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ELOSZ0O

Szarkomerikus fehérjék vizsgalata a Pécsi Tudomanyegyetem Biofizikai
Intézetében

A doktori iskoldban végzett tanulmdnyaim soran a Biofizikai Intézet két
munkacsoportjaban is volt alkalmam dolgozni. Kutatasaim mindkét fazisaban
szarkomerikus fehérjéket vizsgaltam. A két kutatdcsoport sok ponton azonos, mashol
viszont teljesen kiilonb6z6 metodikai eszkoztarat alkalmaz a megismerni kivant
bioldgiai rendszerek vizsgalatara. Ertekezésemben célul tiiztem ki a vizsgalt fehérjék
bemutatasat, a munkafolyamatok hatterének leirasat, illetve kutataisom elért
eredményeinek Osszefoglaldsat.

Prof. Dr. Kellermayer Miklos és Dr. Grama Laszlo témavezetésével végzett
fluoreszcencia spektroszkopiai, nanomechanikai és molekularis dinamikai szimulacios
modszerekkel.

Dr. Bugyi Beata iranyitasaival a Jedlik Anyos Doktorjelolti Osztondij a
Konvergencia Régidokban palydzat keretében a DAAM formin fehérje karboxi-

crer

spektroszkopiai €s mikroszkopiai modszerekkel.



ROVIDITESEK ES SZIMBOLUMOK JEGYZEKE

AFM
ATP
cDNS
DAAM
DTT
E. coli
EGTA
FNII
FRET
GSH
GST
GuHCI
HPLC
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IPTG
MRNS
NCBI
pCa
PEVK

PDB
PPAK
SD
SPC
TCSPC

t.e.
TIRFM

WLC

atomerd-mikroszkop (,,Atomic Force Microscope”),
adenozin-5'-trifoszfat,

komplementer (RNS-rél masolt) dezoxiribonukleinsav,
forminfehérje, (,,Dishevelled Associated Activator of Morphogenesis™),
ditiothreitol,

Escherichia coli,
etilénglikol-bisz-(B-aminoetil-éter)-N,N,N’,N’-tetraacetat,
fibronektin III tipusu titin domén,

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer,

glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin), redukalt forma,
glutation-S-transzferaz,

guanidin-hidroklorid,

nagynyomasu folyadékkromatografia (,,high pressure liquid
chromatography”),

a DAAM FH2 doménjében létrehozott pontmutacio (a 732-ik
aminosavként szerepld izoleucin cseréje alaninra),

5-((((-2-iodoacetil)amino)etil)naftilamin)-1-szulfonat,
immunglobulin tipusu titin domén,

izopropil B-D-1-tiogalakto-piranozid,

hirvivo (,,messenger”) ribonukleinsav,

National Center for Biotechnology Information,

a Ca**- koncentracio tizes alapt negativ logaritmusa,

a titin prolinban (P), glutaminsavban (E), valinban (V) és lizinben (K)
gazdag doménje,

Protein Data Bank,

a PEVK domén prolin (P), alanin (A) és lizin (K) motivumismétlédése,
szoOras (standard deviacio),

explicit viz modell (,,Single Point Charge”),

idokorrelalt egy-foton szamlalas (,,Time-Correlated Single Photon
Counting”),

tetszOleges egység,

teljes bels6 visszaverddésen alapul6 fluoreszcencia mikroszkopia (,, Total
Internal Reflection Fluorescence Microscopy™),

»feregszerti lanc” modell (,, Wormlike Chain model”),
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a triptofan egyes ¢élettartam komponenseinek amplitadoja,
FRET hatasfok,

adott hullamhosszhoz tartozo extinkcios koefficiens,
kritikus koncentracio,

megnyujtasi ero,

a donor ¢€s akceptor kozotti fehérjematrix rugalmassagat jellemzo
parameéter,

a donor fluoreszcencia intenzitasa akceptor nélkiil,

a donor fluoreszcencia intenzitasa az akceptor jelenlétében,
korrigalt fluoreszcencia intenzitas,

mért fluoreszcencia intenzitas,

disszociacids egyensulyi allando,

rugoallando,

asszociacios sebességi allando,

Boltzmann-allandé (k = 1,38x10% J/K),

hullamhossz,

egy aminosav atlagos hossza,

konttrhossz: a teljesen kinyujtott polimer hossza,

az akceptor molekula mérete,

perzisztenciahossz: egy polimer hajlitdmerevségét jellemzd hosszusag,
aminosavak szama,

optikai denzitas,

steady-state fluoreszcencia anizotropia,

a vertikalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofor emisszidjanak
vertikalisan polarizalt intenzitasa,

a vertikalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofor emisszidjanak
horizontalisan polarizalt intenzitasa,

a polimerlanc vég-vég tavolsaga,

Forster-féle kritikus tavolsag,

a polimerlanc atlagos négyzetes vég-vég tavolsaga,
fluoreszcencia atlagélettartam,

az aktin filamentum novekedési sebessége.



1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A harantcsikolt izom szerkezeti és mikodési egysége a szarkomer. A szarkomer egy
rendkiviil szabalyos, félkristalyos szerkezetli fehérjekomplex, melyben az aktin ¢és
miozin filamentumok kozotti ATP-fliggd kolesonhatas vezet az izomdsszehtzodashoz.
Bar a szarkomer aktiv 0sszehtizodasanak molekularis mechanizmusairdl sokat tudunk,
maig nem pontosan ismert, hogy ez a lenyligbzéen rendezett strukturaju komplex
hogyan alakul ki, és milyen mechanizmusok hatarozzak meg illetve szabalyozzak az 6t
felépitd filamentumok szerkezeti tulajdonsagait €s kdolcsonhatasait. Jelen tudasunk
szerint az altalam vizsgalt mindkét fehérje, a titin és a formin is fontos szerepet jatszik
az izomszarkomer szerkezetének szabalyozédsdban. A titin orids izomfehérje amellett,
hogy determindns szerepet jatszik az izom passziv mechanikai tulajdonsdgainak, vagyis
rugalmassaganak kialakitdsaban, egyuttal templatként is funkcional, vagyis a
szarkomerikus filamentumrendszerek globalis szerkezeti elrendezésének kialakitasahoz
is hozzajarul. A formin, aktin-k6t6 tulajdonsagai miatt feltehetden aktiv szerepet jatszik
a szarkomerikus vékony filamentum szerkezeti dinamikéjanak szabalyozdsdban. Az

alabbiakban bemutatom mindkét fehérje szerkezeti és miikodési tulajdonsagait.

1.1. A titin és a formin fehérjék kutatasanak torténeti hattere

Az izomdsszehuzodas cstszo filamentum elméletének megalkotoi mar az 1950-es évek
elején feltételezték, hogy a miofibrillumokban Iétezik egy harmadik, hosszanti
elhelyezkedésti filamentumrendszer (1. abra). Feltevésiiket arra a megfigyelésre
alapoztak, hogy a szarkomerek szerkezete az aktin és miozin kivonasa utan sem bomlott
fel [1]. Nem sokkal késobb elektronmikroszkopos felvételekkel sikeriilt vékony,
rugalmas filamentumokat Kimutatni tulnyujtott szarkomerekben a vékony és vastag

filamentumok ko6z6tti résben (,,gap filaments”) [2-4].



1. abra. Elektronmikroszkopos felvétel nytl szivizom szarkomerekrél az aktin és a miozin filamentumok
szelektiv eltavolitasa utan. A Z-csik (Z) és az M-vonal (M) koz6tti térrészben megfigyelhet6k a rugalmas

filamentumok [5].

Az elasztikus filamentumok felfedezésében magyar kutatok is fontos szerepet
jatszottak. Trombitas és Tigyi-Sebes rovarok repiildizmabol szelektiven eltavolitottak a
vékony filamentumokat, majd a szarkomer nyujtasa utani elektronmikroszkopos
felvételekkel kimutattak, hogy a vastag filamentumok a Z-csik mindkét oldalahoz
Osszekotd filamentumokkal (,,connecting filaments™”) kapcsolédnak [6, 7]. Guba és
melyr6l utdlag feltételezhetd, hogy azonos a connectin molekulaval.

A connectint 1977-ben Maruyama és munkatarsai irtak le [10]. Wang és
kutatocsoportja toliik fliggetleniil és kozel egyidoben felfedeztek egy szarkomerikus
fehérjét, melyet Oriasi mérete miatt titinnek neveztek el [11]. Hamarosan kidertilt, hogy
a connectin ¢s titin elnevezések ugyanazt a fehérjét takarjak [12]. Napjainkra az utobbi
megnevezés hasznalata terjedt el az irodalomban.

Az 1980-as évek masodik felétdl kezdve felgyorsult a titin kutatas. A fehérje
kedvez0 antigén sajatsagait felhasznalva immun-elektronmikroszképos tanulmanyokkal
feltarult pontos szarkomerbeli lokalizacioja [5, 13, 14]. 1995-ben ismerté valt a human
titin gén szekvenciaja [15], amelyr6l az atirddd6 mRNS alternativ érési folyamataval
jonnek létre a kiillonbozo titin izoformak [16]. A titin szerepét az izom passziv
rugalmassagaban kezdetben ¢lettani kutatasok igazoltak [15, 17-20]. Kés6bb a modern
egyedi molekula manipulacios technikak (1ézercsipesz és atomerd-mikroszkop)
megjelenésével lehetdség nyilott a rugalmassdg mélyebb, molekularis szinten torténd
vizsgalatara [21-23].

A szarkomerikus vékony filamentumok képzddése soran az aktin polimerizéacidja
révén filamentumok épiilnek Ossze. A polimerizacid folyamataban a forminoknak
alapvetd jelentdségiik van. A formin fehérjéket az Id ("limb deformity™) allél
molekularis karakterizalasa soran irtak le [24]. Els6ként azt figyelték meg, hogy az
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ebben okozott mutacié végtag deformitdsokat okoz, de mar ekkor feltételezhetd volt,
hogy ezen fehérjék hibaja mas szerveket is stlyosan érinthet [25]. Késobbiekben
tobb szervrendszert érintd betegség is [26, 27].

Molekularis szintd, in vitro vizsgalatok soran deriilt fény arra, hogy a forminok is
az aktint szabalyozd, Ugynevezett nukleacios faktorok kozé tartoznak [28-30],
hasonléan a korabban leirt Arp2/3 [31, 32], illetve a WH2-domént tartalmazo
fehérjékhez [33-38]. Erdekes tulajdonsaguk emellett, hogy nem csak a kialakulé aktin

crer

sokrétlien szabalyozzak [39, 40].

1.2. A titin és a forminok szarkomerikus elhelyezkedése

Mennyisége alapjan a titin a miozin és aktin utan a harmadik leggyakoribb fehérje a
gerincesek vazizmaban. A harantcsikolt izomban a vékony és vastag filamentumok
kozott parhuzamosan fut és athidalja a szarkomer hosszanak felét [13]. N-terminalis

része a Z-csikban talalhato, C-terminalisa az M-vonalhoz rogziil (2. abra).

I-szakasz A-szakasz |-szakasz

1]4\{ i miozin Y l——

Z-csik M-vonal Z-csik

2. abra. A titin elhelyezkedése a szarkomerben.

A titin N-terminalisanak 80 kDa tomegi (vagy izoformatdl fliggéen kisebb) része a
teljes Z-csikon végightuzodik. A szomszédos szarkomerek titin filamentumai a Z-csikon
beliil atfednek, igy hosszanti iranyi molekulalancolatot képeznek [41]. Az N-terminalis
rogzitéséért a telethonin (,, T-cap”, vagy titin-sapka) fehérje felelds, mig a filamentumok

Z-csikon beliili keresztbe kapcsolasat az alfa-aktinin biztositja [42, 43].



Az |-szakaszban, az adott izoformatol fiiggden, a titin legrugalmasabb, 0,8-1,5
MDa nagysagu része talalhatd, melynek felépitése harom szegmensre oszthatd. A Z-
csik koOzepétdl szamitott mintegy 100 nm hosszisagi szakaszon a titin a vékony
filamentumokhoz kapcsolodik [44, 45]. A vastag filamentumok végétél szamitva
megkozelitbleg 100 nm  hossziisagban hat titin  molekula kdotegszerlien
Osszekapcsolodva 6nallo filamentumot képez (,,end-filament™) [46, 47]. A két fenti,
kipanyvazott molekularészek kozott a titinmolekuldk 6nalloan, stabil kélcsonhatasoktol
mentesen hizodnak az I-szakasz mentén [5].

A szarkomer A-szakaszaban talalhato a titin legnagyobb méretii, koriilbeliil 2 MDa
nagysagu része, melyet a miozinhoz és C-fehérjéhez torténd erds kapcsolddasa miatt
¢lettani koriilmények kozott nyujthatatlannak tekintenek [13, 48-50].

A titin C-terminalisanak koriilbeliil 200 kDa-os része az M-vonalban lokalizalodik.
Az N-terminalis szakaszhoz hasonléan a szomszédos fél szarkomerekbdl benyuld titin
filamentumok C-terminalisai itt is atfednek és stabilan 6sszekapcsolodnak [51]. A Z- és
M-csikokban  anti-parallel modon  Oszekapcsolodd  titinmolekulak  tandem
filamentumrendszere tehat egy kontinuus haldzatot hoz 1étre a miofibrillum mentén.

Ahogyan arra mar kordbban utaltunk, a forminokkal Osszefiiggésbe hozhatéak
bizonyos, izommal kapcsolatos betegségek [27]. Els6ként a Fhod3 forminrdl
igazolodott be, hogy a szivizomban eldsegiti az aktin filamentumok polimerizacidjat, és
mennyiségének csokkenése a miofibrillumok integritasanak felbomlasahoz vezet [52].
Ezt az izoformat a késébbiekben mar "miokardialis forminnak" is elnevezték [53] és
kimutattak, hogy a sziv fejlédésének kezdeti szakaszaban esszencialis [54], valamint
hogy a fejlédo és kifejlett szivizomban mashova is lokalizalodik, tehat szerepe az egyed
¢letében végig meghatarozo [55].

Ezen fehérje kozeli rokona, a Fhodl, az aorta simaizomzatéban talalhatd6 meg nagy
mennyiségben, ¢és a simaizom fenotipusanak kialakitasaért teszik feleléssé [56].
Ugyanezen fehérje C. elegansban megtalalhaté homoldgja, egy masik formin csaladba
tartoz6 fehérjével, a CYK1-gyel egyiitt a féreg testfal izomzatanak felépitésében vesz
részt. Megallapitottak, hogy a szarkomer Z csikjanak kozelében lokalizdlodnak, és
hianyukban a szarkomerikus mintazat felbomlik [57].

Az altalunk vizsgalt formin fehérje a DAAM (Dishevelled Associated Activator of
Morphogenesis) fehérjecsalad tagja, amely egy ujabban felfedezett és emiatt még csak

részlegesen leirt formin csalad [58]. Rosado és munkatarsai megfigyelték, hogy a
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forminok igen széles korének, tobbek kozott a DAAM-nak is igen jelentés szerepe van
a szivizom miofibrillogenezise soran [59].

Mihaly Jozsef és munkatarsai megfigyelték, hogy a Drosophila DAAM a
szarkomer Z-, illetve M csikja kozelében lokalizalodik, és szerepet jatszik a
miofibrillogenezis soran mind a larva szomatikus izmainak, mind pedig a kifejlett egyed
repliléizmainak, valamint szivének kialakitasaban is [60]. Ilyen vonatkozasban tehat
nagymértékii hasonlésagot mutat az elézéekben emlitett Fhod3 fehérjével, abbdl a
szempontbol, hogy az izom fejlédése, majd a késObbiekben annak integritasa

fenntartasa szempontjabol alapvetd jelentdséggel bir.

1.3. A titin és a DAAM formin szerkezete

A titin a természetben el6forduld legnagyobb méretii fehérje. In situ atlagos hossza tobb
mint 1 pm és molekulatomege izoformatdl figgéen 3-3,7 MDa [61, 62]. Szekvencia
analizise alapjan kifejezetten moduléris felépitésti molekula. Tomegének 90%-at két
kiilonb6z6 tipusu, a fibronektin 111 (FNIII) és az immunglobulin (1g) szupercsaladba
tartozo domének ismétlédése teszi ki [63].

Magneses magrezonancia Szerkezetvizsgalatokkal kimutattak, hogy a kétféle,
hozzavetdlegesen 100 aminosav hosszisagi FNIII és Ig modul egyarant hét antiparallel

lefutast B-lemezbdl allo globularis alegységet alkot [64, 65] (3. abra).

3. abra. Immunglobulin (kék) és fibronektin Il (barna) domének kapcsolddasa a titin M-vonalbeli

szakaszaban (PDB kod: 2NZI, Mrosek és munkatarsai alapjan [66], modositva).
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A titin filamentumot elképzelhetjiik mikroszkopikus méretii, szabalytalan mintazata
gyongyfiizérként is, mely mintegy 300 gyongyszembdl (166 Ig és 132 FNIII domén) all.
Mindkét doméntipus kotéhelyet biztosit kiillonboz6 funkcioja fehérjék (izomrost
alkotok, membrankomponensek, enzimek ¢€s jelatviteli molekulak) szamara.

Az Ig és FNIIl doménsorozatok kozott helyezkedik el a titin tomegének 10%-at
kitevé 17 egyedi szekvencia. Ezek koziil a C-terminalis kozelében elhelyezkedd titin
kinaz domén szekvenciaja bizonyos foku homologiat mutat a human miozin kénnyt
lanc kinaz csaladdal [67], illetve a gerinctelenekben talalhaté twitchin és projectin
fehérjék kinaz doménjeivel [68, 69]. A tobbi szekvencia nem hozhaté rokonsagba mas
fehérjecsaladdal.

Az alabbiakban vizsgaljuk meg részleteiben is e hatalmas molekula szerkezeti
felépitését az N-terminalisa feldl.

A Z-csikon beliili titin szekvenciaban hét Ig domén és két egyedi szekvencia
(Z inszercio, ,,Z insertion”) talalhatd, melyek a harmadik Ig domént fogjak kozre [70].
A masodik Z inszercidban 45 aminosav hosszisagu ismétlédo egységeket (Z-repeat)
irtak le, melyek szama 2-7 kozott valtozik izoformatodl, fajtol és az egyedfejlédési
szakasztol fiiggéen [71-73].

Komplex felépitésének, rugalmassaganak, kolcsonhatd partnereinek és a jelatviteli
folyamatokban betoltott szerepének koszonhetéen a titin I-szakaszbeli része all
leginkabb a kutatasok kozéppontjaban [15, 74-76]. A szarkomer ezen szakaszaban
tandem elrendezésti Ig doménekbdl allo régiokat, illetve a kozottik elhelyezkedd,
egyedi szekvenciakbol és Ig doménekbdl felépiil6 unikalis régiokat kiilonboztethetiink
meg (4. abra). Mig a proximalis (Z-csikhoz kozeli, 11-15) és disztalis (Z-csiktol
tavolabb esd, 184-105) tandem Ig sorozat konzervalt az egyes izoformakban, addig a
differencialisan kifejez6d6 kozéps6 1g szegmens (128-79) és az unikalis régiok hossza

izomtipusonként eltérd [16, 77].
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4. abra. A: I-szakaszbeli hipotetikus titin szegmens doménszerkezete, mely abban az esetben jonne Iétre,

ha az sszes exon kifejezédne. B: Alternativ splicing révén kialakul¢ titin izoformak kiil6nb6z6

crer

vonal jelzi [70].

Az unikalis régiok harom tipusa koziil az egyik az N2A régi6, mely Ig doméneket
¢és egyedi szekvencidkat valtakozva tartalmaz. Az emlésok vazizmaban az N2A régio
mindegyik titin izoformaban megtalalhato.

Az unikalis régiok masodik tipusat az N2B szekvencia adja, mely csak a szivizomra
jellemz6. El6fordulhat 6nmagaban (N2B titin izoforma), vagy az N2A valtozattal egyiitt
kifejezodve (N2BA titin izoforma). Cazorla ¢és munkatarsai egyedi izolalt
szivizomsejteken végzett immunfluoreszcencias és mechanikai kisérletekkel kimutattak,
hogy a ragcsalok bal kamraja foleg a rovidebb N2B titint tartalmazza, mig nagyobb
emldsok kamraiban az N2BA/N2B izoforma arany a testmérettel parhuzamosan
novekszik [78]. Az emberi bal kamraban ez az arany megkozelitéleg 0,6, a pitvarokban
pedig féleg N2BA titin talalhato. Kutatasaik fényt deritettek arra, hogy azonos
szarkomerhossz mellett a ragcsalok szivizomsejtjei nagyobb passziv erdét képesek

kifejteni, mint a human és a nagy testméretii emlds szivizomsejtek [78].
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A harmadik unikalis szakasz a PEVK régio, mely az egyik legismertebb és
funkcionalis szempontbo6l legfontosabbnak tartott egyedi szekvencia. Nevét a prolin (P),
glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K) aminosavak szokatlanul gyakori el6fordulasarél
kapta. Hossza izoformatol fliggéen 163-2174 aminosav lehet [15]. Szekvencidjaban két,
valtozé szamban megjelendé motivum tipust irtak le: a PPAK (vagy PEVK) és polyE
motivumokat. A 26-28 aminosav hossziisaga PPAK motivum az §sszes titin
izoformaban megtalalhatd, nagyszamban tartalmaz bazikus oldallinci aminosavakat
(izoelektromos pontja: 9-10). A vazizom PEVK szegmensben és a sziv N2BA
izoformaban ezen feliil kifejezédik a polyE motivum is, mely glutamatban gazdag
(izoelektromos pontja: 4,0) [16, 77, 79, 80]. Sokaig tigy gondoltak, hogy a PEVK régid
szerkezete rendezetlen, egyediili masodlagos szerkezeti elemként poliprolin 1l tipust
hélixek el6fordulasat mutattak ki benne [81-83].

A C-terminalis iranyaba tovabbhaladva a szarkomer A-szakaszaban talalhat6 a
kovetkez6 titin szegmens, melyre jellemzd, hogy szekvenciaja er6sen konzervalodott a
kiilonb6z6 fajok és izomtipusok kozott. A molekulat itt rendkiviil szabalyos mintazata
¢s modularis felépitésti, Ig és FNIII doméneket tartalmazé Szuper-sorozatok (super-
repeat) alkotjak [50, 84-86]. Kétféle A-szakaszbeli titin szuper-sorozatot
kiilonboztethetiink meg (5. abra).

115 Al A170 M1 M10

D Ig domén

I ENII domén

I Titin kindz domén [H = |]] Szuper-sorozat .
I M inszercid [H = m Szuper-sorozat Il.

5. abra. A titin felépitése a szarkomer A-szakaszaban és M-vonalaban [70].

Az N-terminalis felé esé elsé szuper-sorozat 7 domén mintazatanak (1g-Fnlll,-1g-
Fnlll3) hatszori ismétlodésébodl all. A kdzvetlenill az els6hoz kapcsolodé masodik, 11
domén hosszusagu mintazatot (Ig-Fnlll,-1g-Fnllls-1g-Fn 1113) tartalmazé szuper-sorozat
11-szer ismétlédik [50, 87]. Erdekes modon ez utdbbi sorozatban a periodusok hossza

43 nm, melyekhez a C-fehérjén keresztiil a miozin nehéz lanca kapcsolodik [88-91]. Igy

14



feltételezhetd, hogy ez a magasfoku rendezettség molekularis sablont biztosit a vastag
filamentum felépiiléséhez.

A titin M-vonalbeli végs6 szakasza komplex szerkezetii és nem mutat szabalyos
mintazatot (5. abra). Tartalmazza a titin kinaz domént, hét egyedi szekvenciat (M
inszercid, ,,M insertion”) és tiz Ig alegységet [42, 50, 92]. Az utolsé kivételével
mindegyik inszercio konstitutivan fejezddik ki az egyes izomszovetekben [93, 94].

A formin fehérjék a titinhez hasonldéan szintén domén szerkezeti molekulak,
melyek elhelyezkedése és elnevezése az 1. tablazatban, illetve a 6. abran lathato. A
DAAM a forminok ugynevezett "diaphanous-related” formin (DRF) alcsaladjaba
tartozik. Ezekre jellemzd, hogy a molekula két végén taldlhatdé domén a fehérje
aktivitasat szabdlyozza. Mai ismereteink szerint a sejten belil a Rho GTP-az
fehérjecsalad tekinthetd a f6 regulatoruknak. Kolesonhato partner hianyaban a DID és
DAD domének egymashoz kotddnek, ezaltal tartva inaktiv allapotban a fehérjét. Amint
azonban GTP-az kotédik a molekula N terminalis végén talalhatd GBD doménhez, az
autoinhibicios konformacié feloldasra keriil, és hozzaférhetévé valnak a formin aktin
kotésben szerepet jatszo szakaszai [95]. Egyik ezek koziil az FH1 domén, mely ugyan
direkt médon nem képes aktin kotésére, azonban az aktin monomert koté profilin
kolesonhato partnere. Az FH1-profilin kapcsolat felelds azért, hogy az aktin filamentum
plusz végét processziven kotd formin fehérjék jelenlétében is maximalis mértékii legyen
az elongacio [96, 97]. Az FH2 domén a leginkabb konzervativ szakasz a molekulan
beliil, és ez az "elsérendi" aktin-kotd rész [98], hiszen évtizedekig ez volt az egyetlen
megfelelden a kiilonbozd formin fehérjék esetében ezen szakasz karakterizaldsa mar
javarészt megtortént [28, 95-97, 99-104]. Itt jegyezném meg, hogy Mihaly Jozsef és
munkatarsai 1étrehoztak egy olyan, az FH2 doménben elhelyezkedd pontmutéiciot,
amely eltor6lni latszott a formin funkcidjat a vizsgalati rendszeriikben (I1732A) [60].
Munkam soran ezt a muticiot hordozd konstrukcidt hasznaltam az FH2 hatdsanak
"kikiiszobolésére", hogy in vitro is igazolni tudjam in vivo megfigyeléseiket.

A vizsgalataink kdzéppontjaban allo6 DAD domén egy, az imént emlitettnél sokkal
rovidebb, alig 15-20 aminosavbdl allo szakasz. Ahogyan mar korabban emlitettiik, a
forminokkal kapcsolatos "klasszikus" nézOpont szerint ennek a DRF csoportba tartozo
forminok esetében azok inaktiv allapotban tartasaban van jelentésége [99, 105, 106].

Abban az esetben, ha a DID vagy a DAD domén nincsen jelen a molekulan beliil, a
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sejteken abnormalis filopédiumképzddés figyelhetd meg, tovabba tulzott méretii aktin

kotegek, ugynevezett stressz-rostok jelennek meg benniik [107-109].

Domén nevének roviditése Domén teljes neve

GBD GTPase Binding Domain

DID Diaphanous Inhibitory Domain

DD Dimerization Domain

CC Coiled-coil segment

FH1 Formin Homology Domain 1
FH2 Formin Homology Domain 2
FH3 Formin Homology Domain 3
DAD

Diaphanous Autoregulatory Domain

1. tablazat. A forminok kiilonb6zé doménjainak elnevezése.

autoinhibicio

v
e oo [pofec[{r][  FH2  [F[T

6. abra. A DRF fehérjecsalad sematikus szerkezete. Az klasszikus felfogas szerint a DID és DAD
domének az autoinhibicidban jatszanak szerepet, mig az FH2 domén felelds az aktin kotéséért. Az 4j
megkozelités szerint a DAD domén is képes aktin kotésére, bar ennek részletei még nem tisztazottak

(Maiti és munkatarsai alapjan, médositva [110]).
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1.4. A titin gén szovetspecifikus kifejezodése

A harantcsikolt izom titinmolekulajat egyetlen gén kodolja (TTN, NCBI génazonosito:
7273), mely emberben a masodik kromoszoma hosszu karjan, egy 294 kilobazis (kb)
nagysagu szakaszon lokalizalodik [63, 111]. Osszesen 363 exont tartalmaz, mely a
leghosszabb izoforma esetén 38138 aminosav atirasat jelenti [77].

Az els6 28 exon kodolja a titin Z-csikon athuzo6do szegmensét, amelyen beliil a Z-
repeat-ek (8—14. exonok) szama valtozo6 lehet (Id. 1.3. fejezet).

A titin gén differencidlis kifejezodésének folyamata legnagyobb mértékben a
szarkomer I-szakaszaban (29-251. exonok) figyelheté meg. Az I-szakasz hosszat az
N2B (49. exon), az N2A (102-109. exonok), a kozéps6 Ig és a PEVK (110-225.
exonok) régiok alternativ splicing utvonalai szabjak meg. Példaul, az el6z6 fejezetben
emlitett, kizarolag a szivizomra jellemz6 N2B izoforma kis méretét az okozza, hogy az
MRNS-ben az 50. exon utan kozvetleniil a 219. kovetkezik.

A titin A-szakaszbeli és M-vonalbeli szegmensét kodold 252-363. exonok
kifejezodése a legnagyobb mértékben konstitutiv. A titin kindz domént a 358-as exon
kodolja, a 362-es pedig az utolsd M inszercidban talalhato calpain-3 (vagy p94) proteazt
koté szakaszt. Gyors izmokban a titinmolekulak 90%-a tartalmazza ezt a kotOhelyet,
mig lassu izmokban csak 10%-ban van jelen [93, 94].

Titin izoformék jelen vannak simaizom szdvetekben is, melyekben 80-100 exon
kodol 1 MDa-os, vagy ennél kisebb méretii titin fehérjéket [112]. E titinek szerepe a
simaizom kontrakcidjaban, tovabba kapcsolatuk egy korabban felfedezett titin-szeri
fehérjével (smitin) még nem teljesen tisztazott [113-115].

Human nem-izom sejtekben (fibroblasztok, vérlemezkék) szintén kimutattak a titin
gén termékeit. Ezekre a cellularis titin (c-titin) izoformakra jellemz6, hogy stressz
szalakkal asszociatumokat képeznek [116].

Erdekes modon a sejtmagban is talaltak ftitint, mely feltételezhetden a
kromoszomak rugalmassaganak és szerkezeti integritasanak biztositasaban jatszik

fontos szerepet [117, 118].
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1.5. A titin és a DAAM formin C-terminalisanak funkcioja

A titin A- és I-szakaszbeli része szerepét tekintve igen eltér egymastol. Mig el6bbi egy
funkciondlisan rugalmatlan molekulaszakasz, addig utébbi jelentés mértékben
megnyujthato erd hatasara.

A titin egyik legfobb szerepe az izom vékony és vastag filamentumoktol fiiggetlen,
passziv rugalmassaganak biztositasa. Ennek bizonyitasaira Horowits és munkatarsai a
titint ionizalo sugarzassal degradaltak, majd megfigyelték, hogy az izomrostok passziv
fesziiltsége jelent6sen csokkent [19]. A titin egy masik rendeltetése, hogy centralja a
szarkomer A-szakaszat az izom kontrakcidjakor. Ez azért igen fontos, mert igy a
szomsz¢édos szarkomereket egyforma terhelés éri a megnyulas vagy az Osszehtizodas
soran [20]. A kovetkezékben vegyiik részletesen is sorra az orias molekula egyes
szakaszainak funkcioit.

A titin a szarkomer Z-csikjanak szerkezetét a nebulinnal, egy vékony
filamentumokhoz kapcsolodo fehérjével kozosen hatarozza meg [42, 119]. A Z-csik
izom-tipusonként valtozé megjelenésii: gyors izmokban jellemzé modon keskeny, lassu
izmokban pedig széles, feltehetéen a nagyobb szilardsag biztositasa érdekében. Szamos
tanulmany ravilagitott a titin Z-csik régidjanak esszencialis szerepére a szarkomer
felépiilését, stabilizaciojat és fenntartasat illetéen [41, 72, 120-122]. Ezek a kisérletek
megmutattak, hogy egyes Z-csikbeli titin szakaszok tultermeltetése nemcsak
kozvetleniil a Z-csik felépitésében okoz sulyos zavarokat, hanem a vékony
filamentumok I-szakaszba, illetve a vastag filamentumok A-szakaszba torténd
szervezddésében is. Meglepé modon ez forditva is igaz: a titin C-terminalis részében
okozott delécio karositja mind az M-vonal, mind a Z-csik szerkezetét [123]. A fentiek
tiikrében kijelenthetd, hogy a miofibrillum kialakulasakor a titin molekularis sablonként
is miikodik, azaz meghatarozza az egyes fehérjék pontos helyzetét a szarkomerben.

A titin rugalmas viselkedéséért a vékony és vastag filamentumok kozotti, I-
szakaszban huz6do rész a felelds. A Z-csik kozelében a titin a vékony filamentumokhoz
kapcsolodik, igy csak a fennmaradd szegmense nyujthatd [44, 45]. A benne rugoként
funkcional6 elemek (tandem Ig-, N2B-, N2A- és PEVK régiok) passziv er6 kifejtésével
allnak ellen a szarkomer nyujtasanak. A kiilonboz6 titin izoformakban a differencialis
kifejez6dés miatt e nyhjthaté szakaszok hossza igen valtozatos (4. abra) [15, 16, 77].
Az elasztikusabb vazizom titin fehérjék hosszu, mig a feszesebb szivizom izoformak

viszonylag rovid I-szakasszal rendelkeznek [124]. Erre vonatkozo érdekes megfigyelés,
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hogy a grizzly medve (Ursus arctos horribilis) szivében hibernacié alatt lecsokken az
N2BA/N2B izoformak aranya [125], igy a medve szivében lezajlo alternativ splicing
folyamata segiti a megvaltozott élettani igényekhez torténé alkalmazkodast. Ezek a
kiilonleges megnytjthaté szekvencidk mechanikai szerepiikén tGlmenden igen fontos
mechanikai érzékel6 funkcidkat, és ligandjaik révén kiilonféle jelatviteli feladatokat is
ellatnak [74].

A titinmolekula az A-szakaszban fiziologias koriilmények kozott nyujthatatlan,
mivel a vastag filamentumokhoz kapcsolodik [49, 88]. Ezen szakasz korabban mar
emlitett 11 domén hosszisagu elemek ismétlodésébdl allé masodik Szuper-sorozata
mintaként segitheti elé a vastag filamentum szabalyos szerkezetének kialakulasat (ld.
1.3. fejezet).

A titin  M-vonalaban talalhato titin kindaz enzim mikodését intenziven
tanulmanyozzak. Ismert, hogy embrionalis korban célfehérjéje a Z-csikban talalhato
telethonin (T-cap) [67]. Kisérletek igazoltak, hogy nélkiilozhetetlen szerepe van a
szarkomer kialakulasaban és fenntartasaban [126]. Izgalmas az a megfigyelés, miszerint
a titin kinaz is egy mechanoszenzor molekula, mely a terhelést6l fiiggden befolyasolni
képes az izomfehérjék expressziojat [127]. Kimutattak tovabba, hogy a titin kindz
hatassal van a szivizom kontraktilitasara, a kardiomiocitdk kalcium felvételének
szabalyozasan keresztiil [128].

Figyelembe véve a titin gén hatalmas méretét, nem meglepd, hogy mutacioi
érinthetik a fenti funkciokat, igy a titinnek a kiilonb6z6 stlyossagii miopatiak
kialakulasaban is szerepe van [70, 74]. A mutans titin gén okozta human vazizom
betegségek kozé sorolhatd a végtagovi 2J-tipusu izomdisztrofia (,,limb-girdle muscular
dystrophy type-2J”), a sipcsonti muszkularis disztrofia (,,tibial muscular dystrophy™) és
az Orokletes, 1égzési elégtelenséggel jar6 miopatia (,,hereditary myopathy with early
respiratory failure”). A szivizmot érintdé human titinopatiak csoportjaba a dilatativ
(tagulasos)  kardiomiopatia  (,dilated  cardiomyopathy™), a  hipertrofias
(megvastagodasos) kardiomiopatia (,,hypertrophic cardiomyopathy”) és a korai
kialakulasu miopatia fatalis kimenetelli kardiomiopatias tipusa (,,early-onset myopathy
with fatal cardiomyopathy”) tartozik.

Az elmult években deriilt csak fény arra, hogy a C-termindlis kdzeli DAD
doménnek a formin molekula inaktiv allapotban tartdsan kiviil esetleg mas funkcioja is
lehet. Gould és munkatarsai 2011-ben megjelent kozleménye alapjan a DAD domén

szerepe kettés: az autoinhibicion til a forminok nukleacios aktivitasaban is Szerepe
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lehet [129]. Vizsgalataikat elsGsorban egér mDial forminnal végezték, de bizonyos
kisérleteket mas, példaul human DAAMI jelenlétében is megismételtek. Ezek alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az Osszes, altaluk vizsgalt formin esetében azok
nukleacios aktivitasa joval kifejezettebb DAD jelenlétében, mint anélkiil. Erdekes
moddon a DAAM esetében volt a legnagyobb mértékii hatas: az FH1-FH2, illetve FH1-
FH2-DAD konstrukcidkat dsszehasonlitva, mintegy harmincszorosara novekedett az
aktin filamentumok 0sszeszerelddésének a sebessége.

Ezek a kisérletek vilagitottak ra arra, hogy érdemes lenne feltérképezni a DAAM
formin karboxil-terminalasanak viselkedését, hiszen ezek a vizsgalatok talan fényt
derithetnének arra, hogy mennyiben kiilonbozik az eddigiekben karakterizalt FH2-aktin
kolcsonhatas a (teljes hosszusaghi forminhoz sokkal inkabb hasonld) FH2-DAD-aktin

rendszertol.

1.6. A titinmolekula rugalmassaga

A titin egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy molekularis rugdként a Z-csik és M-vonal
kozott  kifesziilve rugalmassagot biztosit a szarkomerek szamara. Fiziologias
koriilmények kozott a titin molekula csak a szarkomer I-szakaszaban nyulik meg, ahol
tandem Ig régiokat és egyedi szekvencidkat tartalmaz (4. abra). Utobbiak kozil a
legjelentdsebb a nevét alkotd aminosavakban gazdag PEVK régio, melynek hossza az
egyes izoformakban igen valtozatos [15].

1995-ben Labeit és Kolmerer a tandem Ig szegmenseket még merev rudakként irta
le [15], mivel alkotdegységeik az Ig domének stabil haromdimenzios szerkezettel
rendelkeztek [130]. A PEVK régiot ezzel szemben lazabb, rendezetlen szerkezeti
rugalmas elemnek tekintették. Trombitas €s Granzier megfigyelései szerint a szivizom
szarkomerek nyugalmi allapotaban a titin molekulak I-szakaszbeli része
felgombolyodott allapotban talalhato [131, 132]. Kés6bb monoklonalis ellenanyagokkal
végzett vizsgalatokkal feltartak, hogy a szarkomer megnyujtasanak kezdeti szakaszaban
elészor nem a PEVK régio, hanem az azt szegélyezd tandem Ig szegmensek
egyenesednek ki [133, 134].

1997-ben harom olyan publikacio is megjelent, melyekben I1ézercsipesz vagy
atomer6-mikroszkop segitségével egyedi molekulak szintjén vizsgaltak a titin
rugalmassagat [21-23]. E munkak f6 kovetkeztetése az volt, hogy a titin rugalmassaga

(er6-megnyulds valasza) nemlinedris, mely a molekula entropikus polimerldnc
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viselkedésével magyardzhatd. Az entropikus polimerlanc végpontjai kozotti tavolsag
csokkenhet termikus eredeti hajlitd hatasok kovetkezményeként. A feltekeredett,
kompakt forma kialakulasat a lanc kis hajlitbmerevsége teszi lehetévé. A lanc
nytjtasaval ugyanakkor csokken a szerkezeti rendezetlensége (entrOpiaja), azaz
kiegyenesitése munkat igényel. Az egyedi molekula kisérletek soran regisztralt erd-
megnyulds gorbéket az entrépikus rugalmassagot leird, ,,féregszerii lanc” modellel
(,,Wormlike Chain model”, WLC) illesztették [21, 135].

A WLC modell értelmében a polimerlancot egy deformalhatdé kontinuumnak
képzelhetjiik el, melynek alakjat hajlitobmerevsége, valamint az ezt jellemzd
perzisztenciahossz hatarozza meg. A szerkezeti entropia merev polimerek esetében
alacsony, mig ennek ellenkezdje érvényes a rugalmas, kis hajlitomerevségii
polimerlancokra. Az egyedi molekula manipulaciés mérések eredményei alapjan
bebizonyosodott, hogy a titin I-szakaszaban talalhato egy eleve kitekeredett szegmens
[15], melyet késébb a PEVK szegmenssel azonositottak [21].

Késobb az entropikus polimer modell felhasznalasaval értelmezték Gjabb immun-
elektronmikroszkopos kisérletek eredményeit, amelyek soran a titin I-szakaszanak
nytjthatoésagat in situ vizsgaltak human soleus [136] és patkany psoas izmokban [137,
138]. Az eredmények szerint a nem Kitekeredett g domének alkotta lanc is entropikus
rugoként viselkedik, ugyanakkor a PEVK régio megnytlasa dominal nagyobb erdk
esetén és a szarkomer nagyobb relativ megnyujtasakor. Maig vitatott, hogy az izom
fiziologias nyujtasakor az Ig domének kitekerednek-e vagy sem.

A laza, nem megnyujtott szarkomerben a tandem Ig szegmensek felgombolyodott
allapotban vannak jelen (7. B abra). A szarkomer kismérték{i nyujtasanak hatasara ezen
szegmensek  kiegyenesednek, mivel az egyes Ig doméneket Osszekotd
szekvenciaszakaszok megnytlnak (7. C abra) [139, 140]. A szarkomer nagyobb
mértéklt megnyljtasakor a PEVK, N2B ¢és/vagy N2A kiilonleges szekvencidk nytlnak
meg (7. D abra), feltechetéen a benniik 1év6 rendezetlen szerkezetek (,,random coil”)
kiegyenesedésének kovetkeztében [140-142]. Végiil az izom 0Osszehtzodasa soran,
amikor a vastag filamentum a Z-csikot kozeliti, a titin rugalmas szakaszai ellenkezd
iranyban nyulnak meg, igy allitva helyre a szarkomer nyugalmi hosszat (7. A abra)

[143, 144].
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7. abra. A szivizom titin rovidiilésének és megnyulasanak mai tudasunk alapjan elfogadott
mechanizmusai. A nyugalmi hosszhoz képest megrovidiilt szivizom szarkomer (A). A nyugalmi
allapotban 1évé szarkomer (B). A szarkomer megnyujtasanak kezdeti szakasza (C). A szarkomer tovabbi
nyujtasa (D). PEVK régio (sarga); N2B régio6 (kék); a titin nyujthatatlan, vékony filamentumokhoz kotott
része (halvanyzold) [62].

Jollehet a PEVK régié rugalmassaga maig igen aktivan kutatott teriilet, hattere még
nem teljesen ismert. Az eddigi kutatasok alapjan tigy gondoljak, hogy kis és kozepes
nytjtd erék esetén jol alkalmazhatd ra az entropikus elaszticitas modellje, nagyobb
mértékit megnyujtaskor azonban entalpikus tényezok szerepe is felmeriilt [137, 145].
Ilyen entalpikus faktorok kozé sorolhatjuk a PEVK szekvenciajan beliili elektrosztatikus

¢és hidrofob kolesonhatasokat.

22



2. CELKITUZESEK

crer

tekintették. Mindazonaltal, tovabbi vizsgalatok masodlagos szerkezeti elemek
(pl. poliprolin II tipusu hélixek) jelenlétére utalnak. Vizsgalataink soran arra kerestiik a
valaszt, hogy a m. soleus titin izoforma PEVK doménje valoban ideélis polimerlancként
viselkedik-e, és rugalmassagara alkalmazhato-e a féregszerii lanc (wormlike chain,
WLC) modell.

Részletes céljaink az alabbiak voltak:

e fluoreszcensen jelolt, szintetikus PEVK peptidek vég-vég tavolsdganak
meghatarozasa  fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer vizsgalatok
segitségével,
latszolagos perzisztenciahossz meghatarozasan keresztiil;

e kémiai denaturansok konformacidra kifejtett hatdsanak vizsgalata;

e a lanc flexibilitdsanak vizsgalata homérséklet-indukalt fluktuaciok hatasan
keresztiil;

e masodlagos szerkezeti elemek valoszinlisithetd megjelenésének vizsgalata
molekularis dinamikai szimuléciok segitségével;

e PPAK fragmentum klonozasa, E. coliban torténé termeltetése, tisztitasa és
egyedi PPAK fragmentumok nanomechanikai jellemzése atomerd-

mikroszkdpos megnyujtasuk alapjan.

Kutatbomunkam masik részében a Drosophila DAAM karboxil-terminalis
voltak:
A DAAM formin alabbi konstrukcidinak eldallitasa:
e GST-FH1-FH2-DAD+C terminalis vég (késobbiekben: CDAAM)
o GST-DAD (késébbiekben: DAD)
e GST-DAD+C terminalis vég (késobbiekben: DAD+C)
e vad tipust és mutans GST-FH1-FH2 (késébbiekben: FH1-FH2)
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Annak meghatdrozésa, hogy

a CDAAM az FHI1-FH2 konstrukciéval 0Osszehasonlitva képes-e
fokozottabban gyorsitani az aktin polimerizacidjat,

az esetleges effektus a polimerizacio mely szakaszara kifejtett hatdsnak
tulajdonithato,

befolyasolja-e a DAD/DAD+C konstrukcid az aktin polimerizacidjanak
kinetikajat,

a DAAM formin DAD/DAD+C doménje képes-e az aktin monomer
kotésére,

szerepe van-e a molekula C-terminalis részén 1évé aminosavaknak a
kotésben,

az 1732A mutécio eltorli-e az FH2 nukledcios aktivitasat (ahogyan erre az

elézetesen megfigyelt in vivo kisérletek utalnak).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A kisérletekhez hasznalt peptidek és fehérjék eléallitasa

3.1.1. PEVK peptidek

A 11- illetve 21 aminosav hosszisagh PEVK peptideket (PEVKI1 és PEVK2I,
8. abra) szilard fazisu szintézis segitségével kollaboracios partnereink, Fiilop Livia és
munkatarsai allitottak elé [146]. A peptidek szekvencidja megfeleltetheté a X90569
GenBank hivatkozasi szamu human titin mRNS 17413-17442 (PEVKI11) és 17413-
17472 (PEVK21) szakaszainak [15]. A szintézis folyamata soran a peptidek C-
terminalisara egy-egy cisztein aminosavat illesztettek. A peptidek egy részét ezt
kovetéen a  cisztein  szulfhidril  (SH)  csoportjan  keresztiil — 5-((((-2-
iodoacetil)amino)etil)naftilamin)-1-szulfonat  fluoreszcens festékkel (IAEDANS,
Molecular Probes) jelolték meg, igy megvalosult az 1:1 peptid-IAEDANS jelolési
molarany. A liofilizalt szintetikus peptidek tisztasagi fokat analitikai nagynyomasu
folyadékkromatografiaval (HPLC) ellenérizték, ez 98.4% felettinek bizonyult.

PEVK11 peptid:
1 WEEAYQEREVC 11

PEVK21 peptid:
1 WEEAYQEREVIQVQKEVYEEC 21

PPAK fragmentum:

1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MAS/EEAYQE REVIQVQCEV YEESHERKVP AKVPEKKAPP 60
61 PPKVIKKPVI EKIEKTSRRM EEEKVQVTKV PEVSKKIVPQ KPSRTPVQEE VIEVKVPAVH 120
121 TKKMVISEEK MFFASHTEEE VSVIVPEVQK EIVTEEKIHV AVSKRVEPPP KVPELPEKPA 180
181 PEEVAPVPIP KKVEPPAPKV PEVPKKPVPE EKKPVPVPKK EPAA 224

8. abra. A vizsgalt PEVK peptid és PPAK fragmentum szekvenciak. Az expresszios vektorbol szarmazo

aminosavakat kék szin jeloli.

crer

crer

mg/ml-re allitottuk be.
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3.1.2. Human vazizom PPAK fragmentumok elddllitasa

A human vazizom cDNS konyvtarat Dr. Siegfried Labeit-to] kaptuk. Az altalunk
expresszalni kivant PPAK fragmentum a m. soleus titin PEVK doménjének els6
harmadaban talalhat6. A fragmentumban egyetlen cisztein aminosavat cseréltiink PCR-
pontmutagenezis segitségével. Minderre a szintetikus peptidek szekvencidjaval vald
teljes egyezés és a késobb elvégzendd fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok
érdekében volt sziikség. A fragmentumot kodold 603 nukleotid hosszsaga régiot
(17413-18015, GenBank hivatkozasi szam: X90569 [15]) Nhel és Xhol restrikcios
endonukleazzal (Promega) végzett hasitas utan pET-28a (Novagen) vektorba ligaltuk. A
konstrukciot BL21(DE3)pLysS E. coli kompetens sejtekbe (Promega) transzformaltuk
¢és 1 mM IPTG-vel (izopropil B-D-1-tiogalakto-piranozid) térténd indukcioval 37 °C-on,
3 oran at termeltettiik a fehérjét Luria-Bertani (LB, Scharlau) tapoldatban.

Az expresszalt fehérjét tartalmazo sejtlizatumot lecentrifugaltuk (Sorvall Ultra Pro
80 ultracentrifuga, T-1250 rotor, 100000 g, 4 °C, 1h), a feliilaszot Ni-NTA agaroz
oszlopon (Qiagen) atfolyattuk és Ni?*-affinits kromatografiaval tisztitottuk, végiil az
imidazollal elualt fehérjét egy éjszakan at dializaltuk foszfat puffer ellenében. A fehérje
szekvencidgja a PEVK szekvencian feliil az N-terminélison tovabbi 23, a pET-28a
plazmidbol szarmazé aminosavat tartalmaz (a teljes hossz: 224 aminosav), mivel a His-
tag-et nem hasitottuk le (8. abra).

A PPAK fragmentum molaris extinkcios egyiitthatojat a szekvencia ismeretében a
,ProtParam”  program  (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)  segitségével
hatéroztuk meg, mely e = 8480 M™ cm™-nek adodott. A fragmentumot folyékony

nitrogénben fagyasztottuk és atomeré-mikroszkopos vizsgalataig -80 °C-on taroltuk.
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3.1.3. DAAM konstrukciok megtermeltetése és tisztitasa

A kiilonbozé Drosophila melanogaster DAAM szekvenciakat kodolé pGEX-2T
plazmidokat Mihdly Joézsef és munkacsoportja (Szegedi Biologiai Kutatokozpont,
Genetikai Intézet) bocsatotta rendelkezésiinkre. A transzformalt BL21(DE3)pLysS
E. coli kompetens sejteket (Promega) ampicillinnel (100 pg/ml) kiegészitett LB
tapoldatban 37 °C-on 0,6-0,8-as OD-¢érték eléréséig razattuk, majd a célfehérje atirasat
0,5 mM IPTG hozzaadasaval egész éjszakan at razatva 20 °C-on indukaltuk.

A fehérjék preparalasat korabban ismertetett eljarasok alapjan végeztiik [102]. A
GST (glutation-S-transzferaz) affinitasi taggal rendelkez6 fehérje konstrukcidkat
tartalmazo sejtlizatum centrifugalasa utan (Sorvall ultracentrifuga, 100000 g, 4 °C, 1h) a
felilluszot egy GSH (glutation (y-glutamil-ciszteinil-glicin)) affinitdsi oszlopon
atfolyattuk. Tobb mosasi 1épésbdl allo tisztitast kdvetéen 50 mM  glutationnal
szoritottuk le az oszloprol fehérjéinket. A preparalast egy Sephadex G75-0s (Sigma)
oszloppal torténd gélsziirés zarta (a gélfiltracios puffer dsszetétele: S0 mM TRIS-HCI
(pH 7,3), 50 mM NacCl, 1% szukroz, 5% glicerol, 5 MM DTT). A megtisztitott fehérjék
szekvenciai a 9. abran lathatoak.

A DAAM fragmentumok moldris extinkcids egyiitthatdjat és molekulatomegét a
szekvencia ismeretében a »ProtParam” program
(http:/lwww.expasy.ch/tools/protparam.html) segitségével hataroztuk meg, mely alapjan
az alabbi értékeket hasznaltuk: e,50 = 42860 M cm™ DAD (31 kDa) és DAD+C (34,8
kDa) esetén; €5 = 65780 M™*cm™ FH1-FH2 és pontmuténsa (81,4 kDa), tovabba
CDAAM (92,4 kDa) esetén. A fragmentumokat folyékony nitrogénben fagyasztottuk és
tovabbi felhasznalasukig -80 °C-on taroltuk. Kontrol kisérleteink szerint a fagyasztas-
felolvasztds nem befolyasolta a fragmentumok aktivitasat (adatok nincsenek

feltlintetve).
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GST-DAAM-DAD:

1 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID 60
61 GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV 120
121 DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK 180
181 KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSPGIH RDGGDNKGEE 240
241 DDLISALRTG DVFGEDMAKF KRSRKARV 268
GST-DAAM-DAD+C-term:

1 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID 60
61 GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV 120
121 DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK 180
181 KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSPGIH RDGGDNKGEE 240
241 DDLISALRTG DVFGEDMAKF KRSRKARVLN GGGSSTGHTS PPRHGSLQRE ESGRERERTV 300
301 RRQ 303
GST-DAAM-FH1FH2:

1 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID 60
61 GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV 120
121 DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK 180
181 KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSPGIH IP 240
241 300
301 360
361 I 420
421 480
481 540
541 600
601 660
661 716
GST-DAAM-FH1FH2-DAD+C-term:

1 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID 60
61 GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV 120
121 DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCFK 180
181 KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WPLQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSPGIH IP 240
241 300
301 360
361 420
421 480
481 540
541 600
601 660
661 720
721 GGDNK GEFDDLISAL RTGDVFGEDM AKFKRSRKAR 780
781 VLNGGGSSTG HTSPPRHGSL QREESGRERE RTVRRQNSS 819

9. abra. A vizsgalt DAAM formin fehérje szekvenciak. A GST affinitési tagot fekete betiik jelzik, a

pontmutansokban a kékkel jeldlt izoleucin aminosavak alaninra lettek cserélve.

3.1.4. Az aktin prepardldsa

Meéréseinkhez nyul (Oryctolagus cuniculus) vazizombodl eldszor aceton-extrahalt
izomforgacsot preparaltunk [147], majd ebbdl Spudich és Watt modszere alapjan [148]
izolaltuk az aktint (a tarolo puffer (,,A puffer”) dsszetétele: 4 mM TRIS-HCI (pH 7,3),
0,1 mM CacCl,, 0,2 mM ATP, 0,5 mM DTT, 0,005% NaN3).
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Az aktin  koncentracijdnak = meghatarozasat Shimadzu UV-2100
spektrofotométerrel végeztiik, mely soran az aktin relativ molekulatomegét 42,3 kDa-
nak vettiik [149], mig extinkcids egyiitthatoként a 0,63 mg™ ml cm™ értéket hasznaltuk
290 nm-es hullamhosszon [150].

3.2. Abszorpcios fotometria

Az abszorpcios spektrumokat termosztalhaté mintatartoval ellatott Shimadzu UV-2100
tipusu spektrofotométerrel vettilk fel. Referenciaként a spektrumok felvételekor a

vizsgalt anyagot (peptidet, fehérjét, fluorofort) nem tartalmazo puffert hasznaltuk.

3.3. Az aktin fluoreszcens jelolése

Az aktin polimerizacidjanak nyomon kovetéséhez az aktin 374-es pozicidban 1évo
cisztein aminosavat pirén-jodacetamiddal (pirén, Molecular Probes) jeloltiik meg [151].
A pirén-jelolt aktin koncentracidjanak meghatarozasakor a pirén extinkcios
koefficiensét 344 nm-en 22000 M cm™-nek vettiik. A jellési arany meghatérozasanal
korrekcios faktort alkalmazva figyelembe vettiik a pirén abszorpcidjanak 290 nm-en
jelenlévd jarulékat.

A steady-state fluoreszcencia anizotropia és a teljes belsé visszaver6désen alapulod
fluoreszcencia mikroszkopiai vizsgalatokhoz az aktint Alexa Fluor 488-szukcinimidil-
észter fluoreszcens festékkel (Alexa 488, Molecular Probes) korabban ismertetett
szamolasat a fluorofér €5 = 71000 MTem™ extinkcios egyiitthatd értékének

felhasznalasaval végeztiik, melyet korrigaltunk a festék 290 nm-en mért abszorpcids

jarulékaval.

3.4. Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok

3.4.1. Az aktin polimerizaciojanak kévetése és sebességének meghatdrozasa

Ahogyan arra mar az el6z0 fejezetben utaltunk, a DAAM konstrukciok aktin

polimerizaciodjara kifejtett hatasat pirén fluoroforral jelolt aktin segitségével végeztiik.
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Tettiik ezt azért, mert a pirén-jodacetamid aktin monomert koté allapotaban
alacsonyabb fluoreszcencia emissziét mutat, mint a filamentumban 1évé aktin kotése
kozben. Ebbdl kovetkezik tehat, hogy az aktin monomerek filamentumba épiilésének
folyamata, a polimerizacio ilyen modon kovethetévé valik. Meg kell azonban jegyezni,
hogy sok elénye mellett a modszernek van egy hatranya is, miszerint a polimerizacio
két 1épése, a nukledcio és az elongacié nem valaszthatd el, arra mas, fluoreszcencia
mikroszkdpos vizsgalati modszerek adnak lehetdséget.

A polimerizacios kisérleteket 2,5 uM, 5%-ban pirénnel jelolt aktin jelenlétében
20 °C-on végeztiik, Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluoriméter segitségével. 5 nm-es
optikai rések mellett 365nm-es gerjesztési, és 407 nm-es emisszios hullimhosszat
bedllitva vettiik fel a csak aktint és GST-t, illetve a kiilonb6zé koncentracioban jelen
1évé DAAM konstrukciét tartalmazoé mintak esetében a polimerizacios gorbéket. A
mérés soran a monomer aktinhoz elséként kationcseréld oldatot adtunk (200 uM EGTA
¢s 50 uM MgCl, végkoncentracioban), mialtal a monomerhez kotott kalcium
magnéziumra cserélédott le. Ot perces inkubéacié utdn adtuk hozza a kiilénbozd
konstrukciokat (illetve azok megfeleld térfogataranyu pufferét), valamint a
polimerizaciohoz sziikséges sokat (1mM MgCl, és 50 mM KCl, végkoncentracioban).
Ezt kovetden a polimerizacid folyamatat egészen addig kovettiik, amig az el nem érte az
egyensulyi allapotot (Steady-state), vagyis ahol a monomerek filamentumba épiilése és
arrdl levalasa egyenld mértéki.

Az igy kapott polimerizacios gorbék kiértékelésekor elsdként a kationcsere idején
mért fluoreszcencia intenzitast atlagoltuk, majd ezt az értéket kivontuk a polimerizécio
folyamata soran az egyes idSpillanatokban mért fluoreszcencia emisszio értékeibél. fgy
minden gorbénk nullabol indult. Az egyensulyi allapothoz tartozd platd fazist
hasznaltuk fel a maximalis intenzitas kiszamitdsahoz: az annak &tlagoldsabodl kapott
intenzitas-értékkel elosztottuk a polimerizacios gorbe adatait. Az igy normalt adatsor
mar tehat nullatol egyig, vagy masképpen nullatél szaz szazalékig futott, a
fluoreszcencia intenzitds értékektdl fliggetleniil. A normalt gorbék felszalldo aganak
kozepére, az 50%-os telitési szakaszra (45% - 55%-ig) egyenest illesztettiink [102],
végilil az ebbdl kapott meredekség-értékeket abrazoltuk az adott konstrukcio
csak abban az esetben alkalmazhatjuk, ha a vizsgalt fehérje nem befolyéasolja az
egyensulyi aktin monomer-filamentum aranyt, azaz a steady-state allapothoz tartozo

intenzitas megegyezik. Ez a feltétel korabbi vizsgalataink szerint teljesiil [153].
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3.4.2. PEVK peptidek steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai mérései

A PEVK peptidek fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatat termosztalhatod
mintatartoval felszerelt Jobin Yvon Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel végeztiik.
Kisérleteinkben a peptidek N-terminalis triptofanja mint donor és az IAEDANS mint
akceptor kozott lejatszodd fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert (FRET)
fluoreszcencia spektroszkopia segitségével kovettik nyomon. Az  emisszios
spektrumokfelvétele sordn a triptofant 295 nm-en gerjesztettiik és az emittalt fényt 305-
700 nm hulldmhossztartomanyban detektaltuk. A gerjesztéshez és emisszidhoz egyarant
5 nm-es optikai rést hasznaltunk.

A fluoreszcencia emisszios spektrumokat minden esetben korrigaltuk a peptidek
abszorpcids spektrumainak segitségével a belsé szliré hatas (inner filter effect)

figyelembe vételével [154]:

Feorr =F 1070+ , 1)

mért
ahol az Fyorr €és Fue¢ a korrigalt és mért fluoreszcencia intenzitasokat jelentik, az ODey és
ODe¢nm pedig a gerjesztési és emisszios hullamhosszakon felvett abszorbancia értékek.

A FRET jelensége soran a gerjesztett allapotban 1évé donor molekula (triptofan),
dipol-dip6l kolesonhatds révén sugarzas nélkiil atadja energidjat az akceptor
molekulanak (IAEDANS).

Energiatranszfer az alabbi feltételek teljesiilése esetén kovetkezhet be:

I. a donor emisszidés ¢és az akceptor gerjesztési spektrumai egymassal kelld

mértékben atfednek.

Il. adonor kvantumhatasfoka megfeleléen nagy.

I1l. a donor és akceptor molekulak kozotti tavolsag: 1-10 nm.

IV. a donor ¢és akceptor dipolmomentumai egymashoz képest megfeleld

A FRET hatasfokat (E) a kovetkezd egyenlet segitségével hataroztuk meg:

E=1- Foa (2)
D
ahol Fpa a donor fluoreszcencia intenzitasa az akceptor jelenlétében, Fp pedig akceptor
nélkiil.
Az energiatranszfer hatasfokanak ismeretében kiszdmolhat6 a donor és az akceptor

molekulak kozotti tavolsag (R) az alabbi 0sszefiiggés alkalmazasaval:
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R= 6R° RS, @)

ahol Ry a Forster-féle kritikus tavolsag, amelynél a transzfer hatasfoka 50%-0S
(triptofan-IAEDANS par esetén 2,2 nm [155]).

A FRET hatasfok ismeretében kiszamolhato az un. f' paraméter, melynek
segitségével informaciét nyerhetiink a donor és akceptor kozotti fehérjematrix
rugalmassagarol [156]:

f':i 4
Foa

Az f' paraméter fligg a molekuldan beliili fluktudciok amplitaddjatol, mely a

hémérséklet emelésével novelhetd. Flexibilis fehérjematrixban a  fluktuaciok

amplitiddja nagyobb, mint egy merevebb konformécioval rendelkezd peptidlanc

esetében. Vizsgalataink sordn az f' paraméter relativ értékének valtozasat kovettiik
nyomon a homérséklet fliggvényében. A relativ f' értékét az f' aktudlis értékének a
legalacsonyabb homérséklethez tartozd f' értékkel torténd normalasaval kaptuk meg.
Amennyiben nincsenek jelentds szerkezeti valtozdsok a molekuldban, a relativ f’

paraméter hémérsékletprofilja flexibilis fehérjerész esetén meredekebb egy rigidebb

szerkezetli fehérjeszakasszal 6sszehasonlitva.

3.4.3. PEVK peptidek iddfiiggd fluoreszcencia spektroszkopiai mérései

A mintak egy részén a steady-state fluoreszcencia spektroszkopia mellett idokorrelalt
egy-foton szamlalasos (,,Time-Correlated Single Photon Counting”, TCSPC)
rendszerrel is elvégeztik a FRET vizsgalatokat. A méréseket egy ISS Chronos-BH
spektrofluoriméterrel (Champain, IL, USA) 22 °C-on végeztiik. A triptofan 295 nm-en
torténd gerjesztése méréseink soran nem okozott detektalhatd fotokioltast. A triptofan
fluoreszcencia atlagélettartamat (t) diszkrét élettartam eloszlas feltételezésével a

kovetkezd egyenlettel hataroztuk meg:

ZaiTiZ

> (5)
Zai Ti

ahol & és 7 a triptofan egyes élettartam komponenseinek amplitadojat és értékét jelolik

[157].

T =
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A FRET hatasfokat e mérések soran a triptofan fluoreszcencia élettartaméanak

csOkkenésébdbl szamoltuk:
E=1-24 (6)

ahol 7, és tp4 a donor (triptofan) atlagos fluoreszcencia élettartama akceptor

(IAEDANS) nélkiil és annak jelenlétében.

3.4.4. DAAM formin fragmentumok steady-state fluoreszcencia anizotrdpia vizsgalatai

A méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluoriméter segitségével 20 °C-on
végeztiik. A kisérletekben 0,5 M Alexa Fluor 488-szukcinimidil-észterrel 50%-0san
jelolt G-aktinhoz kiilonbozé koncentraciokban adtunk DAD illetve DADA+C
konstrukciokat. A fluoreszcensen jelolt aktin monomereket 488 nm-en polarizalt
fénnyel gerjesztettiik és az emissziot 516 nm-en vizsgaltuk 5 nm-es optikai rések
alkalmazasaval. A steady-state fluoreszcencia anizotropia (r) szamolasa a kovetkezd
modon tortént [158]:
I, —Gl

= va +2G|VVHH ’ ()
ahol Iy és lyy a vertikalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofor emisszidjanak
vertikalisan és horizontalisan polarizalt komponense (intenzitasa), G pedig a geometriai
faktor, amely a miiszer vertikalisan és horizontalisan polarizalt fényre vonatkoztatott

eltérd érzékenységeét jellemzi:

G=tnv ®)

ahol Iy és lun a horizontalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofér emisszidjanak
vertikalis és horizontélis komponense.
fliggvényében abrazoltuk. A steady-state anizotropia additivitasa szerint az adatsorra az

alabbi egyenletet illesztettiik:

For, ZAb+D0+K—\/Ab+DO+K ?_4AD,
Mo —Ta 2 ’

9)
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crer

anizotropia értéke, Ag és Do pedig az aktin, illetve a vizsgalt DAAM konstruktok teljes

koncentracioja, K pedig a kdlcsonhatast jellemzé disszociacios egyensulyi allando.

3.5. Mikroszkopos vizsgalatok

3.5.1. Teljes belso visszaverodésen alapulo fluoreszcencia mikroszkopia

Amint a fentiekben emlitettiik az aktin polimerizaci6 nukleacios és elongacios szakasza
nem kiilonithetd el a pirén-aktin alkalmazasan alapuld fluoreszcencia spektroszkdpiai
mérések soran. Az aktin polimerizacidjanak részletes vizsgalatara teljes belsd
visszaverédésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopiai (total internal reflection
fluorescence microscopy; TIRFM) kisérleteket végeztiink. A modszer 1ényege roviden
abban 4ll, hogy a teljes belsé visszaverddés soran Iétrejovd evaneszcens
elektromagneses mez6 sajatsagai miatt a mintanak csak egy vékony (néhany 100 nm),
az iivegfelszin kozelében 16vé rétegében talalhaté fluoroforokat gerjesztjiik. Igy
fluoreszcencia emisszi6t 1is csupan ebbdl a rétegbdl detektdlhatunk. A
hattérfluoreszcencia kikiiszobolése révén a moddszer lehetévé teszi az iivegfelszinhez
kotott egyedi aktin filamentumok megfigyelését, illetve a polimerizacids folyamat egyes

szakaszainak elkiilonitését (10. abra).

10. abra Alexa Fluor 488-cal jelolt aktin filamentumokat tartalmazé oldat széleslatoterti (bal oldali kép)

és TIRF (jobb oldali kép) megvilagitasban. (ImageJ, Lookup Table: Fire)

A mérésekhez feddlemezekbdl aramldsi celldkat készitettiink, majd tobbszori

mosasi 1épés utdn a polimerizacid6 nyomon kdovetésére belepipettaztunk 100 pl
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mikroszkdpos mérdoldatot. A mérdoldat 0,5 uM koncentracidban Alexa Fluor 488-
szukcinimidil-észterrel 20%-osan jeldlt, eldzetesen kationcserélt G-aktint, kiilonb6zo
DAAM konstrukciokat (illetve azok megfeleld térfogataranyt pufferét), a
polimerizaciohoz sziikséges sokat, valamint a fotokioltas ellen sziikséges Osszetevoket
(100 mM DTT, 10 mM DABCO) tartalmazott (50 mM KCI, 1 mM MgCl,
végkoncetracioban). Az aktin filamentumokat N-etil-maleimid konjugalt miozinnal
kotottiik a fedélemezhez.

A méréseket egy Olympus 1X81 epifluoreszcens mikroszképra szerelt TIRF
megvilagitdé egység segitségével szobahdmérsékleten végeztiik, amelyet egy Olympus
APON 60X NA 1.45 TIRF olaj immerziés objektiv, egy CCD kamera (Hamamatsu
ORCA-ER), illetve egy 491 nm hullamhosszusagu 1ézer (Olympus cell*) egészitett ki.
A rendszert az Olympus xcellence rt szoftver iranyitotta, a képeket TIFF formatumba
mentettiik és tovabbi analizisre az ImageJ programot (National Institutes of Health,
USA) hasznaltuk. A polimerizaciéo iddbeliségének kovetésére a képeket 10
masodpercenként vettiik fel. Az egyedi aktin filamentumok novekedési sebességét
kimograf analizissel (11. abra) hataroztuk meg, melyhez az Image] szoftver
MultipleKymograph plugin csomagjat alkalmaztuk. A kiértékelést mintanként 20

egyedi filamentum figyelembe vételével végeztiik.

filamentum hossz 1

1d6 —

11. abra Reprezentativ felvétel egyedi aktin filamentumok ndvekedésérdl (felsé abrasor) és a kimograf

elemzésérol (als6 abra). Id6 = perc : masodperc, 1épték = 5 um.
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A novekedés sebességét (v) um/s-ban az alabbi médon szamoltuk:
v=£|=tana, (10)
At

ahol tan a a filamentum hossz (4l) - 1d6 (A4t) fiiggvény meredeksége. Feltételezve, hogy
1 pm 330 alegységet tartalmaz, az elongicids sebesség ismeretében a kovetkezd
egyenlet segitségével kiszamolhaté az aktin monomerek filamentumba épiilését
jellemzé asszociacios sebességi allando (K+):

v

S 11
F G-cc ( )

+

ahol egy filamentum esetén F = 1, G a teljes G-aktin és cc a kritikus koncentracio,
amelyet 0,15 uM-nak vettiink [153].

3.5.2. A PPAK fragmentum atomerdo-mikroszkopos megnyujtdasa

A mechanikai manipulacios kisérleteket Molecular Force Probe-1D tipusu
(Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) er6méré atomer6-mikroszkoppal
végeztik. A mérések eldtt a PPAK fragmentumot foszfat pufferben kell6 mértékben
kihigitottuk ¢és egy gyarilag tisztitott iiveg mikroszkop fed6lemezre cseppentettiik. 5- 10
perces inkubalas utan a nem kétddott molekuldkat foszfat pufferes mosassal tavolitottuk

el. A mérések soran a mintat 150-200 pl foszfat puffer fedte (12. abra).

lézerdioda

N\
fotodetektor \|

AFM tiihegy

PPAK fragmentum
\ 4

iiveg fedolemez

12. abra. A PPAK fragmentum atomerd-mikroszkdpos megnyujtasanak kisérleti vazlata.
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A 1ézerdiodabol a rugolapkara vetitett, €s onnan visszaverddd lézernyalab
molekuldkat megnyujto erdket a rugolapkdk elhajlasabol, a rugdlapkak
rugoallanddjanak (x) ismeretében szamoltuk ki (F=x4X). A rugélapkak rugodallandoit
minden egyes rugolapka esetén kiilon, termikus kalibracio segitségével hataroztuk meg.
A rugdallandok termikus kalibracié soran meghatarozott értéke a 20-60 pN/nm
tartoményba esett.

A kisérletek kiértékelése soran 50 darab eré-megnyulas gorbére az entropikus
rugalmassag ,,féregszerti lanc” (,,Wormlike Chain”, WLC) egyenletét illesztettiik [21,
135]:

Fo_ R, 11 W)
keT L 41-R/L, - 4
ahol L, a perzisztenciahossz, kg a Boltzmann éallandd, L. a kontirhossz, R a vég-vég

tavolsag, T az abszolut hdmérséklet €s F a megnyujtasi erd.

3.6. Polimer-modell szamitasok

A PEVK peptidek konturhosszat (L;) az aminosavak szama (Naa) alapjan a kdvetkezo

modon szamoltuk:

L =Naa - Laa + Lingoans (13)
ahol Las egy aminosav atlagos hossza (0,38 nm) és Liagpans az akceptor molekula
mérete (0,87 nm, [159]). Az ily mdédon meghatarozott kontirhossz PEVKI11 esetén
4,18 nm, PEVK21 esetén pedig 7,98 nm volt.

A PPAK fragmentum kontirhosszat az aminosav szekvencia alapjan szdmoltuk,
ennek értéke 85,12 nm-nek adodott (224 x 0,38 nm).

A peptidek atlagos vég-vég tavolsagat (R) a FRET mérések alapjan hataroztuk meg
(3. egyenlet), a polimerek hajlitasi merevségét jellemz6 paramétert, a latszolagos
perzisztenciahosszat (L) pedig osszhangban a WLC modellel az alabbi &sszefliggés
segitségével [160, 161]:

2 L _Lip
(R*)=2L,L, 1-1-e (14)

C

ahol R? az 4tlagos négyzetes vég-vég tavolsag.
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3.7. Molekularis dinamikai szimulaciok

A molekuléris dinamikai szimuldcidkat Dr. Hetényi Csaba egyiittmiikddd partneriink
végezte. A jeldletlen peptidek lehetséges masodlagos szerkezetének becslése a GOR4
[162], a NetSurfP [163], a Jpred3 [164] és a PSIPRED [165] masodlagos szerkezet
predikcios szerverek alkalmazasaval tortént. Mindkét peptid a TINKER és a PCModel
segitségével épiilt fel, a-hélix kiindulasi szerkezetet feltételezve. A GROMACS [166]
molekuladinamikai programcsomaggal torténé szamitasokhoz a GROMOS 96 erdtere
(,,force-field”) [167] keriilt alkalmazasra. Az IAEDANS-jelolt ciszteinek erotér
paramétereinek meghatarozasa hasonlé modon tortént. A nyers komplexek rendszerei, a
semlegesitd ellenionok és a vizmolekulak (az explicit viz (,,Single Point Charge”, SPC)
modelljét hasznalva) derékszogli szimulaciés dobozokba keriiltek, melyekben a peptid
és a doboz fala kozotti tavolsig 9 A. A rendszerek molekularis mechanikai
energiaminimalizalasa gradiens (,,Steepest descent”) és BFGS modszerek segitségével
tortént. A finomitott rendszereken ezutan 100 ns iddtartamtt molekularis dinamikai
szimulaciok késziiltek, 2 fs 1épéskozzel, 300 K allandé hémérsékleten és a kotéshosszak
nagysagat allando értéken tarto LINCS kényszermegoldo algoritmus alkalmazasaval. A
hémérséklet csatolasa a Berendsen modszer szerint valosult meg. A nagy hatdtavolsagu
elektrosztatikus kolcsonhatasok szimulacioi a particle-mesh Ewald modszerrel, mig a
van der Waals-kdlcsonhatasok szamitasa 9 A hatartavolsag alkalmazasaval zajlott. A
szomszédsagi listak 10 fs-os id6kozonként frissiiltek. A 1étrejové utvonal fajlok
elemzése a GROMACS programcsomaggal és a DSSP programmal [168] tortént. A

szerkezeti abrak Dr. Warren L. DeLano PyMol programjanak segitségével késziiltek.
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4. EREDMENYEK

4.1. PEVK peptidek spektralis tulajdonsagai

A pontos koncentraci6 meghatarozasdhoz és az IAEDANS-jel6lés ellendrzéséhez

felvettiik a PEVK peptidek abszorpcios spektrumait (13. abra).

0,28 4

—— PEVK11 IAEDANS
------- PEVK11

0,21 -

0,14 -

0,07

0.20- —— PEVK21 IAEDANS
------- PEVK21

Abszorbancia

0,15 4

0,10 4

0,05 4

Hullamhossz (nm)

13. abra. A PEVK peptidek abszorpcios spektrumai akceptor (IAEDANS) jelenlétében (folytonos vonal)

illetve hidnyaban (szaggatott vonal). A spektrumokat 0,2 M ionerd mellett 20 °C-on rogzitettiik.
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Az IAEDANS-jelolt peptidek elnyelési gorbéjén a 336 nm-es hulldmhossznél
jelentkez6é csucs megfelel az akceptor abszorpciés maximumanak. A 300 nm alatti
régioban a fehérjék abszorpciodjara jellemz6 280 nm koriili cstics egy része lathato.

Ezt kovetden rogzitettiik a csak donort illetve a donort és akceptort is tartalmazo

peptidek fluoreszcencia emisszios spektrumait (14. abra).
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14. abra. A PEVK peptidek fluoreszcencia emisszios spektrumai donor és akceptor (folytonos vonal)
illetve csak donor (szaggatott vonal) jelenlétében. A spektrumokat 0,2 M ionerd mellett 20 °C-on

rogzitettiik.
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A fenti abran jol latszik, hogy a triptofan donor 355 nm-es cstcsnal jelentkezo
fluoreszcencia intenzitasa akceptor jelenlétében lecsokken (Fpp), tehat lejatszodik a
FRET jelensége. A 497 nm-nél jelentkezd csiucs az IAEDANS fluorofér emisszids
maximuma. A FRET er6s tavolsagfiiggését jol szemlélteti a rovidebb peptid esetében
tapasztalhaté sokkal nagyobb Fpa csokkenés. A PEVK peptidek két vége kozott

végbemend energiatranszfer folyamatanak vazlatat a 15. abra illusztralja.

Donor: triptofan ( C-IAEDANS

. ST 5 zfer,

az N-terminalison ﬂu,v\._%)usﬁ c“\rgm ‘k\sl Akceptor: IAEDANS
Forster a C-terminalison

W

15. abra. A PEVK peptidek lancvégei kozott fellépd FRET sematikus abrazolasa.

4.2. PEVK peptidek latszélagos perzisztenciahossza

A peptidek hajlitomerevségének jellemzése érdekében kiszdmoltuk azok latszolagos
perzisztenciahosszat. Ennek érdekében elébb a FRET mérések segitségével
meghatarozott transzferhatasfok és a vég-vég tavolsagok kozotti Osszefiiggés (3.
egyenlet) segitségével meghataroztuk a peptidek atlagos vég-vég tavolsagait. Ezek
értékei, az alkalmazott, fizioldgiashoz kozeli korilmények kozott (0,2 M ionerd és
20 °C) a PEVK11 illetve PEVK21 peptidek esetén 2,12 (+£0,01) és 2,69 (+0,05) nm
voltak. Ezen értékek és a 13.egyenlet figyelembevételével kapott kontGrhosszak
ismeretében a latszolagos perzisztenciahosszak a 14. egyenlet alapjan 0,63 (PEVKI1)
¢s 0,48 (PEVK21) nm-nek adodtak.

4.3. Kémiai denaturacié hatasa PEVK peptidekre

Tovabbi kisérletekkel megvizsgaltuk, hogy létezhetnek-e a peptideken beliil olyan
kolcsonhatasok, amelyek kémiai denaturansok altal felbonthatok. Ennek érdekében
méréseinkben elészor guanidin-hidrokloridot (GUHCI) alkalmaztunk. A denaturanst 0-6
M ko6zotti végkoncentracioban adtuk a foszfat pufferbe oldott peptidekhez. A PEVK11
transzferhatasfok értékei novekvd denaturans koncentracid mellett fokozatosan, kis

1épésekben csokkentek 0,56 (+0,01)-rol 0,41 (+0,02)-re (16. abra). A PEVK21 esetében
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a transzferhatasfok 0,23 (+0,02)-rol 0,16 (+0,003)-ra csokkent, azonban a 2-4 M GuHCI

koncentracio tartomanyban a hatasfok meredekebb esését

tapasztaltuk. Az

energiatranszferben bekovetkezd csokkenés megfelel a peptidlanc vég-vég tavolsag (R)

novekedésének.
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16. abra. Guanidin-hidroklorid (GuHCI) hatdsa PEVK peptidek transzfer hatasfokara, a hibahatarok a

négy fiiggetlen mérési pont alapjan szamolt szorast (SD) jelzik. A betétabrakon kinagyitva lathatoak az

akceptor nélkiili peptidek triptofan emisszids spektrumai.
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A triptofan-IAEDANS fluorofor par Forster-féle kritikus tdvolsaganak (Rp=2,2 nm,
[155]) ismeretében ez esetben is kiszamitottuk a transzferhatasfok értékeknek megfeleld
vég-vég tavolsagokat (3. egyenlet). Szamitasaink alapjan a rovidebb peptid R értéke
2,12 (+0,01) nm-rél 2,34 (£0,03) nm-re, mig a hosszabbik peptidé 2,69 (+0,05) nm-rél
2,91 (£0,01) nm-re nétt. A vég-vég tavolsagok alapjan szamolt perzisztenciahossz
értékek, a nativ korilmények és a 6 M GuHCI koncentracié kozotti kiilonbséget
tekintve 0,18 nm-rel novekedtek a PEVK11 és 0,09 nm-rel a PEVK21 esetében.

A 16. abra betétabrain kontrollkisérletek eredményei lathatoak, amelyeken az
akceptor nélkiili peptidek triptofan fluoreszcencia emisszidjat abrazoltuk a GuHCI
koncentracio fiiggvényében. A fluoreszcencia intenzitds a denaturans alkalmazasaval
mintegy 25-30%-al csokkent és 2 nm-es kékeltolodast mutatott. Erdekes modon 4 és
6 M GuHCI koncentracié kozott a peptidek visszanyerték emisszios intenzitasuk egy
részét.

A tovabbiakban méréseinket egy masik ismert denaturaloszerrel, ureaval is
megismételtiik és a fentiekhez hasonlé eredményt kaptunk. A vég-vég tavolsagok
novekedésének hatterében feltehetdleg az allhat, hogy a peptid oldallancok kozotti
hidrofob kolcsonhatasokat a kémiai denaturansok képesek fokozatosan gyengiteni és

végiil megsziintetni.

4.4. PEVK peptideken végzett fluoreszcencia élettartam mérések

A fenti steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai eredmények igazolasa érdekében
id6fliggd fluoreszcencia méréseket is végeztiink idékorrelalt egy-foton szamlalas
modszerrel kiilonb6z6 denaturans koncentraciok mellett. A 17. abran két jellemz6
triptofan fluoreszcencia lecsengési gorbe lathato. A gorbék dupla exponencialis
figgvénnyel valo illesztése adta a legjobb eredményt, mely arra utal, hogy kétféle
¢élettartam populacio allhat a fluoreszcens viselkedés hatterében. GuHCI alkalmazésa

jelentds mértékben csak a hosszabb élettartam-komponens értékét csokkentette.

43



10004 ||}
\\“
2 100+
N ]
9
=
3
= 104
wn ]
3 1
=
N
a
g
S
& 10004 ||\
Q b \
N ] \
o \
N \
= 1004
[ ]
10 4
. |
1 rm
0

17. abra. IAEDANS-jelolt PEVK11 és PEVK21 peptidek fluoreszcencia lecsengési gorbéi. Eredeti

PEVK11 IAEDANS
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adatok (kék illetve voros szinnel jelolve), illesztés (vilagossziirke gorbék) és a késziilék valaszfliggvénye

(fekete gorbék).

A steady-state illetve az élettartam-mérésekbdl szamolt FRET hatasfok értékek

Osszehasonlitasat a 2. tablazat mutatja.
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FRET HATASFOK (%)
peptid | [GUHCI] (M) | steady-state mérés ‘d;’;‘i;‘l’:::lgggrieff::“

PEVK11 0 55,7 59,8
3 451 49,2

6 408 45,0

PEVK21 0 23,0 233
3 18,1 17,9

6 15,6 16,2

2. tablazat. Kiilonboz6 modszerekkel szdmolt FRET hatasfok értékek 0sszehasonlitasa.

Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a két kiilonb6z6 mddszerrel mért transzfer
hatasfok értékek kozelitdleg azonosak (a legnagyobb eltérés 4,2%-on beliilinek

adodott). Mindez igazolja a steady-state modszerrel kapott eredmények érvényességeét.

s rer

crer

felvett fluoreszcencia emisszios spektrumokkal vizsgaltuk. A gorbékbdl szamolt FRET

hatasfokokat a sokoncentracio fiiggvényében abrazoltuk (18. abra).
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18. abra. KCl hatasa a PEVK peptidek transzfer hatasfokara. A hibahatarok a szorast (SD) jelzik. A

betétabrakon kinagyitva lathatéak az akceptor nélkiili peptidek triptofan emisszios spektrumai.

A kozeg ionerdsségének novelése mindkét peptid esetén egyre nagyobb transzfer
hatasfokot eredményezett (6%-o0s teljes novekmény a PEVKII1, illetve 10,3%-0s a
PEVK21 esetén). Erdekes modon a hosszabb peptid esetében az E értéke a 0,2-1,0 M
kozotti tartomanyban meredekebben ndvekedett, mint a rovidebbnél, melynél tobbé-

kevésbé monoton valtozast tapasztaltunk.
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A 18. abra betétabrain kontrollkisérletek eredménye lathatd, ahol novekvo
sokoncentracio mellett akceptor nélkiili peptideken kovettik nyomon a triptofan
fluoreszcenciat. Megfigyelhetd, hogy a fluoreszcencia emisszid intenzitdsa mintegy
15%-al csokken 3 M KCI alkalmazasaval és ezzel egyidejlileg koriilbeliil 2 nm-es
kékeltolodas is észlelhetd.

Tovabbi mérésekben arra kerestik a valaszt, hogy befolyasolja-e a peptidek
transzfer hatasfokat a kalcium koncentraci6 valtozasa. Ennek érdekében pCa 9 és pCa 2
kozott (pCa: a Ca®'- koncentracid tizes alapu negativ logaritmusa) fokozatosan emeltiik
szamottevOen, a legnagyobb mértékii novekedés is 2%-on beliili volt (adatok nincsenek

feltiintetve).

4.6. Homérséklet hatasa a PEVK peptidek konformacios dinamikajara

Munkank soran hémérsékletfiiggé fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
alkalmazasaval vizsgaltuk a peptidek szerkezeti dinamikajat és fluktuacidit. A
homérsékletet fokozatosan 10-r6l 50 °C-ra emelve, a PEVK21 transzfer hatasfoka
20,7%-rol 24,2%-ra nétt, mig a PEVK11-nél csak kismértékii valtozas jelentkezett.
Figyelembe véve, hogy a termikus fluktuaciok perturbaljak a molekula szerkezetét,
megvizsgaltuk a peptidek szerkezeti dinamikdjat jellemz6 relativ f' paramétert a 10-

50 °C tartomanyban. A relativ f’ (a normalt transzfer hatdsfok relativ értéke, 4.
egyenlet) homérsékletfiiggése jellemzi a donor és akceptor kozotti fehérjematrix
flexibilitasat, oly modon, hogy merevebb szerkezet esetén az f' valtozasa az adott
hémérsékleti tartomanyon kisebb. A hémérséklet 40 °C-0s emelkedésének hatisara a
PEVK11 peptid relativ ' értéke mintegy 30%-al, mig a PEVK21 peptidé koriilbeliil
70%-al nétt (19. abra).
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19. abra. Homérséklet hatasa a PEVK peptidek relativ f ' értékére, a hibahatarok a szérast (SD) jelzik.

A fenti abra alapjan kijelenthetd, hogy hdmérseklet fiiggvényében a peptidek relativ

f' paraméterében bekdvetkezd valtozasok nyomvonala eltérd. A rovid peptid esetében
a novekedés a homérséklet ndvelésével egyre kisebb mértékii, mig a hosszabb peptid

adatsora sokkal meredekebb, a novekedés titeme csak 40 °C felett csillapodik.
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4.7. PEVK peptidek molekularis dinamikai szimulacidja

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk 1étezhetnek-e tartosan magasabbrendii szerkezeti
elemek a peptideken beliil, 100 ns idétartamt molekularis dinamikai szimulaciokat
alkalmaztunk. A szimulaciokat Dr. Hetényi Csaba egyiittmiik6d6 partneriink végezte. A
PEVK21 peptid bels6 aminosavai esetében az alkalmazott masodlagos szerkezet
predikcios szerverek mindegyike o-hélix szerkezetet valdszinisitett, mig a PEVKI11
peptid esetén a kilonbozé szerverek helikalis, rendezetlen lanc vagy ezek
kombinacidjanak  lehetSségét  jelezték. Igy a  molekularis  mechanikai
energiaminimalizalashoz és az azt kdvetd egyensulyi allapothoz vezetd folyamat
szimulacidjahoz kiindulasként mindkét peptid esetében a-hélix masodlagos szerkezetet
hasznaltunk. A szimulaciok elsé 10 ns-os id6tartama soran a kezdeti a-hélix strukttra
részlegesen (PEVK21) vagy teljesen (PEVK11) eltiint, mikdzben laza n-hélixek, hajlott

¢és kanyar motivumok jelentek meg (20. abra).
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20. abra. PEVK11 (A) és PEVK21 (B) peptid 100 ns idétartamt molekularis dinamikai szimulacioja. A

szines savok a masodlagos szerkezet aminosav szintii valtozasait mutatjak. A szerkezeti modelleken a

V4
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Az energiaminimalizdlast kdvetden az N-terminalis triptofan és a C-terminalis
ciszteinhez konjugalt IAEDANS aromas oldallanca kozotti tavolsag 2,2 nm-nek adodott
a rovid, illetve 2,9 nm-nek a hosszabb peptid esetében. A PEVK11l végzddéseinek
aromas oldallancai igen gyorsan, mintegy 2 ns alatt kevesebb mint 1 nm-re
megkozelitették egymast (21. abra). A helikalis szerkezet ebben az id6tartomanyban
még stabil volt, majd felbomléasat kovetden koriilbeliil 40 ns-ig egy hajlott konformécio
tartotta fenn az aromas kontaktust. A PEVK21 esetében a szimulacié elsé 20 ns-0s
id6tartamaban a peptidlanc végeinek kezdeti tavolsaga szintén kevesebb, mint 1 nm-re
csokkent és igy is maradt kozel 35 ns-ig (21. abra). Ez a hossza id6tartam mutatja,
hogy a peptidvégek aromas oldallancainak kapcsolata viszonylag stabil lehet.
Megfigyelhetd tovabba, hogy ezen idGszak alatt fennmaradt a kozponti aminosavak
levé tirozin oldallancok is képesek voltak megkozeliteni az TAEDANS-jelolt

ciszteineket, mikozben a terminalis gytiriik tavolsaga koriilbeliil 2 nm volt (20. abra).

PEVK11
3,0 -

2,0

PEVK21

Tavolsag (nm)
o

3,0

2,0 1

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Id6 (ns)

21. abra. A PEVK peptidek terminalis aromas gytiriii kozotti tavolsag valtozasa.
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4.8. A PPAK fragmentum molekularis mechanikaja

A PPAK fragmentum rugalmassagat egy egyedi molekula mechanikai modszer
segitségével, molekularis erdmérd atomerd-mikroszkoppal vizsgaltuk. A méréseket
nativ koriilmények kozott 20 °C-on és 0,2 M s6 koncentracid mellett végeztiik.

Az erOméré atomerd-mikroszkopos kisérletek sordn a vizsgalt molekulat egy
rugalmas lapocska végén levé tiivel mechanikailag nyujtottuk (12. abra). Nyujtas
hatdsara az tlivegfelszin és a tii kozott kifesziild molekuldban rugalmas erd 1ép fel,
melyet a vele egyenstlyban levd rugoélapka meghajlasdnak mérésébdl kapunk meg.
Ismételt huzasi és visszaengedési ciklusokban eré-megnyulds gorbéket gytijtottiink. A
nem-linearis rugalmas er6gorbékre a ,,féregszerii lanc” (WLC) modell egyenletét

illesztettiik (22. A abra).
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22. abra. A PPAK fragmentum eré-megnyulas gorbéje (A). A huzas folyamatat fekete, a visszaengedési
szakaszt piros, a WLC egyenlet illesztését pedig kék gorbe jelzi. A hisztogramok a WLC egyenlet alapjan

szamolt konturhossz- (B) és perzisztenciahossz (C) értékeket mutatjak.
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A huzasi szakaszon igen ritkan flirészfog alaku atmenetek is megjelentek, melyek
belsd szerkezeti atmenettel, vagy tobb megfogott molekula esetén egy-egy molekula
leszakadasaval hozhatok 0Osszefliggésbe. A visszaengedés soran minden esetben
egyensulyi, azaz atmenetekt6l mentes nem-linearis goérbeszakasz volt megfigyelhetd.

A PPAK fragmentum WLC-illesztéssel kapott kontirhossza 81 (+13,3) nm,
perzisztenciahossza 0,68 (+0,27) nm (22. B és C abra). Az altalunk kapott kontirhossz
aranylag jo egyezést mutat a szamitott konturhosszal, ami arra utal, hogy molekularis

mechanikai kisérleteinkben tobbnyire a végiikon fogtuk meg a molekulakat.

4.9. A CDAAM az FH1-FH2 konstrukcioval dsszehasonlitva nagyobb mértékben
gyorsitja az aktin polimerizacidjat

Vizsgalataink soran els6ként annak megallapitasat tiztiik ki célul, hogy a korabban
Gould ¢és munkatarsai altal egér mbDial-en, illetve human DAAMIl-en végzett
megfigyelések érvényesek-e az altalunk vizsgalt Drosophila DAAM esetében is.
Konkrét kérdésiink tehat az volt, hogy az eredendden autoinhibicidos doménként
karakterizalt DAD jelenléte képes-e befolydsolni a fehérje aktinnal kialakitott
kolesonhatésat.

Ehhez a vizsgalathoz els6ként kétféle DAAM konstrukciot hasznaltunk: a korabbi
kutatasainkb6l mar ismert FHI1-FH2-t, illetve a CDAAM-ot. Az aktin
polimerizaciojanak kinetik4jat pirén fluoroforral jeldlt aktin segitségével vizsgaltuk
kihasznéalva annak azt a kordbban emlitett tulajdonsagat, hogy monomer aktinhoz koétve
fluoreszcencia emisszidja alacsonyabb, mint filamentalis aktinhoz kotése esetén. Ez
tehat azt jelenti, hogy a pirén fluoreszcencia emisszi6 mérésével a polimerizacid

folyamata 1d6fliggésben nyomon kdvethetd.
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23. abra. A pirén-jelolt aktin fluoreszcencia emisszidjanak id6beli valtozasa az aktin filamentumok

Osszeszerelédése soran kiilonb6z6 DAAM konstrukceiok jelenlétében, reprezentativ mérési eredmények.

A 23. abran lathato, hogy a polimerizalo so, illetve a konstrukciok hozzaadasanak
hatasara a fluoreszcencia intenzitdas minden esetben elkezd ndovekedni, am kiillonb6zo
sebességgel. Annak érdekében, hogy a novekedés litemét a kiillonbozd mintdk esetében
atlathatobba, illetve szamszerisithetévé tegyiik, a 3.4.1. fejezetben leirt modon
egyenest illesztettiink a gorbék felszallo aganak linearis, 45-55%-os telitési szakaszara

[102]. Ezt kovetden az illesztésbol kapott meredekség-értékeket abrazoltuk a vizsgalt

crer
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24, abra. Az aktin polimerizacid sebessége a DAAM koncentracio fiiggvényében.

A 24. abran jol latszik, hogy a CDAAM konstrukcid képes volt tovabb erdsiteni az
FH1-FH2 aktin polimerizaciot fokozo hatasat. Erdekes modon azonban 6nmagaban sem
a DAD+C, sem pedig a DAD nem befolydsolta az aktin filamentumok
Osszeszerel0dését, az altalunk vizsgalt koncentraciotartomanyban (24. abra). Tovabbi
eredményeink szerint a mutans FHI1-FH2-nek nem volt érdemi hatasa az aktin

polimerizaciojara.

4.10. A CDAAM ¢és FH1-FH2 konstrukciok hatasainak vizsgilata az aktin
polimerizaciojanak egyes szakaszaira.

A DAAM konstruktok aktin polimerizacidjara kifejtett hatdsanak részletesebb
vizsgélata érdekében teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopiai
(TIRFM) vizsgalatokat végeztiink. A korabban ismertetettek szerint, ez a modszer a
teljes belsé visszaverddés soran kialakuld evaneszcens gerjesztd mez6 sajatsagai révén

lehetévé teszi a minta feddlemez kozeli régioinak szelektiv gerjesztését, igy
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fluoreszcens jeloldvel ellatott egyedi aktin filamentumok megfigyelését. Reprezentativ
mikroszkopos felvételeken lathato (25. abra), hogy mind az FH1-FH2, mind pedig a
CDAAM fragmentum jelenléte jelentdsen megndveli az aktin filamentumok szamat a

formint nem tartalmazo kontrollhoz képest.

0,5 uM aktin

10 pm

0,5 uM aktin + 0,5 uM DAAM-FH1-FH2

0,5 uM aktin + 0,5 uM CDAAM

25. abra. Reprezentativ 6sszehasonlitdé TIRF mikroszkopos felvételek. A fels6 abrasor: az aktin spontan

polimerizacidja. K6zépso és als6 abrasor: az aktin polimerizacidja DAAM FH1-FH2 és CDAAM

jelenlétében.

Mindez arra utal, hogy mindkét konstrukt képes a filamentumok nukleéciojat
katalizalni. A filamentumok ndvekedési sebességét az aktin filamentumok hosszanak
id6beli valtozasabol hataroztuk meg a 3.5.1. fejezetben leirtak szerint. Az aktin
filamentumok spontan névekedési sebessége 2,99 (+ 0,12) alegység/s-nak adodott (26.
abra), Osszhangban korabban publikalt irodalmi adatokkal [153]. Az FH1-FH2 és
CDAAM  jelenlétében  mért  elongacios  sebességek 0,30 (+0,08)  és
0,87 (£ 0,59) alegység/s-nak adodtak, azaz mindkét konstrukt gatolja az aktin
monomerek asszociacidjat a szoges végen, azonban a CDAAM gatld hatisa kevésbé
kifejezett. Osszhangban a pirén-aktin alkalmazasan alapuld fluoreszcencia

spektroszkopiai mérésekkel, sem a DAD+C, sem a DAD, illetve a mutaciét hordozé
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26. abra. Az aktin monomerek spontan beépiilési rataja (elsé oszlop), illetve 0,5 uM koncentracioban

hozzaadott GST vagy formin fehérjékkel.

4.11. A DAD, illetve DAD+C konstrukciok kotnek az aktin monomerhez

Ahogyan azt az el6z6 részben emlitettiik, a DAD domén szerepe az aktin kotésében
a polimerizéacios gorbék esetében megkérddjelezhetd, annak ellenére, hogy a CDAAM
konstrukci6 hatasa az aktin polimerizacidjara egyértelmiien sokkal kifejezettebb, mint
az FH1-FH2 konstrukcioé.

Annak megallapitasara, hogy a DAD képes-e az aktin monomer kotésére, steady-
state fluoreszcencia vizsgalatokat végeztiink Alexa 488-jeldlt aktin segitségével. A
modszer 1ényege, hogy a fluorofor anizotropia-értéke megnd abban az esetben, ha a
jelolt molekuldhoz masik fehérje kapcsolodik. Esetiinkben tehat célunk volt annak a
megallapitdsa, hogy megvaltozik-e a jeldlt aktin anizotropia-értéke valamelyik DAD

konstrukcio6 jelenlétében, ami egyértelmiien a kotést igazolna a szamunkra, és ha igen,
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milyen DAD koncentracié esetében, tehat mennyire "erds" a kotés. Noha a

polimerizaciés tesztekben a DAD-nak nem volt hatisa az aktin polimerizacidjara,

szerettilk volna kikiiszobdlni azt, hogy polimerizaci6 miatt kapjunk megnovekedett

anizotropia-értéket. Ennck elkeriilésére mintainkhoz hatszoros molaris feleslegben

latrunculin A-t adtunk, amely meggatolja az aktin polimerizacidjat [169], igy tehat

barmely valtozas kizardlag a monomer-kotést volt hivatott jelezni szamunkra.

Ahogyan az a 27. abran latszik, a jelolt monomer aktinhoz mindkét konstrukcid

képes kotddni, noha teljesen kiillonb6z6 mértékben. A 9. egyenletet felhasznalva

meghataroztuk a két konstrukcié aktinhoz valo affinitasat, amely 0,76 (+ 0,09) uM-nak

adodott DAD+C esetében, mig a C-terminalist nem tartalmazo konstrukcid esetében egy

ennél 1ényegesen gyengébb, 43,44 (+ 1,01) uM affinitas volt mérhetd.
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5. MEGBESZELES

A titin PEVK doménjér6l korabbi munkak alapjan azt gondoltak, hogy nem rendelkezik
magasabbrendli  szerkezettel = ¢és  rendezetlen,  folyamatosan  Kitekeredett
polipeptidlancként viselkedik [15, 17, 137]. A PEVK mechanikai ergvalaszat a WLC
modellel irtak le [135], amely feltételezi, hogy a lanc kiilonb6zé szegmensei nem
hatnak koélcson egymassal és a perzisztenciahossz (a lanc hajlitomerevségének mértéke)
a polimer mentén alland6. Tovabbi tanulmanyok ugyanakkor arra utaltak, hogy
masodlagos szerkezeti elemek is jelen lehetnek a PEVK-n beliil [82, 83], valamint hogy
e régid rugalmassaga nem magyarazhato kizarolag entropikus mechanizmusokkal [137].

Hogy megvizsgaljuk, valoban alkalmazhat6-e az idedlis polimerlanc modellje rovid
PEVK szakaszokra, a PEVK N-terminalis harmadabol (m. soleus izoforma) egy 11 és
egy 21 aminosav hosszusagu peptidet allitottunk el6 szilardfazisu szintézis segitségével.
A peptidek N-terminalisukon egy, a nativ PEVK szekvenciaban is jelenlévé triptofan
aminosavat mint donort, C-terminalisukon pedig egy IAEDANS fluorofort tartalmaztak,
mint akceptort. A PEVKI11 peptid szekvencia alapjan szamolt konturhossza 4,18 nm, a
PEVK21 konttrhossza pedig 7,98 nm, igy — mivel a FRET technika 2-10 nm-es donor-
akceptor tavolsagtartomanyban hasznalhaté — mindkét peptid vizsgalhat6 fluoreszcencia
energia transzfer segitségével. A kisérletek soran a triptofan és az IAEDANS ko6zott
lejatszodo energiatranszfer hatasfokat mértiik steady-state fluoreszcencia spektroszkdopia
segitségével. A transzfer hatasfokot a steady-state FRET méréseket kovetden
1dokorrelalt egy-foton szdmléalasos (TCSPC) fluorimetria segitségével is meghataroztuk.
A két eltéré mérési modszerrel kapott hatasfok értékek megkozelitdleg azonosak voltak
(2. tablazat), ami megerésitette a steady-state mérések érvényességét.

A mért FRET hatasfok értékek alapjan meghataroztuk a peptidek vég-vég
tavolsagat. Ennek birtokaban és a 14. egyenlet felhasznalasaval kiszamitottuk a
peptidek latszolagos perzisztenciahosszat, feltételezve, hogy a WLC modellnek
megfelelden ideélis polimerldncként viselkednek. A nativ koriilmények kozott szamolt
latszolagos perzisztenciahossz  érték 0,63 (£0,01) nm volt a PEVKII1, és
0,48 (+0,02) nm a PEVK21 esetében. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezeket a
perzisztenciahossz (L) értékeket a WLC modellre alapozva kaptuk, amely feltételezi,
hogy a peptidek rendezetlen szerkezettel birnak. Nagyobb méretii PEVK szegmensekrol

irt kordbbi nanomechanikai értekezésekben beszamoltak arr6l, hogy a
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perzisztenciahossz értéke igen széles tartomanyban valtozhat. A konstitutivan
kifejez6d6 PEVK régiok esetében 0,4 és 2,5 nm kozotti [81], valamint 0,1 és 2,5 nm
kozé es6 perzisztenciahosszakat mértek [141]. Az értékek széles tartomanyat az els6
esetben a lancon beliili prolin aminosavak kiilonb6z6 fokt izomerizacids allapotanak,
mig az utdbbi esetben a manipuladlt molekuldk valtozd szamanak tulajdonitjdk (az
egyedi molekuldkra vonatkozo L, atlagértéke: 1,4 nm).

Mas munkakban a PEVK régiot rekombinans DNS technikékkal felosztottak és az
egyes szakaszok elasztikus tulajdonsagait kiilon vizsgaltak. Sarkar és munkatérsai arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a kiillonbozé PEVK exonokbdl kifejezett szegmensek
hasonl6 atlagos perzisztenciahosszal rendelkeznek [170]. Ezzel ellentétben, a human
m. soleus izoforma PEVK doménjének els6, masodik ¢és harmadik harmadanak
perzisztenciahossza kiilénb6z6 volt, és 0,7 és 1,4 nm kozott valtozott. Munkacsoportunk
egy korabbi tanulmanya szerint ez utobbi variabilitas allhat a PEVK régi6 hierarchikus,
teleszkopszerii viselkedésének hatterében [171]. A PEVK peptidek altalunk mért
hasonloak a teljesen kitekeredett polipeptidlancok esetén mért értékekhez (L, = 0,4-
0,44 nm [23, 172, 173]). A PEVK21 peptid alacsonyabb L, értéke arra utal, hogy
létezhetnek olyan tényezOk, melyek hangoljak a peptid rugalmassagat és ezaltal a
latszolagos perzisztenciahossz csokkenését eredményezik. A két peptid jelentdsen eltérd
L, értéke azt jelzi, hogy nem tekinthetok idealis polimerlancnak, igy valosziniileg a
WLC modell feltételei sem érvényesek esetiikben. Mindez arra utal, hogy az altalunk
vizsgalt PEVK peptidekben a konformacios variabilitdsok (eltérd perzisztenciahosszak)
és/vagy peptidlancon beliili kdlcsonhatasok is jelen lehetnek.

A kémiai denaturacié soran fokozatosan, de némileg eltérd utvonal mentén
csokkent a peptidek FRET hatasfoka (16. abra). A PEVK21 esetében a FRET hatasfok
esése a 2-4 M denaturans koncentracidtartomanyban valt meredekké. A hatasfokok
fokozatos csokkenését a lanc vég-vég tavolsaganak novekedése okozza, melyet
feltehetéen a lancroviditd, molekulan beliilli kolcsonhatdsok felbomlasa indukal. E
folyamat hatterében a lanc hidrofob kolcsonhatasainak gyengiilése allhat [174]. Mivel
mindkét peptid megkdzelitdleg 40%-ban tartalmaz hidrofob oldallancii aminosavakat,
igy valoban lehetséges, hogy belsdé hidrofob kdlcsonhatasok stabilizaljak a szerkezetet,
a lanc rovidilését eredményezve. Kémiai denaturacid hatasara ezek a hidrofob

kolesonhatasok meggyengiilnek és a peptidek vég-vég tdvolsdga megnd.
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A fentick alapjan a PEVK21 peptid 2-4 M GuHCIl koncentracidtartomanyban
megfigyelhetd 1épcsészerti FRET hatasfok valtozasat egy stabilabb térszerkezeti allapot
felbomlasa okozhatja. Nativ koriilmények kozott a triptofant tartalmazo fehérjék
emisszidés maximumaénak értéke 308 és 355 nm kozott valtozhat [175]. Erdekes modon
GUHCI hozzaadasaval a triptofan emisszids spektrumaban kismértékii kék-eltolodast
észleltiink, amely arra utal, hogy az aminosav lokalis kornyezete apolarisabba valt. igy
elképzelhetd, hogy a triptofan oldallanc arnyékolni képes a GuHCI hatdsara szabadda
valo bels6 hidrofob aminosav oldallancokat.

Az eddigiekhez hasonld méréseket novekvd koncentracioju  KCl oldat
alkalmazasaval is elvégeztiik. Eredményeink alapjan a névekvo ionerdsség hatasara a
FRET hatasfok megnétt (18. abra), ami megfelel a peptidek vég-vég tavolsag
csokkenésének. A PEVKI11 esetében a hatasfok valtozasa tobbé-kevésbé monoton, a
PEVK21-nél  viszont  kétfazisi  és  hangstlyozottabb: a  0,2-1 M KCI
koncentraciotartomanyban egy meredek novekedés figyelhetd meg, majd az ionerodt
tovabb ndvelve kisebb 1épésekben €s fokozatosan torténnek a valtozasok.

A jelenség értelmezésében valoszinlileg az elektrosztatikus arnyékolds és a
hidrofobicitas szerepe emelheté ki. Mindkét peptid szekvenciajaban a glutaminsavak
adjak a toltott aminosavak tobbségét. Igy az elektrosztatikus arnyékolas gyengitheti az
intramolekularis taszitas hatasat, és a peptidlanc rovidiilését eredményezheti. Zangi és
munkatarsai beszamoltak arrol, hogy az ionerdsség novelésével felerésdodnek a hidrofob
kolcsonhatasok [176], amelyek szintén a lanc kontrakcidjat okozzak. A PEVK21 peptid
esetében lathatd kétfazist FRET hatasfok novekedés arra utal, hogy ezen peptid
szerkezete stabilabb, mint a PEVK11 peptidé. Megfigyeléseink &sszhangban vannak
korabbi mérési eredményekkel, melyekben az ioner6sség csokkentése novelte az
izomrostok titin-alapti merevségét [137], illetve a human fetalis titin PEVK domén
perzisztenciahosszat [177]. Ily mddon, az ionerésség valtozasa finomhangolhatja az
izom viszkoelasztikus viselkedését, mivel hatassal van a PEVK domén intramolekularis
kolecsonhatésaira.

Tovéabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a kalcium szint valtozasa hatassal

crcr

crer

fokozatosan emeltiik (adatok nincsenek feltiintetve). Meglepd modon eredményeink

arra utalnak, hogy a kalcium szerepe elhanyagolhatd6 a vizsgalt PEVK peptidek
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régié polyE motivumdarabjairdl irt munkajukban beszamoltak arr6l, hogy a kalcium
hatasara bekovetkez6 szerkezeti modosulasok csokkentik a polyE fragmentumok
hajlitomerevségét [178]. Fontos azonban megjegyezni, hogy az altaluk vizsgalt
legrovidebb fragmentum hossza is meghaladta a 100 nm-t, azaz tobb mint egy
nagysagrenddel nagyobb a jelen dolgozatban szerepld PEVK peptidek hosszanal. Az
altalunk vizsgalt peptidek esetén a kalcium hatasa feltételezhetden azért elhanyagolhato,
mert a PEVK szerkezetére gyakorolt kalciumfiiggd hatdsok csak hosszabb lancok esetén
nyilvanulnak meg.

Homérsékletfiiggd méréseinkben a hémérséklet novelésével a normalt FRET
hatasfok értéke (relativ f') mindkét peptid esetében nétt, jollehet az adatsorok eltérd
lefutastiak voltak (19. abra). A PEVK11 esetén a valtozasok kismértékiiek és az adatsor
alakja ellaposodo. Ezzel szemben a PEVK21 adatsora kétfazisa: a 10-40°C
tartomdnyban a relativ f' értéke egyre meredekebben nétt, végiil a hdmérséklet tovabbi
emelésére a novekedés iiteme csokkent. Korabbi elméleti [156] és kisérletes
vizsgalatokban [179] beszamoltak arr6l, hogy a relativ f’' paraméter érzékeny a fehérje
lokalis konforméciojaban ¢és a fehérjematrix rugalmassagidban bekovetkezd
valtozasokra. A homérséklet novelésével konformacios fluktuaciok valthatok ki,
melyekkel perturbalni lehet a fehérjék szerkezetét. A hémérséklet fiiggvényében
monoton ndvekvo relativ f' paraméter a fehérjematrix flexibilitasat jellemzi: minél
nagyobb a meredekség, annal rugalmasabb a matrix [156, 179].

A hosszabb peptid relativ f’' paraméterének homérséklet fiiggvényében kapott
nagyobb altalanos meredeksége jelzi, hogy a PEVK21 altalanos peptidmatrix
rugalmassaga nagyobb, mint a PEVK11 esetében. Megfigyelésiink dsszhangban van a
peptidek nativ koriilmények esetén szdmolt latszolagos perzisztenciahosszaval. A
PEVK21 0,48 (£0,02) nm-es perzisztenciahossz értékébol flexibilisebb  (kisebb
hajlitomerevségii) peptidlancra kovetkeztethetiink, mint a PEVK11 esetében, melynek
latszolagos perzisztenciahossza 0,63 (£0,01) nm-nek adodott. Az altalanos lefutdson
feliil a peptidek relativ f' gorbéin kiillonbozé meredekség figyelhetdé meg az egyes
szakaszok, homérséklettartomanyok esetén. Az adatsorok meredekségének hatarozott
valtozasat leggyakrabban a konformacios allapot megvaltozasaval magyarazzak [179].
Mivel a PEVK peptidek esetén ezek nem egy adott hdmérsékletnél megfigyelhetd

hatérozott valtozasokat jelentenek, a hatds kézenfekvd magyarazata az lehet, hogy a
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peptidek tobb, egymastol alacsony energiagatakkal elvalasztott konformacios allapoton
haladnak 4t a hdmérséklet emelése soran. A homérséklet hatasa kifejezettebb a PEVK21
peptid esetében, ahol a relativ f’ paraméter hémérsékletfiiggése meredekebb és
kétfazisu. Homérsékletfliiggd vizsgalataink eredménye alapjan tehat Ggy tiinik, hogy a
PEVK?21 szerkezete stabilabb a révid peptidéhez hasonlitva.

A PEVK peptideken végrehajtott molekularis dinamikai szimulaciok azt mutattak,
hogy a PEVK21 peptidlancanak magja laza helikalis szerkezetli, mig a PEVKI11 jol
meghatarozhat6 masodlagos szerkezetek kozott fluktual (20. abra.). Eredményeinkkel
0sszhangban, Duan és munkatarsai szintén magas a-helikalis tartalmat valoszintisitettek
PEVK peptidekre (az altaluk vizsgalt E115-6s peptid C-terminalisa az utolsé aminosav
kivételével megegyezik a PEVK21-el), jollehet ezeket a predikciokat nem tamasztottdk
ala cirkularis dikroizmuson alapuld méréseik [180]. Szimulacioink a PEVK21 esetében
egy megkozelitéleg két fordulat hosszsagi o-helikalis szegmenst mutattak ki,
amelynek jelenléte hatdssal lehet a peptid konturhosszdra is. Ha a hét aminosav
hosszusagu rendezetlen szerkezetii (kitekeredett) szakasz kontarhosszat (7 x 0,38 nm =
2,66 nm), egy két fordulatos hélix tengelymenti hosszaval (2 x 0,54 nm = 1,08 nm)
helyettesitjiik, a PEVK21 szekvencia alapjan szamolt konturhossza 7,98 nm-ré6l 6,4 nm-
re csokken, latszolagos perzisztenciahossza pedig 0,48 nm-rél 0,62 nm-re nd. A
peptidlancok rovidiilésében a terminalis aromas oldallancoknak is szerepe lehet, mivel
kapcsolatuk viszonylag hosszan fennmaradt.

Erémérd atomerd-mikroszkopos méréseink sordn egy 224 aminosav hosszisagi
PEVK szakaszt, a PPAK fragmentumot vizsgaltuk. A fragmentum er6-megnyulas
gorbéire a ,,féregszerii lanc” (WLC) modell egyenletét illesztettiik. Bar a 11 illetve 21
aminosav hosszisagu peptidek esetén a FRET modszerrel kapott eredmények arra
utaltak, hogy azok viselkedése eltér a WLC modell alapjan varttol, az AFM segitségével
kapott er6-megnyulds gorbéken nem voltak megfigyelhetok szerkezeti atmenetekre
utalo jelek, és a gorbe sem tért el Iényegesen a WLC egyenlettel illeszthetd alaktol.
Ennek oka az lehet, hogy az atomerd-mikroszkép, a rugolapka viszonylag nagy
rugdallanddja miatt valdsziniileg nem érzékeny a finom, tobb kisebb l1épésben lezajlo
szerkezeti atmenetekre. A nativ koriilmények kozott elvégzett kisérleteink alapjan a
fragmentum perzisztenciahossza 0,68 (£0,27) nm-nek adodott (22. ¢ abra). Ez az érték

Osszemérhet6é a PEVK11 peptid hasonld koriilmények kozott kivitelezett FRET mérései
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soran kapott 0,63 (+£0,01) nm-es latszolagos perzisztenciahosszaval, viszont meghaladja
a PEVK21 0,48 (£0,02) nm-es értékét.

Elképzelhetd, hogy a PEVK rendezetlen szerkezetii, illetve szerkezet nélkiili
egysége mintegy 10 aminosav hossziisagu, mindazonaltal, dtmeneti kolcsonhatasok,
példaul elektrosztatikus vagy hidrofob kolcsonhatasok megjelenhetnek hosszabb
szakaszokban. Ilyen gyenge kolcsonhatasok a PEVK rugalmassagahoz entalpikus
komponensek formajaban jarulhatnak hozza, amelyet Linke és munkatdrsai korabban
felvetettek [137]. Figyelembe véve, hogy ezen kolcsonhatasok mértékét kiilso, példaul
az olddszer altal meghatarozott tényezok befolydsoljak, ez lehetdséget teremt a titin
latszolagos rugalmassaganak dinamikus modositasara, akar gyors kornyezeti valtozasok
hatasara. A két altalunk hasznalt peptid a polyE szekvenciamotivumok csoportjahoz
tartozik, amelyek a PEVK szekvencidjanak csak kisebb héanyadat alkotjak.
Mindazonaltal, mivel nincs 1ényeges kiilonbség az altalunk vizsgalt peptidek és a PEVK
altalanos aminosav Osszetétele kozott, 1évén hogy mindkettd tartalmaz aminosavakat,
amelyek részt vehetnek elektrosztatikus vagy hidroféob kolesonhatdsokban,
lehetségesnek tartjuk, hogy eredményeink extrapolalhatoak mas PEVK fragmentumokra
vagy akar a teljes PEVK szakaszra is.

A DAAM formin konstrukciokkal végzett aktin polimerizacios tesztek soran
egyenest illesztettiink a gorbék felszallo aganak linearis, 45-55%-os telitési szakaszara.
Az illesztés meredekségébdl a kovetkezd kovetkeztetéseket vonhatjuk le a
filamentumok Osszeszerel6désére vonatkozoan. Megfigyeltiik egyrészt, hogy a DAAM
C-termindlis szakaszai Onmagukban nem képesek az aktin filamentumok
Osszeszerelddését eldsegiteni, azonban az FH2 aktinnal kialakitott kolcsonhatdsat
befolyasoljak olyan modon, hogy az FH2 domén aktivitasat fokozzak (24. abra). A
CDAAM konstrukcidval végzett polimerizacios tesztjeink ugyanis azt mutattak, hogy
ha megjelenik az aktin monomert kot (am 6nmagéban nem nuklealé) DAD szakasz a
molekulan beliil, a fehérje aktin polimerizaciojat fokozo hatasa jelentésen megnd. Mivel
a két konstrukt kozott csupan a C-termindlis DAD+C régio jelenlétének koszonhetd az
eltérés, eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a szakasz
befolyasolja az FH2 domén aktinnal kialakitott kolcsonhatasat, 6sszhangban korabbi
irodalmi adatokkal [129]. Megallapithato, hogy a Drosophila DAAM esetében is, mint
mas forminok vonatkozé régioirdl korabban lejegyzett, polimerizaciot eldsegito ,,extra”

hatas igazolast nyert. A DAD+C régid ezen szerepének in vivo fizioldgiai relevanciaja,
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valamint pontos molekularis alapjai még nem ismertek, ezek felderitése
kutatocsoportunk jelenlegi vizsgalatainak az alapjat képezi.

Xu ¢és munkatarsai az ¢leszté Bnil forminjar6l irt korabbi munkéjukban
beszamoltak egy nukleaciot gatlo mutaciorol az FH2 doménben [101]. Hasonlé hatasrol
szamoltak be egylittm{ikodd partnereink az ecetmuslica DAAM FH2 doménjében
létrehozott analdog pontmutacié alkalmazasaval [60]. Polimerizacids tesztjeink soran
megfigyeltiik, hogy ennek a mutans FHI-FH2 konstruktnak nincs hatdsa az aktin
polimerizacidjara (24. abra). Igy a korabban in vivo megfigyelt, az FH2 domén
nukleald hatasat eltorlé mutacioé szerepe in vitro is beigazolodott. Tehat ez a konstrukcio
kivaloan alkalmas arra, hogy jovobeli munkéank soran az FH2-n kiviili régiokat az FH2
domén "zavard" hatdsa nélkiil tanulményozhassuk.

Mint azt mar kordbban emlitettiik, fluoreszcencia spektroszkdpiai eredményeink
arra utalnak, hogy a DAAM formin C-terminalis régioja fontos szerepet jatszik az aktin-
formin kolcsonhatas kialakitasaban, viszont a pirén jelolt aktin polimerizacidjanak
sebessége nem valtozott a DAD konstrukt jelenlétében. Mindamellett a DAD-ot és
FH2-t is tartalmazo6 konstrukcio jelentds mértékben gyorsitotta a polimerizaciot. Mivel a
fluorimetrids modszerek alkalmazéasaval nehézkes az egyedi molekuldk kinetikdjanak
vizsgélata, TIRF mikroszkdpos mérési modszert alkalmaztunk annak eldontésére, hogy
a polimerizacié mely (nukleédcios illetve elongacids) szakaszara milyen mértékben
hatnak a fent emlitett fehérjék.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a DAAM DAD-+C/DAD doménjeinek
onmagukban nincsen hatdsuk az elongéciora, tehdt az aktin monomert kotd
tulajdonsdguk nem befolyasolja a polimerizdcid ezen szakaszat. A korabban az
irodalomban mar leirt megfigyelés, miszerint az FH2 domén sapkafehérjeként miikodik
[101], igazolast nyert (25. abra). Az elongaciés sebességek ismeretében viszont azt is
megallapithatjuk, hogy a DAD-ot és FH2-t is tartalmaz6 CDAAM konstrukcid kisebb
mértékben gatolja a hossznovekedést, mint az FH2-t tartalmazé (26. abra). Ezzel
igazolast nyerhet az a feltételezés, hogy a DAD domén fizioldgids funkcidjanak
betoltéséhez elengedhetetlen az FH2 domén jelenléte, az azzal vald akar direkt, akar
indirekt kolcsonhatas miatt. Igaz lehet mindez annak fényében is, hogy a DAD domén-
aktin monomer kotddés az FH2 domén nélkiil is 1étrejohet.

A DAAM formin konstrukciokkal elvégzett steady-state fluoreszcencia anizotropia
mérések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Drosophila DAAM autoinhibicios

doménje képes az aktin monomert megkotni, am a kotés erdssége szempontjabol
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meghatdroz6 az a par aminosav, amely a kifejezetten DAD doménnek nevezett
szakasztol C-terminalis iranyban helyezkedik el (27. abra). Ezen par aminosav jelenléte
mintegy Otvenszeresére ndvelheti a DAD domén aktin monomerez valé affinitasat. Ez
annak fényében kiilonosen érdekes, hogy az elsOként ebben a témaban publikalt
eredmények (egy ugyancsak Diaphanous tipust formin esetében) arra utaltak, hogy a
DAD doménen kiviili, egészen pontosan az attdl C-termindlisan elhelyezkedd
aminosavaknak nincsen hatasuk a DAD aktin-kotésére [129]. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az egyes formin csaladok tagjai kozott a domének szintjén is
fennallhat funkcionalis kiilonbség.

Kisérleteink igy a forminok C-termindlis szakaszanak egy eddig nem ismert
tulajdonsagéra deritettek fényt. Ha emellé¢ hozzétessziik, hogy az idézett munkéban a
DAD domén hatassal volt az aktin polimerizacidjara, felmeriil a kérdés, hogy a két
beliil a DAD szerepe eltéré-e?

Ez, a formin csalddok aktinra kifejtett hatasa kozotti aprd kiilonbség, illetve
miikodésbeli kiilonbozdség szolgalhat talan magyardzatul arra, hogy miért 1étezik olyan
sokféle formin fehérje, és mi lehet az indoka azok szovetspecifikus lokalizaciojanak és

funkcidjanak.
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6. OSSZEFOGLALAS

crcr

vizsgaltuk 11- illetve 21 aminosav hosszusagu szintetikus PEVK peptidek és egy 224

aminosav hosszsagi PPAK fragmentum felhasznalasaval.

A peptideken végzett fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer mérések
segitségével meghataroztuk azok vég-vég tavolsagat (R). Fiziologiashoz kozeli
koriilmények kozott a PEVKI1 illetve PEVK21 peptidek R értékei 2,12 (+0,01)
illetve 2,69 (+0,05) nm voltak.

A L féregszerli lanc” (WLC) modellre alapozva kiszamoltuk a peptidlanc
hajlitomerevségét jellemzé latszolagos perzisztenciahosszakat (Lp), melyek nativ
koriilmények kozott 0,63 (PEVKII1) és 0,48 (PEVK21) nm-nek adddtak. A két
peptid jelentdsen eltérd L, értéke a perzisztenciahossz ldnc menti véltozasaival
¢s/vagy a peptidlancon beliili kdlcsonhatasok jelenlétével magyarazhato, és azt
jelzi, hogy nem tekinthetok idealis polimerlancnak, igy a WLC modell
valdsziniileg nem érvényes az esetiikben.

Kémiai denaturdcié sordn a peptidek vég-vég tavolsiga megnétt, ami a
peptidlancon beliili hidrofob kdlcsonhatasok 1étére illetve meggyengiilésére utal.
Az ionerdsség novelésével a vég-vég tavolsagok csokkenését tapasztaltuk.
Ennek lehetséges magyardzata, hogy az elektrosztatikus drnyékolas gyengitheti a
peptideken beliili, lancmerevitd hatdsu intramolekularis taszitas hatasat.

A kalciumnak a PEVK szerkezetére gyakorolt hatasa elhanyagolhato volt.
Hoémérsekletfiiggd méréseink alapjan a relativ f' paraméterének hdmérséklet
fliggvényében kapott nagyobb altalanos meredeksége azt jelzi, hogy a PEVK21
esetében a peptidmatrix rugalmassaga nagyobb, mint a PEVK11 esetében.

A peptideken végrehajtott molekularis dinamikai szimulaciok a PEVK21
szerkezetében egy megkozelitoleg két fordulat hosszsagh o-helikalis szegmenst
valoszintisitettek, mig a PEVKI11 jol meghatarozhat6 masodlagos szerkezetek
kozott fluktualt.

Az eréméré atomer6-mikroszkopos méréseink soran a PPAK fragmentum
perzisztenciahossza 0,68 (+0,27) nm-nek adodott, amely Gsszemérheté a FRET

mérési modszerek segitségével kapott perzisztenciahossz értékekkel.
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crer

az aktin filamentalis rendszer szervezésében betoltott szerepét vizsgaltam.

A polimerizacios tesztek soran a CDAAM Kkonstrukt az FH1-FH2-vel
Osszehasonlitva fokozottabban gyorsitotta az aktin polimerizéaciojat.

Az FH2 domén nukleacios aktivitasat megsziintette az 1732A mutacio, igazolva
a korabbi in vivo megfigyeléseket.

A teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopos kisérletek
alapjan a DAAM DAD doménje 6nmagaban nem volt hatassal az elongaciora,
viszont az is megallapithatd, hogy a CDAAM kisebb mértékben gatolja a
hossznovekedést, mint az FH1-FH2 konstrukcio.

A DAD/DAD+C konstrukciok a polimerizacids kinetikara nem voltak hatassal,
azonban anizotropia értékeik megnévekedése arra utal, hogy képesek az aktin
monomerek kotésére.

A DAD+C konstrukcié esetében a C-termindlis iranyban elhelyezkedd

aminosavaknak jelentés szerepe van az aktin monomerek kotésében.
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