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ADF:  aktin depolimerizáló faktor 

ADP:  adenozin difoszfát 

Arp2/3:  actin-related protein 2/3 

ATP:  adenozin-trifoszfát 

ATPáz:  adenozin trifoszfatáz 

BCA:  bicinchoninsav, koncentráció meghatározási módszer egyik alapja 

Ca2+-G-aktin:  kálcium iont kötő monomer aktin 

cDNS:  komplementer dezoxiribonukleinsav, mRNS-ről átírt DNS szál 

DMSO:  dimetil-szulfoxid 

DNáz:  dezoxiribonukleáz 

DTT:  DL-Dithiothreitol 

EDTA:  etilén-diamin-tetraacetát 

EGTA:  etilén-glikol-bisz (β-aminoetil-éter)- N,N,N’,N’-tetraecetsav  

EDC:  etilkarbodiimid hidroklorid 

F-aktin:  filamentális aktin 

G-aktin:  globuláris monomer aktin 

HEPES:  4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etánszulfonsav 

His-tag:  polihisztidin régió 

IPTG:  Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside magyar helyesírás 

KD:  disszociációs egyensúlyi állandó 

𝑘+:  adott végre jellemző asszociációs sebességi állandó 

𝑘−:  adott végre jellemző disszociációs sebességi állandó 

kd:  disszociációs sebességi állandó 

ka:  asszociációs sebességi állandó 

MEA:  β-merkaptoetanol 

Mg2+:  magnézium ion 

MgCl2:  magnézium klorid 

Mg-G-aktin:  magnézium iont kötő monomer aktin 

RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
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mRNS:  hírvívő ribonukleinsav 

NaH2PO4:  nátrium-dihidrogén-foszfát 

NaN3:  nátrium azid 

NHS:  N-hidroxiszukcinimid 

N-VASP:  neurális Wiskott-Aldrich szindróma fehérje 

OD600:  600nm-en mért optikai denzitás 

PAGE:  poliakrilamid gélelektroforézis 

PCR:  polimeráz láncreakció 

Pi:  szervetlen foszfát 

pirén:  N-(1-pirén)-jodoacetamid, fluorofór jelölő 

pirén-aktin:  pirén fluorofórral jelölt aktin 

PMSF:  fenil-metil-szulfonil-fluorid 

S:  tropomiozin és aktin aránya a pelletben 

SDS:  nátrium-dodecilszulfát 

SPR:  „Surface Plasmon Resonance” Felületi plazmon rezonancia 

skTM:  vázizom tropomiozin 

Smax:  tropomiozin és aktin arány maximális értéke telítési koncentrációban 

Tpm:  tropomiozin 

VCA: verpolin homológia, Arp2/3 komplexet aktiváló domén 

WASP:  Wiscott-Aldrich szindróma fehérje 

WAVE:  WASP család verpolin-homológia fehérje 

WH2:  Wiskott-Aldrich szindróma fehérje homológia 2 
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I. 1. CITOSZKELETÁLIS RENDSZER 

Az élő sejtek felépítésében részt vevő molekulák többnyire jellegzetes, 

szupramolekuláris szerkezetekbe szerveződnek. Ilyen például a fehérje alegységekből 

felépülő citoszkeleton. Ez az eukarióta sejtek citoplazmájában előforduló fehérjerendszer 

meghatározza a sejtek alakját és mozgását. A citoszkeleton szerveződése és 

kölcsönhatásai valamennyi eukarióta sejtben megtalálhatóak. Az eukarióta sejtek 

dinamikus fehérjevázrendszere specifikus fehérjepolimer filamentumokból felépülő 

rugalmas objektum, melynek fizikai tulajdonságai fontos szerepet játszanak a különböző 

mozgásformákban.  

A citoszkeletális polimerek alegységeit nem kovalens, hanem másodlagos kötések 

kapcsolják össze, így a rendszer dinamikus, vagyis a felépülés és leépülés folyamatai 

állandóan jelen vannak. Az ellentétes irányú folyamatok aktuális sebességét a környezeti 

tényezők, mint a szabad filamentumvégek száma, asszociált fehérjék jelenléte és számos 

egyéb körülmény (pl.: pH, hőmérséklet, stb.) befolyásolja. A citoszkeleton 3 fő 

filamentális rendszerből, illetve a hozzájuk kötődő fehérjékből áll. Ez alapján 

megkülönböztetünk mikrofilamentumokat, intermedier filamentumokat és 

mikrotubulusokat. A mikrofilamentumokat aktinból felépülő fonalak és a hozzájuk 

kötődő fehérjék alkotják. A mikrotubulusok merev polimerláncok, melyek eukarióta 

sejtekben tubulinból és a kapcsolódó fehérjékből épülnek fel, és különösen nagy 

mennyiségben találhatók az idegsejtekben. Az intermedier filamentumok mechanikailag 

igen ellenállóak, és fontos szerepet játszanak a szöveti integritás fenntartásában. 

Szemiflexibilis polimereknek tekinthetőek, melyek csekély polimerizációs-

depolimerizációs dinamizmust mutatnak (Bugyi et al. 2008; Vartiainen 2008). 

 

I. 2. AKTIN 

I. 2.1. AKTIN MOLEKULA SZERKEZETE 

Az aktin az eukarióta sejtekben legnagyobb mennyiségben előforduló fehérje. 

1942-ben Straub F. Brúnó magyar kutató és munkatársai fedezték fel nyúl vázizom 

 I. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
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preparálása során. Később Straubnak sikerült a preparálást tökéletesíteni: acetonnal 

tisztította meg az aktomiozin komplexet. Az aktin izolálásának alapját napjainkban is ez 

a módszer képezi (Straub 1942).  

A mikrofilamentumot alapvetően aktin alkotja, amelynek feladata a sejtek 

alakjának és mozgásának meghatározása, de szerepet játszik a sejten belüli 

transzportfolyamatokban, sejtmozgásokban, endo- és exocitózisban, fagocitózisban, és 

citokinézisben (Chowdhury, Popoff, and Zorec 2000; Pollard and Cooper 1986). A 

sejtmozgások közül fontos szerepe van a lamellipodium, filopodium képzésben, továbbá 

az intracelluláris folyamatok közül egyes vezikulumok mozgatásáért felelős (Pollard 

1995; Pollard, Blanchoin, and Mullins 2000; Pollard and Borisy 2003). Az aktin 

megtalálható a sejtmagban is, ahol a transzkripcióban és a jelátvitelben játszik szerepet 

(Castano et al. 2010; Grzanka, Grzanka, and Orlikowska 2004). Az aktin szerkezeti 

elemei főként β-lemez és β-kanyar struktúrák, továbbá a fehérje 40%-a tartalmaz α-

hélixet.   

Az aktin monomer 375 aminosavból felépülő, 42,3kDa molekulatömegű globuláris 

fehérje (Elzinga et al. 1973), amely szerkezetileg két doménre és doménenként két-két 

szubdoménre osztható. A két domén között található hasadékban pedig kation- és 

nukleotid-kötő helyek vannak (Kabsch et al. 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. ábra: Aktin monomer szerkezete (Wear and Cooper 2004) 

. 
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A két domén mérete és tömege is eltérő. Az 1-es és 2-es szubdomént együtt kis, a 

3-as és 4-es szubdomént nagy doménnek nevezzük. A domének összekapcsolódási helyén 

un. csuklópánt vagy „hinge” régió található, amely lehetővé teszi a két domén 

helyzetének változtatását. A molekula ezáltal tud nyitott és zárt szerkezetet felvenni, a 

kötött nukleotidtól függően. A kötött kétértékű kation a Mg2+-ion vagy Ca2+-ion lehet 

(Estes et al. 1992), amely a nukleotiddal együtt kötődik az aktinhoz. In vivo körülmények 

között a Mg2+-ion a domináns, de laboratóriumi körülmények között Ca2+-ionnal telítve 

állítják elő az aktint, mert az stabilizálja a fehérjét. A nukleotid-kötő helyhez ATP, vagy 

annak hidrolízisével keletkező ADP+Pi, illetve ADP kötődhet. A monomer aktin ATP 

jelenlétében tovább képes funkcionalitását megőrizni, mint az ADP-t kötő vagy 

nukleotid-mentes aktin, mely utóbbi hamar denaturálódik.  

 

I. 2.2. AKTIN FILAMENTUM 

Az ATP-t kötő monomer aktin molekulák összekapcsolódhatnak és filamentumot 

formálhatnak. A filamentum szerkezetét és kialakulását illetően több elmélet keletkezett, 

melyek közös eleme a 12nm széles kettős hélix szerkezet (Milligan, Whittaker, and Safer 

1990). Az első elmélet szerint a filamentum egy balmenetes hélix, ahol a periódus 

2,75nm, és monomerenként 166°-os szögelfordulást feltételez (Moore, Huxley, and 

DeRosier 1970). A másik elmélet szerint az aktin filamentum felfogható két 

protofilamentum összekapcsolódásából származó jobbmenetes alfa-hélixnek, ahol 13 

monomer adja a 72nm-es menetemelkedés periódusát (Holmes et al. 1990).  

 

2. ábra: Aktin filamentum. Az egyes monomereket különböző színek jelölik 

(Protein Data Bank: 3G37-es kód) 
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A fizikai-kémiai körülmények meghatározzák a monomerek beépülési sebességét, 

vagyis asszociációs sebességi állandóját, és a monomerek leválási sebességét, vagyis 

disszociációs sebességi állandóját. Ahogy növekszik a filamentum, a szabad monomerek 

felhasználódnak és csökken a szabad monomerek koncentrációja a filamentum vég 

környezetében, amíg el nem ér egy konstans értéket. Ebben a koncentrációban a 

monomerek beépülési sebessége megegyezik a leválási sebességükkel. Ezt nevezzük 

kritikus koncentrációnak (𝐶𝑘), ami kiszámolható az alábbi egyenlettel:  

𝐶𝑘 =
𝑘𝑑
𝑘𝑎

=
1

𝐾
 

𝑘𝑎: monomerek asszociációs sebességi állandója 

𝑘𝑑: monomerek disszociációs sebességi állandója 

𝐾: egyensúlyi állandó 

A filamentum szerkezeti polarizáltsága miatt azonban a kritikus koncentráció a két 

végen nem egyforma, a “mínusz” (hegyes) végen nagyobb, mint a ”plusz” (szöges) 

végen. Ennél alacsonyabb aktin koncentráció mellett az aktin adott körülmények között 

nem képes polimerizálni, e feletti érték esetén az asszociációs és disszociációs folyamatok 

a filamentum növekedéséhez vezetnek. Vázizomból preparált, magnéziumot kötő ATP-

aktin szöges vége esetén ez a koncentráció 120nM (Pollard 2007). Ezt az értéket számos 

tényező befolyásolhatja, mint pl. az aktin-kötő fehérjék, vagy a környezet ion- és 

nukleotid tartalma.  

A filamentum tehát a monomerek összekapcsolódása, azaz a polimerizáció révén 

alakul ki. A folyamat 3 lépésre bontható. Először a lag fázis során polimerizációs 

centrumok alakulnak ki. Aktin esetében a monomerek elsőként dimereket, majd 

trimereket képeznek. Ezt nevezzük nukleusznak. A dimerek illetve trimerek instabilitása 

miatt a nukleáció fázisa egy lassú folyamat. A komplexet jellemző sebességi állandó 

dimer esetén KD= 105µM, trimerek esetén KD= 10-100 µM (Pollard and Cooper 1986).  

A következő szakaszt nevezzük elongációnak vagy log fázisnak, mely során 

további monomerek kapcsolódnak a filamentumhoz. Amíg a nukleáció fázisa viszonylag 

lassú, addig a nukleuszokból induló filamentum felépülése egy sokkal gyorsabb folyamat, 

mely a filamentumok hosszanti növekedését eredményezi. Amikor aktin monomerek 

épülnek be a filamentumba, az általuk kötött ATP molekula ADP+Pi-vé hidrolizál. A 

sebességi állandók értékei a filamentum két végén különbözőek. Az egyik végen sokkal 
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gyorsabb a monomerek beépülése és leépülése, ezt nevezzük plusz vagy szöges végnek, 

míg a másik végén lassabb, ezt nevezzük mínusz vagy hegyes végnek.  

A 2-es és 4-es szubdomének alkotják a hegyes, az 1-es és 3-as szubdomének a 

szöges véget. Pollard és munkatársai megfigyelték, hogy az ATP-t kötő szöges végen a 

Ck=0,12µM, a hegyes végen Ck=0,6µM. ATP-t kötő szöges végre jellemző asszociációs 

sebességi állandó 𝑘𝑎=11,6 µM-1s-1, a disszociációs sebességi állandó pedig 𝑘𝑑=1,4 s-1 (2. 

ábra). Megfigyelései arra következtetnek, hogy az aktin dinamikája erősen függ a 

filamentum végén levő kötött és a közelében rendelkezésre álló szabad nukleotidtól  

(Fujiwara, Vavylonis, and Pollard 2007; Pollard 1986). 

 

1. táblázat: Filamentum végekre jellemző sebességi állandók ATP és ADP kötés 

esetén (Fujiwara et al. 2007)  

 

A beépülő monomerek 3-as és 4-es szubdoménje a filamentum tengelye felé, az 1-

es és 2-es szubdomén a filamentum külső oldala felé fordul, így meghatározza a kötődő 

fehérjék reakcióképes felszínét (Holmes et al. 1990; Miki, O’Donoghue, and Dos 

Remedios 1992). 

A hegyes végen a protomerek inkább ADP-t, a szöges végen inkább ATP-t illetve 

ADP+Pi-t kötnek. Ez a kötési különbség a filamentum egyirányú növekedéséhez vezet. 

A fehérjék a hegyes végről a szöges vég felé áramlanak, míg be nem áll egy dinamikus 

egyensúly, amely során a filamentum átlagos hossza állandó marad, mivel ugyanannyi 

idő alatt asszociálnak és disszociálnak a monomerek a filamentum végeiről. Ez azonban 
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csak a két vég kritikus koncentrációja közötti tartományban teljesül. Ezt a folyamatot 

taposómalomnak vagy treadmillingnek is szokták nevezni (3. ábra).  

 

3. ábra: Aktin polimerizáció folyamata (Kustermans, Piette, and Legrand-Poels 

2008)  

 

Az aktin polimerizációja egy megfordítható folyamat, vagyis a filamentum képes 

depolimerizálódni is. Ez nem tekinthető a polimerizáció ellentétének, mivel az aktin nem 

képes ADP+Pi-ből ATP-t előállítani. Míg az ATP forma egy stabil, rigidebb és inkább a 

filamentum meghosszabbítását segítő szerkezet, addig az ADP-kötés kevésbé merev 

protomer térszerkezetet eredményez (Janmey et al. 1990; Nyitrai et al. 2000), így a 

filamentum hajlékonyabbá válik és inkább a depolimerizációs leépülés felé tolódik az 

egyensúlya (M. F. Carlier 1991; M.-F. Carlier 1991; Nyitrai et al. 2000; Pollard, 

Goldberg, and Schwarz 1992). Az ATP-kötés és hidrolízis kulcsfontosságú szerepet tölt 

be az aktin filamentum felépítése és dinamikai tulajdonságainak meghatározása 

szempontjából (Cooper and Schafer 2000).   

A sejtekben az aktin filamentumok kötegekké és hálózatokká szerveződnek és 

ebben a formában látják el a feladatukat. A kötegekben fehérjék által keresztkötött 

párhuzamos szálak találhatók.  A hálózatokban a különböző orientációjú 

filamentumokból alakul ki egy gélszerű szerkezet. Az aktinköteg-képző fehérjék 
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kisméretű és merev szerkezetű molekulák. A kötegképző fehérjétől függ a filamentumok 

távolsága, s ez által mechanikai stabilitása. Például a fimbrin azonos polaritású szálakból 

szorosan pakolt köteget hoz létre, mely a sejtnyúlványok képződésében fontos. Ezzel 

szemben az α-aktinin sokkal szeparáltabb, flexibilis kötegeket hoz létre. A hálózatképző 

fehérjék nagyok és flexibilisek, akár merőleges filamentumokat is kereszt köthetnek. Az 

aktinhálózatok a plazmamembrán alatt helyezkednek el és a sejtfelszínt erősítik. 

A mikrofilamentális szerkezet létrejöttében az aktin filamentumok kialakulásának 

helyét, idejét, irányultságát, a hálózat bonyolultságának mértékét és még sok jellemzőjét 

(pl.: rigiditását, más fehérjék kapcsolódását) számos aktinkötő fehérje szabályozza. 

 

I. 3. AKTINKÖTŐ FEHÉRJÉK: 

Az aktin monomerhez illetve filamentumhoz specifikusan kapcsolódó fehérjéket 

kötődésük és funkciójuk szerint csoportosíthatjuk.  

Kapcsolódásuk szerint megkülönböztetünk monomerhez és filamentumhoz 

asszociálódó fehérjéket (4. ábra). Monomerhez kapcsolódva a profilin katalizálja a 

nukleotid cserét, a thymosin β4 pedig szekvesztrálja a megkötött monomert, vagyis 

megakadályozza annak filamentumba épülését. A nukleációs faktorként a formin az 

Arp2/3 komplex és a WH2 domén-fehérjék gyorsítják a filamentumok kialakulását.  

A filamentumhoz kapcsolódó fehérjék közül a végkötő fehérjéket sapka 

fehérjéknek is szokás nevezni, ilyen például a gelsolin, és a vinculin. Ezek a fehérjék 

lényegében lezárják a filamentumnak azon végét, amelyhez kapcsolódtak, ott sem 

polimerizáció, sem depolimerizáció nem történik. A filamentum oldalához kapcsolódó 

fehérje például az ADF/cofilin, a tropomiozin vagy a kortaktin. Szintén filamentumhoz 

kapcsolódik a miozin, mely motorfehérjeként funkcionál. Kötegformáló fehérje a villin, 

fimbrin, fascin és az α-aktinin. A filamentumok feldarabolásáért a fragmentáló fehérjék 

a felelősek, mint a gelsolin. Gélformáló fehérje pedig a filamin és a spektrin (4. ábra). 
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4. ábra: Aktinkötő fehérjék (Alberts et al. 2014) 

 

I. 3.1. TROPOMIOZINOK:  

A tropomiozin szerkezetileg a mikrofilamentum alapeleme az aktin mellett (Vindin 

and Gunning 2013).  

A tropomiozin megnyúlt, α-helikális szerkezetű párhuzamos láncú ún. coiled-coil 

formában előforduló fehérje, mely dimereket alkot. Az egyes dimerek vég-vég 

kapcsolódással húzódnak az aktinszál mindkét oldalán annak hossztengelye mentén 

(Coulton et al. 2008). Egy tropomiozin dimer 7 aktin alegységgel van kölcsönhatásban 

(Flicker, Phillips, and Cohen 1982). A tropomiozinok pontos funkcióit még ma sem tárták 

fel teljesen, így még sok információra van szükségünk, hogy világos képet kapjunk 

pontos szerepükről. Kémiai kísérletekkel nehezen vizsgálható fehérje, ugyanis hajlamos 

aggregálódni. Ezen kívül a tropomiozin dimerek csak kis affinitással (Kd ~ 10-3M) 

kötődnek az aktin filamentumhoz (Wegner 1979). A legtöbb aktinkötő fehérjével 

ellentétben a tropomiozinok ionos kölcsönhatásokon keresztül kapcsolódnak az aktinhoz, 
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így lényegében „úsznak” az aktin filamentum felszínén (von der Ecken et al. 2014). A 

tropomiozinnak számos izoformája létezik és az egyes izoformáknak számos funkcióját 

leírták már, mégis sok izoforma pontos feladata ismeretlen napjainkban is. Emlősök 

esetében négy tropomiozin gén ismert, melyről több mint 40 mRNS íródik át, majd 

ezekből 25 különböző tropomiozin fehérje keletkezhet. Ezek közül a méréseinkhez fontos 

izoformákat az 5. ábra mutatja. Az egyes izoformák különböző tér- és időbeli mintázatot 

mutatnak a neurogenezis során. Az izoformák expressziója és lokalizációja szigorúan 

szabályozott mind szöveti, mind sejten belüli szinten és gyakran függ a fejlődési 

állapotuktól (Gunning et al. 2005; Gunning, O’neill, and Hardeman 2008). Ez azt 

sugallja, hogy funkciójuk specializálódott a különböző neuronális érési folyamatokhoz. 

 

 

5. ábra: Méréseink során használt izoformák használatban lévő nevei és 

génszerkezete (Geeves, Hitchcock-DeGregori, and Gunning 2014)  
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A harántcsíkolt izomban az aktin filamentum a vázizom (szkeletális) 

tropomiozinnal és a troponin-komplexszel együtt alkotja a vékony filamentumot. A 

troponin komplex három alegységből áll: T, I és C. A T alegység a tropomiozin és az 

aktin egymáshoz viszonyított helyzetét határozza meg. Az I alegység Ca2+ ionok 

hiányában a tropomiozinon keresztül gátolja a miozin aktin filamentumhoz 

kapcsolódását. Kalciummentes közegben, vagyis kisebb, mint 10-6 M Ca2+ jelenlétében, 

amikor a TnC nem köt kalciumot, az inhibitoros TnI alegység elfedi az aktin miozin 

kötésre alkalmas régióját, így az izom relaxált állapotban van. Ha a kalcium szintje eléri 

a 10-6 M értéket, a TnC Ca2+-ot köt, eltávolodik a vékony filamentumtól és elhúzza 

magával az inhibitoros TnI alegységet is. Ez lehetővé teszi, hogy a tropomiozin 

molekulák visszaálljanak olyan helyzetbe, melyben szabaddá válnak a miozin kötőhelyek 

az aktin filamentum mentén. Az aktin-miozin kölcsönhatás, a kereszthíd kialakul. 

Megtörténhet az izom kontrakció.  

A tropomiozinok előfordulnak mind állati mind gomba sejtekben. Idegrendszerben 

először Fine és munkatársai 1973-ban azonosították (Fine et al. 1973). Sejtbiológiai 

vizsgálatok azt mutatták, hogy a tropomiozin izoformák meghatározzák a különböző 

aktin filamentum populációk funkcióit (Gunning et al. 2015). 

Megfigyelték, hogy patkányban a Tpm1.12 (régi néven TMBr3) a 16 napos 

embrióban jelenik meg először, majd a születés idején alacsony szinten fordul elő a 

kisagyban, később folyamatosan növekszik a harmadik születési hétig (Weinberger et al. 

1993).  

A Tpm3.1 (régi néven TM5NM1) típus hasonlóan a Tpm3.2-höz (régi néven 

TM5NM2) a γ-génen kódolódik. A két típus mindössze a 6-os exonban tér el egymástól. 

A Tpm3.1-nél 6a, a Tpm3.2-nél 6b exon fordul elő. Mindkét izoforma a rövid 

tropomiozinok csoportjába tartozik, ellentétben például a Tpm1.6 és Tpm1.7 

izoformával. Gateva és munkatársai TIRF mikroszkóppal vizsgálták az egyes típusok  

overexpresszió során tapasztalt hatásokat a filamentumra. Az említett hosszabb 

izoformák szoros kapcsolatban vannak az aktin filamentummal, és védik azt az 

ADF/cofilinnel szemben. Ugyanakkor nincsenek hatással a nem izom típusú miozin IIa-

ra, ellentétben a Tpm3.1 és Tpm3.2 rövid izoformák segítik a miozin IIa ATPáz 

aktivitását, de nem védik a filamentumot az ADF/cofilin-től. Ez is bizonyítja, hogy az 

egyes tropomiozin izoformák határozzák meg a mikrofilamentum populáció számos 

sajátosságát (Gateva et al. 2017). 
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Rágcsálók embriójában megfigyelték, hogy a Tpm3.1/Tpm3.2 mind mRNS, mind 

fehérje szinten jelen van a differenciálódó neuronok axon pólusaiban egészen a ~7. napig 

(Hannan et al. 1995), majd néhány nap elteltével az axonba helyeződik át. A szülés előtti 

15-17 nap körül ezen tropomiozinok mRNS-e eltűnik az axonból, ami egybeesik a 

Tpm1.12 megjelenésével. Fehérje szinten a Tpm3.1 és aTpm1.12 közötti váltás a 17. 

embrionális nap körül jelenik meg. Hasonló eredményeket kaptak csirkében is, ami azt 

mutatja, hogy más evolúciós szinten sem változik a folyamat (Weinberger et al. 1996). 

További tanulmányokban specifikus antitestek segítségével kimutatták, hogy míg a 

Tpm3.2 az axon nyúlványban fordul elő (Schevzov et al. 1997), addig a Tpm3.1 a 

növekedési kúp külső régióiban azonosítható (Schevzov et al. 2005). A Tpm3.1-et és 

Tpm1.12-őt, a funkciójuk közötti eddig megfigyelt különbségek és azok jobb megértése 

miatt választottuk munkánk alanyainak. 

 

6. ábra: Néhány tropomiozin izoforma előfordulása az egyes sejttípusokban 

(Gunning et al. 2005) 

A Tpm3.1 izoformáról kimutatták, hogy egerekben szabályozza a sejt méretét és a 

sejtproliferációt (Schevzov et al. 1997), továbbá hámsejtekben szükséges a sejt-sejt 

kapcsolat stabilitásához (Caldwell et al. 2014). A Tpm3.1 stabilizálja a fokális adhéziót 
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azáltal, hogy befolyásolja a paxillin foszforilációját (Bach et al. 2009). Elősegíti a 

stresszrostok kialakulását, amelyek képesek ezáltal ellenállni az aktin filamentum 

depolimerizálódásának (Creed et al. 2008). Tpm3.1 és Tpm3.2 hiánya a vázizom 

morfológiai és funkcionális jellemzőire is hatással van. A Tpm3.1 elvesztése a T-

tubulusokból, azok súlyos morfológiai károsodásával jár (Vlahovich et al. 2009). 

Látható, hogy a tropomiozin izoformák funkciója igen sokrétű. Ennek 

feltérképezése még sok munkát ad a kutatóknak, ami előrébb lendíti ennek az 

egyszerűnek tűnő fehérjének a pontos megismerését. 

 

I. 3.2. NUKLEÁCIÓS FAKTOROK: 

A nukleáció a spontán polimerizáció leglassabb szakasza, így ennek sebessége 

meghatározza az egész polimerizációs folyamat kinetikáját. Napjainkban négy fő 

összeszerelő faktor ismert, melyek képesek aktin monomerekből új aktin láncok 

képződését elindítani a nukleáció katalizálása révén. Ezek a formin fehérjék (Pruyne et 

al. 2002; Sagot, Klee, and Pellman 2002), a Spire (Quinlan et al. 2005), a Cordon-bleu 

(Ahuja et al. 2008) és az Arp2/3 komplex (Mullins, Heuser, and Pollard 1998; Welch et 

al. 1997; Welch and Mitchison 1998). A formin, a Cordon-bleu és Spire fehérjék elágazás 

mentes láncok kialakításáért felelnek. Amíg a Spire a mínusz véghez kötődik (Quinlan et 

al. 2005), addig a forminok és a Cordon-bleu a plusz véghez kapcsolódnak (Ahuja et al. 

2008; Pruyne et al. 2002; Sagot et al. 2002). Az Arp2/3 komplex az elágazó láncú 

filamentumok kialakításáért felelős és az aktin filamentumok mínusz végéhez kötődik 

(Mullins et al. 1998). 

 

VCA-Arp2/3: 

Az elsőként felfedezett nukleációs faktor az Arp2/3 („Actin-Related Proteins”) 

fehérjekomplex volt (Pollard 2007). Az Arp2/3 (actin-related protein) komplex egy 7 

alegységből álló nukleációs faktor. Az Arp2 és Arp3 alegységek az aktin monomerhez 

hasonló szerkezetet mutatnak, beleértve az ATP-kötő zsebet is, azaz az aktinnal rokon 

fehérjének tekinthetők (Machesky et al. 1994). Mindkét alegység képes ATP-t kötni, 

azonban jóval kisebb affinitással mint az aktin. Az ATP-t ADP+Pi-re hidrolizálni csak az 

Arp2 alegység képes. A komplex önmagában nem képes aktin monomerekből új láncok 

képződését elindítani, hanem a már létező filamentumok oldalához kötődve segíti elő 
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újabb filamentumok nukleációját, melyek a szöges végükön növekedhetnek 

filamentummá.  

Az Arp2/3 komplex ismert aktivátorai a WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome 

Protein), az N-VASP, a Scar/WAVE illetve a Cortactin fehérjék. Mindegyikük közös 

jellemzője, hogy tartalmaznak egy ún. VCA régiót, mely aktiválja az Arp2/3 komplexet. 

Az Arp2/3 komplexhez kapcsolódik a VCA, ezáltal megváltozik a komplex 

konformációja és egy szabad aktin monomert köt. A képződött trimer rákapcsolódik a 

már polimerizálódott filamentum oldalára, ahol a további monomerek kapcsolódása egy 

oldalágat eredményez (Bugyi and Carlier 2010). Így elmondhatjuk, hogy a komplex által 

rövid, de elágazásokban gazdag filamentum hálózat alakul ki a membrán közeli 

területeken (Higgs and Pollard 2001).  

7. ábra: Arp2/3 komplex aktiválódása (Bugyi and Carlier 2010) 
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I. 3.3. GELSOLIN:  

A gelsolin egy 82 kDa méretű fehérje, mely a gelsolin szupercsalád fehérjéi közé 

tartozik a CapG, adnexin, flightless I, advillin, villin, villin-szerű fehérje, szupervillin 

mellett (Schleicher et al. 1988; Sklyarova et al. 2002). A gelsolin 6 gelsolin-homológia 

domént tartalmaz, melyek elnevezése az N terminálistól a C terminális felé haladva 

sorrendben: GH1-GH6. A gelsolin mind intracellulárisan (pl.: citoszolban, 

mitokondriumban), mind extracellulárisan (pl.: vérplazmában) megtalálható (Koya et al. 

2000). 

A gelsolin valójában az aktin dinamikájának egy többfunkciós szabályozója. 

Egyrészt a már kialakult filamentumokat darabolja szét a protomerek mentén (severing). 

Másrészt hasítást követően sapkafehérjeként az újonnan keletkezett plusz véghez kötődik, 

így megakadályozza annak növekedését, ezáltal a mínusz vég depolimerizációja lesz a 

domináns, ami a filamentum rövidüléséhez vezet. Mindemellett képes aktin monomerek 

megkötésére is. Egy gelsolin molekula két aktin monomert tud megkötni (Li et al. 2012; 

McGough et al. 2003; Silacci et al. 2004).  

A gelsolin Ca2+-kötő helyekkel rendelkezik, és a Ca2+ ion kapcsolódása által 

aktiválódik a fehérje. Az inaktív állapotban lévő gelsolin olyan szerkezetet vesz fel, hogy 

az összes aktinkötő régiója gátolva van (Burtnick et al. 1997). A GH6-os régió 

rendelkezik egy helikális szerkezetű farok résszel, mely reteszként szolgál, és a Ca2+ ion 

koncentrációjától függően elzárja vagy kinyitja az aktin-kötő helyeket. Ca2+ ion 

kötődésekor a gelsolin aktiválódik, és konformáció-változáson megy át. A GH6 régió 

észleli a Ca2+ iont és a gelsolin a GH1-GH3 és a GH4-GH6 közti régióban eltávolodik 

egymástól (8. ábra), így felszabadítja a GH1, a GH2 és a GH4 aktin-kötő helyeit (Burtnick 

et al. 2004; Choe et al. 2002; Robinson et al. 1999). Ahhoz, hogy a gelsolin aktiválódási 

folyamata befejeződjön, további Ca2+ ionok kötődése szükséges a fehérje C-terminális 

felében (Ashish et al. 2007; Ditsch and Wegner 1995; Grzanka et al. 2004; Khaitlina, 

Walloscheck, and Hinssen 2004; Kinosian et al. 1998; J. G. Kiselar et al. 2003; Janna G 

Kiselar et al. 2003; Lin et al. 2000; Pope, Maciver, and Weeds 1995). 

Figyelembe kell vennünk, hogy az aktin megváltoztatja a gelsolin Ca2+-kötő 

aktivitását, és kiváltja az aktiváló konformációs változásokat (Pope, Gooch, and Weeds 

1997; Weeds et al. 1995). Alacsony pH mellett csökken az aktiváláshoz szükséges Ca2+ 

ion igény. A gelsolin filamentum daraboló hatásához szükséges Ca2+ ion koncentráció 
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pH=8,0 esetén 1mM, ezzel szemben pH=5,0 –nél már elegendő 40nM (Garg et al. 2011; 

Lamb et al. 1993; Lueck et al. 2000). Ezeket a gelsolin félmaximális hatásához szükséges 

koncentrációknak tekinthetjük. 

 

8. ábra: Ca2+ ion indukálta gelsolin aktiválás és gelsolin aktin severingelő hatása. A 

számok a Ca2+ ion koncentrációt mutatják, a már Ca2+ iont kötő doméneket ovális 

alakkal ábrázolja. Kék szín jelzi az aktin protomereket (Burtnick et al. 2004)  

 

Orlova és munkatársai rávilágítottak, hogy a filamentumok belső kooperativitással 

rendelkeznek, melynek eredményeként a különböző aktin-kötő fehérjék és ligandumok 

nagy hatótávolságú kölcsönhatásokon keresztül az egész filamentumra hatással lehetnek 

(Drewes and Faulstich 1993; Muhlrad et al. 1994; Orlova et al. 2004; Orlova, 

Prochniewicz, and Egelman 1995). Kimutatták, hogy a filamentumok szöges végéhez 

kapcsolódó gelsolin hatására megváltozik a filamentumok konformációs állapota (Orlova 

et al. 1995). A létrejött konformáció változás a kötőhelyektől távolabbi régiókra is 

kiterjed, ami nagyfokú kooperatív kölcsönhatás következtében alakul ki. Ismert, hogy az 

aktin filamentum belső kooperativitása következményekkel jár például az izomban (pl.; 

hivatkozás).  



22 
 

Egereken végzett vizsgálatok azt mutatják, hogy a gelsolin a többi aktin-daraboló 

fehérjéhez hasonlóan nem expresszálódik szignifikáns mértékben a korai embrionális 

szakaszban. Felnőtt egyedekben azonban különösen fontos. Gelsolin gént nem hordozó 

egerekben kimutatták, hogy normális embrionális fejlődésen mennek keresztül, de 

vérlemezkéjük deformációja csökkentette a mobilitást, így lassult a sebgyógyulás (Witke 

et al. 1995). 

A tropomiozinok befolyásolják az aktinkötő fehérjék kapcsolatát a filamentummal, 

valamint az aktin szálak kölcsönhatását egymással (Blanchoin et al. 2001; Bugyi, Didry, 

and Carlier 2010; Hsiao et al. 2016). Az Arp2/3 és a cofilin viszont szabályozza a 

tropomiozin aktin filamentumhoz való kötődését. Hsiao és munkatársai azt találták, hogy 

in vitro körülmények között az Arp2/3 által létrehozott aktinhálózathoz a tropomiozin 

nem képes kötődni. Ha cofilin is jelen van, az elősegíti a foszfát disszociációját, ezáltal 

darabolja a filamentumot, még több hegyes véget létrehozva, amihez a tropomiozin 

kapcsolódhat és így megvédi a filamentumot a további cofilin hasítástól (Hsiao et al. 

2016). Jelenlegi bizonyítékok azt sugallják, hogy a gelsolin egy evolúciósan ősibb aktin 

szabályozó, mint a tropomiozin (Ghoshdastider et al. 2013; Gunning et al. 2015), így a 

tropomiozinok későbbi megjelenése lehetővé teszi az aktin filamentumok populációinak 

meghatározását. A gelsolin azon képessége, hogy az aktin filamentumot feldarabolja, 

szabályozza a filamentumhoz kötődni képes tropomiozin izoformákat. Korábbi 

tanulmányok azt is kimutatták, hogy a simaizom tropomiozin gátolhatja a gelsolin 

severing funkcióját, míg a nem izom tropomiozin izoformák különböző módon 

viselkedhetnek (Dabrowska et al. 1996; Ishikawa, Yamashiro, and Matsumura 1989). 

Ennek ellentmond Khaitlina és munkatársainak az eredményei, akik azt találták, hogy a 

tropomiozin csak akkor nyújt jelentős védelmet a gelsolinnal szemben, ha más aktinkötő- 

fehérjék is jelen vannak (caldesmon, nebulin). Ugyanakkor a gelsolin aktivitásának 

csökkenését a tropomiozin-gelsolin kapcsolódás okozhatja. Azt tapasztalták, hogy a 

gelsolin G3 és G4-es régiója kötődik a tropomiozinhoz. Nem polimerizáló körülmények 

között a tropomiozin nem gátolta az aktin:gelsolin komplex 2:1 arányú kialakulását és a 

gelsolin nukleációs aktivitására sem volt hatással. Ha a tropomiozin komplexet képez a 

gelsolinnal, annak filamentum daraboló képessége 80%-kal csökken. Ugyanakkor ha a 

tropomiozin az aktinhoz kapcsolódik, nem védi a filamentumot a gelsolin daraboló 

hatásától. Ezek az eredmények azt sugallják, hogy a tropomiozin nem csak a filamentum 

kötődésén keresztül, hanem oldatban, gelsolinhoz kötődve is befolyásolhatja az aktin 
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dinamikáját. Ez a funkciója a tropomiozinnak talán funkcionális jelentőséggel bírhat a 

citoszkeletális rendszer átrendeződése folyamán (Khaitlina, Fitz, and Hinssen 2013). Ez 

is mutatja, hogy a tropomiozinok teljesen különböző funkcionális sajátságokat 

biztosítanak az aktin filamentum számára.  
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A tropomiozinokat évtizedek óta sokat tanulmányozzák, mégis az egyes izoformákra 

jellemző fiziko-kémiai tulajdonságok és funkcionalitásuk különbségei kevéssé ismertek. 

Az expressziós mintázatok szigorúan szabályozott változása összefüggésben állhat az 

egyes Tpm-variánsok idegsejten belüli szerepével a mikrofilamentumok dinamikájának 

és a nyúlványfejlődésnek az összehangolása terén.  

A tropomiozin izoformák kötődése az aktin filamentumhoz nagyfokú kooperativitást 

mutat, melynek során a szomszédos tropomiozinok N- és C- terminálisai specifikusan 

kapcsolódnak egymáshoz. Az aminosavszekvencia kisebb változtatása is befolyásolhatja 

az aktinhoz való kötődést és ennek következtében a tropomiozin funkcióját. Ahhoz, hogy 

jobban megértsük a Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformák működését a sejten belül, aktinnal 

való kölcsönhatásukat kívántuk vizsgálni biokémiai és biofizikai megközelítésben. 

Céljainkat röviden az alábbi pontokba soroltuk: 

 

1) Az átfedő exonhasználat miatt nem lehetséges teljesen specifikus ellenanyagokat 

vagy „antisense” próbákat létrehozni, ezért bakteriális expressziós rendszerben 

egyedi tropomiozin izoformákat kívántunk előállítani. Célul tűztük ki, hogy 

neuronspecifikus, tag-mentes Tpm1.12 és Tpm3.1 rekombináns fehérjéket 

készítsünk. 

  

2) Elsőként a klónozott Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformák aktin filamentumhoz való 

kötődését kívántuk meghatározni koszedimentációs esszé segítségével. 

 

3) Az egyes izoformáknak az aktin filamentum felépülésére gyakorolt hatását 

polimerizációs tesztek segítségével kívántuk vizsgálni. 

 

4) Korábbi tanulmányok már vizsgálták néhány tropomiozin hatását a VCA-Arp2/3 

komplexre, mely során felfedezték, hogy a Tpm1.8 és a Tpm1.6 is gátolja a 

komplex nukleációs hatását (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010). 

Kutatásaink célja közt szerepelt a Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformák hatásának 

megismerése a VCA-Arp2/3 komplex által katalizált aktin polimerizációra. 

 

II. CÉLKITŰZÉSEK 
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5) Annak megismerésére, hogy ezen tropomiozinok mennyire stabilizálják az aktin 

filamentumot, depolimerizációs teszteket kívántunk végezni 

 

6) Szintén korábbi mérések már bebizonyították a gelsolin és tropomiozin kötődését 

(Khaitlina et al. 2013; Koepf and Burtnick 1992), valamint a gelsolin aktin 

filamentumra kifejtett hatását. Ezért kíváncsiak voltunk, hogy a Tpm1.12 és 

Tpm3.1 képes-e kötődni a gelsolinhoz. 

 

7) Vizsgálni kívántuk, hogy ezen tropomiozinok védelmet nyújtanak-e az aktin 

filamentum számára a gelsolin depolimerizáló hatásával szemben. 

 

8) Továbbá kíváncsiak voltunk, hogy miként változik a gelsolin aktivitása, ha a 

tropomiozinnal komplexet képez. Befolyásolja-e az aktin filamentum végek 

dinamikáját, polimerizációját és depolimerizációját ha a gelsolin komplexet képez 

a tropomiozinnal? 
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III. 1. KÍSÉRLETEKHEZ HASZNÁLT FEHÉRJÉK ELŐÁLLÍTÁSA 

III. 1.1. AKTIN PREPARÁLÁSA: 

Az aktint nyúl hátsó vázizmaiból preparáltuk több lépésen keresztül (Spudich and 

Watt 1971). A vázizomból először ún. acetonforgácsot készítettünk, majd azt feloldottuk 

A-pufferben, melynek összetétele: 4mM Tris/HCl , 0,2mM ATP, 0,1mM CaCl2, 0,005% 

NaN3, 0,5mM 2-merkaptoetanol vagy DTT, pH:7,3. Jégen kevertettük fél órán át, majd 

leszűrtük 4 rétegű steril gézlapon. A leszűrt forgáccsal megismételtük ezt a lépést majd a 

két szűrletet összeöntve lecentrifugáltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 4°C, 100.000g, 30 

perc). A centrifugálás után a felülúszót 2 órán át szobahőmérsékleten polimerizáltuk 

50mM KCl, és 2mM MgCl2 hozzáadásával, majd 0,8M KCl hozzáadásával lassú, 

folyamatos kevertetés mellett megtisztítottuk a miozin szennyeződéstől. Ezt követően 

újra lecentrifugáltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 4°C, 100.000g, 30 perc). A pelletet 2 

órán át jégen duzzasztottuk, majd homogenizáltuk és egy éjszakán át dializáltuk A-

pufferben. Következő nap egy újabb centrifugálást követően (Beckmann MLA-80 rotor, 

4°C, 100.000g, 30 perc) tovább tisztítottuk az esetleges további fehérje 

szennyeződésektől Superdex G75 (GE Healthcare) gélfiltrációs oszlopon. Az aktin 

koncentrációjának meghatározását Shimadzu UV-2100 spektrofotométerrel végeztük, 

amely során az aktin extinkciós együtthatójának 0,63 ml∙mg∙cm-1 értéket vettük a 290 

nm-en és 1,11ml∙mg-1∙cm-1 280nm-en mért abszorbancia esetén (Houk and Ue 1974).  

 

III. 1.2. PIRÉN-JELÖLT AKTIN ELŐÁLLÍTÁSA: 

Fluoreszcencia mérések során az aktint pirenil-jódacetamid (továbbiakban „pirén”) 

jelöltük (Kouyama and Mihashi 1981). A pirén kovalensen kötődik az aktin 374-es 

pozícióban lévő cisztein aminosavához (Criddle, Geeves, and Jeffries 1985). A pirén 

monomer aktin kötődés esetén alacsonyabb jelet ad, mint amikor filamentumban lévő 

aktinhoz kötődik, így tudjuk követni a filamentum felépülését. Filamentális aktin 

esetében a pirénmolekulák rendezetten egymás közelében maradnak és ez nagyobb 

fluoreszcencia jelet ad. 

III. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
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A jelölés előtt az aktint dializáljuk MEA-mentes A-pufferben, majd kihígítjuk 

1mg/ml-re, és polimerizáljuk 100mM KCl és 2mM MgCl2 jelenlétében 2 órán át 

szobahőmérsékleten. Ezt követően 1,1 tömegszázalékban (0,0011mg/ml) adunk hozzá 

5mg/ml koncentrációjú DMSO-ban feloldott pirént, majd szobahőn jelöljük 18 órán 

keresztül fénytől elzárva, állandó, lassú kevertetés mellett. A jelölést követően a mintát 

centrifugáltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 80.000rpm, 4°C-on, 45 perc), majd a pelletet 

duzzasztottuk 1 órán keresztül A-pufferben, majd homogenizáltuk. Az aktin oldat 

térfogatának minimum 200-szoros mennyiségű A-pufferben dializáltuk, ezáltal 

biztosítottuk a be nem kötött festék molekulák eltávolítását az aktin molekulák mellől, 

így minimálisra csökkent a szabad pirén molekulák mennyisége az oldatban. Végül 

tisztító centrifugálás következett (Beckmann MLA-80 rotor, 80.000rpm, 4°C-on, 30 

perc). 

A pirén-jelölt-aktin koncentrációjának meghatározásához a pirén extinkciós 

koefficienseként 2,2∙104 M-1∙cm-1-nek vettük 344 nm-en. A mérések során 5%-os jelölési 

koncentrációkat alkalmaztunk, melyet úgy értünk el, hogy megfelelő arányban kevertük 

össze a jelölt és jelöletlen G-aktin oldatunkat, figyelembe véve, hogy a jelölt oldatunk is 

tartalmazott jelöletlen aktin molekulákat. 

 

III. 1.3. TROPOMIOZIN TPM1.12 ÉS TPM3.1 KLÓNOZÁSA: 

Egér Tpm1.12 tropomiozin konstrukciót pET28a plazmidba klónoztunk, mely az N-

terminálison egy FXa-proteáz felismerőhelyet tartalmazott. A Tpm3.1 fehérje esetében 

teljes mRNS-ből kiinduló reverz transzkripció és PCR segítségével cDNS-t állítottunk 

elő. A PCR primerek a következők voltak: Tpm1.12 esetében a forward primer: 5'-TAT 

TTT CAG ATG GCG GGG AGT AGC TCG CT -3’; reverse primer: 5'- TCT AAG CTT 

TTA ATC CTC ATT CAG GGC CA -3'. Tpm3.1 esetében a forward primer: 5’-TAT 

TTT CAG ATG GCC GGG ACC ACC ACC ATC -3’; a reverse primer 5’- TCT AAG 

CTT TTA CAT CTC GTT CAG GT -3’. A HindIII restrikciós endonukleáz felismerő 

hely aláhúzással van jelölve. A PCR program a következő volt: 95°C-on 5 perc, 38 ciklus, 

95°C-on 30 s denaturáció, 50°C-on 1 percig annealing és 72°C-on 1 percig szintézis, majd 

72°C-on 5 percig. Egy második PCR körben egy EcoRI restrikciós endonukleáz 

(aláhúzva), valamint egy ProTEV proteáz hasítóhelyet (kettős aláhúzás) klónoztunk az 

N-terminális szekvenciához az alábbi forward primer segítségével: 5'- CTC GAA TTC 
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GAA AAC CTG TAT TTT CAG ATG -3', míg a reverse primer az előző maradt. Az 

ekkor alkalmazott PCR program: 95°C-on 5 perc, 40 ciklus, 95°C-on 30s denaturáció, 

58°C-on 1 percig annealing és 72°C-on 1 percig szintézis, majd 72°C-on 5 percig. Az 

inszert nukleinsav-sorrendjét szekvenálással ellenőriztük. A PCR terméket 

6xHis/pET28a expressziós plazmidba klónoztuk az EcoRI és HindIII hasítóhelyek közé. 

A rekombináns fehérjét E.coli BL21 (DE3) sejtekben expresszáltuk 30 μg/ml kanamicin 

szelekciós antibiotikum mellett. A kiskultúrát 3l Luria Broth tápközegben növesztettük 

OD600 0,6-0,8 közé 37°C-on, majd 1mM IPTG-vel indukáltuk 4 órán át 37°C-on. Ezt 

követően a tápoldatot lecentrifugáltuk és a pelletet -20°C-on tároltuk.  

 

III. 1.4. TROPOMIOZIN TPM1.12 ÉS TPM3.1 PREPARÁLÁSA: 

A klónozott E.coli BL21 (DE3) sejteket kiolvasztottuk feltáró pufferben, melynek 

összetétele: 50mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazol, 10mM 2-merkaptoetanol, 

1% Triton X, pH=8,0. A sejtekhez hozzáadtunk továbbá 0,2mM PMSF, 5mM MgCl2, 

2µg/ml DNáz enzimet, valamint 1x proteáz inhibitor keveréket (Sigma). Az elegyet 

homogenizáló csőben 15-20-szor homogenizáltuk jégen és 5x1 percig szonikáltuk (80% 

intenzitás, 0,4ms impulzus). Ezt követően cenrifugáltuk (Sorvall T-1250 rotor, 4°C, 

6000g, 15 perc) a mintát, majd a felülúszót feltáró puferrel ekvilibrált Ni-NTA oszlopra 

kötöttük 1 óra 4°C-os kevertetés mellett. Imidazol koncentrációs sorral (5, 10, 20, 40, 

250mM) eluáltuk a fehérjét az oszlopról majd elektroforézissel ellenőriztük a mintákat. 

A tropomiozint tartalmazó frakciókat egy éjszakán át dializáltuk 1mM Na-foszfát puffer, 

1M KCl és 2,5mM DTT, pH=7,0 jelenlétében, előkészítve ezzel a hidroxiapatit CHT 

anion cserélő oszlopon való tisztításra. Az oszlopról 300mM Na-foszfát puffer, 1M KCl, 

2,5mM DTT, pH=7,0 pufferrel eluáltuk, majd a fehérjéket tartalmazó frakciókat újra 

dializáltuk 100mM KCl, 5mM Tris, 10mM 2-merkaptoetanol pH=7,8 jelenlétében. 

Ezután TEV-proteáz segítségével a tropomiozinról lehasítottuk a His-tag régiót. Tpm1.12 

esetében a térfogat 30-ad, Tpm3.1 esetén a térfogat 50-ed része a TEV-proteáz. Az 

emésztést 3 órán át 37°C-on végezzük, majd újabb Ni-NTA oszlopon való tisztítással 

elválasztottuk a tropomiozint a His-taget és TEV-proteázt tartalmazó frakciókat. Végül 

egy tisztító centrifugálást (Beckmann MLA-80 rotor, 100.000g, 4°C, 35 perc) követően 

ellenőriztük agaróz gélen az esetleges DNS-szennyeződést, majd BCA fehérje esszé kittel 

megmértük a koncentrációját. A tisztítást követően a tropomiozinokat 0°C-on 10mM 

Tris-HCl, 100mM KCl, 1mM DTT, pH=7,8 pufferben tároltuk. 
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III. 1.5. SKTM PREPARÁLÁSA: 

Az aktin preparálás során a kioldás után megmaradt, kinyomkodott forgácsot 

használtuk fel (Smillie 1982). A forgácsot éjszakán át kevertettük 4°C-on az alábbi 

pufferben: 5mM TRIS, 1M KCl, 0,5mM DTT, pH=7,0. Az áztatott forgácsot másnap 3 

rétegű gézlapon átszűrtük és kinyomkodtuk. A szűrleten pH-vágásokat végeztünk. Az 

oldat pH-ját 0,1M-os HCl hozzáadásával levittük pH=4,6-ra, eközben a pH-t 

folyamatosan mértük. Kicsapódás után az oldatot jégen, hűtőben kevertettük 30 percig. 

A mintát centrifugáltuk (Sorvall, T-1250 rotor, 6000 g, 20 perc, 4°C). A pelletet 

visszaoldottuk az eredeti térfogat 80%-ának megfelelő 5mM TRIS, 1M KCl, 0,5mM 

DTT, pH=8,0 pufferben. Az oldat pH-ját 1M-os KOH hozzáadásával felvittük pH=8,0-

ra, eközben a pH-t folyamatosan mértük. Az oldatot jégen, hűtőben kevertettük 30 percig, 

amit újabb centrifugálás követett (Sorvall, T-1250 rotor, 6000 g, 10 perc, 4°C). A 

továbbiakban a felülúszóval még kétszer megismételtük a pH-vágást, melyet ammónium-

szulfátos kicsapás követett. Az utolsó felülúszóhoz 31,2g/100 ml ammónium-szulfátot 

adtunk, ügyelve, hogy a pH-t állandó értéken tartsuk. Újabb centrifugálást (11000 g, 30 

perc, 4°C) követően felülúszóhoz 7,34g/100 ml ammónium-szulfátot adtunk állandó pH 

értéken tartva. 30 perces kevertetést követően centrifugáltuk (11000g, 1 óra, 4°C). A 

pelletet 5mM TRIS, 1mM DTT pH=7,8 pufferben visszaoldottuk és egy éjszakán át 

dializáltuk 1mM Na-foszfát puffer, 1M KCl és 2,5mM DTT, pH=7,0 jelenlétében, 

előkészítve ezzel a hidroxiapatit CHT anion cserélő oszlopon való tisztításra. Az 

oszlopról 300mM Na-foszfát puffer, 1M KCl, 2,5mM DTT, pH=7,0 pufferrel eluáltuk, 

majd a fehérjéket tartalmazó frakciókat újra dializáltuk 100mM KCl, 5mM Tris, 10mM 

2-merkaptoetanol pH=7,8 jelenlétében. Végül megmértük a koncentrációját fotométer 

segítségével. 278nm-en mért abszorbancia esetén extinkciós koefficiensnek 0,24 ml∙mg-

1∙cm-1-et használtuk (Spudich and Watt 1971).  

 

III. 1.6. GELSOLIN PREPARÁLÁSA: 

Gelsolin előállításához a teljes hosszúságú His-tag régiót tartalmazó szekvencia 

pET21d(+) vektorba klónozott plazmid rendelkezésünkre állt (Nag et al. 2009). A 

plazmidot E.coli BL21 (DE3) sejtekben transzformáltuk, majd sejtkultúrát növesztettünk 

30 μg/ml kanamicin szelekciós antibiotikum mellett. A kiskultúrát 3l Luria Broth 
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tápközegben növesztettük OD600 0,6-0,8 közé 37 °C-on, majd 1 mM IPTG-vel indukáltuk 

egy éjszakán át 25 °C-on. Ezt követően a tápoldatot lecentrifugáltuk és a pelletet -20°C-

on tároltuk.  

A lefagyasztott baktérium pelleteket felolvasztottuk az alábbi feltáró pufferben: 

5mM Tris-HCl, 1mM ATP, 1mM PMSF, 7mM 2-merkaptoetanol, 5mM imidazol, 

300mM NaCl, pH=8,0. Továbbá hozzáadtunk 30µg/ml DNázt, 1x proteáz inhibitor 

keveréket. Az elegyet addig kevertettük, amíg az homogén nem lett, majd 

üveghomogenizátorral homogenizáltuk és végül 5∙1 percig szonikáltuk (80% intenzitás, 

0,4ms impulzus). Ezt követően centrifugáltuk (Beckman- Coulter MLA-80 rotor, 

440.000g, 35 perc, 4°C). A felülúszót Ni-NTA oszlopra kötöttük 1 órán át kevertetés 

mellett, majd feltáró pufferrel készített imidazol koncentráció sorral eluáltuk és 

elektroforézissel ellenőriztük, hogy mely frakciók tartalmazzák a fehérjét. A fehérjét 

tartalmazó frakciókat dializáltuk 20mM Tris-HCl, 1mM EGTA, pH=8,0 pufferben, majd 

Source 15Q ioncserélő oszlopra vittük, ahol az alábbi pufferekkel mosva az oszlopot 

tovább tisztítottuk:  

Puffer1: 20mM Tris-HCl, 20mM NaCl, 1mM EGTA, pH=8,0;  

puffer2:10mM Tris-HCl, 0,1mM EGTA, pH=8,0;  

puffer3: 20mM Trsi-HCl, 2mM CaCl2, pH=8,0;  

puffer4: 20mM Tris-HCl, 1M NaCl, 0,1mM EGTA, pH=8,0. 

A gelsolint tartalmazó frakciókat dializáltuk 5mM HEPES, 50mM NaCl, 0,1mM 

EGTA, pH=8,0 pufferben előkészítve ezzel a gélfiltrálásra, melyet Superdex 200 

oszlopon végeztünk. A gelsolin koncentrációjának meghatározását Shimadzu UV-2100 

spektrofotométerrel végeztük, amely során a gelsolin extinkciós együtthatójának 

1,29ml∙mg-1∙cm-1 értéket vettük a 280 nm-en mért abszorbancia esetén.  

 

III. 1.7. VCA-ARP2/3 TISZTÍTÁSA: 

A VCA és Arp2/3 komplex tisztítását Egile és munkatársai, 1999-ben megjelent 

cikkében található módon végeztük. A tisztítást Leipoldné Vig Andrea végezte. 
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III. 1.8. TEV PREPARÁLÁS: 

TEV proteáz előállításához His-tag régiót tartalmazó, kanamicin rezisztenciával 

rendelkező szekvencia pET24 vektorba klónozott plazmid (TEV-235) rendelkezésünkre 

állt. 

A vektort E.coli BL21 (DE3) sejtekbe transzformáltuk 33µg/ml kanamicin 

jelenlétében. A sejtkultúrát OD600= 0,6 értékig növesztettük majd 1mM IPTG-vel 4 órán 

át 30°C-on expresszáltuk. Ezt követte a centrifugálás, majd a pelletet felhasználásig -

20°C-on tároltuk. 

A fehérje tisztítás első lépéseként a pelletet 25ml lízis pufferben felolvasztottuk 

(50mM Na-foszfát, 100mM NaCl, 25mM imidazol, 10% glicerin, pH=8,0). Hozzáadunk 

további 5µl/ml DN-ázt, 5mM MgCl2-ot, 10 µl/ml lizozimot és 1x proteáz inhibitor 

keveréket. Az elegyet 10 percig szobahőmérsékleten inkubáltuk, majd szonikáltuk 6x25 

másodpercig 30 másodperces szünetekkel (80% intenzitás, 0,4ms impulzus). Az oldatot 

centrifugáltuk (1 óra, 4°C, 30.000rpm) majd a felülúszót lízis puferrel equilibrált Ni-NTA 

oszlopra kötöttük 1 óra 4°C kevertetés mellett. Az oszlopról elúciós puffer mosással 

szedtük le a fehérjét (50mM Na-foszfát, 100mM NaCl, 500mM imidazol, 10% glicerin, 

pH=8,0). A fehérjét tartalmazó frakciókat anion cserélő Source 15Q oszlopon tovább 

tisztítottuk az alábbi pufferekkel: puffer1: 50mM Na-foszfát, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 

1mM DTT, 10 glicerin, pH=8,0; puffer2: 50mM Na-foszfát, 1M NaCl, 1mM EDTA, 

1mM DTT, 10% glicerin, pH=8,0. Ezt követően a mintánkat centrifugáltuk (Beckmann, 

MLA-80 rotor, 80.000rpm, 40 perc, 4°C), majd megmértük a koncentrációját Shimadzu 

UV-2100 spektrofotométerrel, amely során a TEV proteáz extinkciós együtthatójának 

1,19 ml∙mg-1∙cm-1 értéket vettük a 280 nm-en mért abszorbancia esetén.  
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III. 2. ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 

III. 2.1. FLUORESZCENCIA MÉRÉSEK: 

A fluoreszcencia mérésekhez egyrészt a FLX-Xenius (SAFAS) többutas és a Jobin 

Yvon spektrofluorimétert használtuk. A polimerizációs és depolimerizációs teszteket az 

idő függvényében mértük szobahőmérsékleten (22°C) 365nm gerjesztési és 407nm 

emissziós hullámhosszakat beállítva. A kapott eredményeket legalább 3 független mérés 

átlagából számoltuk. 

 

III. 2.2. AKTIN POLIMERIZÁCIÓJÁNAK VIZSGÁLATA: 

Polimerizáció során a monomer aktinok összeépülésével filamentális aktin alakul ki. 

A polimerizáció több lépésben történik. Az aktin monomerek elsőként nukleuszt 

alkotnak, melyekből elindulhat a filamentum polimerizációja. Ezt a folyamatot a pirén-

jelölés által tudjuk nyomon követni. Minél több aktin alakul filamentummá, a pirén 

emittált jel intenzitása nő, így az idő függvényében nyomon követhető a filamentumok 

növekedése. A vizsgálatokhoz 365nm-es gerjesztési és 407nm-es emittált 

hullámhosszakat alkalmaztunk. A mérések során 5µM 5%-ban jelölt G-aktint 

polimerizáltunk 2mM MgCl2-ot és 100mM KCl-ot tartalmazó A-pufferrel különböző 

fehérjék jelenlétében, illetve azok nélkül. 

Azoknál a vizsgálatoknál, ahol aktin polimerizációt mértünk önmagában vagy 

tropomiozin és/vagy Arp2/3 jelenlétében, a Ca2+-G-aktint Mg-G-aktinra cseréltük 0,2mM 

EGTA és 0,05mM MgCl2 (végső koncentrációk) jelenlétében 5-10 perc 

szobahőmérsékletes inkubálással. 

A gelsolin hatásának vizsgálatánál aktint polimerizáltunk különböző gelsolin 

koncentrációk, illetve különböző tropomiozinok jelenlétében. Méréseinket úgy is 

megismételtük, hogy 0,3µM gelsolint és a 10µM tropomiozint 30 percen át szobahőn 

előinkubáltuk, hogy komplexet képezhessenek egymással, majd ezt követően adtuk a 

Ca2+-G-aktinhoz.  

Az eredmények kiértékeléséhez a kapott görbéket normalizáltuk (így egy pontból 

induló, 0 és 1 között változó görbéket kaptunk), majd egyenest illesztettünk a 
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polimerizációs folyamat lineáris szakaszára (0,45-0,55 között, gelsolinos mérések esetén 

0,05-0,25 között) és meghatároztuk az egyenesek meredekségét. 

 

III. 2.3. AKTIN DEPOLIMERIZÁCIÓJÁNAK VIZSGÁLATA: 

Annak megállapítására, hogy az aktin monomerek milyen sebességgel disszociáltak 

le az aktin filamentumról különböző körülmények között kritikus koncentráció alá történő 

hígításon alapuló depolimerizációs tesztet végeztünk. Ennek során 10µM 70-80%-ban 

jelölt G-aktint polimerizáltuk 100mM KCl, és 2mM MgCl2 mellett. Hasonlóan a 

polimerizációs tesztekhez itt is gerjesztési hullámhossznak 365nm-t és emissziós 

hullámhossznak 407nm-t választottunk. 

Azon vizsgálatoknál, ahol az aktin depolimerizációt önmagában, tropomiozin 

jelenlétében vagy Arp2/3 hatását a depolimerizációra vizsgáltuk, a Ca2+-G-aktint Mg-G-

aktinra cseréltük 0,2mM EGTA és 0,05mM MgCl2 (végső koncentrációk) jelenlétében 5-

10 perc szobahőmérsékletes inkubálással, majd ezt követte a polimerizálás. Ezt követően 

a polimerizált F-aktin mintát hígítottuk ki a kritikus koncentráció alá 100nM-ra 

polimerizációs pufferrel (A-puffer, 100mM KCl, 2mM MgCl2), és figyeltük a pirén jel 

változását. 

A gelsolin hatásának vizsgálata során Ca2+-G-aktint használtunk és polimerizáltunk 

tropomiozin jelenlétében vagy anélkül. Ezt követően adtuk hozzá a gelsolint, majd ezt a 

polimerizált F-aktin mintát hígítottuk ki a kritikus koncentráció alá 100nM-ra 

polimerizációs pufferrel (A-puffer, 100mM KCl, 2mM MgCl2). Egyes kísérletekben a 

gelsolin és a tropomiozint előinkubáltuk, hogy komplexet képezzenek, majd ezt követően 

adtuk az aktinhoz. 

A pirén emittált jel csökkenése által detektáltuk a monomerek disszociációját 

ugyanazon hullámhosszon, mint a polimerizációs tesztek esetében. Az eredmények 

kiértékeléséhez a kapott görbék lineáris szakaszára (első 50 másodperc, illetve gelsolinos 

méréseknél első 120 másodperc) egyenest illesztettünk, és meghatároztuk a 

meredekségüket. 
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III. 2.4. KOSZEDIMENTÁCIÓS VIZSGÁLATOK: 

20µM Mg-G-aktint polimerizáltunk 2mM MgCl2 és 100mM KCl mellett, majd 

polimerizációs pufferrel kihígítottuk 5µM-osra tropomiozin nélkül, illetve különböző 

tropomiozin koncentrációk jelenlétében. A mintákat (60µl) éjszakán át inkubáltuk 4°C-

on, ezután lecentrifugáltuk (440.000 g-vel 4°C-on 30 perc). A pelletet és felülúszót SDS-

PAGE gélen elemeztük. A gélt Coomassie Blue festékkel kezeltük. A 

fehérjemennyiségeket denzitometriás méréssel határoztuk meg. A pelletben lévő 

TM:aktin arányt a teljes TM koncentráció függvényében ábrázoltuk. Az adatok 

kiértékeléséhez a következő egyenletet alkalmaztuk: 

 

Az S a TM:aktin aránya a pelletben, Smax a TM:aktin arány maximális értéke telítési 

koncentrációban, [TM]0 és [A]0 az adott tropomiozin és az aktin koncentrációja a 

mintákban, illetve a Kd az adott tropomiozin:F-aktin komplex disszociációs egyensúlyi 

állandója. 

Gelsolinos mérések esetében két méréssorozatot készítettünk. Egyrészt 2µM 

gelsolint adtunk 25µM filamentális aktinhoz és inkubáltuk 1 órán át. Ezt követően a 

mintát kihígítottuk 10µM aktin, 0,8µM gelsolin koncentrációra különböző 

tropomiozinokkal (Tpm1.12 végkoncentrációja 40µM; Tpm3.1 végkoncentrációja 40µM 

és az skTM végkoncentrációja 10µM volt), illetve tropomiozin nélkül polimerizációs 

pufferrel, majd inkubáltuk újabb 2 órán át. Másrészt 10µM filamentális aktint inkubáltunk 

először különböző tropomiozinnal, illetve a nélkül. A tropomiozin koncentrációk 

ugyanazok voltak, mint az első esetben. Ezt követően adtunk a mintához 0,8µM gelsolint 

és újabb 1 órán át hagytuk inkubálódni. Mindkét sorozatot centrifugáltuk (Beckman-

Coulter, TLA-100 rotor, 440,000g, 30 perc, 4°C). A gélt Coomassie Blue festékkel 

kezeltük. A fehérjemennyiségeket denzitometriás méréssel határoztuk meg. 

A kiértékelés során az aktint tartalamazó mintában a leülepedő aktinra, az aktint és 

gelsolint tartalmazó mintában a leülepedő gelsoloinra normalizáltuk az eredményeinket. 

A mérési eredmények 3 független mérési sorozat átlagából adódnak. Az adatok megadása 

a 3 mérés átlagában és azok szórásában (Standard Deviation) történt. 
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III. 2.5. FELÜLETI PLAZMON REZONANCIA (SPR): 

Fehérje kölcsönhatások és fehérjekötések egyik vizsgálati módszere a felületi 

plazmon rezonancia. A mérés során valós időben követhetjük a kötődés kinetikáját, és 

kiszámíthatjuk az interakció termodinamikai paramétereit is. 

Biacore 3000 műszer alkalmazásával vizsgáltuk a tropomiozin és a gelsolin 

kölcsönhatását. Az egyes tropomiozin izoformákat közvetlenül CMD500L érzékelő 

chipre immobilizáltuk a fehérjék amin csoportján keresztül. A felületet először 35µl 

EDC/NHS oldattal (200mM EDC; 50M NHS) injektáltuk, majd a tropomiozint 30µg/ml-

re hígítottuk az immobilizációs pufferrel (10mM Na-acetát, pH=3,5) és injektáltuk a 

felületen 7 percig. 10µl/perc áramlási sebesség mellett. A felesleges reaktív helyeket 

ezután blokkoltuk 1M etanol-amin (pH=8,5) injektálásával 7 percig 5µl/perc áramlási 

sebesség mellett. A kontroll felületet aktiváltuk, majd etanol-aminnal blokkoltuk. A 

tropomiozinok immobilizálását követően a gelsolint hígítottuk a folyó pufferben (10mM 

HEPES; 150mM NaCl; 3mM EDTA; 0,005% P20 felületaktív anyag; pH=7,4) különböző 

koncentrációkban (0,5; 1; 2; 3; 4; 5; és 7,5µM) 10µl/perc áramlási sebességgel.  

A gelsolin és a tropomiozin közötti asszociációs szakaszokat 7 percig követtük 

nyomon, a gelsolin nélküli disszociációs szakaszokat 6 percen keresztül. Ezt követően 

meghatároztuk a kölcsönhatások kinetikai paramétereit és a disszociációt. Az érzékelő 

chipeket minden egyes kötési vizsgálat után regeneráltuk 10mM glicin-HCl (pH=2,1) 

injektálásával. A kinetikai paramétereket a BIAevalution 3.1 szoftverrel értékeltük ki, 

feltételezve, hogy a gelsolin:tropomiozin dimer kölcsönhatás aránya 1:1 a fehérjék között. 
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IV. 1. TPM1.12 ÉS TPM3.1 IZOFORMÁK KLÓNOZÁSA 

A tropomiozinok aktinra gyakorolt hatásának in vitro vizsgálatához rekombináns 

fehérjéket állítottunk elő. A tropomiozinok aktin filamentumhoz való kapcsolódása 

nagyfokú kooperativitást mutat, melyben fontos szerepe van a szomszédos tropomiozinok 

N- és C-terminálisai között létrejövő vég-vég kapcsolódásoknak. Az aminosav 

szekvenciában történő kisebb módosítások is már befolyásolhatják az aktinhoz való 

kapcsolódásukat, így a funkciójukat is. Ezért a Tpm1.12 és Tpm3.1 rekombináns fehérjék 

előállításánál ügyeltünk, hogy csak az eredeti szekvencia részeket kódoljuk. A klónozás 

során teljes hosszúságú egér tropomiozin izoformák előállítása volt a cél, melyek 

szekvenciáit a 9. ábrán hasonlítjuk össze.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. EREDMÉNYEK 
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A Tpm1.12 738 nukleotidból épül fel, melyen 245 aminosav kódolódik. A Tpm3.1-

et 747 nukleotid bázispár kódolja, és 248 aminosavból áll. Mindkét izoforma esetén az 

adatbázisban közölt szekvenciához képest van egy eltérés, ami lehet természetes is 

(Tpm1.12 esetén az M91T aminosav, a Tpm3.1 esetén az E230G aminosav), mely egy 

pontmutációnak feltételezhető. A teljes tropomiozin szekvenciákat pET28a plazmidba 

klónoztuk és E.coli-ban expresszáltuk Luria-Broth tápközegben. Ekkor a fehérjénk még 

His-tag régiót tartalmazott, melynek segítségével azt Ni-NTA oszlopon sikeresen 

megtisztítottuk a szennyező fehérjék többségétől. Ahhoz, hogy a maradék 

szennyeződéstől is megszabadítsuk hidroxi-apatit affinitáskromatográfiás módszerrel 

tovább tisztítottuk. A His-tag régiót TEV proteázzal lehasítottuk és eltávolítottuk a fehérje 

mellől. Az esetleges DNS szennyeződést agaróz gélelektroforézissel ellenőriztük. A 

fehérjék tisztaságát, valamint a sikeres hasítást SDS poliakrilamid gélen ellenőriztük, 

melyet a következő gélfotón is láthatunk (10.ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

10. ábra: Tpm1.12 és Tpm3.1 gélfotói 

 

Ismert molekulasúlyú marker segítségével meghatároztuk az egyes izoformák 

molekulatömegét SDS poliakrilamid gélfuttatást követően. Ez alapján a Tpm1.12 

molekulaméretét 37 kDa-ra, a Tpm3.1 31kDa-ra becsültük. A szekvencia alapján is 

meghatároztuk az elméleti molekulatömeget Protparam program segítségével, ahol a 

izoformára Tpm1.12 28,313 kDa, a Tpm3.1 fehérjére 28,948 kDa eredményt kaptunk. 

Ezt az számítást tömegspektrometriás méréssel is alátámasztottuk. Mérései alapján a 

Tpm1.12 28,301kDa méretű, a Tpm3.1 28,949kDa méretű.  
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IV. 2. TPM1.12 ÉS TPM3.1 KÖTŐDÉSE AZ AKTIN FILAMENTUMHOZ 

Rekombináns tropomiozin izoformák aktin filamentumhoz (F-aktin) való kötődését 

koszedimentációs esszé segítségével vizsgáltuk. A mérés során 5µM F-aktinhoz növekvő 

koncentrációban adtuk az egyes tropomiozinokat, majd éjjelen át tartó inkubálást 

követően centrifugálással pelletáltuk a mintákat (11. ábra). A kiértékeléshez minden 

mintát SDS-PAGE gélen megfuttattunk és Comassie-Blue festést követően megmértük a 

leülepedett tropomiozin és aktin mennyiségét GeneTools program segítségével.  

 

 

 

 

 

11. ábra: Koszedimentációs-esszé az egyes tropomiozin izoformák növekvő 

koncentrációjában 

 

Kontrollként a tropomiozinok ülepedését F-aktin nélkül is megmértük. Az aktin 

nélkül pelletálódott tropomiozinok mennyiségét minden egyes koncentrációban 

számszerűsítettük és ezzel korrigáltuk az aktint is tartalmazó tropomiozin mintákat. Az 

így kapott tropomiozin:F-aktin kötési arányokat ábrázoltuk a tropomiozin 

koncentrációjának függvényében (12. ábra). Az adatokból az adott izoformára jellemző 

disszociációs egyensúlyi állandó volt meghatározható. Ezek alapján a Tpm1.12 

disszociációs egyensúlyi állandója (KD) 3,5 ± 0,9µM, a Tpm3.1 esetén pedig 0,1 ± 0,1µM.  
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12. ábra: TM:F-aktin kötési arányok a TM koncentrációk függvényében 

 

IV. 3. TPM1.12 ÉS TPM3.1 HATÁSA AZ AKTIN FILAMENTUMRA 

IV. 3.1. AZ EGYES IZOFORMÁK AKTIN FILAMENTUM FELÉPÜLÉSÉRE 

GYAKOROLT HATÁSAI 

A tropomiozinok különböző izoformái másképp hatnak az aktin filamentum 

felépülésére. Nyúl vázizomból preparált szkeletális tropomiozin lassítja az aktin 

polimerizációt azáltal, hogy stabilizálja a filamentumokat, így megakadályozza azok 

spontán mechanikai törését. A törés által több, szabad filamentum vég keletkezik, melyen 

végbemehet a polimerizáció. Ezt akadályozza meg a vázizom tropomiozin (Lal and Korn 

1986; Wawro et al. 2008). Ezzel ellentétben a nem izom specifikus Tpm1.8 (régi nevén 

Tm5a) és a Tpm1.6 (régi nevén Tm2) 30-40%-kal növeli az aktin polimerizáció 

sebességét, ami azt sugallja, hogy specifikus hatása van a szöges vég dinamikájára 

(Wawro et al. 2008).  

Mivel a vázizom tropomiozin egy már nagyon jól ismert viselkedésű izoforma ezért 

a méréseink során ezt választottuk kontroll mintának. 

Polimerizációs esszék segítségével vizsgáltuk, hogy az általunk tisztított izoformák 

milyen hatással vannak az aktin monomerek filamentumba való beépülésére. A 

normalizált polimerizációs görbék 0,45-0,55 közötti lineáris szakaszára egyenest 

illesztettünk és meghatároztuk a meredekségüket (13. ábra).  
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13. ábra: Polimerizációs sebességek az egyes TM izoformákkal  

 

Összhangban a korábbi mérésekkel, vázizom tropomiozin (skTM) esetén azt 

tapasztaltuk, hogy az általunk használt 6µM skTM ~60%-kal lassítja az 5µM aktin 

polimerizációját. Figyelembe vettük, hogy az skTM aktinhoz való kötődése KD=0,5µM, 

ami azt jelenti, hogy az általunk használt 6µM skTM koncentráció az összes aktin 

kötőhelyet lefedi.  

Tpm1.12 esetén 40µM és Tpm3.1 esetén 17µM az alkalmazott koncentráció, ami több 

mint 10-szerese a korábban meghatározott KD értéknek. Ennek ellenére, a két izoforma 

csak kis mértékben befolyásolta az aktin polimerizációját. Míg a Tpm1.12 az skTM-hez 

hasonlóan csökkentette a polimerizáció sebességét, addig a Tpm3.1 növelte azt. 
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IV. 3.2. TPM1.12 ÉS TPM3.1 HATÁSA AZ ARP2/3 KOMPLEX ÁLTAL 

KATALIZÁLT AKTIN FILAMENTUM FELÉPÜLÉSRE 

Korábbi tanulmányok már kimutatták, hogy egyes tropomiozin izoformák képesek 

gátolni az Arp2/3 komplex által katalizált aktin nukleációját. Egyrészt a tropomiozin és 

az ADF közötti antagonizmus jelentős változást okoz az aktin filamentumvég 

morfológiájában és dinamikájában. Másrészt a tropomiozin gátolja a filamentum 

elágazódását. (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010). Sejtbiológiai vizsgálatok 

kimutatták, hogy a Tpm1.12 és Tpm3.1 ellentétes hatást gyakorol a lamellipódium 

kialakulására és a sejtmigrációra (Bryce et al. 2003).  

14. ábra: Tropomiozinok hatása a VCA-Arp2/3 által kifejtett nukleációra 

 

A Tpm1.12 és Tpm3.1 Arp2/3 komplexre kifejtett hatását polimerizációs 

vizsgálatokkal ellenőriztük. Az eredmények azt mutatták, hogy a Tpm1.12 nincs hatással 

a VCA-Arp2/3 által kifejtett nukleációra. Ezzel ellentétben a Tpm3.1 az skTM-hez 

hasonlóan gátolja a komplex nukleációs hatását, azonban az általunk alkalmazott 

legmagasabb koncentrációban is mindössze ~25%-kal csökkentette azt (14. és15. ábra). 

A méréseket és kiértékelésüket Dr. Bugyi Beáta és Leipoldné Vig Andrea végezték. 
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15. ábra: Aktin polimerizációs sebessége Arp2/3, valamint az egyes tropomiozinok 

jelenlétében 

 

IV. 3.3. AZ EGYES IZOFORMÁK AKTIN FILAMENTUM SZÉTSZERELŐDÉSÉRE 

GYAKOROLT HATÁSAI 

A tropomiozinok strukturális stabilizációs hatásuk révén képesek gátolni az aktin 

filamentum leépülését (Broschat 1990). Ennek vizsgálatára depolimerizációs esszét 

alkalmaztunk, melyben 2µM 50%-ban jelölt F-aktint higítottunk 50nM 

végkoncentrációjúra különböző tropomiozinok jelenlétében. Ez a módszer biztosítja, 

hogy az aktin végkoncentrációja kisebb legyen, mint a szöges vég kritikus koncentráció, 

így a szöges végen is az aktin monomerek leválása lesz a domináns. A filamentum 

depolimerizációjának kinetikáját a pirén fluoreszcencia jel monitorozásával követtük 

nyomon (16.ábra). 
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16. ábra: Aktin filamentum depolimerizációja tropomiozin jelenlétében 

 

Méréseinket polimerizációs puffer közegben végeztük, csak a hozzáadott fehérjék 

fajtája változott. Tropomiozin nélküli minták esetén a csökkenés jellegét egy egyfázisú 

görbével írhatjuk le. Ezt mutatja a fenti 16. ábra felső paneljében látható fekete görbe. Ha 

a filamentumokat előinkubáltuk 10µM skTM, 40µM Tpm1.12, 40µM Tpm3.1 

jelenlétében a görbe kétfázisúvá válik. Az első fázis körülbelül 50 másodpercig tart, és 

alacsonyabb depolimerizációs sebesség jellemzi, mint a tropomiozin nélküli mintát. A 

második fázist egy gyorsabb depolimerizációs szakasz jellemzi. Ezen mérések során a 

hígító puffer nem tartalmazott tropomiozint, így a hígítás során (40-szeres hígítást 

alkalmaztunk) a tropomiozin koncentrációja csökkent. A tropomiozin kihígulása miatt új 

egyensúlyi állapot jött létre, mely során a legtöbb tropomiozin disszociált a 

filamentumról. Ezek alapján arra következtettünk, hogy az első szakasz a még 

filamentumon lévő tropomiozinnal kötött filamentum depolimerizációját mutatja, a 

második szakasz pedig a tropomiozin disszociációját követő depolimerizációt. Ezt a 

feltételezésünket megerősíteni kívántuk, így a méréseket megismételtük olyan hígító 

puffert alkalmazva, mely ugyanazon tropomiozin koncentrációt tartalmaz, mint az aktin 

mintánk (10µM skTM vagy 40µM Tpm1.12). Ezen körülmények között kapott egyfázisú 



45 
 

depolimerizációs görbéket mutatja a 16. ábra alsó panelje, alátámasztva ezzel a korábbi 

feltételezésünket. Méréseinkből arra következtethettünk, hogy mind a három tropomiozin 

izoforma lassította az aktin filamentum depolimerizációját. Továbbá a tropomiozinok 

disszociációja az aktin filamentumról egy lassú, körülbelül néhány 10 másodperces 

folyamat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

17. ábra: Depolimerizáció sebessége különböző tropomiozin koncentráció 

jelenlétében 

 

A depolimerizációs méréseket különböző tropomiozin koncentrációk mellett 

inkubált aktinnal is elvégeztük. A kapott görbék első 50 másodpercére egyenest 

illesztettünk és annak meredekségéből meghatároztuk a depolimerizáció sebességét. Az 

eredményeket a 17. ábra foglalja össze. Az adatok azt mutatták, hogy az egyes 

tropomiozinok csökkentik a filamentum depolimerizációját, méghozzá koncentráció 

függésben. Ugyanakkor látható, hogy a Tpm3.1 és az skTM körülbelül kétszer nagyobb 

hatást mutatott a filamentum depolimerizációjára, mint a Tpm1.12, ami korrelál az egyes 

izoformák affinitásával is. Ezt próbáljuk kiküszöbölni a telítési koncentrációk 

alkalmazásával. 
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IV. 4. GELSOLIN ÉS TROPOMIOZIN KÖLCSÖNHATÁSA  

IV. 4.1. TROPOMIOZIN KÖTŐDÉSE GELSOLINHOZ 

A gelsolin egyes tropomiozin izoformákhoz való kötési affinitását felületi plazmon 

rezonanciával (SPR- Surface Plasmon Resonance) vizsgáltuk. A tropomiozinokat amin 

csoportjuknál az érzékelő chipre immobilizáltuk, majd különböző koncentrációban 

gelsolint juttattunk a felülethez. Az egyes szenzogrammokon láthatóak a gelsolin 

asszociációs (amikor gelsolint tartalmazó pufferrel kezeltük a mintát) és disszociációs 

(amikor gelsolin nélküli puffert alkalmaztunk) görbéi (18. ábra).  

A szenzogrammokra exponenciális függvényt illesztettünk és meghatároztuk az 

asszociációs (ka) és a disszociációs sebességi állandót (kd). A kettő hányadosából pedig 

kiszámítottuk a disszociációs állandót KD=kd/ka egyenlet segítségével. A számolásokat 

mindegyik tropomiozin izoformával elvégeztük. Így a kapott disszociációs konstansok a 

következők lettek: skTM esetén KD=1,9±1,4µM; Tpm1.12 esetén KD=0,7±0,2µM; 

Tpm3.1 esetén KD=0,3±0,2µM. Ezek a KD értékek viszonylag nagy affinitást jeleznek a 

tropomiozinok és gelsolin között, amiből arra következtethetünk, hogy a gelsolin-

tropomiozin kölcsönhatásoknak funkcionális jelentősége lehet.  
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18. ábra: Egyes tropomiozin izoformák SPR mérései különböző gelsolin 

koncentrációkkal 
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IV. 4.2. GELSOLIN HATÁSA AZ AKTIN FILAMENTUMRA 

Megvizsgáltuk, hogy a tropomiozin-gelsolin kapcsolódás befolyásolja-e ezen 

fehérjék aktivitását. A gelsolinról ismert, hogy filamentum severing funkciója által növeli 

a polimerizáció sebességét a szöges végek számának megnövelésével (Yin et al. 1981).  

Elsőként Ca2+ iont kötő aktinnal megvizsgáltuk annak polimerizációját növekvő 

gelsolin koncentráció (2-500nM) jelenlétében (19. ábra). Első mérésünk során a puffer 

sótartalma (100mM KCl, 2mM MgCl2) által kiváltott polimerizációt néztük. 

Megfigyelhető, hogy a kezdeti nukleációs fázis körülbelül 1-2 percig tart, majd ezt követi 

az elongációs fázis, mígnem lassan elér egy egyensúlyi állapotot. Ehhez képest a gelsolint 

is tartalmazó mintáknál az aktin összeépülése egy gyorsabb folyamat, melyet a görbe 

nagyobb meredeksége is tükröz. A nukleációnak megfelelő lag fázis egyre rövidebb lett 

a gelsolin koncentrációjának növekedésével, valamint a polimerizációs sebesség a 

gelsolin koncentrációjának növekedésével egyre nagyobb (20. ábra) Ez az eredmény 

összhangban áll a már korábbi vizsgálatokkal (Yin et al. 1981).  

19. ábra: Gelsolin által indukált aktin polimerizáció 

 

Az aktinhoz képest magasabb gelsolin koncentráció esetén (> 200nM) a kezdeti 

polimerizáció gyorsabb mint a depolimerizáció, így kialakul egy az egyensúlyi állapothoz 

képest magasabb csúcs. Ez a jelenség a gelsolin aktin monomereket kötő és filamentum 

severing funkciója miatt alakulhat ki. Relatív alacsonyabb gelsolin koncentrációban ez a 

jelenség nem domináns, mivel a gelsolin jelentős része a nukleáció módosulására, a 
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kialakult filamentumok sapkázására fordítódik. Megnövekedett gelsolin-aktin arány több 

szabad gelsolint eredményez, mely az elongáció során kialakult filamentumokat 

darabolhatja, ezáltal több rövidebb filamentum alakul ki. A kialakult egyensúlyi állapotot 

mutató plató fázis magassága a hozzáadott gelsolin mennyiségével arányosan kisebb lesz. 

Ez valószínűleg tükrözi a gelsolin által megkötött aktin monomerek mennyiségét, melyek 

így nem képesek a filamentumba épülni. Ezáltal csökkent fluoreszcencia intenzitást 

mérhetünk.  

Mindezen tapasztalatok azt mutatják, hogy a rekombináns gelsolin a korábbi 

tanulmányokban tapasztalhatókhoz hasonlóan viselkedik. 

 

 

 

 

 

 

 

 

20. ábra: Aktin polimerizációs sebessége gelsolin koncentrációjának függésében  

 

IV. 4.3. GELSOLIN POLIMERIZÁCIÓRA GYAKOROLT HATÁSÁNAK VÁLTOZÁSA 

TROPOMIOZIN JELENLÉTÉBEN 

Korábbi kutatások kimutatták, hogy a simaizom tropomiozin gátolja a gelsolin 

filamentum daraboló funkcióját, de nincs hatással az aktin nukleációjára (Khaitlina et al. 

2013).  

Megvizsgáltuk, hogy az általunk használt tropomiozin izoformák befolyásolják-e a 

gelsolin polimerizációra kifejtett hatását. A mérés során megnéztük, hogyan változik a 

polimerizáció gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében. Utóbbi mérés során 

a gelsolint 30 percig előinkubáltuk a tropomiozinnal 100µM Ca2+ jelenlétében. 
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A gelsolin által megnövekedett aktin polimerizációs sebesség mindegyik 

tropomiozin jelenlétében tovább növekedett (21. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. ábra: aktin polimerizáció gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében 

 

A legkisebb hatást a Tpm1.12-nél észleltük, közepes hatást fejtett ki a Tpm3.1 és 

legnagyobb hatással az skTM volt a polimerizációra (22. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

22. ábra: Az egyes tropomiozin izoformák hatása az aktin polimerizációs 

sebességére 
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Kontroll mérések során gelsolin nélkül vizsgáltuk a tropomiozinok hatását az aktin 

polimerizációra. Azt találtuk, hogy az alkalmazott koncentrációban egyik tropomiozin 

izoforma sem befolyásolja a Ca2+-aktin polimerizációját (23. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23. ábra: Tropomiozinok hatása a Ca2+-aktin polimerizációra gelsolin jelenléte 

nélkül 

A gyorsabb polimerizáció egyik magyarázata lehet, hogy a tropomiozin elősegíti a 

gelsolin nukleáló hatását. Másik lehetséges magyarázat, hogy a tropomiozinok növelik a 

gelsolin filamentum daraboló hatását, amely így több szabad filamentum véget jelent a 

beépülő aktin monomerek számára. 

 

IV. 4.4. GELSOLIN ÁLTAL KIVÁLTOTT AKTIN FILAMENTUM SZÉTESÉS 

TROPOMIOZIN JELENLÉTÉBEN 

Ahhoz, hogy megvizsgáljuk a tropomiozinok hatását a gelsolin által okozott 

filamentum severing szempontjából, depolimerizációs teszteket végeztünk. A 

mérésekhez pirén-jelölt aktin filamentumokat hígítottunk a szöges vég kritikus 

koncentrációja (~0,12µM) alá (Bugyi and Carlier 2010; Pollard 2007). Ilyen körülmények 

között a szabad aktin monomerek beépülése elhanyagolható, és megfigyelhető a 

monomerek spontán disszociációja a filamentumról.  
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Az aktin filamentumok spontán leépülése viszonylag lassú folyamat. Ez betudható 

az aktin alegységek disszociációjának alacsony sebességi állandójának, és a 

filamentumok alacsony koncentrációjának. Ezt láthatjuk a 24. ábrán fekete színnel 

jelölve. 
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24. ábra: Tropomiozinok hatása a gelsolin filamentum feldaraboló funkciójára 
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A gelsolin filamentum daraboló funkciója növeli a mínusz végek számát, de a plusz 

végeket lesapkázza, ami a depolimerizáció nettó sebesség növekedését eredményezi (zöld 

színnel jelölve). Ez az eredmény összhangban van már korábbi eredményekkel (Tóth et 

al. 2016).  

Ha a tropomiozinokat előinkubáljuk a gelsolinnal, és ezt követően adjuk a 

rendszerhez, akkor a depolimerizáció sebessége még magasabb lesz, mint csak gelsolin 

esetében. Ezt láthatjuk a 24. ábrán sötétkék színnel jelölve. 

Ha a tropomiozinokat gelsolin nélkül adjuk a filamentumokhoz, akkor azok nem 

növelik a nettó depolimerizáció sebességet. Ezt piros színnel jelöltük az ábrákon. Ezen 

kívül megfigyelhető, hogy a Tpm1.12 és Tpm3.1 kis mértékben, az skTM sokkal nagyobb 

mértékben védte a filamentumokat a depolimerizációval szemben. Ez az eredmény 

korábbi depolimerizációs méréseinkkel is korrelál, mely során Mg2+-aktin 

depolimerizációját vizsgáltuk. Összefoglalva elmondhatjuk, hogy a tropomiozinnal 

komplexet képező gelsolin nagyobb aktivitással rendelkezik a filamentum 

feldarabolására, mint önmagában a gelsolin. 

Abban az esetben, ha az aktin filamentumokat előinkubáltuk Tpm1.12-vel vagy 

Tpm3.1-gyel és ezt követően adtuk hozzá a gelsolint, a depolimerizáció sebessége 

hasonlóan változott, mint amikor nem inkubáltuk elő az aktint tropomiozinnal. Ezzel 

ellentétben, ha ugyanezt a mérést elvégeztük skTM-mel, akkor az skTM teljes mértékben 

megakadályozta a gelsolin funkcióját (világoskék és zöld színekkel jelöltük).  

Amikor a tropomiozinnal előinkubált aktin filamentumokhoz tropomiozin-gelsolin 

komplexet adtunk, a depolimerizáció sebessége minden izoforma esetében nagyobb volt, 

mint amikor csak a gelsolint adtuk a rendszerhez (világoskék és rózsaszínnel jelöltük).  

Az skTM esetében a gelsolin depolimerizációs hatása sokkal kisebb, ha a filamentum 

elő volt inkubálva skTM-mel. Ez igaz akkor is, ha a rendszerhez csak gelsolint adtunk, és 

akkor is ha skTM-gelsolin komplexet adtunk. Ez a különbség csak gelsolin hozzáadása 

esetén ~4-szeres, gelsolin-skTM komplex hozzáadása esetén ~3,6-szoros. 

Ez a különbség az általunk vizsgált nem-izom típusú izoformák esetén nem jelenik 

meg, ami arra enged minket következtetni, hogy a tropomiozinok jelenléte különböző 
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módon befolyásolja az aktin filamentum sorsát a gelsolin által befolyásolt 

depolimerizációban. 

Annak érdekében, hogy megvizsgáljuk a kalcium-koncentráció hatását a gelsolin 

aktivitására, elvégeztünk egy mérési sorozatot melyben a szabad Ca2+ ion koncentrációt 

változtattuk. Azt tapasztaltuk, hogy a Ca2+ koncentráció befolyásolja mind a gelsolin, 

mind a gelsolin-tropomiozin komplex aktivitását (25. ábra). Mindkét esetben a 

depolimerizáció sebessége 10µM Ca2+ koncentrációig emelkedett, majd efelett 

telítettséget mutatott. Alacsony Ca2+ koncentrációnál a komplexben és önmagában 

alkalmazott gelsolin nem mutat különbséget, de magasabb Ca2+ koncentrációnál a 

tropomiozinnal komplexben alkalmazott gelsolin magasabb depolimerizációs sebességet 

mutat, mint az önmagában alkalmazott gelsolin. A legmagasabb alkalmazott Ca2+ 

koncentrációknál a csak gelsolinos minták kismértékű csökkenést mutattak, de a 

komplexben alkalmazott minták nem követték ezt a tendenciát. 
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25. ábra: Gelsolin által kiváltott depolimerizációs sebesség változása Ca2+ 

függésben 
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IV. 4.5. TROPOMIOZIN VÉDŐ HATÁSA GELSOLINNAL SZEMBEN AZ AKTIN 

FILAMENTUMON 

Az aktin, gelsolin és tropomiozin kölcsönhatások további jellemzésére ülepedési, 

vagyis koszedimentációs teszteket végeztünk. A három fehérjét tartalmazó mintáinkat 

centrifugáltuk, majd ezt követően a pelleteket és a felülúszókat SDS-poliakrilamid gélen 

való futtatást követően elemeztük. A vizsgálat során két megközelítést alkalmaztunk. 

Elsőként az aktin filamentumokat gelsolinnal inkubáltuk, hogy elegendő idő legyen a 

filamentumok leépüléséhez, majd ezt követően adtuk a rendszerhez a tropomiozint. A 

második esetben az aktin filamentumokat tropomiozinnal inkubáltuk, hogy elegendő 

ideje legyen a tropomiozinnak a filamentumra kötődni, majd ezt követően adtuk hozzá a 

gelsolint.  

Amikor a 10µM F-aktinhoz 0,8µM gelsolint adtunk a pelletben lévő aktin 

mennyisége ~35-40%-ra csökkent a kontrollhoz képest (26. ábra A paneljében látható). 

Amikor a mintákhoz tropomiozint adtunk, a pelletben lévő aktin mennyisége 

megnövekedett.  
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26. ábra: A koszedimentációs tesztek kiértékelése 

Ez arra utal, hogy a tropomiozinok részben megvédték az aktin filamentumokat a 

gelsolin depolimerizációs hatásától. Nem vettük figyelembe azt a lehetőséget, hogy a 

pelletben lévő aktin mennyisége a tropomiozin jelenléte miatt is lehetséges, mert korábbi 

méréseinkben ezt a jelenséget nem tapasztaltuk. Amikor összehasonlítottuk a 

tropomiozinnal is kezelt mintákat a csak gelsolint tartalmazó mintákkal, azt tapasztaltuk, 

hogy a gelsolin mennyisége 2-5-szörösére változott (26. ábra B panelje mutatja). Kontroll 

mérésként elvégeztük a kísérletet aktin jelenléte nélkül. Azt találtuk, hogy a tropomiozin 

nincs hatással a gelsolin ülepedésére. 

A

 

B

 

D
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27. ábra: SDS-PAGE gél fotó (A: aktin, G: gelsolin, T:tropomiozin, M: Marker 

fentről lefelé haladva: 100 kDa, 70 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa) 

 

A második esetben, amikor tropomiozinnal előinkubáltuk a filamentumokat még 

mielőtt gelsolint adtunk volna hozzá, azt láttuk, hogy az F-aktin mennyisége~2-3-

szorosára nőtt, ahhoz képest, amikor nem volt jelen a tropomiozin (26. ábra C panelje 

mutatja). Ebből arra következtethetünk, hogy a tropomiozinnak védő hatása van a 

gelsolin által kiváltott depolimerizációval szemben. A gelsolin mennyisége ebben a 

sorozatban is ~2-4-szerese volt a tropomiozinnal kezelt minták esetében, mint ahol csak 

aktinnal volt jelenlétben.  

A relatív gelsolin tartalom magasabb volt a tropomiozinnal is kezelt mintákban mint 

amikor csak aktin volt jelen. A tropomiozinok hatására az ülepedő aktin mennyisége 

hasonló arányban nőtt, mint a gelsoliné az első esetben, és kisebb arányban a második 

esetben. 

Mindkét kísérleti körülményt megismételtük és megfuttattuk SDS-PAGE gélen is. 

Ezt mutatja a 27. ábra. Az első 5 futtatás az első kísérleti körülményt az utolsó 5 futtatás 

a második kísérleti körülményt mutatja. Láthatjuk, hogy az ülepedett aktin mennyisége a 

csak gelsolin+aktin jelenlétében a legkevesebb, majd a tropomiozinok hozzáadásával 

növekszik.  
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Rekombináns Tpm1.12 és Tpm3.1 fehérjéket állítottunk elő és tisztítottunk natív (tag-

mentes) formában, mert a polipeptidlánc bármilyen végmódosítása kiszámíthatatlan, 

káros következményekkel járhat (Bharadwaj et al. 2004). Megállapítottuk, hogy mindkét 

izoforma köti az aktin filamentumot, azonban ezek affinitása különböző. A Tpm1.12 

aktinhoz való affinitása (KD = 3,48 ± 0,92 µM) körülbelül hétszer gyengébb, mint az 

skTM-é (KD = 0,5 µM) (Boussouf et al. 2007), a Tpm3.1 affinitása (KD = 0,10 ± 0,16 µM) 

pedig valamivel erősebb. Ezek a kötési erősségek összhangban állnak a korábbi 

eredményekkel, amelyek azt mutatják, hogy a tropomiozinok affinitása az aktin 

filamentumhoz erősen függ azok N- és C-végeinek exonkombinációjától (Moraczewska, 

Nicholson-Flynn, and Hitchcock-DeGregori 1999). A vizsgált tropomiozin izoformák 

esetében a Tpm3.1 1b1d exonpárja magasabb affinitást mutat, mint a szövetből tisztított, 

acetilezett skTM 1a9a exonpárja, valamint sokkal alacsonyabb affinitást mutat a Tpm1.12 

1b9c exonpárja (5. ábra). Ugyan az skTm más génről származik, de a középső szakasz 

mind a 3 izoforma esetén megegyezik. Eredményeink azt a nézetet támasztják alá, 

miszerint a tropomiozinok N- és C-terminálisai a vég-vég kapcsolódásaik által fontos 

meghatározói az aktinhoz való affinitásnak. Az alacsony affinitású Tpm1.12 kötődése a 

filamentumhoz összhangban van korábbi eredményekkel, melyben agyi izoformákat 

izoláltak szövetből és ezek kötődése körülbelül tízszer kisebb affinitást mutatott, mint az 

skTM (Broschat and Burgess 1986). Azt is figyelembe kell venni, hogy a nem-izom 

specifikus tropomiozinokat izomspecifikus α-aktin izoformával vizsgáltuk. Nem-izom 

sejtekben a tropomiozinok nem-izom típusú specifikus β és γ aktinhoz kapcsolódnak. 

(Weinberger et al. 1996). Bizonyos izoforma függő funkciók specifikusak lehetnek az 

aktin-tropomiozin párokra, amelyek nagyobb kötési affinitással rendelkeznek az 

optimális működés érdekében. Például izomspecifikus kölcsönhatásokat már kimutattak 

profilin és formin izoformákkal (Neidt, Scott, and Kovar 2009). Sok aktinkötő fehérje 

monomer vagy filamentális aktinnal való kölcsönhatására más fehérjék antagonista vagy 

szinergista hatást válthatnak ki. Például a caldesmonról, ami kálcium/calmodulin 

szabályozott aktin-kötő fehérje, ismert, hogy fokozza az alacsony molekulatömegű 

tropomiozinok aktinhoz való kötődését (Yamashiro-Matsumura and Matsumura 1988). 

V. MEGBESZÉLÉS 
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Mivel a caldesmon az agyban expresszálódik (Ueki et al. 1987), azt gondoljuk, hogy ez 

szintén elősegítheti a Tpm1.12 kötődését az aktinhoz.  

Az skTM telítési koncentrációban alkalmazva csökkenti a filamentum végek számát 

azáltal, hogy csökkenti az aktin monomerek filamentumba való asszociációs és 

disszociációs sebességi állandóit (Broschat 1990; Lal and Korn 1986). Azt tapasztaltuk, 

hogy a Tpm1.12-nek kisebb befolyása van az aktin polimerizációs és depolimerizációs 

sebességére. Ez magyarázható azzal, hogy a Tpm1.12 kisebb mértékben csökkenti az 

aktin monomerek asszociációs sebességi állandóját a filamentum végekhez, mint az 

skTM. Ezt alátámasztva koszedimentációs vizsgálatokat is elvégeztünk, melyeknél azt 

találtuk, hogy az aktin mennyisége a felülúszóban független volt az alkalmazott Tpm1.12 

koncentrációjától. Ez alapján a polimerizációs körülmények ugyanolyanok voltak 

Tpm1.12 jelenlétében és annak hiányában, vagyis a Tpm1.12 nem változtatta meg a 

kritikus koncentrációt. Előfordulhat, hogy azért ugyanakkora a kritikus koncentráció, 

mert a sebesség változása nem a sebességi állandók révén történik.  

Depolimerizációs kísérletekben azt találtuk, hogy a tropomiozin aktinról való 

disszociációja egy lassú, 50-100 másodpercen belüli folyamat. A tropomiozin-aktin 

komplex mikromoláris disszociációs egyensúlyi állandója azt sugallja, hogy a 

tropomiozin filamentumhoz való kapcsolódása egy 10-4 M-1 s-1 sebességű folyamat. 

Ebben az esetben a mi kísérleti körülményeink között a tropomiozin aktinhoz kötődése 

másodperces időskálán fordul elő. A Tpm1.12 teljes hatását a polimerizációra nem tudtuk 

megfigyelni ezekben a kísérletekben, mert valószínűleg a Tpm1.12 lassabban kötődik az 

aktin filamentumhoz mint a filamentum végek növekedési üteme. Depolimerizációs 

kísérletekben a mérések elvégzése előtt az aktint előinkubáltuk tropomiozinnal. Ezek a 

megfontolások magyarázzák a kis különbségeket a várt változatlan kritikus 

koncentrációban. Depolimerizációs adataink szerint a Tpm1.12 aktinhoz való 

asszociációja körülbelül 60-szor lassabb, mint az aktin monomereké. Megállapítottuk, 

hogy a Tpm3.1 gyenge hatást gyakorol az aktin asszociációjára, miközben körülbelül 

ugyanolyan mértékben gátolja az aktin depolimerizációját mint az skTM. Korábbi 

vizsgálatokban a Tpm1.8 és a Tpm1.6 hasonlóan viselkedtek, mint a Tpm3.1 

(Kostyukova and Hitchcock-DeGregori 2004; Wawro et al. 2008). A tropomiozin C-

terminálisa a filamentum szöges vége felé mutat, és ez a rész a Tpm3.1, Tpm1.6 és 

Tpm1.8 esetében is a 9d exon, azonban az skTM 9a exonnal, a Tpm1.12 pedig 9c exonnal 

rendelkezik. A tropomiozinok N-terminálisai a hegyes vég felé mutatnak, és az skTM 
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valamint a Tpm1.6 1a2b exonnal, a Tpm1.8, Tpm1.12 és a Tpm3.1 pedig 1b exonnal 

rendelkezik. Ezek alapján elmondhatjuk, hogy az aktin filamentum végdinamikájára nem 

egyszerű összefüggések vonatkoznak. A különböző tropomiozinok aktin kötése 

különböző mértékű (Tpm1.8/Tpm3.1 > skTM > Tpm1.6 > Tpm1.12). A tropomiozinok 

N- és C-terminálisainak kölcsönhatásai meghatározzák az aktin affinitását (Moraczewska 

et al. 1999). 

A Tpm1.12 C-terminális 9c exonja jelentős ok lehet a Tpm1.12 alacsony affinitású 

kötésére és a mérsékelt hatásra az aktin dinamikájára. Mivel a nagy affinitással kötődő 

Tpm3.1 és a kis affinitással kötődő Tpm1.12 is 1b exonnal rendelkezik az N-terminálison, 

valószínűsíthető, hogy a C-terminális 9c exon okozza a kis affinitást.  

A korábban vizsgált tropomiozin izoformákhoz hasonlóan (nyúl skTM, csirke skTM, 

Tpm1.8 és Tpm1.6) (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010) a Tpm3.1 is gátolta a VCA-

Arp2/3 komplex által katalizált nukleációt. Ezzel szemben azt találtuk, hogy a Tpm1.12 

nem volt hatással a VCA-Arp2/3 aktivitására. A Tpm1.12 és Tpm3.1 különböző 

viselkedése a komplexre összhangban van a sejtvizsgálatokból származó 

megfigyelésekkel. B35 neuroepitéliumban expresszált Tpm1.12 indukálta a 

lamellipódium kialakulását, a Tpm3.1 ezzel szemben csökkentette a lamellipódiumot 

(Bryce et al. 2003). Az agyban az Arp2/3 komplex részt vesz mind a poszt- mind a 

preszinaptikus aktin struktúrák citoszkeletális szervezésében, melyek szintén 

kapcsolódnak a Tpm1.12-vel is (Hotulainen et al. 2009; Hotulainen and Hoogenraad 

2010; Spillane et al. 2012). A tropomiozin gátló hatása az Arp2/3 komplexre nem 

tulajdonítható az ATP hidrolízis vagy a foszfát felszabadulás különbözőségeinek, sem a 

leányfilamentumok elágazásainak. Inkább a két fehérjének az aktin filamentumhoz való 

versengéséből ered (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010), melynek pontos 

molekuláris háttere nem ismert. Korábbi vizsgáltatok azt mutatták, hogy a tropomiozin 

aktin filamentum körüli egyensúlyi helyzete állhat az izoforma-specifikusság hátterében 

(Lehman et al. 2000). A különböző tropomiozinok eltérő hatása az Arp2/3 komplexre 

származhat az egyes izoformák különböző pozícióiból az aktin filamentumon. Ez 

feltételezi, hogy a Tpm1.12 eltérő tengely körüli helyzetet foglal el a filamentumon, mint 

azok, amelyek gátolják a komplex hatását. Azonban nem lehet kizárni, hogy a 

különbözőségeket a vég-vég kapcsolódások és a szerkezeti, kinetikai jellemzők okozzák. 

Az aktin-tropomiozin izoforma-függő kölcsönhatás fontos szerepet játszhat az aktin-
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kötőhelyek versenyében más aktinkötő fehérjékkel, például az Arp2/3 komplexszel, és 

így a tropomiozin biológiai funkciójának szabályozásában.  

Kimutattuk, hogy mindhárom tropomiozin izoforma (skTM, Tpm1.12, Tpm3.1) 

kötődik a gelsolinhoz, és kölcsönhatásukat viszonylag szoros affinitás jellemzi (KD ~0,3-

2µM). 

Megállapítottuk, hogy a tropomiozinok védik az aktin filamentumot a gelsolin 

depolimerizáló, filamentum severing aktivitásától. Ez a hatás is erősen függött a 

tropomiozin izoformájától. Az skTM volt a leghatékonyabb, míg a két nem izom típusú 

izoforma - Tpm1.12 és Tpm3.1 - kismértékű vagy semmilyen jelentős hatást nem 

gyakoroltak a gelsolin depolimerizáló aktivitására. Tekintettel arra, hogy a tropomiozin-

aktin komplex szerkezete izoformaspecifikus (Lehman et al. 2000), azt feltételezzük, 

hogy az egyes tropomiozin izoformák térbelileg gátolhatják a gelsolin és az aktin 

kötődését, míg más izoformák nem versengenek a gelsolinnal az aktinért. Sejtekben a 

tropomiozinok különböző pozíciója az aktin filamentum felszínén további befolyásoló 

tényezője lehet a tropomiozin funkciók sokszínűségének. 

A tropomiozin és a gelsolin kötődése kevéssé izoformaspecifikus, ami arra enged 

minket következtetni, hogy a kötési kölcsönhatások egy közös tropomiozin szekvenciára 

támaszkodnak. Azt tapasztaltuk, hogy a tropomiozinnal kötésben lévő gelsolin 

depolimerizáló aktivitása nagyobb, mint önállóan, még akkor is, ha az aktin 

filamentumokat tropomiozinnal telítettük. A depolimerizációs tesztekben alkalmazott 

alacsony aktin és tropomiozin koncentráció gátolja ezen fehérjék kapcsolódását, így a 

megnövekedett gelsolin aktivitást a tropomiozin-gelsolin komplex hatásával 

magyarázhatjuk. Az eredmények arra utalnak, hogy a tropomiozin kötődése szerkezeti 

változásokat indukál a gelsolinban, ami megváltoztatja az interakció módját és az 

aktivitást a filamentumokkal. Korábbi vizsgálatokban igazolták, hogy a gelsolin 

csökkenti a filamentumvég-kölcsönhatásokat (Nyakern-Meazza et al. 2002). Ez a 

jelenség magyarázható a gelsolin-tropomiozin komplexnél megfigyelt depolimerizáció 

sebességének növekedésével.  

Eredményeink látszólag ellentétesek egy korábban közölt megfigyeléssel, ahol az 

izomspecifikus tropomiozin izoformák csökkentették a gelsolinnak azon hatását, hogy 

növeli az aktin depolimerizációs sebességét. További eltérés, hogy mi a kísérleteinkben 

a tropomiozin védő hatását figyeltük meg gelsolinnal szemben, amennyiben az aktin 
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filamentumokat tropomiozinnal hoztuk kölcsönhatásba, ami ellent mond a korábbi 

megfigyeléseknek (Khaitlina et al. 2013). Ezeket az eltéréseket nem könnyű értelmezni. 

Eredményeink azt mutatták, hogy az aktin filamentum telítése tropomiozinnal gátolja a 

gelsolin aktivitását a depolimerizációs vizsgálatokban és a koszedimentációs tesztekben, 

mely összhangban van az irodalmi adatokkal (Ishikawa et al. 1989).  

Mindkét vizsgálatban pirénjelölt aktin hígításon alapuló depolimerizációs vizsgálatot 

alkalmaztak, azonban jelentős különbség figyelhető meg. Kísérleteink során az aktin 

filamentumokat 100nM-ra hígítottuk, ami egy igazi depolimerizációs rendszer, melyet a 

pirén fluoreszcencia változásával követünk nyomon. Ezzel szemben Khaitlina és 

munkatársai 600nM gelsolinnal sapkázott aktin filamentumot használtak, amely a hegyes 

végek kritikus koncentrációja körüli érték (Pollard 2007), de jóval meghaladja a szöges 

végek kritikus koncentrációját, ezért a pirén fluoreszcencia változását a polimerizációs 

események torzíthatják. 

A gelsolin és a tropomiozin evolúciójának szempontjából a jelenlegi bizonyítékok azt 

sugalják, hogy a gelsolin az ősibb aktinszabályozó (Ghoshdastider et al. 2013; Gunning 

et al. 2015). A tropomiozinok későbbi megjelenése lehetővé teszi az aktin filamentumok 

populációinak specializálódását. Adataink azt mutatják, hogy az izom aktin szerkezetek 

az izomsejtekben található általános citoplazmatikus aktin filamentumokhoz viszonyítva 

stabilizálódnak.  

Összefoglalva elmondhatjuk, hogy a vizsgált tropomiozinok kettős hatással vannak a 

gelsolinra az aktin filamentumok dinamikáját tekintve. Ha a tropomiozinok komplexben 

vannak az aktin filamentumokkal, azok izoforma-függő módon gátolják a gelsolin 

depolimerizációs hatását. Ezzel ellentétben, ha a tropomiozinok kötődnek a gelsolinhoz, 

ezt a tevékenységet szintén izoforma-függő módon fokozzák. További vizsgálatokra van 

szükség annak bizonyítására, hogy a gelsolin-tropomiozin komplexek élettani szerepet 

játszanak-e az élő sejtek aktin dinamikájának szabályozásában. 

Ezek a megfigyelések hozzájárulhatnak az élő sejtekben elhelyezkedő, nagyszámú 

tropomiozin izoforma szükségességének és különböző funkcióinak megértéséhez. 

További vizsgálatokra van szükség annak bizonyítására is, hogy a gelsolin-tropomiozin 

komplexek élettani szerepet játszanak-e az élő sejtek aktin dinamikájának 

szabályozásában, és hogy az ebben a munkában alkalmazott kalciumkoncentrációk in 

vivo relevánsak-e. Bár több információra van szükség, hogy megértsük ezeknek a 
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tropomiozinoknak a pontos szerepét nem izom sejtekben, a jelenlegi megfigyelések azt 

sugallják, hogy a funkciók lényegesen különbözőek egymástól. Az aktin filamentum 

különböző funkcióit valószínűleg nagyban befolyásolják az egyes tropomiozin izoformák 

N- és C-terminálisainak kölcsönhatásai. A különböző sejttípusokban előforduló 

különböző tropomiozin izoformák ezáltal tudják diverzifikálni az alapvetően egységes 

aktin citoszkeleton működését, ezáltal különböző alrendszerek alkulnak ki, melyek 

fiziológiás kapcsolatok lehetőségét is biztosíthatják.  
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Az alábbiakat tekintem saját új eredményeimnek: 

1) A méréseink elvégzéséhez sikeresen klónoztuk a neuron-specifikus natív, tag-

mentes Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformákat E.coli bakteriális rendszerben, és 

elegendő mennyiségű és megfelelő tisztaságú fehérjét sikeresen tisztítottunk. 

 

2) Megállapítottuk, hogy mindkét izoforma kötődik az aktin filamentumhoz, 

azonban különböző affinitással. 

 

3) Az aktin filamentum felépülésére mindkét izoforma kismértékű befolyással bír. 

Míg a Tpm1.12 kis mértékben csökkentette, addig a Tpm3.1 kis mértékben 

növelte a polimerizáció sebességét. 

 

4) Depolimerizációs vizsgálataink során megállapítottuk, hogy mindkét izoforma 

koncentrációfüggésben csökkenti a filamentum leépülésének sebességét. Továbbá 

megállapítottuk, hogy a tropomiozinok disszociációja az aktin filamentumról egy 

lassú, körülbelül néhány 10 másodperces folyamat. 

 

5) Felületi plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel megállapítottuk, hogy mindhárom 

vizsgált tropomiozin kötődik a gelsolinhoz. A kötési affinitás Tpm1.12 esetén  

 KD = 0,7 ± 0,2 µM, Tpm3.1 esetén KD = 0,3 ± 0,2 µM.  

6) A tropomiozinnal komplexet képező gelsolin erőteljesebben fokozza a 

filamentum depolimerizációját mint önmagában csak a gelsolin. 

 

7) A vázizom tropomiozinnak védő hatása van a gelsolin által kiváltott 

depolimerizációval szemben. 

 

8) A Ca2+ koncentráció növekedése mikromólos tartományban fokozza mind a 

gelsolin, mind a gelsolin-tropomiozin komplex aktivitását. 
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