DSC gorbe) 1d0 szerinti integralja, ami az Gn. kalorimetrikus entalpiat
(AH.,) adja meg. Az entalpia a teljesitmény-id6 szorzataként kapott energia jellegli

mennyiség, amit akkor hasznalhatunk, ha a folyamat alland6 nyomason zajlik.

Az alapvetd termodinamikai paraméterek az ismert termodinamikai Osszefiiggések

alapjan szamolhatok a héaram és hokapacitas segitségével:

c :(dH] :(dU—i-pdV] ©)
P \dr), dr ),

ahol C, az alland6 nyomason mért hokapacitas, dH pedig az infinitezimalis entalpia-valtozast
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jelenti. Az entalpiavaltozas kiszdmithato fajhd €s a hdmérsékletvaltozas ismeretében:

AH = C AT (7.)

Az egyenlet mindkét oldalat At-vel osztva megkapjuk a differencia hanyadosokra
vonatkoz6 egyenletet:
AH AT
= _c == 8.
At " At &)
Ebbdl a At értékének nulldhoz vald infinitezimdlis kdzelitésével attérhetiink az alabbi
differencidl egyenletre:
dH dT
—=C,— .
dt dt
A differencialegyenlet bal oldala a kalorimetrids mérések sordn a minta és kornyezete
kozott 1étrejovo kapcsolat soran mérhetd héaramot (homennyiség/idd) jelenti, mig a jobb
oldali tag az anyagi mindségtdl fliggd hdkapacitas és a meghatdrozhato értéki felfiitési
sebesség szorzataként szamolhatd. A mért héaram ¢és a beallitott felflitési sebesség alapjan
tehat egyszeriien szamithatd az anyagot jellemz6 hékapacités:
H
dH/dt c

dT/dt 7 (10)

A kapott kalorimetrids gorbék kiértékelésénél még hasznos informaciot hordoz a

Gibbs-féle makroszkopikus szabadentalpia-valtozas (4G):
AG’ =-RTIn(K,, )= AH —TAS 1)

ahol A4S az entropia-valtozas, illetve R az egyetemes gazallandd (R = 8,314 J.K 'mol™).
Szamolasaink soran a AH megegyezik a DSC gdérbébdl meghatarozhatd AH,,; kalorimetrikus
entalpiavaltozdssal. A Gibbs-féle szabadentalpia-valtozast mindig szobahdmérsékletre (7" =
25 °C =298 K) szamitottuk ki.

A denaturacidhoz tartozo entropiavaltozast (AS) az alabbi képlet alapjan szamoltuk:
AS=AH/T, (12.)

ahol 7, a denaturdcios atmenethez tartozo ,,olvadaspont”, ami az a hémérsékleti pont,
ahol a fehérjemennyiség fele denaturdlodott. Ez a hdmérsékleti pont egy szimmetrikus
denaturacids gorbe esetén a maximalis kitéréséhez tartozd homérsékletnek felel meg. Ezen a

hémérsékleten a legnagyobb az egységnyi id6 alatt denaturdlodo filamentum egységek szama.

A legegyszeriibb, kisérleti eredményekkel egyezé modell szerint, a fehérje irreverzibilis
hdédenaturacidja egy reverzibilis denaturacios 1épést kdvetden torténik'*:

ki ky

N<k—>R—>I
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ahol N és R valamint / a natur, reverzibilisen, illetve irreverzibilisen denaturalodott
fehérje konformaciokat jelzi, &y, k- és k, pedig a jelzett atmenetek sebességi allandoi. Mivel
ki >> ky, és k-1 >> ky, igy a folyamat sebességét a R — 1 atmenet k, sebességi alladgja
hatdrozza meg, ¢s a teljes folyamat irreverzibilisnek tekinthetd. Ez a modell képezi az alapjat
annak a modszernek, amit Sanchez-Ruiz és munkatarsai irreverzibilis folyamatokra dolgoztak
ki'* 8 A k, sebességi konstans értéke nem éllandd; hémérséklet fiiggése az Arrhenius

egyenlette]l meghatarozhato:

. exp{—%(%—%ﬂ (13)

ahol E, az aktivaléasi energia, T* az a homérséklet, ahol a sebességi allandd értéke

egységnyi, [kx(T*) =1 5], T pedig a Kelvinben mért abszolut hémérséklet.

A sebességi allando a mért DSC gorbébdl meghatarozhaté AH., — kalorimetrikus
entalpiavaltozas — és egy adott homérsékletig elnyelt energia (4H; aktualis entalpiavaltozas)

alabb feltiintetett kifejezése segitségével helyettesitheto:
AH E
In|ln| ———_||=-"4 i1 (14.)
AH,,—AH R\T T,

VIl.6.2. DSC mérések kivitelezése

crer

Az F-aktin allapothoz a kordbban meghatarozott moédon (30. oldal: Alkalmazott pufferek
fejezet) jutottunk a prepardlt G-aktin formabdl. A polimerizacidé beinditasdval (B-puffer)
egyidében adtuk a mintdhoz a nukleotid analogot 1étrehozé oldatokat. Az ATP-t tartalmazo
oldatok esetén 2 oran at, szobahdmérsékleten (20-22 °C) polimerizalodott az aktin. A
toxinokat mindig a polimerizacié kezdete utan 1 6raval adtuk a mintdhoz és utdna minimum
tovabbi 1 orat szobahdmérsékleten tartottuk. Ezt kdvetden a mintdk egy éjszakan (10-12 6ra)
at hiitdben inkubaltuk 4 °C-on. Az ADP-t tartalmaz6, vagy alacsonyabb ionerdsségli aktin-
oldatok polimerizacios idejét a kordbban lemért polimerizacids tesztek alapjan hataroztuk
meg. A kalorimetrids mérés soran az igy kapott oldatbol 965 (+20) ul mennyiségti F-aktin-
oldat keriilt a DSC késziilék mintatartd celldjaba. Kontrollként a mért minta aktin nélkiili
puffer (és preparacios kiegészitoket tartalmazd) oldata szolgalt. Az alkalmazott toxinok nem

befolyasoljak a denaturacios gorbe lefutasat, ezért ezeket kihagytuk a kontroll mintakbol.

Az aktin vizsgélatara a 0-100 °C tartomanyt hasznaltuk, amibdl csak a 40 fok feletti

tartomdny valt szamunkra érdekessé. Minden esetben elhanyagolhattuk a kis (kritikus

koncentracionyi) mennyiségii G-aktin populaci6 termikus jarulékat'*> 14419,

A vizsgalatok soran a mérésekhez 1 ml térfogati Hastelloy celldkat hasznaltunk.
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Kontrollként a mintacellatol termikusan fliggetlenitett referencia celldba a fehérjét (aktint)
nem tartalmaz6 pufferoldatot tettilk. A rendszer alapvonaldnak instabilitdsa izoterm
tizemmodban kisebb, mint + 0,2 pW. A flitési/hiitési sebesség 0,3 K/perc volt minden esetben.

Az éltalunk hasznalt kaloriméter mérések elotti kalibraciot nem igényelt.

VII.6.3. A DSC gorbék kiertekelésének modija

Az eredmények kiértékelése ¢€s az 4brak MicroCal™ Origin® 6.0 programmal

késziiltek.

Az anyagok fazisatalakulasat kiséré hdelnyelési folyamat — mint pl. az olvadas
anyagot (aktin), példaul a gorbe cstcsértékének homérsékleti pontja altal. Ezt az analdgia

miatt olvadaspontnak (,,melting point”) is nevezziik, amit a 7, jeldléssel roviditiink.

Feltételezve azt, hogy minden azonos tipusu szerkezeti valtozas azonos energiat igényel,
a T,, az a homérséklet, ahol az aktin filamentumok, illetve a protomerek egységnyi id6 alatt
legnagyobb meértékben denaturdlédnak. Ennek megfeleléen a kapott DSC gorbe, vagy a

gorbére illesztett Gauss-gorbe maxi-

malis értékénél a homérsékleti tenge- 0,00-"‘\7"‘#""' ':""'"‘\'\ | .
lyen “leolvashat() érték adja a T, érté- 001, . \“‘ //// |
ket. Osszetett gorbéknél az egyes kom- s Ww’}‘

ponensekre illesztett Gauss-gorbék % -0,03 ’\\{l ‘ .
maximumahoz tartozé hdémérsékletek ks \

adjak az adott komponens ,,0lvadés- 2 004 \\ ]
pontjat”. -0,05- .

Egyszeri DSC gorbék esetén a 70 75 8 85 90 95 100

fentickben mar megadott moddon, hémérséklet (°C)

egyszerll ,,gorbe alatti teriilet” szami- 15. abra: Osszetett DSC gorbék dekonvoliciéja.
Falloidint nem telitési koncentracidban tartalmazo
BeF,-F-aktin DSC gorbéje ([aktin]:

[falloidin] = 1:0,8). A mért adatok (==), ¢és az

tassal (integralassal) kiszamithat6 a ka-
lorimetrikus entalpiavaltozas. A tobb
atmenetbdl

hédenaturacios felépiild

komplex folyamatok esetén a denatu-
racios gorbékre illesztett Gauss-gorbék
teriileteibol szamithatok a komponen-

sekre vonatkoz6 4H.,; értékek.

Az illesztést mutatja a 15. abra,

amit  BeFx  jelenlétében, 1:0,8

koncentracio-aranyu aktin:falloidin esetén kapott kalorimetrids gorbével végeztiink el. Az

illesztett Osszeggdrbe (=), aminek komponensei: a
BeF,-ot kot6 aktin Gauss-gorbéje (== ==), valamint a
BeF,-ot és falloidint k&t6 aktin Gauss-gorbéje (== =)
(69 UM ATP-vazizom-aktin, (MOPS pH=7,3; 100
mM KCI, 2 mM MgCl,; 10 mM NaF, 3 mM BeSOy,).
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illesztést akkor fogadtuk el, ha a kalorimetrids gorbe értékeit jol kovetd 0sszeggorbét adott,
illetve az illesztett és a kalorimetrids gorbe eltéréséinek szummazott értéke 5%-nal kisebb

volt.

Az entalpiavaltozas, azaz a denaturdcio soran elnyelt hdmennyiség meghatarozasdhoz az
alapvonal korrekcidé utdn — kontroll cella hofelvételi gorbéje segitségével — a homérséklet
adatokat transzformaltuk id6 adattd. A 0,3 K/perc-es felfiitési sebesség ismeretében, a
homérseklet értékeket 200-zal szoroztuk, majd hozziadtunk 273-at az abszolit hdmérsékleti
skalara vald attéréshez. A mintatartoba bemért aktin valdos anyagmennyiségével normaltuk
mérési eredményeket, ezaltal egymassal dsszehasonlithatova tettiik azokat. A teljesitmény-ido
grafikon létrehozasa utan a gorbe alatti teriilet integralasat végeztiik el. A kapott integral-érték

sziikséges energiaval (4H.,).

Az F-aktin esetén tapasztalt irreverzibilis denaturdcids csucsok vizsgalatakor a Lumry-

Eyring séma sebességi allandodira

fennall, hogy k; <k, valamint 0,5 . .
k> < k;. Ebben az esetben k, az an. szivizom-o-aktin

.. 1 . ., , (PH8,0)
Lrate-limiting”" sebességi allando, - 0,0- i
igy az aktivalasi energia meghata- <.‘(_“ szivizom-g-aktin
rozhat6 a homérséklet valtoztatasa :|<:° 0,51 (P70 |
soran kapott sebességi allando s | vézizomeaktin
kiszdmolasaval. Sanchez-Ruiz ¢és i 10 (PHT7.0) — |
munkatarsai tobb kiilonbozé mod- E | siomaakin Y
szert irtak le az aktivalasi energia = (PH8.0) "Iﬁ "
meghatarozasara'®®, amelyek koziil -1’25925 2050 2975 600 3025
a 14. egyenletet alkalmaztuk, ahol , ’ 1T (1(;-3 1/K) , ’
AH,, a denaturacios csucshoz tar-
tozo teljes kalorimetrikus entalpia, 16. abra: Az aktiviciés energia szamitisahoz sziikséges
AH az adott pillanathoz tartozo ka- Sanchez-Ruiz 4brazolds. A példaként feltiintetett &bra
lorimetrikus entalpiavaltozas, mig tartalmazza a Mg*'-iont kot6 F-aktin filamentumokra
T a denaturacioés csucsmaximums- vonatkoz6 illesztett egyeneseket, pH 7,0 (0) és pH 8,0 (o),
hoz tartozé hdmerseklet. valamint szivizom (==) és vazizom (==) izoforméak megfeleld

A 14. egyenlet alapjan, ha a kombinacioi esetén. (69 uM ATP-F-aktin, 100 mM KCl,

baloldali komplex kifejezésbsl 2 mM MgCL).
kapott értékeket 1/T fiiggvényében abrazoljuk, akkor egy egyenest kapunk (18. abra). Az

egyenes meredeksége ¢és tengelymetszete:

' A teljes folyamat sebességét végeredményben meghatirozo folyamat.
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L g5 - L

R~ RT,

Az elsébdl meghatarozhato az aktivaldsi energia, majd ennek és a tengelymetszetnek a
segitségével T, értéke kiszdmolhatd ¢és Osszevetheté a DSC gorbérdl leolvasott
»olvadasponttal”. Ez a fentiekhez hasonlé mddon visszaellendrzést tesz lehetové a Gauss-
gorbék, illetve a Sanchez-Ruiz abrazolas illesztési pontossaganak ellendrzésére. Az igy
eredményiil kapott aktivalasi energia hibdja az alta-lunk alkalmazott alacsony felfiitési
sebesség (0,3 K/perc) mellett kisebb mint 5%.

A parhuzamos egyenesek azonos aktivaldsi energidji, mig a meredekebbek nagyobb
denaturacids energiaigényii fehérjét jeleznek. Az y tengelymetszetek az illesztett egyenesek

alapjan meghatarozhatok.

VIl.6.4. Az F-aktin termodinamikai kooperativitasa

Szamos kutatdcsoport leirta mar az aktin kooperativ viselkedését bizonyos kornyezeti
hatasok esetén. A fehérjék — féleg az enzimek — mikdzben kifejtik bioldgiai aktivitasukat,
jelentés szerkezeti valtozdsokon mehetnek keresztiil. A  struktiralis valtozasok
tovabbterjedéséhez a fehérjén beliill az érintett régiok megfeleld kooperativitdsdra van
sziikség. Az egyedi molekuldk szintjén értelmezhetd intramolekularis kooperacido mellett
azonban az aktin filamentumot felépitd protomerek kooperacioja is eléfordul. Mig az el6bbi a
fehérjén beliill az egyes régiok szerkezetének, addig az intermolekuldris kooperacio a

szomszédos protomerek térszerkezetének 6sszehangolt valtozasat jelenti.

A kooperativitasra utald kezdeti kisérletek soran a filamentumok stabilitadsanak ¢és
funkcionalis tulajdonsadgainak valamint egyes spektroszkopiai jeleknek a nem lineéris
valtozasat mutattdk ki a filamentumhoz ko6t6dé molekuldk esetében. Ilyen hatdst mutatnak

példaul a falloidin és a berillium-fluorid, a miozin és bizonyos regulacios fehérjék.

? toxint k6t monomer

o0 | 000000

A

2k monomer

17. abra: A toxinhatis kooperativitasi modellje. A korok az aktin protomereket, a haromszog a toxint
szimbolizalja. A fekete teli kor a toxint fizikailag koté-, a szlirke korok a kooperativ hatds alatt 4llo, a

fehérek pedig a nem befolydsolt protomereket jelolik.

A kooperativitds mértéke a befolyasolt protomerek szdmaval aranyos. A maximalis
kooperativitasi hatds akkor jon 1étre, ha a szomszédos protomerek ugyanazt a konformacios

szerkezetet veszik fel, mint a kotott protomer; ez teljesen azonos fiziko-kémiai
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tulajdonsagokat eredményez. Ebben az esetben a filamentumban csak kétféle konformacid
l1étezik: 1.) a kotott és (a meg nem kiilonboztethetd), kooperativ hatas alatt allo, valamint 2.) a
hatds alatt nem 4ll6 molekulaké. Lehetséges azonban olyan kooperacids hatas is, hogy a
szomszédos molekuldk konformécidja megvaltozik, de nem teljes mértékben, azaz valahol az
agens altal nem befolydsolt és a hatds alatt 1évé konformacio6 ,,ko6zotti” allapotot vesz fel.
Ebben az esetben haromféle szubpopuléciod 1étezik: 1.) agenst kozvetleniil kotd; 2.) kooperativ

hatés alatt allo és 3.) nem befolyésolt protomerek.

A korabban mar hasznalt kooperativitasi modell (17. dbra) segitségével megvizsgalhato
az 4gens molekula kooperativitasanak mértéke''* '*°. A modell alkotasanal feltételezték, hogy
a toxin molekulak az aktin filamentumhoz véletlenszeriien kotddnek, és minden kotott toxin
molekula maga koriil kooperativ hatast valt ki, amely mindkét iranyban a szomszédos & darab
protomerre terjed ki. Annak a valdszintisége, hogy egy aktin protomer toxint kot, legyen p.
Ennek értéke az oldatban jelenlevd aktin- és toxin molekulak szdmatol, azaz koncentraciojuk
aranyatol fligg, feltételezve a toxinok 1:1-es kotési sztochiometriajat:

p= [aktin] (15,

fgy (1 — p) annak a valo-

szinlisége, hogy egy tetszdlegesen
kivalasztott protomer nem kot to-
xint. Ezek alapjan barmely pro-
tomer barmilyen mértékii toxin-ha-
tastol vald mentességének felté-
telei: a) ne kdsson toxin molekulat
b) a kornyezetében 1évé 2k pro-

tomer se kossOn toxint. Ha Ny a

00 02 04 06 08 10
[toxin] : [aktin]

filamentumban a protomerek sza-

A nem befolyasolt aktin protomerek relativ
részesedése a denaturacios energiabdl

ma, akkor (1 - p)Ny szaml

protomer nem kot toxint. Ez o
2% o 18. abra: Kooperativitasi modell. Eltéré kooperativitasi
esetben (1 -p)™ annak valdszinii- .
, . fokok esetén az alkalmazott agens altal nem befolyasolt aktin
sége, hogy egy protomer kornye- L ) , L o
. populacio részesedése a teljes denaturacids energiabol. A
zetében 1évo 2k protomer sem kot o : . . . .
denaturacids energia a teljes energiaval, mig az dagens

toxint. Legyen N a toxinhatdstol

mentes protomerek szama a fila- kotési sztochiometria esete). Fekete vonal a k=0, a piros a

mentumban, ekkor annak valoszi- k=1, a kék vonal pedig k=2 kooperativitasi faktor értékhez

niisége, hogy egy protomerre a 0.6 gorbét reprezentalja.

toxin semmilyen hatast nem fejt ki:
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N -y (16)

Az N/N, értékét a kisérleti eredményekbdl a DSC gorbék adott 7, denaturacios
csticsaihoz tartozo integraljaibdl, p értékét pedig az alkalmazott [toxin] : [aktin protomer]
aranybol szamithatjuk ki. Az eldbbi egyenlet segitségével gorbét illesztettiink a mérési

pontokra és meghataroztuk a kooperativitas mértékét (k).

2k+1 azoknak a protomereknek a szdma, amelyet egy toxin molekula (valamilyen
mértékben) stabilizalni képes, azaz a kooperativan viselkedd filamentumszakasz ,hossza”. A
ko-operativ szakasz hosszanak ndvekedésével a nem befolydsolt monomerek részesedése a

teljes denaturacios energiasziikségletbdl egyre radikalisabban csokken (18. abra).
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VIll. EREDMENYEK
VIII.1. Miozin-S1 és aktin kolcsonhatasa

VIIILT.1. Aktin aktivalta S1 ATPaz aktivitas

A 19. 4bra alapjan
megallapithat6, hogy az S1
Mg®-ATP4z aktivitisat be-

folyasolja az aktin jelenléte.

A méréshez a csatolt tesz-
telési modszert hasznaltuk,
ahol a NADH fogyasat
kovettiik fotométer segitsé-
gével 20 °C-on. Az S1, aktin
nélkiili ATP4z aktivitasat 0.0.

ATP-az aktivitas (1/s)

T
X

E==2

D) 2 4 6 8 10 12 14 16

mutatjdk a tengelymetszetek Aktin koncentracié (uM)

(vazizom: 0,1 I/s  ¢és

szivizom: 0,019 1/s). Ez 19 spra: Az aktin aktivilta S1ATP4z aktivitds vizsgalat

alapjan  lathato, hogy a eredménye. Kiilonbozé eredetii aktin és miozin-S1-ek parositasa

vazizom eredetli SI-nek (z0ld  \epiett kapott aktin aktivdlta SI ATPdz  aktivitds mérésének

¢s keék vonal) nagyobb az eredménye. Jelmagyarazat a szovegben.

aktivitasa a szivizom

eredetlinél (fekete és piros vonal). Az egyenesek meredeksége mutatja, hogy az azonos
szoveti eredetli aktin €s S1 preparatumok esetén (vaz S1-vaz aktin: m; sziv S1-sziv aktin: e)
magasabb ATPaz aktivitast kapunk, mint az eltéré szovetbdl vett mintak hasznalatakor (vaz

S1-sziv aktin: O; sziv S1-vaz aktin: o).

Ez azt valoszintisiti, hogy nem csak az aktin izoformanak van jelentds szerepe az eltérd
sziv- és vazizom miikkodésben, hanem a két molekula egylittes adaptacidja volt sziikséges az

eltéré dinamikai kivanalmaknak valé megfeleléshez.

A mérések soran az F-aktin ATPé4z aktivitdsat a miozin-S1 ATPaz aktivitasdhoz képest
elhanyagolhatonak vettiik*. Az aktivitas értékeket és standard hibakat minden esetben 4-5

mérés alapjan szamitottuk.

Az ATPaz aktivitas tesztek a késObbiekben a preparalt miozin-S1 miikodoképességének,

azaz kisérletekben valo felhasznalhatosaganak eldontését segitette.
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VIII.1.2. Akto-miozin komplex kinetikai paraméterei

VIIl.1.2.a. Az S1 ATP indukalta disszociacidja az aktinrdl

A kovetkezé fejezetek stopped-flow 300 r . . T . r
technikaval végzett méréseinél a bemért 9 250_' i
kémiai anyagok/molekulak koncentracioja a § 200_‘ |
stopped flow technikénal megszokott modon Eg g‘ 150_- ® |
,X/y” értékek formajaban jelennek meg, ahol % Zﬁ ]
az ,,x~ az Osszekeverés elotti, ,,y” pedig a @ 60100-. ]
végkoncentraciot jeloli. Az Osszekeverés .é 5Oj i
utani érték a kiindulasi értéknek fele, 00 35 20 75 100 135 150
ugyanis a két fecskend6bdl azonos ATP koncentracié (uM)
térfogatmennyiség jut a mintacellaba. 20. 4dbra: Az S1 ATP indukalta disszocidcioja az

Minden esetben (a kovetkezd F-aktinrél: a masodrendi sebességi allandok

fejezetekben is) egy-egy adatpont 4-5 mérés meghatarozasa vaz- (==) és szivizom (===) eredetii

4tla g 4bol szarmazik. Minde gyik esetben a F-aktinok esetén. Az ATP koncentraciotol linearisan
standard hiba értéke kisebb volt, mint 5%. A

mérési  eredményeket ismételt fehérje

fligg a mért sebességi allando (k), az illesztett
egyenes meredekségébdl pedig meghatarozhatd a

preparalasbél szarmazo oldatokkal — ismét —  Mmasodrendii sebességi dllands.

ellendriztiik, illletve pontositottuk.

A ,stopped flow” technikaval végzett méréseket 1/0,5 uM-os aktin és 1,2/0,6 pM-os
vaz-S1 végkoncentracio mellett végeztik. Az 5%-os pirén jelolésti F-aktint falloidinnel
stabilizaltuk, hogy az aktint biztosan filamentum formaban tartsuk a kritikus koncentraciéhoz
kozeli értékek ellenére is. A falloidin hozzaad4dsa nem befolyasolja az aktin és miozin
kapcsolodasi dinamikajat'! 160
komplexhez, kovettiik az S1 disszocidciojat kiséré pirén fluoreszcencia-intenzitas
novekedését. A sebességi allandot a fluoreszcencia intenzitas gorbékre illesztett exponencialis
fliggvény exponencialis kitevdjében szerepld konstans tagja adta. Az illesztés eldtt 4-5 mérési
gorbét szoftveresen atlagoltunk, az illesztés josdgat a normalizalt variancia értékek alapjan

fogadtuk (10™*-nél kisebb), vagy vetettiik (10™*-nél nagyobb) el.

A masodrendii sebességi allandok az illesztett egyenesek meredeksége alapjan
1,83:10°+ 0,1-10° (vazizom) és 1,68:10° + 0,2:10° (szivizom) M s voltak (20. 4bra). Az
értékek a mérési hibahataron beliil azonosnak tekinthetok, azaz a miozin S1 ATP hatasara

azonos sebességgel valik el mindkét aktin izoforma altal alkotott filamentumtol.

49



EREDMENYEK

Miozin-S1 és aktin kolcsOonhatasa

VIIl.1.2.b. S1 ATP indukalta disszociacioja ADP jelenlétében

Az S1 affinitasa az ADP-hez aktin jelenlétében: K p meghatdrozdsa

A miozin-S1 affinitdsat az aktin
filamen-tumhoz az S1-hez kapcsolddo,
illetve a mikrokornyezetben talalhatd
nukleotid mindsége jelentdsen
befolydsolja. Az aktin jelenlétében
mérhetd affinitds mérését 1/0,5 pM-os
aktin  és  1,2/0,6 uM-os  vaz-S1
végkoncentracio mellett végeztik az
eldbbi méréshez hasonldan. Az 5%-os
mértékben pirénnel jelolt F-aktint itt is
falloidinnel stabilizaltuk. Az ATP
végkoncentracigja  50/25 uM  volt
minden mintaban, mig a hozzakevert
ADP  végkoncentracidja  0-1000 uM
kozott  valtozott. A  mérési  pontok
alapjan, a 4. egyenlet segitségével

meghatarozhat6 az egyenstlyi allando,

k/K, (%)

05 200 460 600 860 1000
ADP koncentracié (uM)

21. abra: Az S1 affinitisa az ADP-hez aktin

jelenlétében: K,, meghatarozasa eltéré eredeti F-

aktinok esetén (szivizom: ==@® | vazizom: ===ml). A mért

értékeket a szimbolumok, az illesztett gorbéket pedig a

vonalak jeldlik.

mely az S1-nek az ADP-hez valo affinitasat jellemzi aktin jelenlétében (K p). A szivizom
esetén 119 = 6 uM, vazizom esetén 172 = 17 uM adddott az illesztés alapjan (21. abra). A kb.

1,5-szeres érték ugyan nem jelentds eltérés, a kiilonbség azonban azt mutatja, hogy a vazizom

izoforma stabilabb komplexet képez a vazizom eredetli miozin S1-gyel, mint a szivizom

izoforma.
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VIll.1.2.c. Az S1 affinitasa az aktinhoz ADP hianyaban

K4 meghatdrozdsa

A mérések elott az allando kon-

centracioban jelenlévd pirénnel jelolt

aktint (50/25 nM) valtozd koncentraci- 254 .
oju S1-el (0-2000 nM) reagaltattuk, és a __ 20- ° .
keveréket allandd koncentracioji ATP- § 15. |
vel (50/25 uM) elegyitettiik a ,,stopped %_ 104 |
flow” kisérletben. A vizsgalat soran, az E 5] ]
aktinhoz kotott pirén fluoreszcencia in-

tenzitds amplituiddjanak novekedését 01(') 500 1000 1500 2000 -
kovettiik. A novekedés annak S1 koncentracié (nM)
koszonhetd, hogy a keverés eldtti ATP

mentes allapotban az aktin erdsen 22. abra: K, meghatarozasa vazizom-S1 és eltéro
kotddik az Sl-hez és az ATP eredetii F-aktinok esetén. A grafikon a szivizom
beinjektalasa és S1-hez kotése miatt az aktinhoz (=e), illetve vazizom aktinhoz (=——m) tartozo
akto-miozin komplex disszocial. A mérési  értékeket ¢és az adatpontokra illesztett
kialakult fluoreszcencia intenzitds a hiperbolakat mutatja.

szabad F-aktinhoz tartozik €s ez adja az

ATP hozzaadasa hatasara végbemend intenzitdsértékek viszonyitdsi alapjat. A

.....

keverdcellaban  végbemend akto-miozin komplex disszociacidja miatt kialakuld
intenzitasvaltozas értékeket a reakcid végallapotahoz tartozo intenzitdssal normaltuk, azaz
relativ amplitudovaltozasokat (%) hataroztunk meg minden egyes ATP koncentracidhoz. A
kapott relativ intenzitdsvaltozas értékei telitddési jelenséget mutatnak a koncentracid
fliggvényében. Hiperbolat illesztve a méréspontokra a K, értéke 98 + 9 nM vazizom- ¢és
72 £6 nM volt szivizom eredetli aktin esetén (22. abra). A Kap disszociacids allando
meghatarozasakor kapott eredményekhez hasonloan a két izoforméhoz tartozd disszocidcios
alland6 kozotti eltérés nem jelentds. Az adatok alapjan a két izoforma esetén az affinitasok is

kozel azonosak, de itt is a vazizom-a-aktin izoforma kisebb affinitasa mutathato ki.
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VIIl.1.2.d. Az S1 affinitasa az aktinhoz ADP jelenlétében

Kp4 meghatarozdsa

A mérésekhez, az egyik reakcios

clegy pirénnel jeldlt aktint (8/4 uM) 60 —
ADP-vel (3/1,5mM) és viltozo kon- & 99 '
centracioja Sl-et (0-75 uM) tartalma- g < 404 : 1
zott. A masik fecskendo alland6 kon- E Té 30- i
centraciojit ATP-t (600/300 uM) tartal- £ 8 2! ]
mazott, ezeket kevertilk dssze. Az elo- % T 10, |
zOekhez hasonldéan a kiindulasi és a £ A

végallapotban mérhetd pirén fluoresz- 00 15 30 45 60 75
cencia intenzitds amplitidojanak relativ vazizom S1 koncentracio (uM)

(%-0s) valtozasat kovettiik a koncent-

raci6 fiiggvényében. A kapott eredmé- 23. abra: Kp, meghatarozasa vazizom-S1 és eltéro

nyekre hiper-bolakat illesztve (3. eredetii F-aktinok esetén. Fekete négyzet jeloli a
egyenlet) a Kpy érteke 6,0 £2,0 uM

vazizom-, ¢s 4,8 +2,0 uM volt szivi-

vazizomhoz, piros teli kor a szivizomhoz tartozo

értékeket.

zom eredetli aktin esetén (23. abra).

A kapott eredmények a standard hibak altal meghatarozott hibahatarokat figyelembe
véve nem térnek el jelentdésen. A vazizom izoforma nagyobb affinitdsa magyarazhatja az
aktin-aktivalta S1 ATPaz mérésekben tapasztaltakat azaltal, hogy az ott mutatkozé nagyobb
vazizom-aktin altal kivaltott vazizom S1 aktivalasi hatast az er6sebb vazizom-aktin affinitas

okozza.

Osszefoglalva az el6z6 méréseket, az ATP4az aktivitds és a polimerizicios mérés
kismértékli eltérést mutat az aktin izoformékra vonatkozolag. A gyorskinetikai mérésekkel
kiilonbséget. A K4 és a Kyp és Kpy mérésekkel csak kis eltérés mutathatd ki a két a-aktin
izoforma kozott az akto-miozin komplex dinamikéjat tekintve, de ezek a kis eltérések mind a
vazizom izoforma nagyobb — miozinhoz val6 — affinitdsdt mutatjdk. Ennek megfeleléen
kijelenthetd hogy, ha kismértékben is, de a vazizom-a-aktin erésebb komplexet képez a

miozinnal (miozin-S1-gyel), mint a szivizom-o-aktin izoforma.
VIIL.2. A kétérték( ionok hatasa - ionerésség

Az ionerdsség polimerizaciora kifejtett hatdsanak vizsgélatahoz pirénnel jelolt vaz- és

szivizomb6él preparalt Mg>'-F-aktint hasznaltunk. Mas kutatocsoportok — korabbi

75, 152

tapasztalatait megerdsitd eredményeket kaptunk. A pirén fluoreszcencidja a korabban

52



EREDMENYEK

A kétértéki ionok hatdsa - ionerdsség

mar emlitett mdédon nyujt informaciot a polimerizalt aktin mennyiségérél. A méréseket
3,5 uM G-aktin koncentracié mellett, 20 °C-on és pH=7,3-on, magas (100 mM KCI, 2 mM
MgCl,) és alacsony (10 mM KCI mellett 0,5 mM MgCl,) sokoncentracié mellett végeztiik.

Jol latszik a kiilonbség a két izoforma polimerizacios képessége kozott mindkét

sokoncentracion (24. abra).

100
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2 80

g:\o‘

g @ 60

S5

o g 40

2 E

2 E

£ 2 A
o4 . . . . :
0O 20 40 60 80 100 120

1d6 (perc)

Relativ fluoreszcencia

100+

80+

intenzitas (%)

IS
2

N
Q

2 3
idé (6ra)

24. abra: Polimerizicios teszt kiilonb6z6 ionerdsség hatasara. (5% pirén jeldlésii vazizom- (=) vagy

szivizom-aktin (==), 23 uM). A) magas sokoncentracion, B) alacsony sokoncentracion mért tendencia.

A tovabbiakban DSC méréseket végeztiink kiilonbozé kétértékii kationok jelenléte

mellett polimerizalt aktin izoformakkal. A Ca®-ion Mg*"-ionra torténd cseréjét a korabb

megadott modon végeztiik. A polimerizaciohoz az é4llanddo 100 mM KCI mellett 2 mM

MgCl,-koncentraciot (magas sokoncentracio) allitottunk be a fehérje kornyezetében.

0,00+
-0,01+
-0,02
-0,031

Héaram (mw)

-0,04-
-0,05-

-0,06

A

50

25. Abra: Mg**-iont kot6 szivizom-o- és vazizom-a-aktin denaturiciés gorbéi.

T T

55 60

T

65

T

70

Hémérséklet (°C)

7t

H&éaram (mW)

0,00-
-0,01-
-0,02-
-0,03-
-0,04
-0,05-

-0,06

T

T T

T

50

T

55

T T

60 65
Hémérséklet (°C)

m glhy, m , (Mg -F-aktin
(2 mM MgCl,, 100 mM KCl, (Mg*")ATP-F-aktin)

A) pH 7,0-hez tartozo gorbék; szivizom-a-aktin (0),vazizom-o-aktin (o).

B) pH 8,0-hez tartoz6 gorbék; szivizom-oa-aktin (<), vazizom-a-aktin (V).

T

70

75
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A DSC mérések soran a T, és egyéb termodinamikai értékek a kotott kationtol
fliggetlennek bizonyultak (25. ébra), a szamolt értékek eltérése a £0,5 °C-os hibaértékhez
képest kicsinek bizonyult. Hasonlé eredményeket mutattak a korabbi spektroszkdpiai
vizsgalatok is'>. Amennyiben mégis killsnbséget tesziink, akkor az alabbi kovetkeztetéseket

vonhatjuk le a DSC gorbék ¢és az adatok alapjan.

0,00+
0,01- ]
0,02- ]
0,03- ]
0,04- ]

Héaram (mW)

-0,051 ]

-0,06 +—M8M
50 55 60 65 70 75

Hémérséklet (°C)

26. abra: Ca*-iont koté aktin izoformak DSC gorbéi. Szivizom (Ca®)ATP-a-aktin (0) és vézizom

(Ca*")ATP-a-aktin (¢). (magas sokoncentracié: 100 mM KCI, 2 mM CaCl,, pH 8,0)

Az izoformakat tekintve, a kalciumot és magnéziumot kotd allapotok esetén a vazizom
izoformahoz tartoz6 Ty, értéke 0,9 °C-kal, illetve 1,9 °C-kal nagyobb volt, mint a szivizom
izoforméé. A stabilabb vazizom szerkezetet timasztja ala a tobbi termodinamikai paraméter is
(2. Tablazat,"*), bar Mg®"-kotés esetén az eltérés joval nagyobb, mint Ca*" esetén (25., 26.
abra). Nagyobb kalorimetrikus entalpia, entropiavaltozas és szabadenergia értékek stabilabb
szerkezetet jelentenek. A szivizom izoformanal tapasztalhaté6 nagyobb ionfliggés arra enged
kovetkeztetni, hogy a szivben az iondsszetételnek nagyobb hatdsa és szerepe lehet a

mukddésben.

2. Tablazat: Aktin izoformak termodinamikai jellemzdi a

kétértékii kationok fiiggésében

szivizom-a-aktin vazizom-a-aktin
CaZ Mg” CaZ Mg”
T, (°C) 64,4 62,2 65,3 64,1
AH (kJ'mol™) | 5788 768.,4 889,9 872
A4S J'mol 'Ky | 1715 | 2293 2631 2587
4G (kKJ'mol™) (25°C) | 76,3 96,6 119,0 114,0
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A kiilonboz6 ionok kotése szempontjabdl csak a szivizom izoforma esetén talaltunk
jelentdsebb eltérést. A magnézium-kotd filamentumok 7,-je rendre 2,2 és 1,2 °C-kal kisebb
volt, mint kdlcium ko&téskor a szivizom ¢€s vazizom tekintetében, egyezden a korabbi

spektroszkopias mérések eredményeivel .

A T, értékek kismértékii eltérése ellenére a termodinamikai jellemzék Osszessége
alapjan kijelenthet6, hogy a vazizom izoforma esetén a Ca*"-iont koté forma, ha kismértékben
is, de stabilabb. Ezzel szemben a szivizom izoformanak a Mg*"-kotés elényosebb, hiszen
stabilabb szerkezet jon 1étre.

Osszességében kijelenthetd, hogy a DSC technikdval kimutatott kationfiiggé eltérések
kismértékiiek, ami latszélagos ellentétet mutat a korabbi spektroszkopiai mérésekkel’ *.
Azok esetén a kation csere jelentds hatdssal volt mind a monomerek, mind a filamentumok
dinamikai tulajdonsagaira. Azonban a spektroszkopiailag meghatarozott dinamikai
tulajdonsagok és a DSC modszerrel meghatarozott termodinamikai tulajdonsdgoknak nem
feltétlentil kell egybeesnie, hiszen nem ugyanazokat a fizikai tulajdonsagokat vizsgaljuk a két

technikaval!

VIIL.3. A pH hatasa - izoformak

Az aktin filamentum mikrokdrnyezetének paraméterei koziil, mint minden fehérje esetén
a pH-nak nagy jelentésége lehet. Erre vonatkozolag a kalorimetrias mérések altal kapott

13%) alapjan mutatkoz6

eredmények alapjan megallapithatd, hogy a DSC gorbék (27. 4bra; a, b,
eltérések viszonylag kismértékiieck, de a korabbi spektroszkopiai vizsgalatokkal
egybeeséek'”. A Ty, értékek kozelsége mellett a szamolt entalpia- és entropiavaltozasok,

valamint az aktivacids energia értékek is kozel azonosak.

0,00- ' ' ' ' 0,001
-0,014 i -0,011

S 0] 0.02]

T 002 E 0,0

£ -0,03 £ -0,03

S S

8 -0,04- i 3 -0,04-

I I
-0,05- Al -0,05- B
-0,06 T T r T -0,06 T T T r
50 55 60 65 70 75 50 55 60 65 70 75

Hémérséklet (°C) Hémérséklet (°C)

27. abra: Aktin izoformak DSC gorbéje - pH hatas.
(69 uM ATP-F-aktin, 100 mM KCIl, 2 mM MgCl,)
A) szivizom-a-aktin izoforma; pH 7,0 (0) és pH 8,0 (©)
B) vazizom-a-aktin izoforma; pH 7,0 (o) és pH 8,0 (V).
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Nukleotidok hatasa

fiiggvényében.

(69 pM (Mg*")ATP-F-aktin, 100 mM KCI, 2 mM MgCl,)

3. tablazat: a-aktin izoformak termodinamikai paraméterei a pH

szivizom-o-aktin vazizom-a-aktin
pH7.0 | pHS8.0 | pH7.0 | pHS.0
T, (°C) 63,4 62,2 65,3 64,1
AH . (kJ-mol™) 806,4 7684 | 9325 | 8720
A4S 'mol K" | 2397 2296 2756 2587
E4 (kJ-mol™) 483,7 331,9 547,0 446,7

A denaturacidhoz sziikséges aktivacids energia a szivizom izoforma esetén kisebbnek
bizonyult. Ezt timasztja al4 a tobbi termodinamikai paraméter is (3. tdblazat,154), ami a vaz
izoforma nagyobb stabilitdsat jelenti. Alacsonyabb pH értéken nagyobb energia befektetése
sziikséges a denaturacidhoz mindkét izoforma esetén, ami azt jelenti, hogy a pH 7,0
termodinamikailag stabilabb format eredményez. Az izoformak pH fiiggésének tendencidja

azonosnak tekinthetd, ami a molekuldk nagymértékben azonos szekvencidjanak kdszonheto.

VIIl.4. Nukleotidok hatasa

Mind a polimerizaciora, mind a

termodinamikai stabilitasra vonatko- E 1,0
z6lag megvizsgaltuk a nukleotidok ~§
hatasat, hogy kiegészitsiik a korabbi IGE) 0.8
FRET alapt, nukleotid-fiiggd kon- £ 0,6
formaciodra és filamentum dinamiké- '8
ra vonatkozé mérések eredményeit®’. g 0’4_

A polimerizacios tesztek (lasd: g 0’2-_ l
elérébb) a korabbi mérések ered- &2 0,0 — —————

< 0 2 4 6 8 10

ményeit igazoltak, miszerint az ADP
id6 (1000 s)

. abra: Nukleotidok hatasa az aktin izoformak polimeri-
Vazizom-ATP-F-aktin (==); szivizom-ATP-F-
aktin (==); vazizom-ADP-F-aktin (==); szivizom-ADP-F-
aktin (=); (23 uM aktin, 100 mM KCI, 2 mM MgCl,, 5%
pirén jelolés). Az aktin oldatok 0,2 mM ADP-t, vagy 0,2 mM

aktin is képes polimerizalni, azaz 28
az ATP hasitds nem sziikséges a Zécibjara.
filamentum kialakulasdhoz. Tovab-
ba az ATP-t kotd forma gyorsab-
ban polimerizal, mint az ADP-t
kotd forma mindegyik izoforma
esetén (28. 4ébra). Az

vizsgalatokhoz képest ujdonsdg az, hogy a szivizom izoforma lassabban polimerizal a

ATP-t tartalmaztak a polimerizalas kezdetén.

eddigi
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vazizom izoforméhoz képest, féleg ADP-t kotd allapotban.

Ez utébbi megallapitds miatt a DSC vizsgalatokat megel6zéen az ADP-aktin oldatok
polimerizacios idejét az ATP-vazizom izoforma 2 6rajahoz képest minden esetben 12 orara

(szobahomérsékleten) noveltiik a polimerizacio teljességének érdekében.

A kalorimetrias méréseknél a

69 uM-0os  aktin  koncentracio 0,00+
kiemelt jelentdségli, mert ez joval -0,014
nagyobb, mint az ADP aktin % _0102_.
kritikus koncentracioja (~ 3 uM — E _0’03_.
~ 4%), ennek megfelelden az aktin \g -0,0 4_'
tobb, mint 95%-a filamentalis 0, 05_‘
formaban volt jelen, vagyis a -0,06-.
monomer forma termodinamikai . ' . ' . r .
20 40 60 80 100

hozzajarulasa elhanyagolhatd. Te- . o
Hémérséklet ("C)

29. abra: Nukleotid hatas vazizom-F-aktin denatura-
ciés gorbéi alapjan. (MOPS pH 8,0; 100 mM KCl, 2 mM

van, azaz nem valtoztat a filamen- MgCl,; hexokinaz, gliikkoz, ADP). Az ADP-t koté forma
tum formahoz tartoz6 denaturacios (=), az ATP-t k6t forma (—). T,y: 58,4 °C és 65,3 °C.

het6 ez azért is mert a monomerek

denaturacios csucsa 50 °C alatt

csucson (nem kozolt adat).

Az oldatok hexokinazt is tartalmaztak, ezért ellenérz0 méréseket végeztiink csak A4
puffert tartalmazd kontroll- ¢és hexokindzt, gliikkozt ¢és ADP-t a leirdsban megadott
mennyiségben tartalmaz6 minta oldatokkal. A kapott kalorimetrias gorbéken semmilyen, az
aktint is tartalmaz6 oldatok DSC gorbéinek kiértékelését zavard hatast nem tapasztaltunk

(nem kozolt adatok).

A mérések eredményei alapjan mindkét aktin izoforma esetén, minden termodinamikai
paraméter egyértelmiien az ATP-t koté filamentumok nagyobb hddenaturacios

ellenalloképességét bizonyitja az ADP-t kotkéhez képest' ™.

Mar a T, értékek jelentds eltérése is ezt mutatja, koriilbelil 10, illetve 7 °C-kal (29. dbra,
4. tablazat) csokken az ADP-filamentumok denaturaciés maximumanak helye, szivizom,
illetve vazizom izoforma esetén. Az ATP-t ko6td izoformak kozott az eltérés kisebb, kb. 2 °C
(4. tablazat), mint az ADP kotés esetén mérhetd kb. 4 °C (izoformék tekintetében!)™ 7. A
denaturacios homérséklet eltolodasa mellett megfigyelhetd még a DSC gorbék
(félértek)szélességének novekedése, amennyiben az ATP helyett ADP-t kotd G-aktinbol jott
létre a filamentum. A kiszélesedett gorbe a filamentumon beliili, precizebben az

intraprotomer-, azaz doménszintli kooperativitds mértékének lecsokkenését jelenti.
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4. tablazat: Nukleotid hatas. Szivizom- és vazizom-o-aktin izoforma

termodinamikai  jellemz6i. Az entropia  valtozast 250 °C-os (298 K)

haladta meg az 5%-ot.

hémérsékletértekkel szamoltuk. (69 uM  Mg-F-aktin, MOPS pH 8,0). FWHM:

félértékszélessége az adott allapothoz tartozd csucsnak. Az abszolut hiba értéke nem

szivizom izoforma vazizom izoforma
+ATP +ADP +ATP +ADP
T,u (°C) 63,4 54,2 65,3 58,4
AH..; (kJ-mol™) 806,4 393 932,5 810
A4S (J-mol K™ 2397 1202 2756 2444
4G (kJ-mol™) (25°C) 104 40 125 276
E, (kJ-mol™) 483,7 254,0 547.,0 310,8
FWHM (°C) 1,8 7,5 1,4 1,6

A szivizom eredetli ADP-F-aktin preparatumon végzett DSC méréseink sordn nyert
kalorimetrias gorbék endoterm atalakuldsra utalnak ¢és két jol elkiilonithetd csuccsal
rendelkeznek. A két csucshoz tartozd 7, értékek (54,3+0,4°C ¢és 59,9 +2,1°C) két
megkiilonboztethetd fehérje populacio jelenlétére utalnak. Az utdbbi érték jol megfeleltethetd
az ADP-vazizom izoforma korabbi méréseinkben tapasztalt 7, (58,4 = 0.2 °C) értékének. Az
azonossagot az is alatdmasztja, hogy mindkét izoforma ATP-t kotd filamentumainak 7,
értékei joval magasabbak. Az alacsonyabb homérsékletli csucs ennek megfelelden a szivizom

. , . ) . ’ Lo r1 1
izoforméhoz, a magasabb pedig a vazizom izoformahoz tarsithato'>® ',

5. tablazat: Adattablazat az ADP-t koto F-aktin izoformak DSC

gorbéire illesztett Gauss-gorbék elemzése (!) alapjan.

ADP-t k6t6 formak szivizom vazizom
T, (°C) 54,3 61,3
AH o (kJ-mol™) 346,7 3379
A8 (3’ K -mol™) 1059,2 1010,7
4G (kJ-mol™) (25°C) 36,3 41,7

Két Gauss-gorbe illesztésével a terliletaranyok alapjan meghataroztuk, hogy a két

izoforma el6fordulési aranya 89 = 7 % (T,,: 54,3 °C) és 11 £ 7 % (T,: 60,3 °C), ami megfelel-
tethetd a masok altal mért 16-24%-0s o-vazizom izoforma szivizomban valo el6fordulasi

mértékének’.

A szamolt termodinamikai paraméterek koziil leginkabb az atmeneti hémérsékleti
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pontok eltérése mutatja, hogy a szivizom izoforma termodinamikailag kevésbé stabil forma a
vazizom izoforméahoz képest. Az illesztett Gauss-gorbék kisebb félértekszélessége (FWHM)

1s a nagyobb molekulédn beliili kooperaciora utal a vazizom esetében (nem kozolt adatok).

00 ——F—T——T——T———
o ADP- ) 30. 4bra:  Aktivacios
— T F-aktin T energia szamolas
T ] Sanchez-Ruiz-féle
ITg '0'3'_ i abrazolas segitségével.
S@ -0.44 . Adatok és illesztett gorbék
i 05 | ATP () illetve ADP (O)
g _0.6_' ] vazizom-a-aktin  filamen-
ATP-F-aktin . tumok esetén. A merede-
0'7__ i kebb egyenes nagyobb
V777 71 71 1 aktivacios energiat jelent.

0.00296  0.00298 0.00300 0.00302 0.00304 0.00306 0.00308 0.00310

1T (K"

Az aktivacios energiaértékek (Ea) is az izoformak Osszehasonlitasakor a vézizom
izoforma nagyobb stabilitdsat tamasztja ala mindkét nukleotid jelenlétében. Paronként
Osszehasonlitva ATP jelenlétében a vazizom izoforma 547,0 kJ/mol értéke a szivizom 483,7
kJ/mol-os értékével, az ADP-t kotd formak esetén pedig szintén a nagyobb vézizomhoz
tartozé 310,8 kJ/mol all szemben a szivizom izoformahoz tartozé 254,0 kJ/mol-os aktivalasi
energiaértékkel. Az azonos izoformdk esetén mindkét esetben az ATP-t koté forma mutatja a
nagyobb hdstabilitast: 547,0 és 310,8 kJ/mol a vdzizom izoforma és 483,7 ¢és 254,0 kJ/mol
értékek a szivizom izoforma ATP-, illetve ADP-k6t6 formai esetén. Ezeket az értékeket a
mért DSC gorbék Sanchez-Ruiz-féle dbrazoldsaval kapott egyenes(ek) meredekségébdl tudtuk

kiszdmitani (30. abra).

VIIL.5. ADP-P; analégok hatasa

Els6 1épésként azt vizsgdltuk mi a hatdsa az F-aktin denaturdcids 4atmeneti
hémérsékletére a kiillonbozd koncentracioban hozzdadott BeFy-nak (31. &bra). Ennek
kimutatdsara valtozd koncentraciojai NaF-ot (0,1-10 mM) ¢és BeSOs-t (0,03-3 mM)
hasznaltunk, allandé 10:3 koncentracid-arannyal. Habar a kiilonboz6 koncentracioban
kialakuld6 BeFx-komplex telitési hatdsat eléri mar az 1 mM Be-ion koncentracion, de a
tovabbiakban a 10 mM NaF, 3 mM BeSO, (illetve AICl;) koncentraci6 értékeket hasznaltuk
annak érdekében hogy biztosan elegendd BeFy legyen az oldatban a reprodukalhaté

maximalis hatas eléréséhez.
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85
® P
. 80:
O
l_g 75
70
655 3 5 3

berilium koncentracio (mM)
31. abra: BeF, hatas vizsgalata titralassal. Valtozo BeF, koncentracié mellett a 7, ndvekedésre hiperbolat
illesztve (fekete vonal) a fél-telitési koncentracio értéke 0,14 + 0,05 mM-nak, a telitési hatashoz tartoz6 T,

pedig 84,8 °C-nak adodott.

A BeFyx atmeneti hémérsékletet noveld hatasa mindenképpen a nukleotid analog
szerepnek tulajdonithat6. Bizonyitasképpen tesztmérést végeztiink azonos ionerdsségii, de
BeFx-ot nem tartalmazo aktin-oldatokkal is. Az ionerésséget az 1. egyenlet alapjan hataroztuk
meg. Az igy kapott ionerdsség értéket KCI hozzdadéasaval (BeFy hidnyaban) allitottuk be. Az
eredményként kapott kalorimetrias gorbe T, értéke is magasabb érték fele tolodott, de csak
kb. 5 °C-kal (7,, = 69,4 °C), szemben a BeFx kb. 15 °C-os eltolasi értékével (7, = 84,8 °C, 31.
abra, 32. abra). Mindez azt bizonyitja, hogy a nukleotid anal6gok hatasa specifikus, nem

egyszerl ionerdsség valtozast jelent!

H&aram (mw)

40 50 60 70 80 90 100
Hémeérséklet (°C)
32. abra: BeF, (foszfat-anal6g) hatasa F-aktinra. Az analog hatasatdl mentes F-aktin denaturacios gorbéje

(==) BeF, hatasara eltolodott (==) és kiszélesedett. (10 mM NaF, 3 mM BeSO,).
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VIII.6. Toxinok hatasa.

199114 munkéja alapjan: a T, értékek toxinhatds mellett a

Visegrady és munkatarsai
kotott kationtol fiiggetlennek bizonyultak (6. tdblazat), bar a toxinmentes filamentumok
flexibilitdsa eltért egymastol. Ez arra utal, hogy termodinamikai szempontb6l mindkét toxin
az aktin filamentumnak ugyanazt az éallapotat hozza létre. Mg*'-F-vazizom aktin esetén

végzett FRET" vizsgalatok is a falloidin hasonl6 stabilizal6 hatasat irtak le'.

6. tablazat: A toxinok nélkiil-, illetve telitési toxinkoncentracio ( [toxin] : [aktin
protomer] = 1 : 1) esetén meghatarozott T, értékek Ca’'- és Mg?*-F-aktin estében.

A toxin hianyaban mutatott eltérés toxin jelenlétében relative kisebb'®.

alkalmazott Tw (°C) E, (kJ-mol™)

toxin Ca’'F-aktin | Mg’*-F-aktin | Ca*'F-aktin | Mg’ F-aktin
toxin nélkiil 67,3+0,5 65,6 £ 0,5 533,4 556,8
falloidin 79,3 £0,6 78,4 +0,5 546,6 380,4
Jasplakinolid 87,7x0,7 88,6 £0,6 429.2 544.1

A korabbi vizsgalatok'” kimutattak, hogy Ca*'-F-aktinnal toxinkezelés nélkiil kapott
aktivalasi energia értékéhez képest a jasplakinolid kezelés hatisira az aktivalasi energia
értéke csokkent, falloidin kezelés hatdsara azonban hibahataron beliil (2%) nétt. Toxinmentes
Mg”**-F-aktin esetében az aktivalasi energia értéke jasplakinolid hatisara hibahatiron belil

csokkent (2%), falloidin hatasara azonban szamottevoen; 2/3-ra csokkent.

A falloidin esetében tapasztalt denaturacids gorbe csticsainak szélesedése, valamint az
aktivalasi energia csokkenése arra utal, hogy a fehérjematrixban torténd valtozasok

eredményeképpen a protomerek kozotti termikus kooperativ kapcsolat gyengiilJr (33. ébra, A).

Osszességében megallapithato, hogy mig Ca®-F-aktin esetén a termikus kooperativitis
nem valtozott szamottevGen, addig Mg”'-F-aktin esetében a falloidin a termikus
kooperativitas szamottevd csokkenését idézte eld. A jasplakinolid azonban mindkét kation
kétése esetén a termikus kooperativitas névekedését okozta (33. abra, B). A Mg**-F-aktinra
vonatkozd megallapitasokat sajat méréseim is alatamasztottdk. Célunk nem a korabbi
tapasztalatok megerdsitése volt, hanem egy biztos toxin-hatds ismeret megszerzése volt,

melyet a tovabbi mérések dsszehasonlitasi alapjaul hasznalhattunk.

" FRET: fluoreszcencia rezonancia energia transzfer, spektroszkopian alapulé, molekulan beliili tavolsagmérésre
alkalmas technika.

" A termikus kooperativitis nem azonos a toxinok okozta kooperativ hatassal, ezért hasznaljuk a termikus jelzét.
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0,00
0,01
-0,02]
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-0,04]
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0,06 ] ,
007{|A ] 0071 B

'0,08 T T T T T -0,08 T T T T T
40 50 60 70 80 90 100 40 50 60 70 80 90 100

Hémérséklet (°C) Hémérséklet (°C)

H6éaram (mW)
Héaram (mw)

33. abra: Toxin-hatas telitési koncentracio6 esetén ( [aktin] : [toxin] = 1:1).
(MOPS pH 8,0; magas sokoncentracio, (Mg )ATP-vazizom-o.-aktin)
A) abra: DSC gorbék falloidin jelenlétében (kék) és hianyaban (fekete).
B) abra: DSC gorbék jasplakinolid jelenlétében (z61d) és hianyaban (fekete).

VIIL.7. A toxinok és a foszfat analogok egyuttes hatasa

Az el6z6 két fejezetben kiilon-kiilon targyalt toxin €és nukleotid analdgok altal kifejtett
stabilizal6 hatasok felvetett¢ck az oOtletet, hogy kivizsgéaljuk hatasmechanizmusuk
azonossagat/kiilonbségét. Nukleotid analdégok ¢és falloidin nélkiil az aktin filamentumokra
jellemzd atmeneti hdmérseklet (75,) 64,1 °C volt. A nukleotid analogok (ADP-BeFy: 84,8 °C;
ADP-AlF4: 84,7 °C) vagy a falloidin (82,3 °C) kotddésének a hatasara a T, értéke megnott,
ami azt mutatta, hogy megnoétt a filamentumok termikus stabilitdsa. Amikor mind a falloidint,
mind a nukleotid analégokat az oldatokhoz adtuk, a filamentumok termikus stabilitasa tovabb
nott (95,5 °C ADP-BeFy, €s 95,9 °C ADP-AlF, esetében) (34., 35. 4bra).

34. abra: Toxin (falloidin) és foszfat-
analég (BeF,) hatas. A kalorimetrids
eredmények foszfat analégok és falloidin
nélkiil (==), falloidin jelenlétében (=),
ADP-BeF, jelenlétében (z0ld  vonal),

-0,024

-0,04 -
valamint ADP-BeF, és falloidin egyiittes

héaram (mwV)

-0,06+ jelenlétében (=). (69 pM ATP-vazizom-o.-
F-aktin; 10 mM NaF, 3 mM BeSO,; magas
-0,08 y Y y y 100 sokoncentracié (100 Mm KCl, 2 mM

60 70 80 90
hémérséklet (°C) MgCl); MOPS pH 7.3).
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0,00
] 35. abra: Toxin (falloidin) és foszfat-
'0,02_ analég (AlF,) hatdas. Nem befolyasolt
% ] (natur) F-aktin (==); falloidint ko6té aktin
£ -0,04 (=) AlF,-ot kot§ aktin (=); AlFs-ot és
;§ 0.06 falloidint koté aktin (==); (69 uM ATP-
< T vazizom-o-F-aktin; 10 mM NaF, 3 mM
-0,08. ALCl;; magas sokoncentracio (100 Mm
i : : i KCl, 2 mM MgCl,); MOPS pH 7,3).

60

70 80

90

hémeérséklet (°C)

Az, hogy a nukleotid analogok altal stabilizalt filamentumok termikus stabilitasat a

falloidin tovabb tudta névelni azt mutatta, hogy a falloidin és a nukleotid analogok més-mas

molekularis mechanizmusokon keresztiil fejtik ki hatdsukat az aktin filamentumokra. Egy

korabbi munkankban ismertetett stratégia szerint

114

megvizsgaltuk azt is, hogy a falloidin

kooperativ modon kotddik-e az ADP-BeFx- vagy ADP-AlF4-aktin filamentumokhoz.

9% _ 0 o O 5 95/ og 0O oo °
O 90 £ 90l
~ | u £ ] H m
|_E 85| m u — 85| m
80— . . . . . 80— , , , , ,
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1,0
10{ @ Al o- 1,0- 5
> 0,8 ] . 0,8 .
: g
g 016- - E 0,6‘ -
= >
T T 0,41 ]
g 0,4- . c@g
0,21 ] 0,2- ]
0,04 O ADP.BeF i 0,04 O ADP.AIF, |
00 02 04 06 08 1,0

00 02 04 06 08

1.0

[falloidin]:[aktin protomer] [falloidin]:[aktin protomer]

36. abra: Falloidin hatas nukleotid analégok jelenlétében. A kiilonb6z6 falloidin koncentraciok mellett

mért kalorimetriai adatok kiértékelése ADP-BeF, (4) és ADP-AIF, (B) esetében. Tele korok jelolik a

falloidin altal nem befolyasolt aktin részaranyat, iires korok a falloidin altal stabilizalt aktinét. A

részaranyokat a kalorimetrias gorbék Gauss gorbékre valo bontasabol szamoltuk ki.

Azt tapasztaltuk, hogy ellentétben a nukleotid analégok nélkiill polimerizalt
filamentumokon mértekkel'®” “4, az ADP-BeF,- és ADP-AlF;-aktin filamentumok nem

kooperativ modon kotik a falloidint, azaz a falloidin hatdsa nem terjed at a szomszédos
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protomerekre. Megallapitottuk, hogy a falloidin altal kivaltott konformaciés modosuldsoknak
a filamentum hossza mentén valo terjedése nem lehetséges a nukleotid analogok altal

stabilizalt aktin filamentumok esetében' ",

A 14. egyenlet alkalmazasaval a kooperativ kdlcsonhatasok révén stabilizalt aktin
monomerek szama 0,05£0,1, illetve -0,01+0,03 volt ADP-BeF,- és ADP-AlF;-aktin
filamentumok esetében'>®
adodott'''. A falloidin és ADP-AlF, hatasa az aktin konformaciojara hasonl6 az ADP-BeFy-

¢hoz. A termodinamikai paraméterek alapjan mindkét foszfatanalog kotése ugyanazt a

(36. abra). Ezen paraméter értéke nukleotid analégok nélkiil 3-nak

szerkezetet idézi el6 a protomerekben'™.

7. Tablazat: Nukleotid analég (ADP-BeF, vagy ADP-AIF,) és falloidin hatids az aktin
filamentumra. Termodinamikai jellemzdék: denaturaciés hémérséklet (7,,), kalorimetrikus
entalpiavaltozas (4H,,), entropia valtozas (4S) és szabadenergia valtozas (4G) a DSC adatok

analizisébdl szarmaznak. A szabadenergia valtozas 20 °C-on szamolt érték.

— FALLOIDIN + FALLOIDIN
Tulajdonsag aktin | ADP.BeF- | ADP.AIF, - | aktin | ADP.BeF.- | ADP.AIF,
aktin aktin aktin aktin
T, (°C) 64,1 84,8 84,7 82,3 95,5 95,9
AH (kJ-mol'l) 706 1258 1240 845 1124 1196
AS (J -mol'l-K'l) 2095 3515 3466 2378 3051 3242
AG (kJ'mol™) (25°C) 92 228 224 148 230 246

Jasplakinolidnak a
nukleotid analoéggal (ADP-
BeFy) telitett aktin filamen-
tumhoz val6 hozzdadasa e-
setén a denaturdciés gorbe

maximuma nem tolddott el

H&aram (mW)

magasabb homérsékletre (8.

tablazat, 37. abra), ami arra

utal, hogy a jasplakinolid a o082 -
nukleotid analdg hatasat mar 40 50 60 70 80 90 100
nem tudja tovabb erdsiteni és Hémérséklet (°C)

3

valésziniileg azonos moédon ;4 . B & jasplakinolid hatds DSC gorbéi. A mért DSC

159
hatnak ™. A pontosabb meg- gorbék koziil a nem befolyasolt aktint a fekete vonal, a toxint kotét a

hatérozashoz nem termodina- piros, az analogot kotd populaciot a kék vonal jeloli. A zolddel

mikai jellegii kiegészitd vizs- abrazolt vonal a toxin és nukleotid analog egyiittes hatdsa alatt 4llo

galatok sziikségesek. F-aktint jeloli
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8. tablazat: BeF, és jasplakinolid hatiasanak termodinamikai adatai. A toxin és nukleotid
analég hatdsatol mentes és azok egyedi, illetve egyiittes hatdsa alatt allo F-aktin

termodinamikai adatai. (jaspla: jasplakinolid)

aktin +BeFy +jaspla +jaspla +BeFy
T, (°C) 67,4 83,7 87,3 85,6
AH,y (kJmol™) | g7o 648 1007 622
A4S (J'mol K™) | 2537 1817 2775 1735
4G (mel’) @5°C) | 14 115 193 113
Ea (kJ-mol™) 446 497 542 399

A termodinamikai adatok a DSC gorbékbdl kiolvasott informaciokat tdmasztjak ala,
azaz mind a toxin, mind a nukleotid analdg kiilon-kiilon is stabilizalja az aktint, egyiittes
hozzaadaskor azonban inkébb a nukleotid analégéhoz kozeli értékeket kapunk. Az atmeneti
hoémérseéklet jelentdsen eltolddik (67,4 °C-rol) a nukleotid analog (83,7 °C) ¢és a toxin hatdsara
(87,3 °C). A nem kezelt aktin filamentum denaturalasa kdzben létrejéovo entrdpiavaltozashoz
(2587 J/mol'K™") képest az analég kotése kisebb (1817 J/mol'K™), toxin hatasa pedig
nagyobb (2775 J/mol'K™') valtozast eredményez. A toxinnal és nukleotid analoggal
egyszerre kezelt filamentumok termodinamikai értékeinek hasonlosaga a csak analogot koto
filamentum adataihoz annyit jelent, hogy a toxin a nukleotid analog altal kialakitott ADP-P;
allapoti filamentum szerkezetében €s termodinamikai stabilitdsadban valtoztatast mar nem

képes 1étrehozni.

65



KOVETKEZTETESEK A toxinok ¢€s a foszfat analogok egylittes hatasa

IX. KOVETKEZTETESEK

IZOFORMAK:

Kiilonbség mutathaté ki az eltérd izoformak polimerizacios dinamikaja €s hdstabilitdsa

kozott. Méréseink is alatdmasztjak, hogy a csak néhany aminosavnyi eltérés is fontos
kiilonbséget eredményezhet a fehérjék fiziko-kémiai tulajdonsdgaiban, mely kiilonbségek az
aktin szovetspecifikus miikddésében is megnyilvanulnak. Osszefoglalva; a mérési

eredményeink szerint az eltérések a kovetkezok:

Polimerizdcios kinetikat tekintve a szivizom izoforma érzékenyebb az ionerdsség
valtozasara. Azonos kornyezeti feltételeket (kationok, pH, nukleotidok, ionerdsség) biztositva

mindig lassabban polimerizal, mint a vazizom izoforma.

Kalorimetrias mdodszerrel aldtdmasztottuk a mds méréstechnikdk 4ltal kimutatott
eltérést, mely alapjan az o-vazizom aktin stabilabbnak bizonyult az a-szivizom aktin
izoformaval osszehasonlitva, féleg annak Ca®’ jelenlétében polimerizalt formajaban. A
szivizom a-aktin termodinamikai jellemzdit tekintve is érzékenyebben reagal a kdrnyezeti
feltételekre (kotott kétértéki kationok, pH, nukleotidok).

1. Az aktin molekuldban meghatarozott nagy- ¢&s alacsony affinitdsu kation-
kotéhelyekhez bekotd ionok a termodinamikai stabilitdst nem valtoztattak meg olyan
mértékben, mint a tobbi kémai agens. A molekula mikrokdrnyezetében jelen 1évo kétérteki
ionok (Mg”", Ca*") ugyan a molekulak élettartamat befolyasoljak, azonban a hédenaturacio
szempontjabol azonos szerkezetet hoznak Iétre. Amennyiben a két kiilonb6zd iont kotd
filamentumot Gsszehasonlitjuk, akkor a vézizom izoforma Ca®"-iont kotd formaja, ezzel
szemben a szivizom izoformanak a Mg*"-kotd formaja bizonyult stabilabbnak. Méginkabb
elhanyagolhatd az egyértékii ionok altal kifejtett stabilizdlo hatas, melyeknek csak
mennyiségiiktol fiiggd polimerizaciot serkentd (kritikus koncentraciot csokkentd) hatasukat

mutattuk ki, de a termodinamikai paramétereket nem befolyasoljak.

2. A pH elhanyagolhat6 hatasa ellenére a fehérjék in vivo fiziologias pH értékhez valo
optimalizaciojat, a pH 7,0-n (mindkét izoformanal) mérhetd termodinamikai paraméterek
nagyobb értékeivel tamasztottuk ala. A fiziologias pH kornyékén tehat mindkét a-aktin

izoforma ellenallobbnak bizonyult a hddenaturacioval szemben, mint mas pH értékeken.

3.  Megallapitottuk, hogy kaloriméter segitségével az aktin a-szivizom- €és a-vazizom
izoformai ADP-t k6t6 allapotban megkiilonboztethetok. Kimutattuk, hogy mind ADP, mind
ATP jelenlétében az a-vazizom izoforma a termodinamikailag stabilabb, habar az ATP-t
kotd izoformak stabilitdsa kozotti eltérés kismértékii. Mindkét izoforma esetén a DSC

gorbek félértékszelessége nagyobb ADP-t ktd, mint ATP-t koté formédban. Ezek alapjan az
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intramolekularis kooperacié mértékérdl megallapithatd, hogy ATP kotés esetén nagyobb,
mint ADP-t k6to esetben. A szivizom eredetii ADP-t k6t6 aktin filamentum DSC gorbéjén a
két izoforma denaturacids cstcsa jol elkiilonithetd, azaz ADP-t koto esetben az izoformak
termodinamikailag jol szeparalhatdan jarulnak hozza a teljes aktin populdcié hddenaturacios
folyamatdhoz. A kotott nukleotidnak jelentds szerepe van tehat a filamentum élettani
szerepének meghatdrozasdban, hiszen a kiilonb6zo stabilitast €és rigiditasti filamentumok

eltéré modon vehetnek részt a cellularis folyamatokban és az izomkontrakcioban.

Akto-miozin komplex kinetikai paraméterei:

4. Az aktin ¢és miozin kolcsonhatasdt meghatarozo, altalunk vizsgalt kinetikai
paraméterek koziil az affinitdsi értékek (K4 és a Kyp €s Kpy) eltérnek a két izoforma
esetében. A kiilonbozd eredetii aktin és vazizom eredetli miozin-S1 kapcsolatat jellemzo
tovabbi kinetikai paraméterek szignifikdnsan nem kiilonboznek. A nagyobb affinitast a
vazizom aktin izoforma mutatta, ami az altala alkotott akto-miozin komplex hatékonyabb

mukodését eredményezi.

5. Az aktin indukalta S1 ATPaz aktivitas alapjan az azonos szoveti eredetli miozin S1 és
aktin esetén az aktivalas mértéke nagyobb, mint az eltérd eredetli S1-aktin kdlcsonhataskor.
Osszességében a vazizom eredetii aktin molekuldk nagyobb aktivitast mutatnak a szivizom
eredetiieknél. Ennek a kiilonbségnek az alapja az el6z6 pontban emlitett nagyobb mértéki
affinitas lehet. Az azonos szoveti eredeti preferencia az akto-miozin komplex funkcidjanak

optimalizalasara szolgalo egyiittes adaptaciot feltételez (mindkét molekula részérdl).

Osszességében megallapithatd, hogy a szivizom a-aktin izoforma polimerizacios dina-
mikaja mindkét nukleotidk6td allapotban lassabb, a kialakult filamentum az altalunk vizsgalt
kornyezeti feltételek mellett termodinamikailag kevésbbé stabil szerkezetet hoz Iétre,
valamint az akto-miozin komplexet kisebb affinitdssal hozza 1étre, mint a vazizom a-aktin

izoforma.

TOXINOK és NUKLEOTID-ANALOGOK:
6. A korabbi mérésekkel azonos mdodon a falloidin €s a jasplakinolid vazizom eredeti

aktin filamentumra kifejtett kozel azonos mértéki stabilizalo hatasat mutattuk ki. Az F-aktin
hddenaturacids stabilitdsanak novekedését bizonyitjak a magasabb értékii termodinamikai
paraméterek. Ezek az eredmények azonban csak alapjaul szolgaltak a nukleotid allapotok

vizsgélatanak.

7. Megallapitottuk, hogy a falloidin és az egyes nukleotid analégok (BeFyx / AlF,) eltérd
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mechanizmusokkal stabilizaljak az aktin filamentumokat.

e A falloidin altal kivaltott stabilizald hatas a nukleotid analoggal telitett F-aktin esetén
mar nem kooperativ. A nukleotid analdégokkal kialakitott ADP-P; allapot nem teszi
lehetové a toxinok altal kifejtett hatds szomszédos protomerekre vald atterjedését a
filamentumon beliil.

Jasplakinolid — a falloidinnal tapasztaltakkal szemben — és nukleotid analog jelenlétében

additiv stabilizal6 hatas nem mutatkozik, ennek megfelelden interprotomer kooperativitas

(kimutatdsa) egyaltalan nem lehetséges. A nukleotid analognak a filamentum szerkezetét

modositd hatisa gatolta a jasplakinolid hatasdnak kifejtését. Ennek oka valdsziniileg az,

hogy a toxin filamentumhoz val affinitasa erésen lecsokken az ADP-P; allapotu szerkezet
kialakulasa esetén.

e A jasplakinolid és a falloidin hatasa szamos hasonlésaguk mellett €és ellenére a

fentiekben leirt eltérd vonasokkal (is) rendelkezik.
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X. BIOLOGIAI JELENTOSEG

Az aktin izoformak dinamikai-, termodinamikai és strukturalis természetének eltérése
hatdssal lehet az egyes izomszdvet-tipusok miikddésére, figyelembe véve, hogy az izoformak
aranya eltér a szivizomban és a vazizomban. Ez a kiilonbség az egyes izomszdvet-tipusok
eltéré funkciojanak felel meg. Ebbdl kifolydlag a szivizomban taldlhat6d természetes izoforma
arany mechanikai-, vagy patologias hatas kovetkeztében torténd megvaltozasa a szivizomzat

uj feltételekhez vald alkalmazkodasat, vagy miitkodési elégtelenségét okozhatja.

A kotott kationoknak a filamentum szerkezetének kialakitasaban nincs jelentds szerepe.
Ezt a feltételezést tamasztja ald, hogy a sejtek eleve igyekeznek allando szinten tartani az
ozmotikus viszonyok). Ellenkezé esetben, pl. a szarkomer 6sszehuzodasat befolyasolé Ca*'-
hullam befolyasolhatna a fiziologidsan inkabb Mg*"-ot kotd F-aktin szerkezetét és az akto-
miozin komplex fizikokémiai paramétereit, ez azonban redundansan feleslegessé tenné a
Ca**-fiiggé Tn-Tm komplex szabalyozé szerepét. Osszességében a kationok a polimerizacid
folyamatdban jelent6sek, a dinamikus egyensuly bedllta utan szerepiikk a szerkezet

megtartasara korlatozodik. Jelentds szerkezetmodositd hatast nem feltételeziink.

A nukleotidoknak ennél joval nagyobb szerepe van a kialakuld, illetve mar kialakult F-
aktin szerkezetben. Hatasuk azonban ezeknek is inkabb a polimerizacio6 eldtt azaz a monomer
allapotban jelentds (ez a ,treadmilling” egyik 1ényege), hiszen a filamentumban a nukleotid
csere tobb nagysagrenddel kisebb, mint G-aktinban. Szamos aktin-koté molekula esetén
kimutattdk mar, hogy masképpen koti az ATP-t (ADP-P;), illetve az ADP-t kotod
filamentumot, -szakaszt, valamint nukleotidcsere sebességét befolyasold hatdsuk is lehet.
Ezek alapjan kijelenthetd, hogy mind az aktin filamentum dinamikus megtjulasat, mind a
filamentum térszerkezetét ¢és ezeken keresztiil a citoszkeletdlis rendszerben mutatkozo

funkcioképességét alapvetden befolyasoljak.

A toxinok szerkezetstabilizalo hatasa kooperativ, ha ATP-G-aktinbdl 1étrejové ADP-F-
aktinhoz adjuk, mig az ATP (ADP-P;) szerkezetet szintén stabilizalé nukleotid anal6gok
hatdsara a filamentumban a toxin kivaltotta stabilizald hatas az egyes protomerek kozott nem
tovabbitodik, illetve hatas sem tapasztalhatd. Masok altal bizonyitottan a nukleotid analdégok
hatdsa is kooperativan terjed az F-aktinban. A kooperativitas szerepe az lehet, hogy kis
energiabefektetés hatasara (kevés ATP jelenlétében) is nagyobb filamentum szakaszok
szerkezeti valtozasa johessen létre, ezaltal minimalizalva az aktin funkcidképes szerkezetének
fenntartasahoz/kialakitdsahoz sziikséges energiat. A nukleotid analdégoknal tapasztalt
kooperaci6 hianyabdl arra kovetkeztethetiink, hogy a filamentum szempontjabol az
ATP/ADP-P; éllapot egy olyan (fontos) stabil allapot, amelynél az aktin filamentum
szerkezetének tovabbi kooperativ valtozdsa nem sziikséges/lehetséges. Itt figyelembe kell

vegyiik, hogy a toxinok nem feltétlentil valos ¢élettani allapotokrol adnak informécidt, viszont
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hidnyukban ¢és jelenlétiikben tapasztalt eltérések mégis informalnak minket az aktin

filamentum szerkezetérdl és szerepérol.

Az izoformék kozott tapasztalt dinamikai és szerkezeti eltérés alapt termodinamikai
kiilonbségek a mar emlitett szovetspecifikus funkciokhoz valé alkalmazkodast szolgéljak. A
vazizmok gyors, nagymértékii erdkifejtéséhez a stabilabb szerkezetli filamentum parosul. Ez
indokolja pl. egyes kardiomyopathids betegeknél a megndvekedett terhelésii szivben

tapasztalhat6 vazizom izoforma aranyanak novekedését.

Eredményeink tiikrében azonban az akto-miozin komplex izoformakon alapulo eltéréseit
mas szempontokbdl is sziikséges megvizsgalni. Biologiai oldalrol nézve a miozin izoformak
szerepét, fizika szempontjabol pedig az erdkifejtésbeli- és az akto-miozin ciklus fizikai
paramétereinek eltérését érdemes tisztazni, hogy erre alapozva tovabb lehessen 1épni az

komplexebb izommiikddés szabalyozasanak pontosabb megértéséhez.
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Vazizom aktin izoforma

Xl. FUGGELEK

XI.1.

Vazizom aktin izoforma

F/1. Kiilonbozo allatfajok vazizom a-aktin izoformdainak aminosav-szekvencidja:

A vézizom izoformat a kdvetkez0 allatokra hataroztak meg: ember, patkany, egér, hazi sertés,

hazi nyul, szarvasmarha, csirke. Az ismétlések elkeriilése miatt az aminosav szekvenciat csak

egyszer tiintetem fel.

Swiss Prot koédok:
[sp|P68133|ACTS_HUMAN]
[sp|P68134 | ACTS_MOUSE]
[sp|P68138]ACTS_BOVIN]
[sp|P68139]ACTS_CHICK]

80 90

LSTFQQMWIT KQEYDEAGPS 1VHRKCF

Az aminosavak kodtablazata:

Aminosav  Alanin Cisztein
. A C
Rov.
Ala Cys
Aminosav |zoleucin Lizin
> | K
Rov.
lle Lys
Aminosav. Arginin  Szerin
. R S
Rov.
Arg Ser

Aszparaginsav Glutaminsav Fenilalanin Glicin

D
Asp

Leucin
L

Leu

Treonin
T
Thr

E
Glu

Metionin
M
Met

Valin
\Y
Val

[sp|P68136|ACTS_RAT]
[sp|P68137]|ACTS_PIG]
[sp|P68135]|ACTS_RABIT]

Hisztidin
F G H
Phe Gly His
Aszparagin Prolin Glutamin
N P Q
Asn Pro GIn
Triptofan  Tirozin
w Y
Trp Tyr
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XI.2. Aktin izoformak

F/2. Sziv- és vazizom a-aktin izoformdk aminosav-szekvencidjanak osszehasonlitasa (a

kiemelt jelentoségii részletekre korlatozva):

Az aminosav-sorrendek a HUMAN GENE program keretében meghatarozott és a SWISS-
PROTI, illetve a PDB? altal rendelkezésre bocsatott adatbazis alapjan, a ClustalX, illetve a

BioEdit ingyenes analizalé programokkal késziiltek.
ACTS HUMAN: Ember (Homo sapiens sapiens)

P68133|ACTS_HUMAN Actin, alpha skeletal muscle 1 - Homo sapiens (Human).
P68032]ACTC_HUMAN Actin, alpha cardiac muscle 1 - Homo sapiens (Human).

Az aktin izoformak aminosav-sorrendjének részlete az elobb feltiintetett izoforma sorrendnek
megfelelden helyezkedik el, ahol az 6sszehasonlitasi alapot képez6 vazizom izoforma minden
aminosavja fel van tiintetve, a szivizom izoformanal viszont csak az eltérések.

Az egyes human izoformak altalunk hasznalt allatfajokban el6forduld izoformakkal

aminosavsorrendjiikben teljes mértékben megegyeznek.

10 20 30 40 50 60 70

80 90 100 110 120 130 140

290 300 310 320 330 340 350

............................ T B P TR PR I P

YNSIMKCDID IRKDLYANNV MSGGTTMYPG IADRMQKEIT ALAPSTMKIK IIAPPERKYS VWIGGSILAS

.................... L o e e e e e e e
360 370

! Swiss Prot: http://www.expasy.ch/cgi-bin/sprot-search-ful

2 PDB: RCSB Protein Data Bank; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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XI.3. Kozlemények

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények:

Jozsef Orban, Szulamit Halasi, Gabor Papp, Szilvia Barkdé and Beata Bugyi;
THERMODYNAMIC CHARACTERIZATION OF DIFFERENT ACTIN ISOFORMS; Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, Vol. 82 (2005) pp. 287-290, IF: 1,425

Gabor Papp, Beata Bugyi, Zoltan Ujfalusi, Szulamit Halasi and Jozsef Orban; THE
EFFECT OF pH ON THE THERMAL STABILITY OF a-ACTIN ISOFORMS;  Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry, Vol. 82 (2005) pp. 281-285, IF: 1,425

Jozsef Orban, Kinga Pozsonyi, Krisztina Szarka, Szilvia Barkd, Em&ke Bddis and
Dénes Lérinczy; THERMAL CHARACTERISATION OF ACTIN FILAMENTS PREPARED FROM
ADP-ACTIN MONOMERS;  Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, Vol. 84
(2006) 3, pp. 619-623, IF: 1,438

Roland Kardos, Andrea Vig, Jézsef Orban, Gabor Hild, Miklés Nyitrai, Dénes
Lérinczy; THE EFFECT OF JASPLAKINOLIDE ON THE THERMODYNAMIC PROPERTIES OF
ADP-BEFy BOUND ACTIN FILAMENTS; Thermochimica Acta, Vol. 463 (2007), pp.
77-80, IF: 1,562 (2007-es)

Jozsef Orban, Dénes Lérinczy, Miklos Nyitrai, Gabor Hild; NUCLEOTIDE DEPENDENT
DIFFERENCES BETWEEN THE a-SKELETAL AND a.-CARDIAC ACTIN ISOFORMS; BBRC, Vol.
368 (2008), pp. 696-702, IF: 2,855 (2006-0s)

Jozsef Orban, Dénes Lérinczy, Gabor Hild and Miklés Nyitrai; NON-COOPERATIVE
STABILIZATION EFFECT OF PHALLOIDIN ON ADP.BEFx- AND ADP.ALF4-ACTIN FILAMENTS;
Biochemistry, Vol. 47 (2008), pp. 4530-4534, IF: 3,368 (2007-es)

Az értekezésben nem szerepl6 kozlemény:

Szulamit Halasi, Gabor Papp, Beata Bugyi, Szilvia Barkd, Joézsef Orban, Zoltan
Ujfalusi, Balazs Visegrady; THE EFFECT OF PYRENE LABELLING ON THE THERMAL
STABILITY OF ACTIN FILAMENTS; Thermochimica Acta, Vol. 445 (2006), 185-189, IF:
1,417

A cikkek osszesitett impakt faktora: 13,49
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Az értekezéshez kapcsolddo poszterek:

Orban Jozsef, Nyitrai Miklos, Somogyi Béla, Hild Géabor - Aktin izoformak
spektroszkopiai és funkcionalis tulajdonsagainak jellemzése — kiemelt poszter és eldadas,

34. Membran-transzport Konferencia (2004, Siimeg)

Jozsef Orban, Szulamit Halasi, Gabor Papp, Szilvia Barké and Beata Bugyi - Thermodynamic
caracterization of different alpha-actin isoforms. 16. Ulm-Freiberger Kalorimetrietage (2005,

Freiberg, Németorszag)

Papp Gabor, Bugyi Beata, Ujfalusi Zoltan, Halasi Szulamit és Orbdn Jozsef - The effect of
pH on the thermal stability of alpha—actin isoforms. 16. Ulm-Freiberger Kalorimetrietage

(2005. marcius, Freiberg, Németorszag)

Halasi Szulamit, Papp Gabor, Bugyi Beata, Barko Szilvia, Orban Jozsef, Ujtalusi Zoltan és
Visegrady Balazs — The Effect of Pyrene Labelling on the Thermal Stability of Actin

Filaments. 16. Ulm-Freiberger Kalorimetrietage (2005. marcius, Freiberg, Németorszag)

Beata Bugyi, Gabor Papp, Jozsef Orbdn, Szulamit Halasi and Balazs Visegrady - The effect of
toxins on the thermal stability of actin filaments as revealed by differential scanning
calorimetry. 16. Ulm-Freiberger Kalorimetrietage (2005, Freiberg, Németorszag)

Orban Jozsef, Pozsonyi Kinga, Lorinczy Dénes, Nyitrai Miklés, Hild Gabor és Somogyi Béla
- Aktin izoformak jellemzése a differencialis pasztazé kalorimetria modszerével. 35.

Membran-transzport konferencia (Stimeg, 2005. majus)

Jozsef Orban, Miklés Nyitrai, Katalin Ajtai, Béla Somogyi, Gabor Hild - Spectroscopic and
functional differences between actin isoforms. FEBS Special Meeting on 'Cytoskeletal
dynamics: from cell biology to development and disease (Helsinki, Finnorszag, 2005. 06. 12-
16.)

Roland Kardos, Andrea Vig, Jozsef Orban, Gabor Hild, Miklos Nyitrai and Dénes Lorinczy -
The Effect of Jasplakinolide on the Thermodynamic Properties of ADP-BeFy, Bound
Actin Filaments. 17. Ulm-Freiberger Kalorimetrietage (2007, Freiberg, Németorszag)

Jozsef Orban, Andrea Vig, Roland Kardos, Béla Somogyi, Gabor Hild, Dénes Lorinczy and
Miklos Nyitrai - The Effect of Phalloidin on the Thermal Properties of the Skeletal
ADP.BeF,-F-actin. Time and Space Resolved Methods in Molecular Biophysics Conference
(Hiinfeld, Németorszag, 2007. 05. 17-20.)
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Vig Andrea, Kardos Roland, Orbdan Jozsef, Nyitrai Miklos, Lorinczy Dénes, Hild Gabor -
Aktin filamentumok termodinamikai viselkedése ADP.BeFy jelenlétében. 37. Membran-
Transzport Konferencia (Stimeg, 2007. 05. 22-25.)

Jozsef Orban, Andrea Vig, Roland Kardos, Béla Somogyi, Gabor Hild, Mikl6s Nyitrai and
Dénes Loérinczy - Thermodynamic Characterization of BeF,.ADP-F-Actin in the
Presence of Different Cytotoxins as Revealed by Differential Scanning Calorimetry.
Regional Biophysical Conference (Balatonfiired, 2007. augusztus)

Orban Jozsef, Lorinczy Dénes, Hild Gébor, Somogyi Béla ¢s Nyitrai Miklos - A falloidin
nem-kooperativ modon kotodik az ADP.BeF,- és ADP.AIF-aktin filamentumokhoz.
Magyar Biokémiai Egyesiilet (MBKE) 2007. évi vandorgytilése (Debrecen, 2007. 08. 26.-29)

Dudas Réka, Vig Andrea, Kupi Tiinde, Orban Jozsef, Nyitrai Miklos, Hild Gabor - ADP-F-
aktin hatasa a vazizom-S1 ATPaz aktivitasara.
38. Membran-Transzport Konferencia (Siimeg, 2008. 05. 20-23.)

Andrea Vig, Réka Dudas, Tinde Kupi, Jozsef Orban, Gabor Hild, Dénes Loérinczy and
Miklos Nyitrai - The Effect of Phalloidin on cardiac ADP- Actin Filaments.
XV. International Conference on Biological Calorimetry (Pécs, 2008 majus 24-30.)

Réka Dudas, Tiinde Kupi, Andrea Vig, Jozsef Orban, Miklos Nyitrai, Dénes Lorinczy and
Gébor Hild - The effect of phalloidin on skeletal muscle ADP-actin filaments.
XV. International Conference on Biological Calorimetry (Pécs, 2008 majus 24-30.)

Tinde Kupi, Réka Dudés, Andrea Vig, Jozsef Orban, Miklos Nyitrai, Gabor Hild and Dénes

Lorinczy - Effect of AMP PNP as a Nucleotide Analogue on Actin Filaments.
XV. International Conference on Biological Calorimetry (Pécs, 2008 majus 24-30.)
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Xll. IRODALOMJEGYZEK

Az alabbi irodalomjegyzékben a [TOXIN] jelolésti cikkek jasplakinoliddal, vagy
falloidinnal kapcsolatosak. A [**] jelolésti hivatkozasok dos Remedios [32] attekintd cikkébol

valok, de pontos megadasukat fontosnak taldltam az irodalom kdvethetdsége szempontjabol.
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The thermodynamic properties of the cardiac and skeletal a-actin isoforms were studied to characterise the molecular bases of the
functional differences between them with the method of differential scanning calorimetry (DSC). The thermal properties of the
actin filaments were described in the presence of calcium and magnesium ions as well. Based on the calculated free energy changes
the a-cardiac actin filaments appeared to be more stable in its physiologically more relevant, magnesium saturated form. The mag-
nesium saturated form of the a-cardiac actin filaments seemed to be more stable compared to the calcium saturated form of it. The
enthalpy and entropy changes could differentiate between the a-cardiac and a-skeletal actin isoforms and between the calcium and

magnesium saturated cardiac actin isoforms as well.

Our results can demonstrate that the few differences between the amino acid sequences of the a-actin isoforms have an influ-
ence on the thermal properties and maybe on the function of these proteins as well.

Keywords: calorimetry, cardiac actin, divalent cation, skeletal actin, thermodynamics

Introduction

Actin is a highly conservative protein occurring in
high abundance in all eukaryotes playing central role
in the function of living systems. Apart from its essen-
tial role in the muscle contraction it can also be found
as a part of the cytoskeleton, as it is the major compo-
nent of the microfilament system. The cytoskeleton
has central role in the life of the living cells as it is in-
volved in the intracellular traffic [1], the endo- and
exocytosis [2] and cell movements [3] as well.

The two forms of the actin within the cells are
the monomer (globular or G-actin) and polymer (fila-
mentous or F-actin) forms. Six isoforms of actin can
be distinguished in the nature based on their isoelec-
tric points (three a-isoforms: p/=5.40; one a-isoform:
pI=5.42; two a-isoforms: p/=5.44) [4]. The B- and
y-isoforms can be found mainly in non-muscle cells
[4]. The a-isoforms are found mainly in the muscle
tissues and can differ only in a few of their amino acid
residues. It is hypothesised that each of the muscle
isoactin is specially adapted to the function of its re-
spective tissue and the minor variations among them
have developmental and/or physiological relevance
[5]. The different isoforms of actin with different ori-
gins can differ in their thermodynamic stability [6, 7]
and/or polymerisation properties as well [8—11].

In a special case of heart diseases the a-skeletal
actin accumulated while the occurrence of the a-car-
diac isoforms decreased subsequently [12]. This find-
ing can indicate the importance of the tissue specific
presence of the actin isoforms [13].
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The actin can be sensitive to the physico-chemi-
cal properties of the environment [14, 15]. Its dyna-
mic and structural properties can be influenced by the
bound divalent cations [14—19], the pH of the sur-
roundings [20], the shifting from monomer to its fila-
mentous forms [21] and its binding of different lig-
ands [22-26] as well.

The differential scanning calorimetry is a powerful
biophysical tool to characterise the thermal properties of
proteins [27-31]. It is widely used in the measurements
of the calorimetric features of the muscle actin and its
associates as well [32-34]. The measured thermal pa-
rameters can inform us about the thermodynamic prop-
erties of a protein [35-39]. One of the important infor-
mation from the heat absorption curves is the tempera-
ture point where the change of enthalpy gets to its maxi-
mum (7). This temperature can be correlated to the
thermal stability of the protein as higher Tp, value can
represent a more stable protein structure [25, 26]. The
calculated values of free enthalpy changes can inform us
about the stability of the protein (a higher value of the
free enthalpy change can be correlated with a more sta-
ble protein structure).

Materials and methods
Actin preparation

Both the cardiac and skeletal actin was prepared from
acetone-dried muscle powder prepared by the method of
Feuer et al. [40]. The method of Spudich and Watt [41]

Akadémiai Kiado, Budapest, Hungary
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was followed to prepare the actin isoforms from bovine
heart (cardiac o-isoform) and rabbit skeletal muscle
(skeletal a-isoform). The samples were stored in a buf-
fer containing 4 mM MOPS, 0.1 mM CacCl,, 0.2 mM
ATP, 0.5 mM 2-mercaptoethanol (MEA) and 0.005%
NaNj; at pH 8.0. The concentration of the actin was de-
termined by using a Shimadzu UV-2100 type spectro-
photometer. The absorption coefficient was 0.63 mg '
mL cm at 290 nm [42]. The relative molecular mass of
42.300 Da was used during the calculations [43].

The bound calcium was replaced with magne-
sium on the actin monomers before polymerization
when it was necessary by the method of Strzelecka
and colleagues [44]. The exchange was carried out by
incubating the actin at 20°C for 5 min in the presence
of 0.2 mM EGTA and 0.1 mM MgCl,. The polymer-
ization of G-actin was induced by adjusting the final
concentrations to 2 mM MgCl, or CaCl, and 100 mM
KCl in the sample solutions. All the samples were
polymerized at room temperature for at least two
hours before the measurements.

Differential scanning calorimetry

The thermal denaturation of the a-actin filaments was
examined in a SETARAM Micro DSC-II calorimeter,
between 0-100°C. The heating and cooling rate were
setto 0.3 K min~'. The actin concentration was 69 uM
(3 mg mL™) in the case of the a-cardiac isoform and
58 uM (2.5 mg mL’l) in the case of the a-skeletal
actin isoform. The polymerization buffer solution was
used as the reference with no protein content during
the DSC measurements. The DSC curves were ana-
lyzed with the Microcal Origin 6.0 software.
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The calorimetric enthalpy changes (AH) were
calculated by integrating the different heat absorption
curves. The transition entropy changes were calcu-
lated with the following formula:

AS=AH/T,, (1)

where AS is the maximal entropy change, AH is the
enthalpy change and the T}, is the peak transition tem-
perature.

The free enthalpy change was calculated as

AG=AH-TAS )

where AG is the free enthalpy change at the applied tem-
perature 7. The free enthalpy changes were calculated at
the temperature of 20°C during the analysis of the data.

Results and discussion

The thermal denaturation of magnesium and calcium
saturated o-cardiac and a-skeletal actin filaments
were measured at pH 8.0. The T}, values and the free
enthalpy changes were correlated to the thermal sta-
bility of the protein matrix [25, 26]. The calorimetric
enthalpy and the transition entropy changes were used
to confirm the presence of the differences between the
different forms of the actin isoforms.

The DSC curves of the calcium saturated form of
the a-cardiac and a-skeletal actins showed that the
melting temperature (7},) was lower in the case of the
a-actin prepared from the cardiac muscle tissue by
0.86°C (Fig. 1a). The enthalpy, entropy and free en-
ergy changes were shown to be higher in the case of
the a-skeletal actin isoform (Table 1).
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Fig. 1 The thermal denaturation curve of the a-cardiac and a-skeletal actin filaments in the presence of calcium and magnesium ions at pH
8.0. a— The a-cardiac Ca-actin is represented with (O), the o-skeletal Ca-actin has a symbol of (¢); b — The a-cardiac Mg-actin is
indicated with (0) and the a-skeletal Mg-actin has a symbol of (v)
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Fig. 2 The thermal denaturation curve of the calcium and magnesium bound a-actin isoforms with cardiac or skeletal origin, recorded at
pH 8.0. a— The calcium bound a-cardiac actin is represented with (0), the magnesium bound a-cardiac actin has a symbol of (0);
b — The calcium saturated o-skeletal actin is indicated with (¢) and the magnesium bound o.-skeletal actin has a symbol of (v)

Table 1 The thermodynamic properties of the a-cardiac and a-skeletal actin filaments in the presence of calcium and magne-
sium ions at pH 8.0. The free energy change (AG) was calculated at 20°C

a-cardiac actin

a-skeletal actin

Cal* Mg2+ Catt Mg2+
T./°C 64.39 62.17 65.25 64.05
AH/KkJ mole™ 578.75 768.40 889.9 872
AS/TK™ 1715 2293 2631 2587
AG/J mole™ 76.26 96.55 119.02 114.00

In the case of the magnesium-actin filaments the
T values proved to be also lower for the a-cardiac
actin isoform compared to the results for a-skeletal
actins (Fig. 1b). The difference between the melting
points was 1.88°C. The calculated values of enthalpy,
entropy and free energy changes were very similar in
both cases of the isoforms (Table 1).

Although the variation in the 7}, values are too
small to interpret any differences of the free energy
changes support the assumption that the o-cardiac
isoform is probably less stable compared to the o.-skele-
tal actin isoform. This difference between the isoforms
was present more prominently when the actin was poly-
merized in the presence of calcium ions.

In the case of the a-cardiac actin isoform the Tp,
value was higher by 2.22°C when the protein was sat-
urated with calcium (Fig. 2a). The thermodynamic pa-
rameters showed a higher value for the enthalpy and
entropy changes in the case of the magnesium satu-
rated o-cardiac isoform showing a difference between
the effects of the divalent cations (Table 1). The de-
termined value of the free energy change was higher
in the magnesium bound actin filament indicating a
more stable structure in the case of Mg-actin filament.

When the a-skeletal isoform was investigated,
the difference between the melting points of the

J. Therm. Anal. Cal., 82, 2005

Ca-actin and Mg-actin filaments was only 1.2°C
(Fig. 2b). The thermodynamic parameters were nearly
identical for the calcium and magnesium saturated
form of the a-skeletal actin. Based on these data it ap-
pears that skeletal actin is not sensitive to the ionic
composition of the applied buffer.

The larger difference between the value of the cal-
culated free energy of the Ca-actin and Mg-actin fila-
ments in the case of the a-cardiac actin can imply that
the cardiac actin can react more dynamically to the dif-
ferent ionic conditions around the protein matrix.

Conclusions

We were able to find differences between the thermo-
dynamic properties of a-cardiac and a-skeletal actin
isoforms with the method of differential scanning cal-
orimetry in the presence of calcium and magnesium
ion as well. The shifts in the melting temperature of
the different forms of actin saturated with different
cations were too small to interpret. The a-cardiac
actin filaments seemed to be thermodynamically less
stable compared to the a-skeletal actin isoform based
on the free energy changes of the isoforms mainly in
the calcium saturated form of the protein. The
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enthalpy and entropy changes could also reflect dif-
ferences in the presence of calcium ions and this dif-
ference was smaller when the solution contained
magnesium ion. Differences between the calcium and
magnesium saturated forms of the protein was only
detected in the case of oa-cardiac actin where the
filament seemed to be more stable when magnesium
ions were present in the solution. The skeletal actin
was not sensitive to the cationic composition of the
surrounding solution.

These results can demonstrate that the few dif-
ferences between the amino acid sequences of the dif-
ferent a-actin isoforms can modify the thermal stabil-
ity of the actin isoforms. These differences may have
functional consequences as the thermal properties can
influence fundamentally the work of the proteins in a
living system.
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The effect of pH was characterised on the thermal stability of magnesium saturated skeletal and cardiac a-actin isoforms with dif-
ferential scanning calorimetry (DSC) at pH 7.0 and 8.0. The calorimetric curves were further analysed to calculate the enthalpy and
transition entropy changes. The activation energy was also determined to describe the energy consumption of the initiation of the
thermal denaturation process.

Although the difference in T, values is too small to interpret the difference between the a-actin isoforms, the values of the ac-
tivation energy indicated that the a-skeletal actin is probably more stable compared to the a-cardiac actin. The difference in the ac-
tivation energies indicated that lowering the pH can produce a more stable protein matrix in both cases of the isoforms. The larger
range of the difference in the values of the activation energies suggested that the a-cardiac actin is probably more sensitive to the

change of the pH compared to the a-skeletal actin.

Keywords: actin isoform, activation energy, calorimetry, divalent cation, pH

Introduction

The 42.3 kDa actin was described first by Straub and
his colleagues [1]. The atomic structure of this protein
is available since 1990 in a 2.8 A resolution [2]. The
monomer (globular or G-actin) and the polymer form
(filamentous or F-actin) of this protein can be identi-
fied within the cells of the eukaryotes. The globular
form can be divided into two large domains with a
cleft between them containing a bound nucleotide and
a divalent cation. The large domains can be further
divided into two subdomains [3].

The environment of the actin within the cells can
affect the structural and dynamic properties of the actin
filaments. One important feature is the flexibility of the
protein that can be altered under different conditions
[4-16]. The binding of different ligands to the actin fila-
ment can alter its properties as well [17, 18].

The cation dependence of the flexibility of actin
filaments has been studied previously [4, 19-22]. It was
found that the dynamics of the actin filaments can be af-
fected by applying calcium or magnesium ions during
the polymerization process [23, 24]. It was shown that
the replacement of the bound calcium for magnesium
decreased the flexibility of the carboxyl-terminal region
(located in subdomain 1) of the actin monomer [22]. It
has been demonstrated that both the intra-monomer and
the inter-monomer flexibility of the actin filaments are
larger in the calcium bound F-actin than in the magne-
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sium bound form of the protein. The inter-monomer
flexibility was proved to be larger than the intra-mono-
mer in the case of the calcium-F-actin and the magne-
sium-F-actin as well [4].

According to previous studies another important
factor that can affect the flexibility of actin filaments
is the change of the concentration of the H'-ion
around the actin filaments. The intracellular pH can
change under physiological and pathological condi-
tions as well. In muscle cells under physiological con-
ditions the pH can decrease from 7.1 to 6.5 after in-
tense exertion [25]. This kind of fall in the pH is con-
sidered to be caused by the continuous and increased
ATP hydrolysis and the shift of the cellular energy
production from the aerobic to the anaerobic way
[26, 27]. According to the work of Hild and col-
leagues the inter-monomer flexibility of the skeletal
actin filaments was larger at pH 7.4 than at pH 6.5 in
the case of the magnesium F-actin while this differ-
ence was not detected in the case of the calcium
bound actin filaments [19].

Actin isoforms exhibit different biophysical and
biochemical properties in vitro under certain experi-
mental conditions. The different actin isoforms are
classified as a-, B-, y-type based on the differences in
their isoelectric points [28, 29]. In our experiments
we examined two a-actin isoforms, the a-skeletal and
the a-cardiac muscle actins. Although they are able to
form copolymers with each other, there are subtle dif-

Akadémiai Kiado, Budapest, Hungary
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ferences in their own filamental structure and larger
differences in their ability to bind actin binding pro-
teins as well [30]. In a normal heart there is a specific
skeletal/cardiac actin stoichiometry. Hewett and col-
leagues could demonstrate functional correlation be-
tween the skeletal a-actin isoform content and the
contractile function of the heart. It was suggested that
the a-skeletal actin may promote the increased con-
tractile function in the heart compared to the o-car-
diac actin isoform [31].

To better understand the relationship between the
flexibility of different actin isoforms and the pH of the
surroundings, we examined the thermal stability of the
magnesium saturated cardiac and skeletal o-actin
isoforms at pH 7.0 and 8.0 as well. The differential
scanning calorimetric experiments could demonstrate
that the thermal stability of actin filaments was greater at
lower pH value in both cases of the actin isoforms. We
could also present that the a-skeletal actin is more resis-
tant to heat denaturation than the o-cardiac isoform in-
dependently from the applied pH value.

Materials and methods
Actin preparation

The skeletal and cardiac a-actins were prepared from
acetone powder of rabbit skeletal and bovine heart
muscle according to the method of Spudich and Watt
[32].

Magnesium bound actin was prepared from cal-
cium bound actin monomers by the method of
Strzelecka et al. [11]. The calcium containing actin
monomers were incubated with 100 pM MgCl, and
200 uM EGTA for 5 min at room temperature. The
actin was polymerised in the presence of 2 mM
MgCl, and 100 mM KCI for at least two hours at
room temperature before the experiments.

The concentration of the actin monomers was de-
termined spectrophotometrically by using a Shimadzu
UV-2100 spectrophotometer. The absorption coefficient
of 0.63 mL mg*1 cm ' [33] and the molecular mass of
42.3 kDa [34] was used during the calculations.

Differential scanning calorimetry

The thermal denaturation of the two kinds of a-actin
isoforms was investigated with a SETARAM Micro
DSC-II calorimeter between 0 and 100°C. The heating
and cooling rates were 0.3 K min'. Conventional
Hastelloy batch vessels were used with 950 uLL sample
volume. The concentration of the different actin
isoforms was 69 uM. The experimental buffer without
the protein was used as a reference during the measure-
ments. The sample and reference vessels were balanced
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with a precision of 0.1 mg. The data were processed
with the Microcal Origin 6.0 software.

The calorimetric enthalpy changes (AH.,)) were
determined by calculating the area under the heat ab-
sorption curves. The transition entropy changes were
calculated with the following formula:

AS=AH /T (1)

where AS is the entropy change, AH,, is the calori-
metric enthalpy change and the T, is the peak transi-
tion temperature.

The activation energy of the thermal denatur-
ation process can be calculated based on the theory of
Sanchez-Ruiz et al. [35]. The theory assumed that the
thermal transition of a protein could be interpreted as
a kinetic process. The kinetic constant of this transi-
tion can be analysed by using the Arrhenius equation.
Based on their work the following equation can be
used to determine the activation energy of the calori-
metric transition of a protein:

Inl In & =E‘7A L_l (2)
AH_ -AH)) R\T, T

where AH is the enthalpy change corresponding to the
T temperature [35, 36] and AH,, is the same as in the
Eq. (1). The activation energy can inform us about the
energy needed to initiate the thermal denaturation of
the protein. The larger energy need for the denatur-
ation may suggest a protein matrix which is more re-
sistant to heat denaturation.

Results and discussion

To characterize the effect of pH on the thermal stabil-
ity of different type of magnesium saturated a-actin
isoforms differential scanning calorimetry experi-
ments were performed at two different pH values. The
samples at pH 7.0 and pH 8.0 were heated from 0 to
100°C to define the melting temperature of the pro-
teins. The heat absorption curves were further pro-
cessed to calculate the calorimetric enthalpy and en-
tropy changes. The activation energy was also
calculated to characterize the energy requirement to
initiate the thermal denaturation of the proteins.

The heat absorption curves of the a-cardiac and
a-skeletal actins showed that the T}, value was higher
for the a-skeletal actin than for the a-cardiac isoform
at pH 7.0 and 8.0 as well (Figs 1a and b). The differ-
ence in the 7, values was 1.96°C at pH 7.0 and
1.88°C at pH 8.0. The enthalpy and entropy changes
also reflected the differences between the different
actin isoforms (Table 1). The calculated values of the
activation energy were higher for the a-skeletal actin
isoform at both pH values. The difference was
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Fig. 1 The thermal denaturation curve of the different magnesium bound a-actin isoforms at pH 7.0 pH 8.0. a — The a-cardiac
actin at pH 7.0 is represented with (0), at pH 8.0 has a symbol (<), b — The a-skeletal actin at pH 7.0 is indicated with (0)

and at pH 8.0 the a-skeletal actin has a symbol (V)

Table 1 The calculated values of the thermodynamic variables for the a-cardiac and a-skeletal actin filaments saturated with

magnesium ions at pH 7.0 and 8.0

a-cardiac actin

a-skeletal actin

pH 7.0 pH 8.0 pH 7.0 pH 8.0
Tw/°C 63.38 62.17 65.34 64.05
AH_/kJ mole™ 806.4 768.4 932.5 872.0
ASTK! 2397 2296 2756 2587
Ex/k] mole™ 483.7 331.9 547.0 446.7

63 kJ mole ™" at pH 7.0 and 115 kJ mole™" at pH 8.0.
Although the difference in the 7;, values was small
the determined values of the activation energy could
indicate that the a-skeletal actin was more resistant to
heat induced denaturation than the a-cardiac isoform.

The calorimetric curves recorded at different pH
values showed that at pH 7.0 the T}, value was higher
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—0.02 4

—0.03

—0.04 1

Heat flow/mW

—0.051

—0.06 T T T T
50 55 60 65 70 75

Temperature/°C

than at pH 8.0 in the case of both isoforms (Figs 2a
and b). The pH induced difference in the value of T},
was 1.21°C for the o-cardiac and 1.29°C for the
a-skeletal actin. The enthalpy and entropy changes
also indicated the difference induced by the altered
pH values (Table 1). The calculated values of the acti-
vation energy were higher at pH 7.0 for both of the
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—-0.014

—0.021

—0.0341

Heat flow/mW

—0.04

—0.051

-0.06 T T T
50 55 60 65 70 75

Temperature/°C

Fig. 2 The thermal denaturation curves recorded at pH 7.0 and 8.0 for the magnesium bound a-cardiac and a-skeletal actin
isoforms; a — At pH 7.0 the magnesium bound a-cardiac actin is represented with (0) and the a-skeletal actin has a sym-
bol (0), b — At pH 8.0 the magnesium saturated o.-cardiac actin is indicated with (<) and the magnesium bound a-skeletal

actin has a symbol (V)
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Fig. 3 The plot for the calculation of the activation energy
based on the method of Sanchez-Ruiz [35] (o-cardiac
actin at pH 7.0, a-cardiac actin at pH 8.0, o-skeletal
actin at pH 7.0, a-skeletal actin at pH 8.0)

a-actin isoforms. The difference was 152 kJ mole ™
for the a-cardiac and 100 kJ mole™ for the o-skeletal
actin. These energy values could indicate that the
structure of both of the actin filaments is more resis-
tant against heat denaturation at pH 7.0 than at pH
8.0. This observation is in good agreement with a pre-
vious study which showed that the inter-monomer
flexibility of the actin filaments decreased as a result
of the decreased pH value around the protein matrix
[19]. The comparison of the pH dependence of the ac-
tivation energies for the two isoforms suggests that
the a-cardiac actin was more sensitive to the pH
changes compared to the a-skeletal isoform. A simi-
lar difference was reported previously for skeletal and
cardiac myosin as well [37].

Conclusions

The differential scanning calorimetry measurements
with the a-cardiac and a-skeletal actin filaments were
performed at pH 7.0 and 8.0. The effect of the pH on
the melting temperature of the denaturation curves
was relatively small. Parallel to the T}, value changes
the calculated enthalpy and entropy changes could
show a clear difference between the cardiac and skel-
etal isoforms at different pH values. We also calcu-
lated the activation energies to further characterise
the recovered differences. The calculated activation
energies required for the heat denaturation of the pro-
teins proved to be higher for the a-skeletal actin
isoform than for the a-cardiac one. At lower pH val-
ues more energy was required to initiate the denatur-
ation process in both cases of the isoforms. These ob-
servations suggest that the a-skeletal actin is more
resistant to thermal denaturation than the o-cardiac
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actin at both pH values. The stability of the two
isoforms was greater at pH 7.0 than at pH 8.0.

Our results showed a difference in the thermal
stability of the cardiac and skeletal actin isoforms. We
have also shown that the heat denaturation process
was pH dependent for both actin isoforms. These re-
sults can demonstrate that the effect of the small dif-
ference between the amino acid sequences of a-actin
isoforms can be detected by using the method of dif-
ferential scanning calorimetry. The results also
showed that the pH dependences of the thermal stabil-
ity of the a-cardiac and a-skeletal actin isoforms
were similar, which can be interpreted considering
their common muscle origin, i.e. their similar biologi-
cal function.
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The thermodynamic properties of the ADP- and ATP-actin filaments were compared by the method of differential scanning
calorimetry. The lower melting point for the ADP-F-actin filament (58.4 vs. 64.5°C for ATP-F-actin) indicated that compared to the
ATP-actin filaments its structure was less resistant to heat denaturation. The detailed thermodynamic characterisation of the
proteins was carried out by the analysis of the calorimetric enthalpy, the entropy and the free enthalpy changes. All of the
determined parameters gave lower values to the ADP-actin filaments than to the ATP-actin filaments. The calculated values of the
activation energy also demonstrated that compared to the ADP-F-actin the ATP-F-actin was thermodynamically more resistant to

the denaturing effect of heat.

Based on all of this information we have concluded that the actin filament prepared from ADP containing magnesium
saturated actin monomers at pH 8.0 is thermodynamically less stable than the ones obtained from ATP-actin monomers.

Keywords: actin, denaturation, DSC, nucleotides, thermodynamics

Introduction

Actin as one of the most important parts of the
cytoskeletal protein network was first discovered by
Straub in 1943 [1]. Naturally in cells it can be found
as a monomer or filament in complex with a divalent
cation and a nucleotide in its central cleft between its
large and small domain [2]. Its importance is
significantly underlined by its involvement in
different cellular processes (intracellular traffic,
endo- and exocytosis and cell movements) [3-5].

While in the beginning its complex with myosin
(acto-myosin complex) was the most frequent target
of investigations, recently its complex with the actin
binding proteins has come into the forefront of
scientific investigations [6—9].

DSC is a sensitive and informative method to in-
vestigate the basic physico-chemical properties of the
proteins. It is frequently used to characterize the actin
and its complexes with other proteins on the molecular
and supramolecular level as well [10-24]. As the actin
is very sensitive to the physico-chemical characteris-
tics of the surroundings [25-28] it is very important to
explore the details of its properties by modelling differ-
ent cellular conditions (pH, ionic strength). Beside the
importance of the bound divalent cation the attached
nucleotide is another crucial factor that greatly affects
the molecular properties of the actin. Its influence on
the dynamic and/or structural properties of the actin
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monomers and filaments was characterised by different
laboratories [29-38].

The crystallographic structure of the ADP-actin
monomer was determined in 2001 by Otterbein and
colleagues in a 1.54 A resolution [39]. The nucleotide
exchange can induce a conformational change in the
actin monomers, due to which compared to the
ATP-actin monomers the affinity of the ADP-actin
monomer for DNase [ is lower [40]. Although this
finding was explained by the internal movement of
the subdomain 2, a more complex movement around
more than one axis has also been implicated [41]. The
affinity of the ADP-actin monomers for other actin
binding proteins can also be different than that of
ATP-actin monomers [2].

Under physiological conditions the steady-state
critical concentration (C.) for ATP containing actin
monomers is around 0.07 uM while it is 1.1 uM for
ADP-actin [42]. The association rate constants (k) of
the polymerization at the barbed-end measured by
Pollard in 1986 were 11.6 uM ' s™' for the ATP-actin
and 3.8 uM' s for the ADP-actin while the
dissociation rate constants (k) were 1.4 and 7.2 s,
respectively. At the pointed end the determined
association rate constants were 1.3 uM ™' s™' for the
ATP-actin filament and 0.16 pM™' s™' for ADP-actin.
The dissociation rate constant was 0.8 s for the
ATP-actin and 0.27 s~ for the ADP-actin [43]. These

Akadémiai Kiado, Budapest, Hungary
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data suggest that the filaments containing ADP-actin
monomers tend to depolymerise more easily, while in
the case of ATP-actin containing monomers the
elongation of the protein will dominate.

The ADP-actin monomers are natural compo-
nents of the actin pool within the cells as they are pro-
duced normally during the thread-milling of the actin
filaments along with the release of an inorganic phos-
phate (P;) [44, 45]. As the actin filaments are getting
older the ratio of the ADP-actin protomers to the total
actin concentration is getting higher, which can alter
the basic properties of the actin filaments [46].

In our work we characterised the effect of the
nucleotide exchange on the thermal stability of the
actin filaments. We described the difference in the
thermodynamic state variables characteristic for the
ADP- and ATP-actin filaments as well.

Experimental

Materials and methods
Chemicals

KCl, MgCl,, CaCl,, MOPS, hexokinase, glucose, and
EGTA were obtained from Sigma (St. Louis, USA).
ATP, ADP and B-mercaptoethanol were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). NaN; was
purchased from Fluka (Switzerland).

Actin preparation

Skeletal actin was prepared from acetone powder
[47, 48] obtained from the rabbit skeletal muscle as
described by Spudich and Watt [48]. The actin was
stored in a 2 mM MOPS buffer containing
0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.1 mM B-mercapto-
ethanol, and 0.005% NaNj at pH 8.0 at the end of the
preparation (buffer A).

The preparation of the magnesium saturated
ADP-actin filaments

» Jon exchange on actin monomers: the calcium ion
bound to the actin monomers was changed for mag-
nesium by adding EGTA and MgCl, to the sample
to get the final concentrations of 0.2 and 0.1 mM, re-
spectively. After a 10 min incubation at room tem-
perature the actin monomers were polymerized by
adjusting the final concentration of the MgCl, and
KCl to 2 and 100 mM, respectively [49]. The con-
centration of the actin monomers were calculated
from the absorption at 290 nm by using the extinc-
tion coefficient of 0.63 mg ™' mL cm [50].

 Preparation of the ADP-F-actin: the actin monomer
bound ATP was changed for ADP by the method of

620

Drewes and Faulstich [51]. During the nucleotide
exchange the final concentration of the hexokinase,
the glucose and the ADP were adjusted in the sam-
ple to 1.65, 0.5 mg mL™" and 1 mM, respectively.
The samples were incubated for 1 h at 4°C. The
polymerization of the ADP-actin monomers was ini-
tiated with the adjustment of the final concentration
of MgCl, and KCl to 2 and 100 mM, respectively. In
the case of the ADP-F-actin the length of the poly-
merization was 12 h at room temperature (22°C) as
compared to the ATP-actin monomers the polymer-
ization rate of the ADP-actin monomers is slower. In
the case of the ATP-actin monomers the incubation
time was 1 h at room temperature (22°C) [34].

DSC measurements

DSC measurements were carried out with a
Setaram Micro DSC-II calorimeter. The applied
temperature range was 0—100°C and the heating rate
was 0.3 K min'. The polymerization buffer with no
actin content was the reference solution during the
DSC measurements. The actin concentration was
69 uM (3 mg mL™") during the experiments. All the
DSC data were analyzed with the Microcal Origin
software (version 6.0).

The calorimetric enthalpy change (AH.,) was
calculated by integrating the area under the heat
denaturation curves.

The entropy change was calculated by using the
following equation:

AS=AH /T (1)

where AS is the entropy change in kJ K ' mol™!, AH,,
is the calorimetric enthalpy change in kJ mol™" and the
T\, is the peak transition point in K.

The free enthalpy change was calculated by us-
ing the following formula:

AG=AH,,TAS )

where AG is the free enthalpy change measured in
kJ K™ mol™" at room temperature (20°C) point 7.

The calculation of the activation energy was
done by the method of Sanchez-Ruiz et al. [52].
Based on their work the following equation was
applied during the analysis of the DSC data:

In| In 7AH““ =E*‘ L 3)
AH_ —AH )| R\T, T

where AH,, is the total calorimetric enthalpy change,
AH is the actual enthalpy change at a temperature
point of 7, E, is the activation energy, R is the
universal gas constant and T, is the peak transition
point. The slope and the intercept value of the fitted
line on the plot of In[In(AH../(AH..—AH))] vs. 1/T
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can inform us about the activation energy that is
needed to initiate the thermal denaturation of the
investigated protein. A higher value of the activation
energy may indicate a thermodynamically more
stable protein matrix [53].

Results and discussion

The detailed investigation of the actin filaments
created from ADP and ATP bound magnesium
saturated actin monomers were investigated with the
method of differential scanning calorimetry at pH 8.0.

The analysis of the heat absorption curves revealed
that the melting point for ADP-F-actin was 58.4°C com-
pared to the value of 64.5°C for the actin filaments poly-
merised from ATP-actin monomers (Fig. 1; Table 1).
This 6.1°C difference indicates that compared to the
ATP saturated actin filaments the ADP-F-actin is less
resistant to the heat denaturation. A detailed investiga-
tion of the thermodynamic state variables was done so
that this conclusion could be further supported.

The calorimetric enthalpy change was determined
by integrating the area under the heat denaturation
curves belonging to the actin filaments polymerised
from monomers with different nucleotide bound. The
results of these calculations were 540 kJ mol ™' for the
ADP-F-actin and 802 kJ mol ' for the ATP saturated
actin filament (Table 1).

The calculated entropy change reflected the same
tendency in the difference between the two proteins as
its value was 1630 kJ K™' mol ' for ADP-F-actin and
2375 kJ K ' mol ™ for the ATP-F-actin (Table 1).

The free enthalpy change was calculated
at 293 K by using the data of calorimetric enthalpy

100
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Fig. 1 The thermal denaturation curve of the filaments poly-
merised from magnesium bound ADP (dotted line with
filled circles) or ATP (dotted line with empty circles)
containing actin monomers at pH 8.0
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Table 1 The thermodynamic properties of the ADP- and
ATP-F-actin at pH 8.0 in the presence of magnesium
ions. The free enthalpy change (AG) was calculated

at 293 K
ADP-F-action ATP-F-actin
T/°C 58.4 64.5
AH/kJ mol™ 540 802
AS/T K mol™ 1630 2375
AG/kJ mol™ 62 106
E/kJ mol™! 311 338

change and the value of the entropy change in Eq. (2).
The values were 62 kJ mol' for the ADP-F-actin
and 106 kJ mol ™' for the ATP-F-actin (Table 1).

All these thermodynamic state variables showed
the same qualitative difference as their value was con-
sequently lower for the ADP-F-actin compared to the
actin filaments formed from ATP-actin monomers.

The activation energy was also calculated with
the Eq. (3) for the actin filaments by the method of
Sanchez-Ruiz [52]. The calculated values were
311 kJ mol™" for ADP-actin and 338 kJ mol ' for
ATP-actin (Fig. 2, Table 1). These values were in
correlation with the data described above as their
value was smaller for the ADP-F-actin than for
ATP-F-actin. The difference in the activation energy
suggested that compared to the ATP-F-actin the
structure of the ADP-F-actin was less resistant to the
denaturing effect of heat as the difference between the
melting points has indicated previously.

All the measured and calculated thermodynamic
state variables show that there is a significant differ-
ence between the ADP- and ATP-F-actin. Based on the
values of the thermodynamic parameters determined

0.5+
0.0

-0.54 ADP-F-actin

-1.04

—1.54

—2.04

In[In(AH41/(AH o —AH))]

ATP-F-actin——

—2.51

0.002970 0.003015 0.003060 0.003105 0.003150
yT /K

Fig. 2 The plots used for the calculation of the activation en-
ergy by the method of Sanchez-Ruiz [52] for the fila-
ments polymerised from magnesium bound ATP (line
with filled circles) or ADP (line with empty circles)
bound actin monomers at pH 8.0
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from the heat denaturation curves and the calculated
values of the activation energies as well (Fig. 1; Ta-
ble 1) this difference can be interpreted that compared
to the ATP-F-actin the ADP-F-actin has a thermody-
namically less stable structure.

Conclusions

The thermodynamic characterisation of the actin
filaments prepared from ADP bound magnesium-
actin monomers has revealed that these filaments are
thermodynamically less stable than the ATP-actin
filaments under the applied experimental conditions.

This finding is in good agreement with previous
works where in the case of ADP-actin filaments an
increased inter-monomer flexibility was described
with a fluorescence spectroscopic method [34].

The actin filaments polymerised from either
ADP- or ATP-actin monomers mainly consist of
ADP-actin protomers. Our work — in agreement with
previous studies — has provided further evidence that
the actin filaments have conformational memory,
i.e. the conformation of the filaments can reflect the
previous structural states of the actin monomers they
were generated from, and also the various environ-
mental factors that affected the monomer state and the
process of polymerisation.

The accumulated data could suggest that the
stability of the actin filament may play a role in the
function of the actin cytoskeleton. For example, the
altered stability of the protein matrix in the case of the
ADP-actin filaments, and thus their different confor-
mation may explain their altered affinity to the actin
binding proteins as well.

The faster depolymerisation of the filaments
composed from ADP-actin monomers may be
involved in the equilibrium between the actin
monomers and polymers as well. Considering that the
ATP-actin — ADP-actin monomer ratio can change
when cells are aging the nucleotide dependence of the
structure of actin filaments may serve as part of the
general biological clock mechanism within cells.
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Abstract

The effect of BeF, and a natural toxin (jasplakinolide) was examined on the thermal stability of actin filaments by using differential scanning
calorimetry. The phosphate analogue beryllium fluoride shifted the melting temperature of actin filaments (67.4 °C) to 83.7 °C indicating that the
filaments were thermodynamically more stable in their complex with ADP.BeF,. A similar tendency was observed when the jasplakinolide was
used in the absence of BeF,. When both the ADP.BeF, and the jasplakinolide bound to the actin filaments their collective effect was similar to that
observed with ADP.BeF, or jasplakinolide alone. These results suggested that ADP.BeF, and jasplakinolide probably stabilize the actin filaments

by similar molecular mechanisms.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The cytoskeleton is a three-dimensional network of proteins
which is responsible for many functions in the organisation of the
structure and dynamics of living cells [1—4]. The cytoskeleton is
built up from three different filament systems, the microtubules,
the intermediate filaments and the microfilaments. The micro-
filament system is assembled from the actin and actin-binding
proteins. Actin is a 42kDa globular protein that can be found
in monomer (G-actin) or polymer (F-actin) form in cells. The
actin monomer binds an ATP and a divalent magnesium ion in
its central part under physiological conditions [5]. The ATP is
hydrolyzed during the polymerization of the actin. The products
of this hydrolization are ADP and inorganic phosphate (P;). The
phosphate dissociates from the actin filaments while the ADP
remains bound to the protein. The intermediate states of the
hydrolization process can be modelled with the help of different
specific chemicals. Beryllium fluoride (BeF,) is a widely used
phosphate analogue and together with ADP is able to mimic the
F-ADP.P; intermediate state of the ATPase cycle. The BeF, has
a similar effect on the actin filaments as the P; and can bind

* Corresponding author. Tel.: +36 72 536 260; fax: +36 72 536 261.
E-mail address: denes.lorinczy @aok.pte.hu (D. LSrinczy).

0040-6031/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tca.2007.07.019

to the actin filaments with relatively high affinity (Kp =2 pM)
[6-8]. The association and dissociation rate constants for BeF,
binding to and dissociating from ADP-actin are 4 M~!s~! and
8x 1070571, respectively [9]. Based on these facts it was con-
cluded that the beryllium fluoride could be a reliable probe to
test the conformation of the ADP.P;—actin filaments [9].
Jasplakinolide is a cyclic peptide isolated from a marine
sponge (Jaspis johnstoni) that is able to bind and stabilize the
filamentous actin in vitro. This actin-stabilizing toxin was effec-
tively used previously to study the conformational and dynamic
properties of actin filaments [10,11]. Jasplakinolide binds the
actin filament with an affinity of approximately 15 nM and com-
petes with phalloidin for the binding-sites on actin [12—14]. This
toxin can decrease the amount of sequestered actin monomers
by lowering the critical concentration of actin and enhances the
polymerization of the filaments by accelerating the speed of the
nucleation step [13]. Differential scanning calorimetry (DSC)
studies revealed that jasplakinolide is able to stabilize actin
filaments at sub-stoichiometric concentration as well [10,11].
Previous experiments showed that DSC is an effective method
to study the thermal properties of actin [15-24]. The aim of our
work was to investigate the effect of jasplakinolide on the ther-
modynamic properties of the ADP.BeF, bound actin filaments
with differential scanning calorimetry (DSC). The calorimet-
ric results obtained for the thermal stability of actin filaments



78 R. Kardos et al. / Thermochimica Acta 463 (2007) 77-80

in the presence of ADP.BeF, and/or jasplakinolide provided
the opportunity to analyse the mechanisms through which these
compounds affect the structure and dynamics of actin filaments.

We found that the melting temperature (7p,) of actin fila-
ments has changed from 67.4 °C to 83.7 °C after the binding of
BeF, to the actin filaments (ADP.BeF, state). A similar shift in
the melting temperature of F-actin was previously observed by
Nikolaevaet al. [25]. In agreement with previous results the pres-
ence of jasplakinolide has shifted the Ty, to 87.3 °C [10]. We also
found that when the jasplakinolide bound to the ADP.BeF, satu-
rated actin filaments the melting temperature shifted to 85.6 °C,
i.e. to a value similar to what was observed with either ADP.BeF,
or jasplakinolide separately. From these results we concluded
that the ADP.BeF, and jasplakinolide probably stabilizes the
actin filaments by similar molecular mechanisms.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

KCl, MgCl,, CaCl,, Mops and NaF were purchased from
Sigma (St. Louis, USA). ATP and B-mercaptoethanol were
obtained from MERCK (Darmstadt, Germany). NaN3; and
BeSO4 were purchased from FLUKA (Switzerland). The jas-
plakinolide was purchased from Molecular probes (Invitrogen).

2.2. Sample preparation

Skeletal actin was prepared from acetone powder of rabbit
psoas muscle [26,27]. The calcium saturated actin monomers
were stored in a 2 mM Mops buffer (pH 8.0) containing 0.2 mM
ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.1 mM B-mercaptoethanol and 0.005%
NaN3. The concentration of the actin monomers was calculated
by using the extinction coefficient of 0.63 mg~! ml cm at 290 nm
[28].

The actin bound calcium was changed for magnesium by
incubating the samples for Smin with 0.2mM EGTA and
0.1 mM MgCl, at room temperature [5]. The actin monomers
were polymerized by the addition of 2 mM MgCl, and 100 mM
KClL

ADP.BeF,—actin filaments were prepared from the ADP con-
taining actin filaments by the simultaneous addition of 10 mM
NaF and 3mM BeSOy4 to the actin solution. The samples
were incubated for 2h at room temperature followed by an
overnight incubation at 4 °C. To create jasplakinolide-bound
ADP.BeF,—actin filaments jasplakinolide was added to the actin
after the 2-h long incubation period at room temperature. To
create jasplakinolide-bound actin filaments jasplakinolide was
added to the actin at the same time as the MgCl, and KClI and the
samples were incubated overnight at 4 °C [10,11]. These prepa-
ration strategies assured that the equilibrium between the actin
filaments, the drug and the nucleotide analogues was established
before the measurements.

2.3. DSC measurements and theoretical considerations

The calorimetric measurements were performed with a
SETARAM Micro DSC-II Calorimeter. The actin concentra-

tion was 3 mg/ml (~69 nM) during the measurements. When
applied, the jasplakinolide was added in a 1:1 jasplakino-
lide:actin protomer concentration ratio. The DSC measurements
were done in the temperature range of 0—100 °C and the heating
rate was 0.3 K/min.

3. Results and discussion

The calorimetric experiments were completed by using
69 uM F-actin. The critical concentration of actin is low under
the applied experimental conditions (0.04-0.1 uM) [29] com-
pared to the applied actin concentration so the contribution of the
actin in its monomeric form to the heat denaturation curve was
hardly detectable. During the DSC measurements the sample
and the appropriate reference solution was heated in the range of
0-100 °C under isobaric conditions. The difference between the
energy uptake of the sample and the reference cell was recorded
and plotted as a function of temperature.

The thermodynamic curves for actin filaments showed an
endothermic phase transition in all cases (Figs. 1-3). The tran-
sition curves can be characterized by determining the melting
temperature (7y,) defined as the temperature where the curves
reach their minimum value. Comparing the different 7y, val-
ues it is possible to characterize the thermodynamic stability
of proteins under different conditions [24,30]. A higher Ty,
value is typically correlated with a thermodynamically more
stable protein structure [30,31]. The significant advantage of
exploring the differences between the melting temperatures is
that the determined position of them is largely unrelated to the
applied thermodynamic model describing the denaturation pro-
cess [32].

In the absence of BeF, and jasplakinolide the Ty, was 67.4 °C
for the actin filaments (Fig. 1). When the sample was prepared
in the presence of BeFy or jasplakinolide the peak of the phase
transition shifted to higher temperatures (Figs. 1 and 2).
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Fig. 1. The DSC curves were recorded in the presence (solid) and absence
(dot) of BeF,. The heat-flow* (mW/umol) is the form of the heat-flow (mW)
normalized with the amount of the applied protein (pmol).
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Fig.2. Therecorded DSC thermograms in the presence (solid) and absence (dot)
of jasplakinolide. The heat-flow* (mW/pwmol) is designated the normalized form
of the heat-flow (mW) for the amount of the applied protein (mol).

It was shown previously that BeF, could replace the P; of
the ADP.P; complex within the nucleotide-binding region of
actin (Fig. 4). When the BeF, was applied as a P; analogue the
melting temperature shifted from 67.4 °C to 83.7 °C (Fig. 1), in

Heat flow* (mW/umol)
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1
110

Fig. 3. The combined effect of jasplakinolide and BeF, on the actin filament. The
DSC curves were recorded in the presence (solid) and absence (dot) of jasplaki-
nolide and BeF,. The heat-flow* (mW/uwmol) is representing the normalized
form of the heat-flow (mW) for the amount of the applied protein (pmol).

agreement with earlier studies [25]. This result indicated that
the beryllium fluoride was able to affect the conformation of the
actin filaments by stabilizing the structure of the filaments.

As it was previously reported, jasplakinolide is able to bind to
the actin filaments with high affinity (Kp = 15 n1M) [12]. The time

Fig. 4. Schematic picture of the actin monomer (Protein Data Bank: INWK) binding the P; analogue ADP.BeF, (Protein Data Bank: 4UKD) in the nucleotide-binding

cleft.
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required to achieve the jasplakinolide effect on the F-actin is not
longer than the time required to mix the constituents of the sam-
ple [13]. Adding jasplakinolide to the actin filaments increased
the Ty, in our experiments to 87.3 °C. This observation was in
agreement with our previous results [10,11] and indicated that
the toxin could effectively stabilize the actin filaments (Fig. 2).

These results demonstrated that both compounds used dur-
ing the DSC experiments possess the ability of stabilizing the
actin filaments. The melting temperature of the F-actin increased
approximately to the same extent when BeF, and jasplakinolide
was used separately (Figs. 1 and 2). These observations sug-
gested that the beryllium fluoride and the jasplakinolide affected
the heat stability of the actin filaments through similar molecular
mechanisms.

If these two actin-binding compounds can stabilize the actin
filaments by the same mechanism, then none of the two should
be able to further stabilize the filaments once the other one has
reached its maximal effect. To test this prediction the calori-
metric experiments were repeated when both jasplakinolide and
BeF, were present in the sample (Fig. 3). The thermogram
from these experiments showed that the melting temperature
of the filaments in complex with ADP.BeF, and jasplakinolide
was 85.6 °C (Fig. 3), which is nearly identical with the val-
ues obtained in the presence of the beryllium fluoride or the
toxin alone. This observation corroborated our previous con-
clusions that ADP.BeF, and jasplakinolide probably altered the
thermal stability of the F-actin through similar molecular mech-
anisms. One possible explanation behind the similar molecular
background can be a competition between the BeF, and the
Jjasplakinolide for the same binding site as it was previously
described in details for cofilin and BeF, by Muhlrad et al. [33].

4. Conclusion

Differential scanning calorimetry is a widely used method to
study the phase transitions and conformational changes within
biological macromolecules [34]. In our experiments we used
beryllium fluoride as a phosphate analogue to simulate the
ADPP; intermediate step of the ATPase cycle of actin. We
applied jasplakinolide as well to examine its impact on the ther-
mal stability on the actin filaments. The heat-flow diagrams were
recorded from 0°C to 100 °C in the presence of BeF, and/or
Jjasplakinolide. The melting temperatures were nearly identical
when the heat denaturation curves were recorded by using the
different compounds separately. These findings suggested that
the beryllium fluoride and the toxin affected the stability of the
actin filaments through similar molecular mechanisms. To test
this assumption we measured the thermodynamic stability of
the filamentous actin when both the phosphate analogue and the
drug were present in the sample solution. The melting tempera-
ture in this case was approximately the same as it was with either
ADP.BeF, or jasplakinolide. This observation corroborated our
presumption that the jasplakinolide affects the stability of the
actin filaments through the same molecular mechanism as the
beryllium fluoride.
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Abstract

The thermodynamic properties of the actin filaments prepared from cardiomyocytes were investigated with differential scanning cal-
orimetry. This method could distinguish between the a-cardiac and a-skeletal components of the actin filaments polymerised from ADP-
actin monomers by their different melting temperatures (7y,). Similar separation was not possible with filaments polymerised from ATP-
actin monomers. Further analyses revealed that the activation energy (E,..) was greater for filaments of a-skeletal actin than for a-cardiac
actin monomers when the filaments were polymerised from ADP-actin monomers. These results showed that the a-cardiac actin fila-
ments were thermodynamically less stable than the filaments of a-skeletal actin and their difference was nucleotide dependent. Based
on these results and considering previous observations it was concluded that the existence of two actin isoforms and their nucleotide
dependent conformational differences are part of the tuning regulatory mechanism by which the cardiac muscle cells can maintain their

biological function under pathological conditions.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Actin is an important intracellular protein with versatile
cellular functions [1-4]. In the heart muscle cells both o-
cardiac and a-skeletal isoforms of actin can be found
[5,6]. The contribution of the skeletal actin isoform in the
cardiac muscle is 16-24% of the total actin [5,6]. The actin
binds an ATP in complex with a divalent magnesium ion
under physiological circumstances [7]. The ATP is hydroly-
sed during the polymerisation of the actin monomers and
the filaments contain mainly ADP in their matured form
[8]. The role of the nucleotide in the mechano-chemical
properties of the actin filament was emphasized by Janmey
and colleagues when they suggested that the energy utilized
during the breakdown of the ATP could be stored in the
protein [9]. The characterisation of the ADP-actin revealed
a change in the subdomain structure and the dynamics of
the protein as well [10,11]. Increased inter-monomer flexi-
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bility and decreased stiffness were observed when the actin
filaments were polymerised from ADP-actin monomers
[9,12].

The work of some actin-binding proteins (e.g. thymo-
sin B4, ARP 2/3 and cofilin) in the cardiac muscle tissue
is strongly influenced by the quality of the actin-bound
nucleotide [13-15]. Based on the essential roles of the
actin-binding proteins in the eukaryotic cells a detailed
investigation of the different forms of their targeted actin
isoforms is essential to understand the complex work of
the cytoskeletal network. In the non-muscle cells the
ATP concentration is influenced by several intracellular
factors [16]. The cellular ATP depletion can be the con-
sequence of hypoxia or mitochondrial dysfunction that
can cause an increase in the concentration of the ADP-
F-actin while the cells become more susceptible to apop-
tosis [16-18]. The ATP depletion inside the cardiac cells
can be the consequence of ischemic cardiac diseases and
other heart diseases as well [19].
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Differential scanning calorimetry (DSC) is able to deter-
mine directly the global thermodynamic properties of a
protein and reveal differences on the sub-molecular level
as well [20]. In this work the thermodynamic features of
actin filaments polymerised from ADP containing actin
monomers of heart muscle cells were characterised with
the method of differential scanning calorimetry. The mea-
sured T, values and the determined activation energies
indicated that the filaments of ADP-a-cardiac actin mono-
mers were thermodynamically less stable than the actin fil-
aments prepared from ADP-a-skeletal actin monomers.
The difference disappeared when the filaments were poly-
merised from ATP-actin monomers. For both the a-car-
diac and the a-skeletal isoforms the filaments were more
stable when polymerised from ATP-actin monomers than
those from ADP-actin. The observed nucleotide and iso-
form dependent differences in the conformation of the actin
filaments may play important roles in the function of mus-
cle cells.

Materials and methods

Sample preparation. The cardiac actin was prepared from acetone
powder of bovine heart muscle [21,22]. The calcium saturated actin
monomers were stored in a 2mM Mops buffer (pH 8.0) containing
0.2mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0. mM B-mercaptoethanol and 0.005%
NaNj. The concentration of the actin monomers was calculated by
using the extinction coefficient of 0.63mg™' mlem™' at 290 nm [23].
The actin bound calcium was changed for magnesium by incubating the
samples for Smin in the presence of 0.2mM EGTA and 0.1 mM
MgCl, at room temperature [24]. The exchange of the actin monomer
bound ATP for ADP was done by incubating the actin for 1 h at 4 °C
in the presence of 1.65 mg/ml hexokinase, 0.5 mg/ml glucose and 1 mM
ADP [25]. The ADP-actin was polymerised for 12 h in the presence of
2mM MgCl, and 100 mM KCI. The polymerisation of actin was tested
by using pyren-labelled actin in the ratio of 5% as described previously
[26]. The excitation wavelength was 365nm and the emission was
monitored at 407 nm.

DSC measurements and theoretical considerations. The calorimetric
measurements were performed with a SETARAM Micro DSC-II Cal-
orimeter in the temperature range of 0-100 °C with a constant heating
rate of 0.3 K/min. The actin concentration was 69 uM. To analyse the
results we applied the method established by Sanchez-Ruiz and his
colleagues [27]. Their analysis was based on a model that was created
by Lumry and Eyring [28]. The Lumry-Eyring model was successfully
applied previously to reveal the thermodynamic properties of actin in
solution [29] and in muscle fibres as well [30]. They proposed that the
irreversible protein denaturation can be interpreted with a two step
kinetic model [28]. In this model a reversible denaturation step was
followed by an irreversible one that could be described by a reaction
scheme as:

ki1

N;—»Dgl (1)
k1

where N is the natural, D is the reversibly denatured and [ is the irrevers-
ibly denatured form of the protein. The forward and backward rate con-
stants of the reversible step are denoted as k4, and k_; while k, appertain
to the irreversible formation of the end product from the intermediate D
form of the protein. Valuable thermodynamic information about the
reversible unfolding can be obtained when the rate constant for the irre-
versible step (k;) is much smaller compared to the reversible step, or when
the irreversible process takes place above the T}, value where the main

thermodynamic conversion of the protein has occurred. The activation en-
ergy of the denaturation process can be related to the calorimetric enthal-
py change:
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where R is the universal gas constant (8.314 T mol ™! K1), E, is the acti-
vation energy and AH is the enthalpy change related to the 7" temperature
[27,31]. The AH values were determined by calculating the under curve
area until the temperature point of 7. The activation energy can give infor-
mation about the energy required to drive the protein through the thermal
denaturation process.

Results
Sample characterisation

Actin filaments prepared from the actin monomers of
cardiac muscle cells were investigated with the method of
DSC. Before the polymerisation process the ATP was
replaced with ADP in the binding-pocket of the actin
monomers (Fig. 1). The critical concentration of the
ADP-actin is ~ 1 uM [32,33], therefore, the contribution
of the ADP-actin monomers to the amount of the total
actin was so small (<1.5%) that their effect on the calori-
metric results was negligible under the applied conditions.
Polymerisation tests confirmed that the a-cardiac ADP-
actin monomers were able to polymerise, and the polymer-
isation was completed within the applied time frame
(~12 h) (Fig. 2). The SDS—polyacrylamide gel electropho-
resis (SDS-PAGE) could not reveal any contaminating
proteins in the samples (inset in Fig. 2).

DSC results on ADP-actin filaments

DSC experiments were carried out on actin filaments
polymerised from ADP-actin monomers. The actin was
prepared from cardiac muscle cells. The denaturation curve
indicated an endothermic transition, and was composed of
two distinct peaks (Fig. 3). The Ty, values corresponding to
the two peaks were 56 £ 2 °C and 60 £ 2 °C. To analyse
the results the measured heat transition curve was decom-
posed into two Gaussians (Fig. 3). Similar approach had
been successfully applied previously for the analysis of
complex heat absorption curves [34]. The Gaussian fit
resolved the T, values of 5434+0.5°C and
60.0 £ 2.1 °C, which were close to those obtained without
the decomposition. Based on the areas under the fitted
Gaussians the peaks with the lower and the higher 7, val-
ues contributed by 88 + 8% and 12 + 8% to the total area
of the heat absorption curve, respectively.

We attempted to further analyse the DSC results by
determining the activation energy (Eq. (2)) attributed
to the denaturation process using a previously described
method [27,28]. The peak with the higher T}, could not
be analysed reliably because of its small size and the
narrow temperature range it covered. The calculated
activation energy for the first peak of the DSC curve
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Fig. 1. The ribbon model of the a-skeletal actin monomer from rabbit skeletal muscle. ATP (represented with balls in the middle) in the nucleotide-
binding cleft is shown (Protein Data Bank: INWK).
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Fig. 2. The polymerisation curve of the ADP-actin from bovine cardiac tissue. The polymerisation was started by adjusting the MgCl, concentration to
2 mM and the KCl concentration to 100 mM in the solution containing 69 pM actin (5% pyrene labelled). The inset shows the SDS-PAGE analysis of the
actin sample on right side of the reference.

was 254 + 11 kJ mol~! (Fig. 4). This value was smaller (332 kI mol™') [35], or for a-skeletal actin filaments of
than the activation energy determined for the o-cardiac ~ ADP-actin (311 kJ mol™!, the data are also presented
actin filaments from ATP-actin monomers  in Fig. 4) [29].
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Fig. 3. DSC results on actin filaments. The DSC recording of a-actin filaments prepared from ADP containing actin monomers of the bovine cardiac
tissue (O). The heat-flow” is representing the normalized version of the original heat-flow values (heat-flow” = heat-flow/umol). The black line is the result
of smoothing of the original curve while the dotted lines are indicating the fitted Gaussians. The T}, values with the error bars are shown on the figure as
well.
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Fig. 4. Analysis of the DSC results. The calculation of the activation energy for actin filaments prepared from ATP () or ADP (O) containing actin
monomers of the bovine cardiac tissue based on the method of Sanchez-Ruiz.
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Discussion

The comparison of the a-cardiac and o-skeletal actin
isoforms

One of the characteristic features of the DSC results was
the appearance of the two peaks in the heat absorption
curve (Fig. 3). A possible explanation for this observation
could be that the nucleotide exchange was not complete
during the preparation of ADP-actin monomers, and the
samples contained ATP-actin before the polymerisation.
It is unlikely that the method fails to replace the bound
ATP with ADP in the case of the a-cardiac actin isoform
because the method of nucleotide exchange is well estab-
lished, and was previously successfully used in many cases
for skeletal actin [36].

An alternative explanation for the appearance of the
two peaks is based on earlier observations that the actin
from cardiac muscle contains a-skeletal actin (16-24%) as
well [5,6]. The T, value of 60 + 2 °C we observed for the
higher temperature peak is close to the value of 58.4 °C,
which was obtained previously for the filaments polymer-
ised from o-skeletal ADP-actin monomers [29]. The prox-
imity of these values suggests that the higher temperature
peak in Fig. 3 belongs to the a-skeletal part of the actin
pool within the cardiac cells. To test this possibility we
determined the contribution of the areas belonging to the
two peaks of the recorded DSC curve. The contribution
of the peak associated with the higher T, value was similar
to the o-skeletal actin content of the heart muscle cells
(12 £ 8% vs. 16-24%) [5,6], which corroborates the conclu-
sion that the higher temperature peak is attributed to o-
skeletal actin. The appearance of the two peaks can also
be caused by the differences in the thermodynamic proper-
ties of the different a-actin isoforms. Considering the T,
values it is possible to compare the thermodynamic stabil-
ity of the different forms of proteins as the higher 77, value
can be attributed to a thermodynamically more stable pro-
tein conformation [37,38]. The advantage of exploring the
differences between the melting temperatures is that their
position is largely independent of the applied thermody-
namic model describing the process of the denaturation
[39]. When the filaments were polymerised from ADP-actin
monomers the lower T, observed for a-cardiac actin fila-
ments indicated that the protein conformation was thermo-
dynamically less stable compared to the a-skeletal actin
filaments. Analyses that were carried out according to the
approach of Sanchez-Ruiz and colleagues [27] showed that
the activation energy (E,.) was ~18 % smaller for the o-
cardiac actin filaments (254 kJ mol~'; Fig. 4) than for the
a-skeletal actin filaments (311 kJ mol~") [29], when both
of them were prepared from ADP-actin monomers. The
larger energy requirement could be related to the more heat
resistant protein matrix, which supports the conclusion
that the a-cardiac actin filaments are thermodynamically
less stable than a-skeletal actin filaments, when both are
prepared from ADP-actin monomers.

The effect of nucleotide exchange on actin monomers

When the actin filaments were prepared from cardiac
ATP-actin monomers only one peak was previously found
with a T,,, value of 62.17 °C [40], so the two isoforms within
the cardiac actin pool were indistinguishable. This result
can indicate that the conformational differences between
the filaments of a-cardiac actin and a-skeletal actin are
nucleotide dependent, so they can only be observed when
the filaments are polymerised from ADP-actin monomers.

It is well known that a-skeletal actin filaments can gen-
erate a more stable and rigid conformation when they are
prepared from ATP-actin monomers compared to the fila-
ments prepared from ADP-actin monomers [9-12]. There
was previously no report about such nucleotide depen-
dence in the case of the a-cardiac actin isoform. The obser-
vation that the T, value was lower for the actin filaments
polymerised from a-cardiac ADP-actin monomers
(54.3 £ 0.5°C) than from cardiac ATP-actin monomers
(62.17 °C) (Fig. 3) showed a thermodynamically less stable
protein matrix when the actin filaments were prepared
from ADP containing cardiac actin monomers. The calcu-
lated activation energy for the a-cardiac actin filaments was
254 4+ 11 kJ mol™" (Fig. 4). This value is smaller than the
activation energy determined previously for the a-cardiac
ATP-actin filaments (332 kJ mol ') [35], and thus the dif-
ference between the calculated activation energy values
gives an additional evidence (similarly to the case of a-skel-
etal actin) that the actin filaments prepared from a-cardiac
ATP-actin monomers are thermodynamically more stable
than the filaments prepared from o-cardiac ADP-actin
monomers.

Conclusion

In this study the comparison of the a-actin isoforms
revealed that the filaments of the a-skeletal actin were more
resistant to heat denaturation than the a-cardiac filaments,
when they were polymerised from ADP-actin monomers.
This difference was not found in filaments polymerised
from ATP-actin monomers, which indicates that the con-
formational differences between the isoforms were nucleo-
tide dependent. The structure and the dynamics of
proteins can be related to their biological functions [41-
43]. The proper function of the cytoskeletal and sarcomeric
proteins are essential for the normal work of the cardio-
myocytes [44]. Previous observations revealed that the iso-
form content of cardiac muscle cells could vary under
various circumstances [5]. In diseased heart increased o-
skeletal/a-cardiac actin ratio was observed, which indicates
that the altered stoichiometry of the actin isoforms can be a
response to the altered demands against the cardiac muscle
[6,45].

Our present results can assist to understand the molecu-
lar details behind the organisation of the actin filament
pool in the cardiac muscle cells. It is reasonable to assume
that the properties of the actin pool are optimal under
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physiological conditions. In this case the filaments are
polymerised from ATP-actin monomers and their confor-
mation seems to be isoform independent. The intracellular
ATP depletion is a serious condition when the concentra-
tion of ADP-actin monomers is elevated. The filaments
polymerised under these conditions from ADP-actin
monomers are more flexible than those polymerised from
ATP-actin monomers, so their conformation differs from
their optimal physiological state. Although this fact is true
for both a-skeletal and a-cardiac actin isoforms the change
in the a-skeletal actin filaments is smaller due to the nucle-
otide dependent nature of the differences between the actin
isoforms. The a-skeletal actin filaments remain more rigid,
i.e. their conformation is more similar to the physiological
state of them.

The elevated level of the a-skeletal actin isoform [6,45]
can contribute to the tuning of the conformational proper-
ties of the total actin population. We can conclude that the
existence of two actin isoforms and their nucleotide depen-
dent conformational differences are part of the tuning reg-
ulatory mechanism by which the cardiac muscle cells can
maintain their biological function under pathological
conditions.
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ABSTRACT: Actin plays important roles in eukaryotic cell motility. During actin polymerization, the actin-
bound ATP is hydrolyzed to ADP and P;. We carried out differential scanning calorimetry experiments
to characterize the cooperativity of the stabilizing effect of phalloidin on actin filaments in their ADP.P;
state. The ADP.P; state was mimicked by using ADP.BeF, or ADP.AIF,. The results showed that the
binding of the nucleotide analogues or phalloidin stabilized the actin filaments to a similar extent when
added separately. Phalloidin binding to ADP.BeFx- or ADP.AlF-actin filaments further stabilized them,
indicating that the mechanism by which phalloidin and the nucleotide analogues affect the filament structure
was different. The results also showed that the stabilization effect of phalloidin binding to ADP.BeFx or
ADP.AlF,-bound actin filaments was not cooperative. Since the effect of phalloidin binding was cooperative
in the absence of these nucleotide analogues, these results suggest that the binding of ADP.BeFy or
ADP.AIF; to the actin modified the protomer-protomer interactions along the actin filaments.

Actin is one of the main components of the cytoskeleton
and plays important roles in the motility of eukaryotic
cells (/-7). The actin monomer can bind a nucleotide in
complex with a divalent cation in the cleft between the two
main domains of the protein (Figure 1) (8). During poly-
merization, the ATP is hydrolyzed to ADP and P;' (9-16). The
ADP.P; state is transient as the inorganic phosphate product is
released from actin after polymerization. For the characterization
of the short-lived ADP.P; state, nucleotide analogues such as
ADP .BeF, or ADP.AIF, can be applied (/7-19).

The effect of the binding of ligands to actin filaments is
often cooperative; i.e., binding of the ligands induces
allosteric conformational changes in the actin protomers
distant from the bound protomer (20-24). In most of the
cases, the biological function of the cooperative behavior of
actin filaments is unclear. In a special case, it was proposed
that cooperative interactions could play an important role in
the regulation of muscle contraction (25). We suggested
recently that the cooperative behavior of actin filaments could
provide the structural bases for information channels in living
cells, through which the different actin-binding effectors can
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FIGURE 1: Ribbon model of the a-skeletal actin monomer from
rabbit skeletal muscle. ATP (represented with spheres) in the
nucleotide-binding cleft is shown (Protein Data Bank entry INWK).

express their full effect even under substoichiometric binding
conditions (26).

Previous studies have shown that the binding of phalloidin
stabilizes the structure of actin filaments (27-33) and one
bound phalloidin can stabilize seven neighboring protomers
(26). In this work, we characterize the effect of phalloidin
on the thermal stability of actin filaments in complex with
different nucleotide analogues (ADP.BeFy or ADP.AIF,) by
using differential scanning calorimetry (DSC). The toxin was
applied at various phalloidin:actin concentration ratios. The
results show that the stabilizing effect of phalloidin binding
on ADP.BeF,- or ADP.AIFs-bound actin filaments was not
cooperative, indicating that the binding of ADP.BeFx or

© 2008 American Chemical Society
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ADP.AIF, to actin substantially modifies the interaction
between neighboring protomers along the actin filaments.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. KCl, MgCl,, CaCl,, MOPS, EGTA, AICl;, and
NaF were purchased from SIGMA-Aldrich (Budapest,
Hungary). ATP, ADP, and 3-mercaptoethanol were obtained
from MERCK (Darmstadt, Germany). NaN3; and BeSO,4 were
purchased from Fluka (St. Gallen, Switzerland).

Protein Preparation. Skeletal actin was prepared from
acetone powder obtained from rabbit muscle (12, 34). After
purification, the calcium-bound actin monomers were stored
in a 2 mM MOPS buffer (pH 7.3) with 0.2 mM ATP, 0.1
mM CaCl,, 0.1 mM f-mercaptoethanol, and 0.005% NaNs.
The actin monomer concentration was determined by absorp-
tion photometry using 0.63 mg~! mL cm™! as the extinction
coefficient at 290 nm (35). Actin-bound calcium was
exchanged for magnesium by incubating the samples with
0.2 mM EGTA and 0.1 mM MgCl; for 5 min (36). Actin
polymerization was initiated by the addition of 2 mM MgCl,
and 100 mM KCIl. ADP.BeF-actin filaments were prepared
in a similar way as described by Levitsky and colleagues
(37); BeSO, (0.03—-3 mM) and NaF (0.1-10 mM) were added
to the samples, and actin was polymerized at room temper-
ature for 3 h. Note that since the presence of ADP, BeSQOy,
and NaF in the solution leads to formation of either
ADP.BeF,(OH) *H,O or ADP.BeF;*H,0, we refer to them
collectively as ADP.BeFx. ADP.AlF;-actin filaments were
prepared the same way as the ADP.BeF, except for the
addition of 3 mM AICI; instead of BeSO4. To prepare
phalloidin-bound actin filaments, phalloidin at the desired
concentrations was added to actin prior to polymerization
and the samples were incubated for 12 h at 4 °C. The
analogues were added at the same time as polymerization
buffer 1 h before the toxin to prepare the actin filaments,
and the samples were incubated overnight.

DSC Measurements. Calorimetric experiments were per-
formed with a SETARAM Micro DSC-II calorimeter. The
temperature range was 0—100 °C with a heating rate of 0.3
K/min, and the actin concentration was 69 uM (~3 mg/mL).
Data were analyzed with MicroCal Origin. Experimental
buffer with no protein content was used as a reference. In
each case, the samples were heated twice. The second heating
measurement indicated full irreversible denaturation of the
actin during the first run.

We applied the model described recently (26) to analyze
the phalloidin concentration dependence of the DSC data
obtained with actin filaments and to define the degree of
cooperativity along the filaments. The model assumes that
phalloidin can stabilize the conformation of the protomer to
which it is bound. In the case of cooperative binding effects,
phalloidin can also stabilize adjacent actin protomers along
the actin filament (Scheme 1). Using this model, the number
of actin protomers stabilized by one phalloidin can be
determined by fitting the following equation to the phalloidin
concentration dependence of the relative contribution of actin
populations unaffected by phalloidin (A):

A= =p ey

where p is the probability that an actin protomer in the
filament binds phalloidin and k is the cooperativity factor.
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Scheme 1: Model for the Analysis of the DSC Data (eq 1)“

k protomer

k protomer

t phalloidin bound protomer

“ Circles represent the actin protomers in a filament. The phalloidin
is bound to the protomer shown as a black circle and stabilizes its
conformation. Neighboring actin protomers (gray circles; k in both
directions) could potentially be stabilized by the phalloidin provided
that the conformational changes can propagate along the actin filament
by allosteric protomer-protomer interactions. The protomers represented
by white circles are not affected by the binding of phalloidin. Fit of eq
1 to the experimental data provides the value for &, and thus, the number
of actin protomers stabilized by one phalloidin molecule can be
calculated as 2k + 1.
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FIGURE 2: Effect of ADP.BeF; on the thermal stability of actin
filaments. Panel A shows the DSC curve obtained when the actin
filaments were polymerized after the addition of 0.06 mM BeSO4
and 0.2 mM NaF (black solid line) or 3 mM BeSO4 and 10 mM
NaF (gray dashed line). The actin concentration was 69 uM. The
value of Ty, was determined to be 72.2 or 84.8 °C, respectively.
(B) The panel shows the T;, values as a function of the beryllium
(added BeSO,) concentration. Hyperbola fit (solid line) to the plot
gave a half-saturation beryllium concentration of 0.14 + 0.05 mM.

The value of A can be determined from the analysis of the
DSC curves by determining the under-curve area of the
transition characteristic of the actin not affected by phalloidin.
In this study, we approximated the under-curve area by using
Gaussian fits. The value of p can be calculated as the ratio
of applied phalloidin concentration to actin concentration.
Thus, 1 — p is the probability that an actin protomer does
not bind phalloidin. The value of k can be determined by
fitting eq 1 to the experimental data, and then the number of
actin protomers affected by one phalloidin molecule is
calculated to be 2k + 1 (26).

RESULTS AND DISCUSSION

We carried out differential scanning calorimetry (DSC)
experiments to characterize the cooperativity of the stabiliz-
ing effect of phalloidin on ADP.BeF,- and ADP.AlF,-actin
filaments. To achieve this aim, we first characterized the
effect of phalloidin and nucleotide analogues separately. Our
experiments showed that the binding of ADP.BeFx, AD-
P.AlF,, or phalloidin stabilized the structure of actin fila-
ments, in agreement with previous studies (37, 38). In the
presence of 3 mM BeSO, and 10 mM NaF, the T;, was
greater (84.8 °C) than in the absence of them (64.1 °C)
(Figure 2A), in agreement with the results from the Levitsky
group (37). In control experiments, T}, values were measured
at different beryllium concentrations ([BeSO,]/[NaF] = 3/10)
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FiGure 3: Effect of phalloidin on ADP.BeF,-actin (A) and
ADP.AlF -actin (B) filaments: calorimetric curves for (H) actin in
the absence of nucleotide analogues and phalloidin, (®) actin in
the presence of nucleotide analogues, (O) actin with bound
phalloidin, and (O) actin in the presence of nucleotide analogues
and phalloidin. The corresponding T, values for actin, actin with
phalloidin, actin with nucleotide analogue, and actin with nucleotide
analogue and phalloidin were 64.1, 82.3, 84.8, and 95.5 °C,
respectively, in panel A. For panel B, the corresponding values
are 64.1, 82.3, 84.7, and 95.9 °C.
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(Figure 2B). The half-value of the maximal effect was
achieved at 0.14 mM BeSO., showing that the concentrations
of 3 mM BeSO, and 10 mM NaF used in the subsequent
experiments were sufficiently high to ensure appropriate
conditions to reveal the effect of ADP.BeF, on the actin
filaments.

It has been shown previously that phalloidin can stabilize
the structure of the actin filaments (27-33). In agreement
with these observations, we found that the 7}, value shifted
to 82.3 °C when phalloidin was added to actin (69 uM) in
a 1:1 concentration ratio (Figure 3). Note that due to the
high affinity of phalloidin for actin [Kp = 36 nM (30)] and
considering the applied actin concentration (69 ¢M) most
of the added phalloidin (>99%) bound to actin in these
experiments.

Effect of Phalloidin on ADP.BeF,- and ADP.AIF +Actin
Filaments. We measured the thermal stability of ADP.BeF,-
actin filaments after phalloidin binding. Previously, it was
shown that the binding of phalloidin to ADP-actin filaments
polymerized from ATP-actin monomers increased the value
of T, from 64.1 to 82.3 °C. In the case of ADP.BeFx-actin
filaments, the phalloidin, added in a 1:1 concentration ratio,
could further stabilize the structure of ADP.BeF,-actin
filaments as in the presence of phalloidin the 7\, was greater
(95.5 °C) than in the absence of it (84.8 °C) (Figure 3A).
When similar experiments were carried out with ADP.AIF,-
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FIGURE 4: Analysis of the DSC curve obtained with ADP.BeFx-
actin filaments at a substoichiometric phalloidin concentration. The
phalloidin:actin protomer concentration ratio was 0.8:1. This figure
shows the experimental data (solid line) and the two Gaussian
curves (dashed and dotted lines) obtained by the decomposition of
the experimental curve. The sum of the two Gaussians is also
indicated with a solid line. The first Gaussian curve gave an estimate
for the Ty, of 84.8 °C, while the second peak gave a value of 95.5
°C.

actin filaments, the DSC data showed that ADP.AIF,
stabilized the actin filaments (7}, = 84.7 °C) and the binding
of phalloidin could further increase the thermal stability of
ADP.AlF,-actin filaments (7, = 95.9 °C) (Figure 3B).

To interpret these observations, we considered that if the
nucleotide analogues and phalloidin use the same mechanism
to stabilize the structure of actin filaments, then the addition
of phalloidin could not further increase the thermal stability
of nucleotide analogue-saturated actin. According to the
calorimetric results, the binding of phalloidin resulted in
further stabilization of the ADP.BeF,- and ADP.AlF-actin
filaments [~84 and ~95 °C, respectively (Figure 3], indicat-
ing that the nucleotide analogues and the phalloidin stabilized
the filaments via different molecular mechanisms.

Lack of Cooperativity in ADP.BeF - and ADP.AIF 4-Actin
Filaments. Previous studies provided evidence that the effect
of phalloidin on actin filaments was cooperative (e.g., ref
(26)). In this case, cooperative binding meant that one
phalloidin molecule could stabilize the conformation of more
than one actin protomer; i.e., the stabilization effect of
phalloidin propagated along the filaments by allosteric
interactions to protomers distant from the phalloidin-bound
protomer. In this work, we tested how the nucleotide
analogues alter the protomer-protomer interactions along
actin filaments by examining the effect of phalloidin on
ADP.BeFy- or ADP.AlF,-actin filaments at different subs-
toichiometric phalloidin concentrations, i.e., at various phal-
loidin:actin protomer concentration ratios.

At substoichiometric phalloidin concentrations, the DSC
curves could be decomposed into two peaks (Figure 4). To
approximate the contribution of these peaks to the heat
absorption curves, we applied Gaussian fits. We applied a
similar approach successfully in a previous study for the
analysis of complex DSC curves (26). The contribution of
the lower- and higher-temperature transitions in the DSC
curves was quantified by determining the integral of the
corresponding Gaussian curves (under-curve areas). The Ty,
values for the lower- and higher-temperature Gaussian peaks
fell into the range of 83-85 and 94-96 °C, respectively
(Figure 5), and were in the same range as those determined
without the Gaussian fits. By comparing these values to those
obtained with the nucleotide analogues in the absence of
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FIGURE 5: Phalloidin concentration dependence of the DSC transi-
tions resolved from the analysis of the data for ADP.BeF,-actin
(A) and ADP.AlF-actin (B) filaments. The relative contributions
of the actin unaffected by phalloidin (®) or stabilized by the binding
of phalloidin (O) were determined by decomposing the DSC curves
to two Gaussian curves (Figure 4) and calculating the under-curve
areas. The lower-temperature transitions corresponded to the
unaffected actin, while the higher-temperature Gaussian curve
describes the phalloidin-stabilized actin. Fit of eq 1 to the data
corresponding to the unaffected actin (solid lines) gave k values of
0.05 & 0.1 and —0.01 % 0.03 for ADP.BeF,- and ADP.AlF,-actin
filaments, respectively. The top insets show the melting temperatures
of actin filaments unaffected by phalloidin (M) or stabilized by the
binding of phalloidin (O) at the given actin:phalloidin concentration
ratios.

phalloidin (84.8 °C) and at saturating phalloidin concentra-
tions (95.5 °C), we interpret the lower-temperature transitions
as the contribution of actin unaffected by phalloidin, while
the higher-temperature peaks are interpreted as being char-
acteristic of actin protomers stabilized by the phalloidin. The
relative contribution of the lower-temperature peak decreased
linearly with an increase in phalloidin concentration in the
case of either the ADP.BeFx-actin (Figure SA) or ADP.AIF,-
actin (Figure 5B) filaments. In correlation with this observa-
tion, the relative contribution of the higher-temperature peak
followed a linear, increasing tendency (Figure 5).

We applied the method described previously (26) (eq 1)
to analyze the phalloidin concentration dependence of the
stabilization effect. The relative contributions of actin
populations were determined at different actin:toxin con-
centration ratios. In a previous work, we studied the
cooperative binding of phalloidin to actin filaments poly-
merized from ATP-actin monomers (26). Considering that
the hydrolysis of ATP by the actin protomers and the
subsequent phosphate release step is fast compared to the
treadmilling of actin, the filaments polymerized from ATP-
actin monomers contain mostly ADP-actin protomers. In the
absence of nucleotide analogues, the results showed that the
binding of one phalloidin molecule could stabilize seven
protomers in the actin filaments [k = 3 (26)], indicating
allosteric interactions between adjacent actin protomers.
When the same equation (eq 1) was applied in this study
in the case of the lower-temperature transition curves in
Figure 5, the value of k£ was found to be zero within the
limits of experimental error for both ADP.BeFx- and ADP.
AlF -actin filaments (0.05 &+ 0.1 and —0.01 £ 0.03,
respectively). These results indicated that only one actin
protomer (2k + 1 = 1) was stabilized by the phalloidin
binding in these filaments, and thus, the effect of binding of
phalloidin to these filaments was not cooperative. The
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comparison of this finding to the observation made in the
absence of BeFyx and AlF, suggests that the binding of the
phosphate analogues to the filaments diminished the
cooperative nature of the binding of phalloidin to the actin
filaments.

CONCLUSIONS

In this study, we find that the effect of phalloidin and the
nucleotide analogues on actin was superimposed, indicating
that the mechanism by which phalloidin and the nucleotide
analogues stabilized the filament structure was different. We
also observed that the phalloidin-induced stabilization of the
actin filaments, which is cooperative in ADP-actin filaments
in the absence of nucleotide analogues, became noncoopera-
tive in the presence of ADP.BeF, or ADP.AIF,. It appears
that there are allosteric interactions between the nucleotide-
binding sites and phalloidin-binding sites in actin filaments,
and these interactions are modified by the binding of
ADP.BeF; or ADP.AIF, to the nucleotide-binding pocket in
the actin protomers. As a result, the effect of the binding of
phalloidin on the stability of the actin filaments becomes
different; the thermal stability increases, but the cooperativity
disappears. The disappearance of the cooperative behavior
in ADP.BeF,- and ADP.AlF,-actin filaments in the case of
phalloidin binding indicates that care should be taken when
the biological role of these long-range interactions is
considered in the case of other actin-binding ligands or
proteins. A complete understanding of the biological function
of the long-range allosteric interactions along the actin
filaments has not yet been achieved. The different nucleotide
states of the actin filaments can represent the aging process
of the filaments. The fact that the different nucleotide states
are correlated with the conformational properties of the
protein suggests the functional involvement of the ATP
hydrolysis and these nucleotide states in the timing of the
actin-related intracellular events, and thus in the regulation
of the actin network in living cells.
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Abstract

The ability of actin to form filaments is fundamental to its biological function and often characterised by various methods in vitro. One of the
most frequently used methods capitalises on the observation that the fluorescence emission of a pyrene label on the Cys-374 residue of actin
is enhanced by a factor of ~20 during polymerisation. This method inherently involves the chemical modification of actin monomers with
pyrene. It was reported earlier that the pyrene labelling of actin monomers has only small effect on the polymerisation and depolymerisation
rates of actin, indicating that the method is suitable to characterise the effect of actin-binding proteins or peptides on the polymerisation
kinetics.

In our present work we tested the effect of the pyrene labelling on the thermal denaturation of actin filaments by using the method of
differential scanning calorimetry (DSC). By recording the heat denaturation profiles of unlabelled and pyrene labelled actin filaments we
observed that pyrene labelling shifted the melting point (7},) of actin filaments from 66 to 68 °C. A similar effect was detected in the presence
of equimolar concentration of phalloidin where the T}, shifted from 79 to 82 °C. We concluded that the observed pyrene labelling induced
differences of the thermal denaturation of actin filaments were small. The DSC results, therefore, confirmed that the methods based on the
measurements of pyrene intensity during actin polymerisation are suitable to characterise the polymerisation kinetics of actin under in vitro

conditions.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Actin is one of the most abundant proteins in eukary-
otes and plays essential roles in many cellular processes. The
actin cytoskeleton maintains the mechanical stability of cells
by providing the framework for a number of cell functions
including cell motility [1], endocytosis [2], phagocytosis [3],
protrusion of lamellipodia [4], the formation and function of
focal contacts [5], and the interaction of pathogens with the
host cell [6]. The dynamic behaviour of the actin cytoskeleton
is attributed in vivo to the ability of actin filaments to rapidly
elongate or depolymerise in response to extrinsic or intrinsic
cues [7]. The rapid changes of the actin cytoskeleton require
regulatory cellular factors [8].

* Corresponding author. Tel.: +36 72 536268; fax: +36 72 536261.
E-mail address: balazs.visegrady @aok.pte.hu (B. Visegrady).

0040-6031/$ — see front matter © 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.tca.2005.08.015

One of the approaches to understand the details of the
mechanisms underlying the complex regulation of the actin
cytoskeleton in cells is to design and describe in vitro
model systems, which resembles the biological function of
actin. Amongst the many in vitro techniques fluorescence
spectroscopy proved to be a powerful tool to study the
conformational and dynamic properties of proteins. Actin
monomers and filaments were described by these meth-
ods in a number of studies. The effect of polymerisation
[9], bivalent cations [10-13], nucleotides [14,15], myosin
[16,17] and pH [18] was described by using spectroscopic
methods. These fluorescence spectroscopic methods require
the application of a fluorophore with appropriate spec-
tral properties to provide the conditions for either selec-
tive excitation or emission, which enables one to anal-
yse the spectroscopic signal selectively. The selectivity, in
many cases, is difficult to achieve by using intrinsic flu-
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Subdomain 2

Subdomain 4

Subdomain 3 Subdomain 1

Fig. 1. The ribbon representation of the atomic model of actin monomer
(Protein Data Bank file: 1ATN). The pyrene probe is attached to Cys-374 in
actin. In the atomic model the position of the Cys-374 was not determined,
therefore to indicate the approximate position of the attachment point of
the probe the figure shows the neighbouring Arg-373 residue (with a black
surface). For better orientation the four subdomains of the actin monomer
are also labelled.

orophores, which makes the application of external labels
inevitable.

The arsenal of external labels useful for studies with actin
has become large in the last decades. One of these labels,
the pyrene probe, deserved special attention. The derivative
of pyrene (N-(1-pyrene)iodoacetamide) binds specifically to
the Cys-374 residue of actin under appropriate labelling con-
ditions (Fig. 1). The fluorescence emission of the actin fila-
ment bound pyrene proved to be an excellent signal to study
the interaction of myosin and myosin fragments with actin
[19-28]. It was also shown that the fluorescence intensity
of pyrene increases during the polymerisation of actin by a
factor of ~20. The advantages of the spectral sensitivity to
these protein processes were applied in many previous studies
[28-33].

In general, the application of external probes to label a
protein can cause modifications in the conformation of the
protein, which can result in an altered biological function
and in alterations in its interaction with other proteins (e.g.,
[34]). In the case of pyrene labelling of actin it was shown
by time dependent fluorescence spectroscopic experiments
that the binding of pyrene to actin had very little effect on
the kinetics of actin polymerisation [29] and on the kinetic
steps involved in the interaction between actin and myosin
fragments [19].

Apart from fluorescence spectroscopic assay many other
methods can also detect the conformational changes of pro-
teins. One of these methods is calorimetry which provides
detailed information regarding the thermal denaturation of
proteins. A number of previous studies showed that calorime-
try is sensitive to the ligand induced changes in proteins
[35-47]. It is expected, that substantial modification of the
protein structure by the binding of fluorophores, would have
influence on their thermal stability, and thus calorimetric
methods could sense the modifications in the stability of actin
caused by the attachment of external probes, such as pyrene.
As the effect of pyrene labelling on the thermal stability of

actin filaments was not measured before, in the present work
our aim was to test whether the covalently attached pyrene
group modifies the thermal behaviour of actin filaments.

Differential scanning calorimetry (DSC) experiments
were carried out to characterise the temperature dependence
of heat absorption of unlabelled actin filaments and pyrene
labelled actin filaments as well. In previous studies it was
shown that toxic hexapeptides, such as phalloidin, could sta-
bilise actin filaments [15,48,49]. To test whether the pyrene
labelling modified the interaction between phalloidin and
actin the DSC experiments were repeated in the presence
of phalloidin concentrations suitable to saturate the binding
sites on the actin filaments. The calorimetric data showed that
although the application of pyrene labels slightly modified the
thermal stability of actin filaments in either the presence or
absence of toxin. Our observations corroborate the previous
conclusions that pyrene labelling of actin does not modify the
conformation of the protein substantially, and the methods
based on the application of pyrene actin adequately reflects
the biological properties of this abundant protein.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

KCl, MgCl,, CaClp, Tris, EGTA, NaNs3, ATP, B-
mercaptoethanol, phalloidin was obtained from Sigma Chem.
Col (St. Louis, MO, USA). N-(1-pyrene)iodoacetamid were
purchased from Molecular Probes (Eugene, OR, USA).

2.2. Actin preparation and labelling

Actin was prepared from rabbit skeletal muscle [50,51]
and labelled with N-(1-pyrene)iodoacetamide on the Cys-
374 as described previously [19]. Actin concentration and
labelling ratios were determined by measuring the absorption
spectra of samples with a Shimadzu UV-2100 spectropho-
tometer. In the calculations the extinction coefficient was
taken as 1.11 mlem™! mg’1 at 280 nm [52] for monomer
actin with a relative molecular mass of 42,300 Da. For the
pyrene probe the coefficient of 2.2 x 10* M~ cm~! was used
at 344 nm. The absorption of the probe at 280 nm was taken
into account in the calculation of the actin concentration.
The labelling ratio was determined by calculating the ratio of
pyrene concentration to the actin concentration. The labelling
ratio was 0.95 £ 0.1 in the presented experiments.

The experiments were carried out with actin filaments
in which the high affinity cation-binding site was saturated
with magnesium. The preparation of the samples started with
either unlabelled or pyrene labelled Ca—G-actin in buffer A.
Buffer A was composed of 4 mM Tris/HCI, pH 8.0, 0.2 mM
ATP, 0.005% NaN3, and 0.5 mM 2-mercaptoethanol. The
actin monomer bound calcium was replaced with magnesium
by adding 100 puM MgCl, and 200 pM EGTA (final con-
centrations) to Ca—G-actin and incubating the solution for
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10 min at room temperature. Mg—G-actin was polymerised
by addition of 2mM MgCl; and 100mM KCI (final con-
centrations). When the experiments were designed to inform
regarding the effect of actin bound phalloidin, the samples of
magnesium actin filaments were incubated with phalloidin in
a 1:1 molar ratio at 4 °C for 12 h.

2.3. Differential scanning calorimetry (DSC)
experiments

Thermal unfolding of actin filaments after various treat-
ments (i.e., pyrene labelling and/or incubation with phal-
loidin) was monitored by using a SETARAM Micro DSC-II
calorimeter. All experiments were carried out between 0 and
100 °C in buffer A. The heating rate was 0.3 K/min in all
cases. Conventional Hastelloy batch vessels were used during
the denaturation experiments with 850 .1 sample volume in
average. Typical actin concentration for calorimetric experi-
ments was 3 mg/ml (69 uM). Buffer A was used as reference.
The sample and reference vessels were equilibrated with a
precision of £0.1 mg. There was no need to do any correc-
tion from the point of view of heat capacity between sample
and reference vessels. After the first heating process from 0 to
100 °C the actin was denatured in the samples. The repeated
scan of denatured sample was used as baseline reference,
which was subtracted from the original DSC curves.

3. Results and discussion

In this study we carried out differential scanning calorime-
try (DSC) experiments to characterise the effect of pyrene
labelling of actin on the thermal stability of actin filaments.
In the first set of measurements the DSC experiments were
performed in the absence of toxin. To provide more informa-
tion regarding the pyrene labelling induced conformational
changes in actin the DSC experiments were repeated after the
incubation of actin with phalloidin in a 1:1 toxin:actin pro-
tomer ratio. Note, that phalloidin binds actin filaments tightly
with affinity of Kp =36nM [53]. The concentration of both
the actin and the phalloidin was much greater (69 uM) than
the Kp in our experiments, which ensured that more than 99%
of the added toxin bound actin protomers.

3.1. The effect of pyrene labelling on actin filaments in
the absence of phalloidin

Fig. 2 shows representative temperature dependent heat
absorption curves from DSC experiments carried out in the
absence of phalloidin. The analyses of the curves revealed
that there was a well-defined increase in the heat absorption at
temperatures between 60 and 70 °C. In our interpretation the
increase of the heat flow was due to the heat denaturation of
actin filaments. The temperature where the heat flow showed
a maximum corresponds therefore to the melting point (7y,)
of actin filaments. The Ty, values determined in this work
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Fig. 2. The denaturation curves for unlabelled (UL) actin filaments (solid
line) and pyrene labelled (PYR) actin filaments (dashed line) measured in
the absence of phalloidin. The measurements were performed in buffer A.
The heat absorption was recorded as a function of temperature between 0
and 100 °C with a heating rate of 0.3 K/min.

are summarised in Table 1. In the absence of phalloidin the
melting point (Ty,) for unlabelled actin filaments was 66 °C
in a good agreement with an earlier results [54-56]. When
the experiments were repeated with pyrene labelled actin fil-
aments the melting point shifted to 68 °C (Fig. 2). Although
this shift in the value of Ty, was relatively small, repeated
experiments (n=3) under identical conditions reproduced
the pyrene labelling induced change in the Ty,. The slightly
greater value for Ty, observed after the labelling of actin with
pyrene may indicate that the pyrene labelling made the actin
filaments more resistant to heat denaturation, i.e. the thermal
stability of pyrene labelled actin filaments was greater than
that of unlabelled filaments. This effect was however small.

3.2. The effect of pyrene labelling on actin filaments in
the presence of phalloidin

The binding of the toxic hexapeptide phalloidin to actin fil-
aments was previously shown to increase the stability of actin
filaments [48,49,57,58]. One would expect that if the pyrene
labelling modifies the conformation of Mg>*—actin filaments
then the interaction of the filaments with phalloidin could
also be altered. To test this possibility we repeated the DSC
experiments after treating unlabelled or pyrene labelled actin
filaments with phalloidin in equimolar concentrations. Fig. 3
shows the heat absorption curves from these DSC experi-
ments. The analyses of the curves provided a Ty, value of

Table 1

The Ty, values determined from differential scanning calorimetry experi-
ments for unlabelled (UL) and pyrene labelled (PYR) Mg?*—actin filaments
in the absence (— phalloidin) or presence (+ phalloidin) of equimolar
phalloidin

T (°C)

UL F-actin PYR F-actin
— Phalloidin 66 68
+ Phalloidin 79 82

Errors (S.D.) attributed to the Ty, values were 0.3 °C or less as calculated
from the results of three independent experiments.
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Fig. 3. The denaturation curves for unlabelled (UL) actin filaments (solid
line) and pyrene labelled (PYR) actin filaments (dashed line) measured in the
presence of phalloidin. Phalloidin was present in a 1:1 toxin:actin protomer
ratio. The measurements were performed as described for Fig. 2.

79 °C for unlabelled actin filaments. The value of Ty, was
shifted to 82 °C when the experiments were carried out with
pyrene labelled actin filaments in the presence of phalloidin.
Again, the relatively small shift of the Ty, was reproducible
in repeated independent experiments (n = 3). These observa-
tions indicated that the thermal stability of pyrene labelled
actin filaments was greater than that of unlabelled filaments
in presence of phalloidin.

4. Conclusions

The DSC experiments showed that the labelling of actin
with pyrene changed the thermal stability and thus the con-
formation of actin. Interestingly, in either the absence or
presence of a toxic peptide, phalloidin, the thermal stability
of Mg?*—actin filaments was increased by the attachment of
the pyrene label to Cys-374. The pyrene labelling induced
changes of the T,, values were however relatively small
(2-3°C). Based on these observations we concluded that
pyrene labelling of actin does not modify the conformation of
the protein substantially, and the methods based on the appli-
cation of pyrene-actin could adequately reflect the biological
properties of this abundant protein.
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