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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADF: aktin depolimerizal6 faktor

ADP: adenozin difoszfat

Arp2/3: actin-related protein 2/3

ATP: adenozin-trifoszfat

ATPaz: adenozin trifoszfataz

BCA: bicinchoninsav, koncentraciéo meghatarozasi modszer egyik alapja

Ca?*-G-aktin: kalcium iont koté monomer aktin

cDNS: komplementer dezoxiribonukleinsav, mMRNS-r6l atirt DNS szal
DMSO: dimetil-szulfoxid

DNaz: dezoxiribonukleaz

DTT: DL-Dithiothreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

EGTA: etilén-glikol-bisz (B-aminoetil-éter)- N,N,N’,N’-tetraecetsav
EDC: etilkarbodiimid hidroklorid

F-aktin: filamentalis aktin

G-aktin: globularis monomer aktin

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

His-tag: polihisztidin régio

IPTG: Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside magyar helyesiras
Kb: disszociacids egyensulyi allando

k*: adott végre jellemzd asszociacios sebességi allando

k™ adott végre jellemzd disszociacids sebességi allando

Kq: disszociacids sebességi allando

Ka: asszociacios sebességi allando

MEA: B-merkaptoetanol

Mg?*: magnézium ion

MgCly: magnézium klorid

Mg-G-aktin: magnézium iont k6t6 monomer aktin



MRNS:
NaH2POa:
NaNs:
NHS:
N-VASP:
ODsoo:
PAGE:
PCR:

Pi:

pirén:
pirén-aktin:
PMSF:

S:

SDS:
SPR:
SkTM:
Smax:
Tpm:
VCA:
WASP:
WAVE:
WH2:

hirvivo ribonukleinsav
natrium-dihidrogén-fosztat
natrium azid
N-hidroxiszukcinimid
neuralis Wiskott-Aldrich szindréma fehérje
600nm-en mért optikai denzités
poliakrilamid gélelektroforézis
polimerdz lancreakcio
szervetlen foszfat
N-(1-pirén)-jodoacetamid, fluorofor jel616
pirén fluorofdrral jeldlt aktin
fenil-metil-szulfonil-fluorid
tropomiozin és aktin ardnya a pelletben
natrium-dodecilszulfat
,»durface Plasmon Resonance” Feliileti plazmon rezonancia
vazizom tropomiozin
tropomiozin és aktin ardny maximalis értéke telitési koncentracioban
tropomiozin
verpolin homologia, Arp2/3 komplexet aktivald domén
Wiscott-Aldrich szindroma fehérje
WASP csalad verpolin-homologia fehérje
Wiskott-Aldrich szindroma fehérje homoldgia 2
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|. IRODALMI ATTEKINTES

|. 1. CITOSZKELETALIS RENDSZER

Az €16 sejtek felépitésében részt vevé molekulak tobbnyire jellegzetes,
szupramolekularis szerkezetekbe szervezddnek. Ilyen példaul a fehérje alegységekbdl
felépiil6 citoszkeleton. Ez az eukariota sejtek citoplazmajaban el6fordulo fehérjerendszer
meghatarozza a sejtek alakjat és mozgasat. A citoszkeleton szervezddése €s
kolcsonhatasai valamennyi eukariota sejtben megtaldlhatéak. Az eukaridta sejtek
dinamikus fehérjevazrendszere specifikus fehérjepolimer filamentumokbdl felépiild
rugalmas objektum, melynek fizikai tulajdonsagai fontos szerepet jatszanak a kiilonb6z6

mozgasformakban.

A citoszkeletalis polimerek alegységeit nem kovalens, hanem masodlagos kotések
kapcsoljak Ossze, igy a rendszer dinamikus, vagyis a felépiilés és leépiilés folyamatai
allandoan jelen vannak. Az ellentétes iranyu folyamatok aktualis sebességét a kornyezeti
tényezOk, mint a szabad filamentumvégek szama, asszocialt fehérjék jelenléte és szamos
egyéb korilmény (pl.: pH, homérséklet, stb.) befolyasolja. A citoszkeleton 3 f6
filamentalis rendszerbdl, illetve a hozzajuk kotédé fehérjékbol all. Ez alapjan
megkiilonboztetlink  mikrofilamentumokat,  intermedier  filamentumokat  és
mikrotubulusokat. A mikrofilamentumokat aktinbol felépiilo fonalak és a hozzajuk
kotddd fehérjék alkotjak. A mikrotubulusok merev polimerlancok, melyek eukariota
sejtekben tubulinbdl és a kapcsolodd fehérjékbol épiilnek fel, és kiillondsen nagy
mennyiségben talalhatok az idegsejtekben. Az intermedier filamentumok mechanikailag
igen ellenalldak, és fontos szerepet jatszanak a szoveti integritds fenntartasaban.
Szemiflexibilis  polimereknek tekinthetéek, melyek csekély polimerizacids-

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

|. 2. AKTIN

|.2.1. AKTIN MOLEKULA SZERKEZETE

Az aktin az eukaridta sejtekben legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérje.

1942-ben Straub F. Bruné magyar kutatd és munkatarsai fedezték fel nyul vazizom



preparalasa soran. Késobb Straubnak sikeriilt a preparalast tokéletesiteni: acetonnal
tisztitotta meg az aktomiozin komplexet. Az aktin izolalasanak alapjat napjainkban is ez
a modszer képezi (Straub 1942).

A mikrofilamentumot alapvetéen aktin alkotja, amelynek feladata a sejtek
alakjanak és mozgasanak meghatarozdsa, de szerepet jatszik a sejten beliili
transzportfolyamatokban, sejtmozgasokban, endo- és exocitozisban, fagocitdzisban, és
citokinézisben (Chowdhury, Popoff, and Zorec 2000; Pollard and Cooper 1986). A
sejtmozgasok koziil fontos szerepe van a lamellipodium, filopodium képzésben, tovabba
az intracellularis folyamatok koziil egyes vezikulumok mozgatasaért felelos (Pollard
1995; Pollard, Blanchoin, and Mullins 2000; Pollard and Borisy 2003). Az aktin
megtalalhat6 a sejtmagban is, ahol a transzkripcidban és a jelatvitelben jatszik szerepet
(Castano et al. 2010; Grzanka, Grzanka, and Orlikowska 2004). Az aktin szerkezeti
elemei foként B-lemez és B-kanyar strukturak, tovabba a fehérje 40%-a tartalmaz o-

hélixet.

Az aktin monomer 375 aminosavbdl felépiild, 42,3kDa molekulatomegii globularis
fehérje (Elzinga et al. 1973), amely szerkezetileg két doménre és doménenként két-két
szubdoménre oszthatd. A két domén kozott taldlhaté hasadékban pedig kation- és

nukleotid-kot6 helyek vannak (Kabsch et al. 1990).

Nukleotid-k6td zseb

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



A két domén mérete €s tomege is eltérd. Az 1-es és 2-es szubdomént egyilitt Kis, a
3-as ¢és 4-es szubdomént nagy doménnek nevezziik. A domének 6sszekapcsolodasi helyén
un. csuklopant vagy ,hinge” régié taladlhato, amely lehet6vé teszi a két domén
helyzetének valtoztatdsat. A molekula ezaltal tud nyitott és zart szerkezetet felvenni, a
kotott nukleotidtol fiiggden. A kotott kétértékii kation a Mg?*-ion vagy Ca®*-ion lehet
(Estes et al. 1992), amely a nukleotiddal egyiitt kotédik az aktinhoz. In vivo koriilmények
kozott a Mg?*-ion a dominans, de laboratériumi kériilmények kozott Ca?*-ionnal telitve
allijak el6 az aktint, mert az stabilizélja a fehérjét. A nukleotid-k6tdé helyhez ATP, vagy
annak hidrolizisével keletkez6 ADP+P;, illetve ADP kotodhet. A monomer aktin ATP
jelenlétében tovabb képes funkcionalitdsdt meglrizni, mint az ADP-t koté vagy

nukleotid-mentes aktin, mely utobbi hamar denaturalddik.

|.2.2. AKTIN FILAMENTUM

Az ATP-t k6t6 monomer aktin molekuldk 6sszekapcsolddhatnak €s filamentumot
formalhatnak. A filamentum szerkezetét és kialakulasat illetoen tobb elmélet keletkezett,
melyek k6zos eleme a 12nm széles kettds hélix szerkezet (Milligan, Whittaker, and Safer
1990). Az elsé elmélet szerint a filamentum egy balmenetes hélix, ahol a periodus
2,75nm, és monomerenként 166°-os szogelfordulast feltételez (Moore, Huxley, and
DeRosier 1970). A masik elmélet szerint az aktin filamentum felfoghaté két
protofilamentum Osszekapcsolodasabol szarmazo jobbmenetes alfa-hélixnek, ahol 13

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

2. abra: Aktin filamentum. Az egyes monomereket kiilonbozé szinek jelolik

(Protein Data Bank: 3G37-es kod)
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A fizikai-kémiai koriilmények meghatarozzak a monomerek beépiilési sebességét,
vagyis asszociacids sebességi allandojat, €s a monomerek levalasi sebességét, vagyis
disszociaciods sebességi allanddjat. Ahogy novekszik a filamentum, a szabad monomerek
felhasznalodnak és csokken a szabad monomerek koncentracidja a filamentum vég
kornyezetében, amig el nem ér egy konstans értéket. Ebben a koncentracioban a
monomerek beépiilési sebessége megegyezik a levalasi sebességiikkel. Ezt nevezziik

kritikus koncentracionak (Cy,), ami kiszamolhat6 az alabbi egyenlettel:

kg 1
C = —= —
"k, K

k,: monomerek asszocidcios sebességi allandgja
k4: monomerek disszociacios sebességi allanddja
K: egyenstlyi allando

A filamentum szerkezeti polarizaltsaga miatt azonban a kritikus koncentracio a két
végen nem egyforma, a “minusz” (hegyes) végen nagyobb, mint a “plusz” (szoges)
végen. Ennél alacsonyabb aktin koncentracié mellett az aktin adott koriilmények kozott
nem képes polimerizalni, e feletti érték esetén az asszociacios ¢és disszociacios folyamatok
a filamentum novekedéséhez vezetnek. Vazizombdl preparalt, magnéziumot kot ATP-
aktin szoges vége esetén ez a koncentracio 120nM (Pollard 2007). Ezt az értéket szamos
tényez6 befolyasolhatja, mint pl. az aktin-koté fehérjék, vagy a kornyezet ion- és
nukleotid tartalma.

A filamentum tehat a monomerek Osszekapcsolddasa, azaz a polimerizacid révén
alakul ki. A folyamat 3 1épésre bonthatd. Elszor a lag fazis sordn polimerizacios
centrumok alakulnak ki. Aktin esetében a monomerek elséként dimereket, majd
trimereket képeznek. Ezt nevezziik nukleusznak. A dimerek illetve trimerek instabilitasa
miatt a nukledcio fazisa egy lassii folyamat. A komplexet jellemz6 sebességi allando

dimer esetén Kp= 10°uM, trimerek esetén Kp= 1071 nM (Pollard and Cooper 1986).

A kovetkezd szakaszt nevezziikk elongéacionak vagy log fazisnak, mely sordn
tovabbi monomerek kapcsolddnak a filamentumhoz. Amig a nukleaci6 fazisa viszonylag
lassu, addig a nukleuszokbo6l indul6 filamentum felépiilése egy sokkal gyorsabb folyamat,
mely a filamentumok hosszanti novekedését eredményezi. Amikor aktin monomerek
¢épiilnek be a filamentumba, az altaluk kotott ATP molekula ADP+Pi-vé hidrolizal. A

sebességi allandok értékei a filamentum két végén kiilonbozoek. Az egyik végen sokkal
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gyorsabb a monomerek beépiilése €s leépiilése, ezt nevezziik plusz vagy szoges végnek,

mig a masik végén lassabb, ezt nevezziik minusz vagy hegyes végnek.

A 2-es ¢s 4-es szubdomének alkotjak a hegyes, az 1-es és 3-as szubdomének a
szoges véget. Pollard és munkatarsai megfigyelték, hogy az ATP-t koto szdges végen a
C«=0,12uM, a hegyes végen Cx=0,6uM. ATP-t kot6 szoges végre jellemzd asszociacios
sebességi allando k,=11,6 uM™s?, a disszociacios sebességi allando pedig ky=1,4 s (2.
abra). Megfigyelései arra kovetkeztetnek, hogy az aktin dinamikaja erdsen fiigg a
filamentum végén levd kotott és a kozelében rendelkezésre allo szabad nukleotidtol

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

kotott nukleotid vég k*, uM-1s-1 k-, s! k—/k*, uM
Mg-ADP-actin* szbges 2.9 £0.21 54+0.14* 1.8 £ 0.14
szbges (4.9 =0.73)" (1.7 £ 0.27)8
hegyes 0.09 * 0.03 0.25 + 0.04* 28+1.0
Mg-ADP-Pj-actin* szbges 3.4 = 0.08 0.2+0.1" 0.06 = 0.03
szdges (0.2 = 0.25) (0.07 = 0.07)s
hegyes 0.11 + 0.04 0.02 + 0.02+ 0.18 = 0.30
Mg-ATP-actin® szdges 11.6 1.2 14+038 0.12 = 0.07
heaves 1.3+0.2 0.8 +0.3 0.6 + 0.17

*

TIRF mikroszkoppal mért adatok

+ disszociacids folyamat kbzvetlen megfigyelése
- disszociacids sebesség illesztést kvetd becslése
$ becsiilt adatokbol szamolt értékek

R korabban mért adatok

1. tablazat: Filamentum végekre jellemzo6 sebességi allandok ATP és ADP kétés

eseten (Fujiwara et al. 2007)

A beéplilé monomerek 3-as és 4-es szubdoménje a filamentum tengelye felé, az 1-
es ¢és 2-es szubdomén a filamentum kiils6 oldala felé fordul, igy meghatarozza a kot6do
fehérjék reakcioképes felszinét (Holmes et al. 1990; Miki, O’Donoghue, and Dos
Remedios 1992).

A hegyes végen a protomerek inkabb ADP-t, a szoges végen inkabb ATP-t illetve
ADP+P;j-t kotnek. Ez a kotési kiilonbség a filamentum egyiranyta ndvekedéséhez vezet.
A fehérjék a hegyes végrol a szoges vég felé aramlanak, mig be nem all egy dinamikus
egyensuly, amely soran a filamentum atlagos hossza allandé marad, mivel ugyanannyi

1d06 alatt asszocialnak és disszocialnak a monomerek a filamentum végeirdl. Ez azonban
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csak a két vég kritikus koncentracidja kozotti tartomanyban teljesiil. Ezt a folyamatot

taposémalomnak vagy treadmillingnek is szoktdk nevezni (3. abra).

Nukleacio Elongacio
| O

& ~ sSzbges vég

'. =3 Sk | .. ...
© W
hegyes vég
Egyensdulyi allapot
— g
@ A EEE 6= =2

- CEEEE saw a "

| # AtP-axtin ADP+Pi aktin W ADP aktin

3. dbra: Aktin polimerizacio folyamata (Kustermans, Piette, and Legrand-Poels
2008)

Az aktin polimerizacidja egy megfordithatd folyamat, vagyis a filamentum képes
depolimerizalddni is. Ez nem tekinthetd a polimerizacio ellentétének, mivel az aktin nem
képes ADP+Pi-b6l ATP-t eldallitani. Mig az ATP forma egy stabil, rigidebb és inkabb a
filamentum meghosszabbitasat segité szerkezet, addig az ADP-kotés kevésbé merev
protomer térszerkezetet eredményez (Janmey et al. 1990; Nyitrai et al. 2000), igy a
filamentum hajlékonyabba valik és inkabb a depolimerizacios leépiilés felé tolodik az
egyensulya (M. F. Carlier 1991; M.-F. Carlier 1991; Nyitrai et al. 2000; Pollard,
Goldberg, and Schwarz 1992). Az ATP-kotés és hidrolizis kulcsfontossagli szerepet tolt
be az aktin filamentum felépitése ¢és dinamikai tulajdonsdgainak meghatarozasa
szempontjabol (Cooper and Schafer 2000).

A sejtekben az aktin filamentumok kotegekké és haldzatokka szervezddnek és
ebben a formdban latjak el a feladatukat. A kotegekben fehérjék altal keresztkotott
parhuzamos széalak talalhatok. A halézatokban a kiilonb6zd orientdcidju

filamentumokbol alakul ki egy gélszerli szerkezet. Az aktinkGteg-képz6 fehérjék
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kisméretii és merev szerkezetii molekuldk. A kotegképzd fehérjétdl fiigg a filamentumok
tavolsaga, s ez altal mechanikai stabilitasa. Példaul a fimbrin azonos polaritasu szalakbol
szorosan pakolt koteget hoz 1étre, mely a sejtnytlvanyok képzddésében fontos. Ezzel
szemben az a-aktinin sokkal szeparaltabb, flexibilis kotegeket hoz 1étre. A haldzatképzo
fehérjék nagyok és flexibilisek, akar merdleges filamentumokat is kereszt kothetnek. Az

aktinhdlozatok a plazmamembran alatt helyezkednek el és a sejtfelszint erdsitik.

A mikrofilamentalis szerkezet l1étrejottében az aktin filamentumok kialakulasanak
helyét, idejét, iranyultsagat, a halozat bonyolultsaganak mértékét és még sok jellemzojét

(pl.: rigiditasat, mas fehérjék kapcsolodasat) szamos aktinkotd fehérje szabalyozza.

|. 3. AKTINKOTO FEHERJEK:

Az aktin monomerhez illetve filamentumhoz specifikusan kapcsolodo fehérjéket

kotédésiik és funkcidjuk szerint csoportosithatjuk.

Kapcsolodasuk szerint megkiilonboztetiink monomerhez és filamentumhoz
asszocialodo fehérjéket (4. abra). Monomerhez kapcsoldodva a profilin katalizalja a
nukleotid cserét, a thymosin B4 pedig szekvesztralja a megkdtott monomert, vagyis
megakaddlyozza annak filamentumba épiilését. A nukleacids faktorként a formin az

Arp2/3 komplex és a WH2 domén-fehérjék gyorsitjak a filamentumok kialakulasat.

A filamentumhoz kapcsolodd fehérjék koziil a végkoté fehérjéket sapka
fehérjéknek is szokds nevezni, ilyen példaul a gelsolin, és a vinculin. Ezek a fehérjék
lényegében lezarjak a filamentumnak azon végét, amelyhez kapcsolodtak, ott sem
polimerizacid, sem depolimerizacié nem torténik. A filamentum oldaldhoz kapcsolodo
fehérje példaul az ADF/cofilin, a tropomiozin vagy a kortaktin. Szintén filamentumhoz
kapcsolodik a miozin, mely motorfehérjeként funkcional. Kotegformald fehérje a villin,
fimbrin, fascin és az a-aktinin. A filamentumok feldaraboldsaért a fragmentalo fehérjék

a feleldsek, mint a gelsolin. Gélformalo fehérje pedig a filamin és a spektrin (4. abra).
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"\ VEGKOTO FEHERJEK

sapkafehérje, gelsolin, vinculin

4. dbra: Aktinkotd fehérjék (Alberts et al. 2014)

|.3.1. TROPOMIOZINOK:

A tropomiozin szerkezetileg a mikrofilamentum alapeleme az aktin mellett (Vindin
and Gunning 2013).

A tropomiozin megnyult, a-helikalis szerkezetii parhuzamos lancu tn. coiled-coil
formaban eléforduld fehérje, mely dimereket alkot. Az egyes dimerek vég-vég
kapcsolodassal huzodnak az aktinszal mindkét oldalan annak hossztengelye mentén
(Coulton et al. 2008). Egy tropomiozin dimer 7 aktin alegységgel van kolcsonhatasban
(Flicker, Phillips, and Cohen 1982). A tropomiozinok pontos funkcioit még ma sem tartak
fel teljesen, igy még sok informacidra van sziikségilink, hogy vildgos képet kapjunk
pontos szerepiikrdl. Kémiai kisérletekkel nehezen vizsgalhato fehérje, ugyanis hajlamos
aggregalodni. Ezen kiviil a tropomiozin dimerek csak kis affinitassal (Kd ~ 103M)
kotddnek az aktin filamentumhoz (Wegner 1979). A legtobb aktinkotd fehérjével

ellentétben a tropomiozinok ionos kdlcsonhatasokon keresztiil kapcsolddnak az aktinhoz,
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igy lényegében ,,isznak” az aktin filamentum felszinén (von der Ecken et al. 2014). A
tropomiozinnak szdmos izoformaja létezik €s az egyes izoformaknak szamos funkciojat
leirtak mar, mégis sok izoforma pontos feladata ismeretlen napjainkban is. Emlésok
esetében négy tropomiozin gén ismert, melyrdl tobb mint 40 mRNS irodik at, majd
ezekbdl 25 kiilonb6zo tropomiozin fehérje keletkezhet. Ezek koziil a méréseinkhez fontos
izoformékat az 5. abra mutatja. Az egyes izoformak kiilonboz6 tér- és idébeli mintazatot
mutatnak a neurogenezis sordn. Az izoformak expresszidja €s lokalizacidja szigortan
szabalyozott mind szoveti, mind sejten beliili szinten és gyakran fiigg a fejlodési
allapotuktdl (Gunning et al. 2005; Gunning, O’neill, and Hardeman 2008). Ez azt

sugallja, hogy funkcidjuk specializalodott a kiillonbdz6 neuronalis érési folyamatokhoz.

la 3 4 5 6abb7 8 Sc 9d
Tpm1 gén (genelD: 24851) Génstruktura [Jl—"—""- B = o a w m o NN ENNN B
1a 2a 2b ib 3 4 5 6ab6b7 8 9a%h 9c 9d
rovid  kozismert egyéb hivatalos csatlakozasi szam exonok
név név alternativ név fehérie név  teljes hosszlsagu szekvencia
Tpml.1 Tm ska oTm, fast skTm , Tpml.1st (a.b.b.a) Human: NP_001018005.1 la.2b.3.4.5.6b.7.8.
cardiac Tm, striated Tm Mouse: NP 001157720.1 la.2b.3.4.5.6b.7.8.9a
Rat: NP_001288265.1
Tpm1.6 Tm2 - Tpml.6¢y (a.b.b.d) Human: NP_001018004.1 la.2?b.3.4.5.6b.7.8.9d
Mouse: NP_077745.2 la.2b.3.4.5.6b.7.8.9d
Rat: NP_001029241.1
Tpml.8 TmSa - Tpml.8cy (b.-.b.d) Human: NP_001288218.1 .—.3.4.5.6b.7.8.9d
Mouse: NP_001157724.1 ~ 1P-—-3.4.5.6b.7.8.9d
Rat: NP_001029245.1
Tpml.12  TmBr3 Tmbro, Tmbro-1 Tm -1.6  Tpml.12br (b.-b.c)  Human: NP_001018008.1 .—.3.4.5.6b.7.8.9¢
1b.—.3.4.5.6b.7.8.9¢c

Mouse: NP_001157728.1
Rat: NP_001288665.1

1a 3 4 S5 6a6b7 8 9¢ 9d
Tpm3 gén (genelD:24851) Génstruktira pumg—— - —-EE-B- 058 (0 0]
révid  kozismert egyéb hivatalos csatlakozasi szam exonok
név név alternativ név fehérje név  teljes hosszusagu szekvencia
Tpm3.1 TmSNM 1 - Tpm3.lcy(b.-.a.d) Human: NP_705935.1 .—.3.4.5.6a.7.8.9d
Mouse: NP_001240667.1 1b.—.3.4.5.6a.7.8.9d
Rat: NP_775134.1
Tpm3.2 TmSNM2 == Tpm3.2cy(b.-b.d) Human: NP_001036816.1 .—.3.4.5.6b.7.8.9d
Mouse: NP_ 0012406691 1b.—.3.4.5.6b.7.8.9d
Rat: none

5. dbra: Méréseink soran haszndlt izoformak haszndlatban [évo nevei és

genszerkezete (Geeves, Hitchcock-DeGregori, and Gunning 2014)
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A harantcsikolt izomban az aktin filamentum a vazizom (szkeletélis)
tropomiozinnal és a troponin-komplexszel egylitt alkotja a vékony filamentumot. A
troponin komplex harom alegységbd6l all: T, I és C. A T alegység a tropomiozin és az
aktin egymashoz viszonyitott helyzetét hatirozza meg. Az I alegység Ca?* ionok
hianydban a tropomiozinon keresztiil géatolja a miozin aktin filamentumhoz
kapcsolodasat. Kalciummentes kdzegben, vagyis kisebb, mint 10° M Ca?* jelenlétében,
amikor a TnC nem kot kalciumot, az inhibitoros Tnl alegység elfedi az aktin miozin
kotésre alkalmas régiojat, igy az izom relaxalt allapotban van. Ha a kalcium szintje eléri
a 10° M értéket, a TnC Ca®*-ot két, eltavolodik a vékony filamentumtol és elhiizza
magaval az inhibitoros Tnl alegységet iS. Ez lehetévé teszi, hogy a tropomiozin
molekuléak visszaalljanak olyan helyzetbe, melyben szabadda valnak a miozin két6helyek

az aktin filamentum mentén. Az aktin-miozin kolcsOnhatas, a kereszthid kialakul.

Megtorténhet az izom kontrakcio.

A tropomiozinok el6fordulnak mind allati mind gomba sejtekben. Idegrendszerben
eldszor Fine és munkatarsai 1973-ban azonositottak (Fine et al. 1973). Sejtbiologiai
vizsgalatok azt mutattdk, hogy a tropomiozin izoformak meghatarozzak a kiilonb6zd

aktin filamentum populaciok funkcioit (Gunning et al. 2015).

Megfigyelték, hogy patkanyban a Tpml.12 (régi néven TMBr3) a 16 napos
embrioban jelenik meg eldszor, majd a sziiletés idején alacsony szinten fordul eld a
kisagyban, késébb folyamatosan ndvekszik a harmadik sziiletési hétig (Weinberger et al.
1993).

A Tpm3.1 (régi néven TMS5NMI) tipus hasonléan a Tpm3.2-h6z (régi néven
TMS5NM2) a y-génen kodolodik. A két tipus minddssze a 6-os exonban tér el egymastol.
A Tpm3.1-nél 6a, a Tpm3.2-nél 6b exon fordul el6. Mindkét izoforma a rovid
tropomiozinok csoportjaba tartozik, ellentétben példaul a Tpml.6 és Tpml.7
izoformaval. Gateva és munkatarsai TIRF mikroszkoppal vizsgaltdk az egyes tipusok
overexpresszid soran tapasztalt hatasokat a filamentumra. Az emlitett hosszabb
izoformak szoros kapcsolatban vannak az aktin filamentummal, és védik azt az
ADF/cofilinnel szemben. Ugyanakkor nincsenek hatassal a nem izom tipust miozin Ila-
ra, ellentétben a Tpm3.1 és Tpm3.2 rovid izoformék segitik a miozin [la ATPaz
aktivitasat, de nem védik a filamentumot az ADF/cofilin-t6l. Ez is bizonyitja, hogy az
egyes tropomiozin izoformak hatarozzdk meg a mikrofilamentum populacié szdmos

sajatossagat (Gateva et al. 2017).
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Ragcsalok embrigjaban megfigyelték, hogy a Tpm3.1/Tpm3.2 mind mRNS, mind
fehérje szinten jelen van a differencialddod neuronok axon polusaiban egészen a ~7. napig
(Hannan et al. 1995), majd néhany nap elteltével az axonba helyez6édik at. A sziilés el6tti
15-17 nap koriil ezen tropomiozinok mRNS-e eltlinik az axonbdl, ami egybeesik a
Tpml.12 megjelenésével. Fehérje szinten a Tpm3.1 és aTpml.12 kozotti valtas a 17.
embrionalis nap koriil jelenik meg. Hasonl6 eredményeket kaptak csirkében is, ami azt
mutatja, hogy mas evolucids szinten sem valtozik a folyamat (Weinberger et al. 1996).
Tovéabbi tanulmanyokban specifikus antitestek segitségével kimutattak, hogy mig a
Tpm3.2 az axon nyulvanyban fordul elé (Schevzov et al. 1997), addig a Tpm3.1 a
novekedési kap kiilsé régidiban azonosithatd (Schevzov et al. 2005). A Tpm3.1-et €s
Tpm1.12-6t, a funkcidjuk kozotti eddig megfigyelt kiilonbségek és azok jobb megértése

miatt valasztottuk munkank alanyainak.

idegsejtek hamsejtek vazizomsejtek
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6. dbra: Nehany tropomiozin izoforma eldfordulasa az egyes sejttipusokban

(Gunning et al. 2005)

A Tpm3.1 izoformarol kimutattak, hogy egerekben szabédlyozza a sejt méretét és a
sejtproliferaciot (Schevzov et al. 1997), tovabba hamsejtekben sziikséges a sejt-sejt

kapcsolat stabilitasahoz (Caldwell et al. 2014). A Tpm3.1 stabilizalja a fokalis adhéziot
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azaltal, hogy befolyasolja a paxillin foszforilaciojat (Bach et al. 2009). Elésegiti a
stresszrostok kialakulasat, amelyek képesek ezaltal ellendllni az aktin filamentum
depolimerizalodasanak (Creed et al. 2008). Tpm3.1 és Tpm3.2 hianya a vazizom
morfologiai és funkcionalis jellemzOire is hatassal van. A Tpm3.1 elvesztése a T-

tubulusokbdl, azok sulyos morfologiai karosodasaval jar (Vlahovich et al. 2009).

Lathat6, hogy a tropomiozin izoformak funkcidja igen sokrétli. Ennek
feltérképezése még sok munkat ad a kutatoknak, ami elorébb lenditi ennek az

egyszertinek tiind fehérjének a pontos megismerését.

|. 3.2. NUKLEACIOS FAKTOROK:

A nukleacié a spontan polimerizacié leglassabb szakasza, igy ennek sebessége
meghatarozza az egész polimerizacidos folyamat kinetik4jat. Napjainkban négy f6
Osszeszereld faktor ismert, melyek képesek aktin monomerekbdl uj aktin lancok
képzddését elinditani a nukleaciod katalizalasa 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 elagazas
mentes lancok kialakitasaért felelnek. Amig a Spire a minusz véghez kotédik (Quinlan et
al. 2005), addig a forminok és a Cordon-bleu a plusz véghez kapcsolodnak (Ahuja et al.
2008; Pruyne et al. 2002; Sagot et al. 2002). Az Arp2/3 komplex az elagazd lancu
filamentumok kialakitasaért felelés és az aktin filamentumok minusz végéhez kotédik

(Mullins et al. 1998).

VCA-Arp2/3:
Az elsdként felfedezett nukledcios faktor az Arp2/3 (,,Actin-Related Proteins”™)

fehérjekomplex volt (Pollard 2007). Az Arp2/3 (actin-related protein) komplex egy 7
alegységbdl allo nukleacios faktor. Az Arp2 és Arp3 alegységek az aktin monomerhez
hasonld szerkezetet mutatnak, beleértve az ATP-ko6t6 zsebet is, azaz az aktinnal rokon
fehérjének tekinthetok (Machesky et al. 1994). Mindkét alegység képes ATP-t kotni,
azonban joval kisebb affinitassal mint az aktin. Az ATP-t ADP+P;-re hidrolizalni csak az
Arp2 alegység képes. A komplex dnmagaban nem képes aktin monomerekbdl 0j lancok

képzddését elinditani, hanem a mar 1étezd filamentumok oldaldhoz kotddve segiti eld
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crer

ujabb filamentumok nukleacidjat, melyek a szdges végiikkon novekedhetnek

filamentumma.

Az Arp2/3 komplex ismert aktivatorai a WASP (Wiscott-Aldrich Syndrome
Protein), az N-VASP, a Scar/WAVE illetve a Cortactin fehérjék. Mindegyikiik k6z6s
jellemzdje, hogy tartalmaznak egy un. VCA régiot, mely aktivalja az Arp2/3 komplexet.
Az Arp2/3 komplexhez kapcsolodik a VCA, ezaltal megvaltozik a komplex
konformaéciodja és egy szabad aktin monomert kot. A képzddott trimer rakapcsolodik a
mar polimerizalddott filamentum oldalara, ahol a tovabbi monomerek kapcsolodasa egy
oldalagat eredményez (Bugyi and Carlier 2010). igy elmondhatjuk, hogy a komplex éltal
rovid, de elagazasokban gazdag filamentum halézat alakul ki a membran kozeli

teriileteken (Higgs and Pollard 2001).
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7. abra: Arp2/3 komplex aktivilodasa (Bugyi and Carlier 2010)
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|.3.3. GELSOLIN:

A gelsolin egy 82 kDa méretii fehérje, mely a gelsolin szupercsalad fehérjéi kozé
tartozik a CapG, adnexin, flightless I, advillin, villin, villin-szerti fehérje, szupervillin
mellett (Schleicher et al. 1988; Sklyarova et al. 2002). A gelsolin 6 gelsolin-homolégia
domént tartalmaz, melyek elnevezése az N terminalistdl a C terminalis fel¢ haladva
sorrendben: GH1-GH6. A gelsolin mind intracellularisan (pl.: citoszolban,
mitokondriumban), mind extracellularisan (pl.: vérplazmaban) megtalalhato (Koya et al.

2000).

A gelsolin valojaban az aktin dinamikajanak egy tobbfunkcios szabalyozoja.
Egyrészt a mar kialakult filamentumokat darabolja szét a protomerek mentén (severing).
Masrészt hasitast kovetden sapkafehérjeként az Gijonnan keletkezett plusz véghez kotddik,
igy megakadalyozza annak ndvekedését, ezaltal a minusz vég depolimerizacidja lesz a
dominans, ami a filamentum rovidiiléséhez vezet. Mindemellett képes aktin monomerek
megkotésére is. Egy gelsolin molekula két aktin monomert tud megkdtni (Li et al. 2012;
McGough et al. 2003; Silacci et al. 2004).

A gelsolin Ca?*-kotd helyekkel rendelkezik, és a Ca®" ion kapcsolodasa altal
aktivalodik a fehérje. Az inaktiv allapotban 1év gelsolin olyan szerkezetet vesz fel, hogy
az Osszes aktinkoté régidja gatolva van (Burtnick et al. 1997). A GH6-os régid
rendelkezik egy helikélis szerkezetii farok résszel, mely reteszként szolgal, és a Ca®* ion
koncentraciojatol fiiggden elzarja vagy kinyitja az aktin-koté helyeket. Ca?* ion
kotdédésekor a gelsolin aktivalodik, és konformacio-valtozdson megy at. A GH6 régid
észleli a Ca®" iont és a gelsolin a GH1-GH3 és a GH4-GH6 kozti régidban eltavolodik
egymastol (8. abra), igy felszabaditjaa GH1, a GH2 és a GH4 aktin-koto6 helyeit (Burtnick
et al. 2004; Choe et al. 2002; Robinson et al. 1999). Ahhoz, hogy a gelsolin aktivalodasi
folyamata befejezédjon, tovabbi Ca?* ionok kotddése sziikséges a fehérje C-terminélis
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 venniink, hogy az aktin megvaltoztatja a gelsolin Ca?*-koté
aktivitasat, és kivaltja az aktivalo konformacios valtozasokat (Pope, Gooch, and Weeds
1997; Weeds et al. 1995). Alacsony pH mellett csokken az aktivalashoz sziikséges Ca?*

ion igény. A gelsolin filamentum darabolé hatisahoz sziikséges Ca?" ion koncentraciod
geny g
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pH=8,0 esetén 1mM, ezzel szemben pH=5,0 —nél mar elegend6 40nM (Garg et al. 2011;
Lamb et al. 1993; Lueck et al. 2000). Ezeket a gelsolin félmaximalis hatasahoz sziikséges

koncentracioknak tekinthet;jiik.
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GHI1 és GH4 a
GH2-GH3 kétohelyeikre
kotédése 1gazodnak Severing

8. dbra: Ca* jon indukalta gelsolin aktivilds és gelsolin aktin severingeld hatdsa. A
szamok a Ca%* ion koncentraciot mutatjak, a mar Ca%" iont kotd doméneket ovdlis

alakkal abrdzolja. Kék szin jelzi az aktin protomereket (Burtnick et al. 2004)

Orlova és munkatarsai ravilagitottak, hogy a filamentumok belsé kooperativitassal
rendelkeznek, melynek eredményeként a kiilonbozd aktin-kotd fehérjék és ligandumok
nagy hatotavolsagu kolcsonhatdsokon keresztiil az egész filamentumra hatassal lehetnek
(Drewes and Faulstich 1993; Muhlrad et al. 1994; Orlova et al. 2004; Orlova,
Prochniewicz, and Egelman 1995). Kimutattak, hogy a filamentumok szdges végéhez
kapcsolodo gelsolin hatasara megvaltozik a filamentumok konformacios allapota (Orlova
et al. 1995). A létrejott konformacid valtozas a kotOhelyektdl tavolabbi régiokra is
kiterjed, ami nagyfoka kooperativ kdlcsonhatas kdvetkeztében alakul ki. Ismert, hogy az
aktin filamentum bels6 kooperativitasa kdvetkezményekkel jar példaul az izomban (pl.;

hivatkozas).
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Egereken végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy a gelsolin a tobbi aktin-darabolo
fehérjéhez hasonldéan nem expresszalodik szignifikdns mértékben a korai embrionalis
szakaszban. Felnott egyedekben azonban kiilondsen fontos. Gelsolin gént nem hordozo
egerekben kimutattdk, hogy normalis embriondlis fejlodésen mennek keresztiil, de
vérlemezkéjiik deformacioja csokkentette a mobilitast, igy lassult a sebgyogyulas (Witke
et al. 1995).

A tropomiozinok befolyasoljak az aktinkotd fehérjék kapcsolatat a filamentummal,
valamint az aktin szalak kolcsonhatasat egymassal (Blanchoin et al. 2001; Bugyi, Didry,
and Carlier 2010; Hsiao et al. 2016). Az Arp2/3 és a cofilin viszont szabalyozza a
tropomiozin aktin filamentumhoz val6 kotddését. Hsiao és munkatarsai azt talaltak, hogy
in vitro koriilmények kozott az Arp2/3 altal 1étrehozott aktinhaldzathoz a tropomiozin
darabolja a filamentumot, még tobb hegyes véget létrehozva, amihez a tropomiozin
kapcsolodhat ¢és igy megvédi a filamentumot a tovabbi cofilin hasitastol (Hsiao et al.
2016). Jelenlegi bizonyitékok azt sugalljak, hogy a gelsolin egy evolticidésan 6sibb aktin
szabalyoz6, mint a tropomiozin (Ghoshdastider et al. 2013; Gunning et al. 2015), igy a
tropomiozinok késdbbi megjelenése lehetdvé teszi az aktin filamentumok populacidinak
meghatarozasat. A gelsolin azon képessége, hogy az aktin filamentumot feldarabolja,
szabalyozza a filamentumhoz kotddni képes tropomiozin izoformdakat. Korabbi
tanulmanyok azt is kimutattdk, hogy a simaizom tropomiozin gatolhatja a gelsolin
severing funkcigjat, mig a nem izom tropomiozin izoformak kiilonb6z6 modon
viselkedhetnek (Dabrowska et al. 1996; Ishikawa, Yamashiro, and Matsumura 1989).
Ennek ellentmond Khaitlina és munkatarsainak az eredményei, akik azt talaltak, hogy a
tropomiozin csak akkor nyujt jelentds védelmet a gelsolinnal szemben, ha mas aktinkoto-
fehérjék is jelen vannak (caldesmon, nebulin). Ugyanakkor a gelsolin aktivitdsanak
csOkkenését a tropomiozin-gelsolin kapcsolodas okozhatja. Azt tapasztaltak, hogy a
gelsolin G3 és G4-es régidja kotddik a tropomiozinhoz. Nem polimerizald koriilmények
kozott a tropomiozin nem gatolta az aktin:gelsolin komplex 2:1 aranyt kialakulasat és a
gelsolin nukleacids aktivitdsara sem volt hatassal. Ha a tropomiozin komplexet képez a
gelsolinnal, annak filamentum darabolé képessége 80%-kal csokken. Ugyanakkor ha a
tropomiozin az aktinhoz kapcsolodik, nem védi a filamentumot a gelsolin darabol6
hatasatol. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a tropomiozin nem csak a filamentum

kotddésén keresztiil, hanem oldatban, gelsolinhoz kétddve is befolyasolhatja az aktin
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dinamikajat. Ez a funkcidja a tropomiozinnak taldn funkcionalis jelentdséggel birhat a
citoszkeletalis rendszer atrendezddése folyaman (Khaitlina, Fitz, and Hinssen 2013). Ez
is mutatja, hogy a tropomiozinok teljesen kiilonb6z6 funkcionalis sajatsagokat

biztositanak az aktin filamentum szamara.

23



1. CELKITUZESEK

A tropomiozinokat évtizedek 6ta sokat tanulmanyozzak, mégis az egyes izoformakra

jellemzd fiziko-kémiai tulajdonsagok és funkcionalitdsuk kiilonbségei kevéssé ismertek.

Az expresszios mintazatok szigoruan szabalyozott valtozasa Osszefiiggésben allhat az

egyes Tpm-variansok idegsejten beliili szerepével a mikrofilamentumok dinamikajanak

¢s a nyulvanyfejlodésnek az 6sszehangolasa terén.

A tropomiozin izoformék kdtddése az aktin filamentumhoz nagyfoku kooperativitast

mutat, melynek soran a szomszédos tropomiozinok N- és C- terminalisai specifikusan

kapcsolodnak egymashoz. Az aminosavszekvencia kisebb valtoztatasa is befolyasolhatja

az aktinhoz val6 kotédést és ennek kovetkeztében a tropomiozin funkciojat. Ahhoz, hogy

jobban megértsiik a Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformdk miikodését a sejten beliil, aktinnal

vald kolcsonhatasukat kivantuk vizsgalni biokémiai €s biofizikai megkdzelitésben.

Céljainkat roviden az alabbi pontokba soroltuk:

1)

2)

3)

4)

Az atfedd exonhasznalat miatt nem lehetséges teljesen specifikus ellenanyagokat
vagy ,,antisense” probakat létrehozni, ezért bakteridlis expresszios rendszerben
egyedi tropomiozin izoformakat kivantunk eldallitani. Célul tiztik ki, hogy
neuronspecifikus, tag-mentes Tpml.12 és Tpm3.l rekombinans fehérjéket

készitsunk.

Elsként a klonozott Tpm1.12 és Tpm3.1 izoformak aktin filamentumhoz valo

kotddését kivantuk meghatarozni koszedimentécios esszé segitségével.

Az egyes izoformaknak az aktin filamentum felépiilésére gyakorolt hatasat

polimerizacios tesztek segitségével kivantuk vizsgalni.

Korabbi tanulmanyok mar vizsgaltak néhany tropomiozin hatasat a VCA-Arp2/3
komplexre, mely soran felfedezték, hogy a Tpml.8 és a Tpml.6 is gatolja a
komplex nukleacios hatasat (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010).
Kutatasaink célja kozt szerepelt a Tpm1.12 ¢és Tpm3.1 izoformak hatdsanak

megismerése a VCA-Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin polimerizaciora.
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5)

6)

7)

8)

Annak megismerésére, hogy ezen tropomiozinok mennyire stabilizaljdk az aktin

filamentumot, depolimerizacios teszteket kivantunk végezni

Szintén korabbi mérések mar bebizonyitottdk a gelsolin €s tropomiozin kotodését
(Khaitlina et al. 2013; Koepf and Burtnick 1992), valamint a gelsolin aktin
filamentumra kifejtett hatasat. Ezért kivancsiak voltunk, hogy a Tpml.12 ¢s

Tpm3.1 képes-e kotddni a gelsolinhoz.

Vizsgalni kivantuk, hogy ezen tropomiozinok védelmet nyujtanak-e az aktin

filamentum szamara a gelsolin depolimerizald hatasaval szemben.

Tovabba kivancsiak voltunk, hogy miként valtozik a gelsolin aktivitasa, ha a
tropomiozinnal komplexet képez. Befolydsolja-e az aktin filamentum végek
dinamikajat, polimerizacidjat és depolimerizaciojat ha a gelsolin komplexet képez

a tropomiozinnal?
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[11. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11. 1. KISERLETEKHEZ HASZNALT FEHERJEK ELOALLITASA

I11.1.1. AKTIN PREPARALASA

Az aktint nydl hatsé vazizmaibdl preparaltuk tobb 1épésen keresztiil (Spudich and
Watt 1971). A vazizombol elészor Gn. acetonforgacsot készitettiink, majd azt feloldottuk
A-pufferben, melynek osszetétele: 4mM Tris/HCI , 0,2mM ATP, 0,21mM CacCl_, 0,005%
NaN3, 0,5mM 2-merkaptoetanol vagy DTT, pH:7,3. Jégen kevertettiik fél 6ran at, majd
lesziirtiik 4 rétegli steril gézlapon. A lesziirt forgaccsal megismételtiik ezt a 1épést majd a
két sziirletet 6sszedntve lecentrifugéltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 4°C, 100.000g, 30
perc). A centrifugdlds utan a feliilisz6t 2 oran at szobahdmérsékleten polimerizaltuk
50mM KCl, és 2mM MgCl; hozzdadasaval, majd 0,8M KCI hozziadasaval lassu,
folyamatos kevertetés mellett megtisztitottuk a miozin szennyezddést6l. Ezt kdvetden
ujra lecentrifugaltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 4°C, 100.000g, 30 perc). A pelletet 2
oran at jégen duzzasztottuk, majd homogenizaltuk és egy éjszakan at dializaltuk A-
pufferben. Kovetkezd nap egy ijabb centrifugalast kovetden (Beckmann MLA-80 rotor,
4°C, 100.000g, 30 perc) tovabb tisztitottuk az esetleges tovabbi fehérje
szennyez6désektél Superdex G75 (GE Healthcare) gélfiltracios oszlopon. Az aktin
amely soran az aktin extinkcios egyiitthatojanak 0,63 ml-mg-cm™ értéket vettiik a 290

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

I11.1.2. PIREN-JELOLT AKTIN ELOALLITASA

Fluoreszcencia mérések soran az aktint pirenil-jodacetamid (tovabbiakban ,,pirén”)
jeloltik (Kouyama and Mihashi 1981). A pirén kovalensen kotédik az aktin 374-es
pozicidban 1évé cisztein aminosavahoz (Criddle, Geeves, and Jeffries 1985). A pirén
monomer aktin k6tédés esetén alacsonyabb jelet ad, mint amikor filamentumban 1évé
aktinhoz kotddik, igy tudjuk kovetni a filamentum felépiilését. Filamentalis aktin
esetében a pirénmolekuldk rendezetten egymas kozelében maradnak és ez nagyobb
fluoreszcencia jelet ad.
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A jelolés elott az aktint dializadljuk MEA-mentes A-pufferben, majd kihigitjuk
Img/ml-re, és polimerizaljuk 100mM KCIl és 2mM MgCl. jelenlétében 2 oran at
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden 1,1 tomegszazalékban (0,001 1mg/ml) adunk hozza
keresztiil fénytdl elzarva, allando, lasst kevertetés mellett. A jelolést kovetden a mintat
centrifugaltuk (Beckmann MLA-80 rotor, 80.000rpm, 4°C-on, 45 perc), majd a pelletet
duzzasztottuk 1 oran keresztiil A-pufferben, majd homogenizaltuk. Az aktin oldat
térfogatinak minimum 200-szoros mennyiségli A-pufferben dializaltuk, ezaltal
biztositottuk a be nem kotott festék molekulak eltavolitasat az aktin molekulak mellol,
igy minimalisra csokkent a szabad pirén molekuldk mennyisége az oldatban. Végiil
tisztitd centrifugalas kovetkezett (Beckmann MLA-80 rotor, 80.000rpm, 4°C-on, 30

perc).

crer

koefficienseként 2,2-:10* Mt-cm™-nek vettiik 344 nm-en. A mérések soran 5%-os jelolési
koncentraciokat alkalmaztunk, melyet gy értiink el, hogy megfeleld aranyban kevertiik
Ossze a jelolt és jeloletlen G-aktin oldatunkat, figyelembe véve, hogy a jelolt oldatunk is

tartalmazott jeloletlen aktin molekulékat.

111.1.3. TROPOMIOZIN TPM1.12 ES TPM3.1 KLONOZASA:

Egér Tpm1.12 tropomiozin konstrukcidt pET28a plazmidba klénoztunk, mely az N-
termindlison egy FXa-proteaz felismerdhelyet tartalmazott. A Tpm3.1 fehérje esetében
teljes MRNS-bdl kiindul6 reverz transzkripcid és PCR segitségével ¢cDNS-t allitottunk
eld. A PCR primerek a kovetkezOk voltak: Tpm1.12 esetében a forward primer: 5'-TAT
TTT CAG ATG GCG GGG AGT AGC TCG CT -37; 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 Hindlll restrikcidés endonukleaz felismer6
hely alahuizassal van jelolve. A PCR program a kovetkezo volt: 95°C-on 5 perc, 38 ciklus,
95°C-on 30 s denaturacio, 50°C-on 1 percig annealing és 72°C-on 1 percig szintézis, majd
72°C-on 5 percig. Egy masodik PCR korben egy ECORI restrikciés endonukledz
(aldhuzva), valamint egy ProTEV proteaz hasitohelyet (kettds alahtizas) klonoztunk az

N-terminalis szekvencidhoz az alabbi forward primer segitségével: 5'- CTC GAA TTC
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GAA AAC CTG TAT TTT CAG ATG -3', mig a reverse primer az el6z6 maradt. Az
ekkor alkalmazott PCR program: 95°C-on 5 perc, 40 ciklus, 95°C-on 30s denaturacio,

58°C-on 1 percig annealing és 72°C-on 1 percig szintézis, majd 72°C-on 5 percig. Az
inszert nukleinsav-sorrendjét szekvenalassal ellenériztik. A PCR  terméket
6xHis/pET28a expresszios plazmidba klonoztuk az ECoRI és Hindlll hasitohelyek kozé.
A rekombinans fehérjét E.coli BL21 (DE3) sejtekben expresszaltuk 30 pg/ml kanamicin
szelekcios antibiotikum mellett. A kiskultarat 31 Luria Broth tapkézegben novesztettiik
ODeoo 0,6-0,8 kozé 37°C-on, majd 1mM IPTG-vel indukaltuk 4 o6ran at 37°C-on. Ezt

kovetden a tapoldatot lecentrifugaltuk és a pelletet -20°C-on taroltuk.

111.1.4. TROPOMIOZIN TPM1.12 ES TPM3.1 PREPARALASA:

A klénozott E.coli BL21 (DE3) sejteket kiolvasztottuk feltard pufferben, melynek
Osszetétele: S0OmM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidazol, 10mM 2-merkaptoetanol,
1% Triton X, pH=8,0. A sejtekhez hozzaadtunk tovabba 0,2mM PMSF, 5mM MgCl>,
2pg/ml DNéz enzimet, valamint 1x protedz inhibitor keveréket (Sigma). Az elegyet
homogenizald csében 15-20-szor homogenizaltuk jégen és 5x1 percig szonikaltuk (80%
intenzitas, 0,4ms impulzus). Ezt kovetéen cenrifugaltuk (Sorvall T-1250 rotor, 4°C,
6000g, 15 perc) a mintat, majd a feliiluszot feltaro puferrel ekvilibralt Ni-NTA oszlopra
kotottiik 1 6ra 4°C-os kevertetés mellett. Imidazol koncentraciés sorral (5, 10, 20, 40,
250mM) elualtuk a fehérjét az oszloprél majd elektroforézissel ellendriztiik a mintakat.
A tropomiozint tartalmazo frakciokat egy éjszakan at dializaltuk ImM Na-foszfat puffer,
IM KCI és 2,5mM DTT, pH=7,0 jelenlétében, eldkészitve ezzel a hidroxiapatit CHT
anion cseréld oszlopon valo tisztitasra. Az oszloprél 300mM Na-foszfat puffer, 1M KCl,
2,5mM DTT, pH=7,0 pufferrel elualtuk, majd a fehérjéket tartalmazé frakciokat ujra
dializaltuk 100mM KCI, 5SmM Tris, 10mM 2-merkaptoetanol pH=7,8 jelenlétében.
Ezutan TEV-proteaz segitségével a tropomiozinrol lehasitottuk a His-tag régiot. Tpm1.12
esetében a térfogat 30-ad, Tpm3.1 esetén a térfogat 50-ed része a TEV-proteaz. Az
emésztést 3 oran at 37°C-on végezziik, majd Gjabb Ni-NTA oszlopon vald tisztitassal
elvalasztottuk a tropomiozint a His-taget és TEV-proteazt tartalmazé frakciokat. Végiil
egy tisztitd centrifugalast (Beckmann MLA-80 rotor, 100.000g, 4°C, 35 perc) kdvetden
ellendriztiik agardz gélen az esetleges DNS-szennyezddést, majd BCA fehérje esszé kittel

crer

Tris-HCI, 100mM KCI, 1mM DTT, pH=7,8 pufferben taroltuk.
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I11.1.5. SKTM PREPARALASA:

Az aktin prepardlds soran a kioldds utdn megmaradt, kinyomkodott forgacsot
hasznaltuk fel (Smillie 1982). A forgacsot éjszakan at kevertettiik 4°C-on az alabbi
pufferben: 5mM TRIS, 1M KCI, 0,5mM DTT, pH=7,0. Az aztatott forgacsot masnap 3
rétegli gézlapon atsziirtiik és kinyomkodtuk. A szlrleten pH-vagasokat végeztiink. Az
oldat pH-jat 0,1M-os HCl hozzaadasaval levittik pH=4,6-ra, ekdzben a pH-t
folyamatosan mértiik. Kicsapodas utan az oldatot jégen, hiitdben kevertettiik 30 percig.
A mintat centrifugéaltuk (Sorvall, T-1250 rotor, 6000 g, 20 perc, 4°C). A pelletet
visszaoldottuk az eredeti térfogat 80%-anak megfelelo6 SmM TRIS, 1M KCI, 0,5mM
DTT, pH=8,0 pufferben. Az oldat pH-jat 1M-os KOH hozzaadasaval felvittik pH=8,0-
ra, ekdzben a pH-t folyamatosan mértiik. Az oldatot jégen, hiitében kevertettiik 30 percig,
amit Ujabb centrifugalas kovetett (Sorvall, T-1250 rotor, 6000 g, 10 perc, 4°C). A
tovabbiakban a feliiliszoéval még kétszer megismételtiik a pH-vagast, melyet ammonium-
szulfatos kicsapas kovetett. Az utolso feliiluszohoz 31,2g/100 ml ammoénium-szulfatot
adtunk, tigyelve, hogy a pH-t allando értéken tartsuk. Ujabb centrifugalast (11000 g, 30
perc, 4°C) kovetden feliilliszoéhoz 7,34g/100 ml ammonium-szulfatot adtunk allando pH
értéken tartva. 30 perces kevertetést kdvetden centrifugéltuk (11000g, 1 6ra, 4°C). A
pelletet 5mM TRIS, 1ImM DTT pH=7,8 pufferben visszaoldottuk és egy éjszakan at
dializéltuk 1mM Na-foszfat puffer, IM KCI és 2,5mM DTT, pH=7,0 jelenlétében,
elékészitve ezzel a hidroxiapatit CHT anion cseréld oszlopon vald tisztitasra. Az
oszloprél 300mM Na-foszfat puffer, 1M KCl, 2,5mM DTT, pH=7,0 pufferrel elualtuk,
majd a fehérjéket tartalmazoé frakciokat ujra dializaltuk 100mM KCI, SmM Tris, 10mM
segitségével. 278nm-en mért abszorbancia esetén extinkcios koefficiensnek 0,24 ml-mg’

L.cm™-et hasznaltuk (Spudich and Watt 1971).

I11.1.6. GELSOLIN PREPARALASA:

Gelsolin eldallitasdhoz a teljes hossztusagu His-tag régidt tartalmazd szekvencia
pET21d(+) vektorba klonozott plazmid rendelkezésiinkre allt (Nag et al. 2009). A
plazmidot E.coli BL21 (DE3) sejtekben transzformaltuk, majd sejtkultarat névesztettiink

30 pg/ml kanamicin szelekcids antibiotikum mellett. A kiskultarat 31 Luria Broth
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tapkozegben novesztettiik ODegoo 0,6-0,8 kdzé 37 °C-on, majd 1 mM IPTG-vel indukaltuk
egy ¢jszakan at 25 °C-on. Ezt kovetden a tapoldatot lecentrifugéltuk és a pelletet -20°C-
on taroltuk.

A lefagyasztott baktérium pelleteket felolvasztottuk az alédbbi feltard pufferben:
5mM Tris-HCI, 1mM ATP, 1ImM PMSF, 7mM 2-merkaptoetanol, 5mM imidazol,
300mM NaCl, pH=8,0. Tovabba hozzaadtunk 30ug/ml DNazt, 1x protedz inhibitor
keveréket. Az elegyet addig kevertettik, amig az homogén nem lett, majd
tiveghomogenizatorral homogenizaltuk és végiil 5-1 percig szonikaltuk (80% intenzitas,
0,4ms impulzus). Ezt kovetden centrifugaltuk (Beckman- Coulter MLA-80 rotor,
440.000g, 35 perc, 4°C). A feliiluszét Ni-NTA oszlopra kotottiik 1 6rdn at kevertetés
mellett, majd feltard pufferrel készitett imidazol koncentracidé sorral eludltuk és
elektroforézissel ellendriztiik, hogy mely frakciok tartalmazzak a fehérjét. A fehérjét
tartalmazo frakciokat dializaltuk 20mM Tris-HCI, 1ImM EGTA, pH=8,0 pufferben, majd
Source 15Q ioncseréld oszlopra vittiik, ahol az alabbi pufferekkel mosva az oszlopot

tovabb tisztitottuk:
Pufferl: 20mM Tris-HCI, 20mM NaCl, 1mM EGTA, pH=8,0;
puffer2:10mM Tris-HCI, 0,1mM EGTA, pH=8,0;
puffer3: 20mM Trsi-HCI, 2mM CaCl,, pH=8,0;
puffer4: 20mM Tris-HCI, 1M NacCl, 0,1mM EGTA, pH=8,0.

A gelsolint tartalmazé frakciokat dializaltuk SmM HEPES, 50mM NaCl, 0,1mM
EGTA, pH=8,0 pufferben elokészitve ezzel a gélfiltralasra, melyet Superdex 200

crer

spektrofotométerrel végeztiik, amely soran a gelsolin extinkcios egyiitthatojanak

1,29ml-mg™t-cm? értéket vettiik a 280 nm-en mért abszorbancia esetén.

111.1.7. VCA-ARP2/3 TISZTITASA:

A VCA ¢és Arp2/3 komplex tisztitasat Egile és munkatarsai, 1999-ben megjelent

cikkében talalhatdo modon végeztiik. A tisztitast Leipoldné Vig Andrea végezte.
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111.1.8. TEV PREPARALAS:

TEV proteaz eldallitasahoz His-tag régidt tartalmazo, kanamicin rezisztenciaval
rendelkez6 szekvencia pET24 vektorba klonozott plazmid (TEV-235) rendelkezésiinkre
allt.

A vektort E.coli BL21 (DE3) sejtekbe transzformaltuk 33ug/ml kanamicin
jelenlétében. A sejtkultirat ODegoo= 0,6 értékig novesztettiik majd 1mM IPTG-vel 4 6ran
at 30°C-on expresszaltuk. Ezt kovette a centrifugalds, majd a pelletet felhasznalasig -

20°C-on taroltuk.

A fehérje tisztitas elsd Iépéseként a pelletet 25ml lizis pufferben felolvasztottuk
(50mM Na-foszfat, 100mM NaCl, 25mM imidazol, 10% glicerin, pH=8,0). Hozzadadunk
tovabbi Sul/ml DN-azt, SmM MgClz-ot, 10 pl/ml lizozimot és 1x protedz inhibitor
keveréket. Az elegyet 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd szonikaltuk 6x25
masodpercig 30 masodperces sziinetekkel (80% intenzitas, 0,4ms impulzus). Az oldatot
centrifugaltuk (1 6ra, 4°C, 30.000rpm) majd a feliiluszot lizis puferrel equilibralt Ni-NTA
oszlopra kotottiikk 1 ora 4°C kevertetés mellett. Az oszloprol elicids puffer mosassal
szedtiik le a fehérjét (50mM Na-foszfat, 100mM NaCl, 500mM imidazol, 10% glicerin,
pH=8,0). A fehérjét tartalmazé frakciokat anion cseréld Source 15Q oszlopon tovabb
tisztitottuk az alabbi pufferekkel: pufferl: 50mM Na-foszfat, 100mM NaCl, ImM EDTA,
1mM DTT, 10 glicerin, pH=8,0; puffer2: 50mM Na-foszfat, IM NaCl, ImM EDTA,
ImM DTT, 10% glicerin, pH=8,0. Ezt kdvet6en a mintankat centrifugaltuk (Beckmann,
UV-2100 spektrofotométerrel, amely soran a TEV protedz extinkcios egyiitthatojanak

1,19 mlI-mgt-cm™ értéket vettiik a 280 nm-en mért abszorbancia esetén.
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l1l. 2. ALKALMAZOTT MODSZEREK

I11.2.1. FLUORESZCENCIA MERESEK:

A fluoreszcencia mérésekhez egyrészt a FLX-Xenius (SAFAS) tébbutas és a Jobin
Yvon spektrofluorimétert hasznaltuk. A polimerizaciés €s depolimerizacios teszteket az
1d6 fiiggvényében mértiilk szobahOmeérsékleten (22°C) 365nm gerjesztési és 407nm
emisszids hullamhosszakat beéllitva. A kapott eredményeket legalabb 3 fliggetlen mérés

atlagabol szamoltuk.

I11. 2.2. AKTIN POLIMERIZACIOJANAK VIZSGALATA:

Polimerizacio soran a monomer aktinok 0sszeépiilésével filamentalis aktin alakul ki.
A polimerizacio tobb Iépésben torténik. Az aktin monomerek elséként nukleuszt
alkotnak, melyekbdl elindulhat a filamentum polimerizacioja. Ezt a folyamatot a pirén-
jelolés altal tudjuk nyomon kovetni. Minél tobb aktin alakul filamentumma4, a pirén
emittalt jel intenzitdsa nd, igy az id6 fliggvényében nyomon kodvethetd a filamentumok
novekedése. A  vizsgdlatokhoz 365nm-es gerjesztési és 407nm-es emittalt
hullamhosszakat alkalmaztunk. A mérések soran 5uM 5%-ban jelolt G-aktint
polimerizaltunk 2mM MgClz-ot és 100mM KCl-ot tartalmazé A-pufferrel kiilonb6zo

fehérjék jelenlétében, illetve azok nélkiil.

Azoknal a vizsgalatokndl, ahol aktin polimerizaciét mértiink onmagaban vagy
tropomiozin és/vagy Arp2/3 jelenlétében, a Ca?*-G-aktint Mg-G-aktinra cseréltiik 0,2mM
EGTA ¢és 0,05omM MgCl, (végsd koncentraciok) jelenlétében 5-10 perc

szobahOmeérsékletes inkubalassal.

A gelsolin hatasanak vizsgalatanal aktint polimerizaltunk kiilonb6z6 gelsolin
koncentraciok, illetve kiilonb6z6 tropomiozinok jelenlétében. Méréseinket ugy is
megismételtiik, hogy 0,3uM gelsolint €s a 10uM tropomiozint 30 percen at szobahdn
eldinkubaltuk, hogy komplexet képezhessenek egymadssal, majd ezt kovetden adtuk a

Ca?*-G-aktinhoz.

Az eredmények kiértékeléséhez a kapott gorbéket normalizaltuk (igy egy pontbol
indulo, 0 és 1 kozott valtozd gorbéket kaptunk), majd egyenest illesztettiink a
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polimerizacids folyamat linearis szakaszara (0,45-0,55 kozott, gelsolinos mérések esetén

0,05-0,25 kozott) és meghataroztuk az egyenesek meredekségét.

I11. 2.3. AKTIN DEPOLIMERIZACIOJANAK VIZSGALATA:

Annak megallapitasara, hogy az aktin monomerek milyen sebességgel disszocialtak
le az aktin filamentumrol kiilonb6zo korilmények kozott kritikus koncentracio ala térténd
higitason alapuld depolimerizacids tesztet végeztiink. Ennek soran 10uM 70-80%-ban
jelolt G-aktint polimerizaltuk 100mM KCI, és 2mM MgCl> mellett. Hasonléan a
polimerizacios tesztekhez itt is gerjesztési hullamhossznak 365nm-t €és emisszids

hullamhossznak 407nm-t valasztottunk.

Azon vizsgalatoknal, ahol az aktin depolimerizaciot Onmagaban, tropomiozin
jelenlétében vagy Arp2/3 hatasat a depolimerizaciora vizsgaltuk, a Ca?*-G-aktint Mg-G-
aktinra cseréltiik 0,2mM EGTA és 0,05mM MgCl> (végso koncentraciok) jelenlétében 5-
10 perc szobahémérsékletes inkubalassal, majd ezt kdvette a polimerizalés. Ezt kovetéen
a polimerizalt F-aktin mintat higitottuk ki a kritikus koncentracié ald 100nM-ra
polimerizacios pufferrel (A-puffer, 100mM KCI, 2mM MgCl,), és figyeltiik a pirén jel

valtozasat.

A gelsolin hatdsénak vizsgalata soran Ca?*-G-aktint hasznaltunk és polimerizaltunk
tropomiozin jelenlétében vagy anélkiil. Ezt kdvetéen adtuk hozza a gelsolint, majd ezt a
polimerizalt F-aktin mintat higitottuk ki a kritikus koncentracié ald 100nM-ra
polimerizacios pufferrel (A-puffer, 1000mM KCI, 2mM MgCl). Egyes kisérletekben a
gelsolin és a tropomiozint eldinkubaltuk, hogy komplexet képezzenek, majd ezt kovetden

adtuk az aktinhoz.

rrrrrr

ugyanazon hulldmhosszon, mint a polimerizacids tesztek esetében. Az eredmények
kiértékeléséhez a kapott gérbék linearis szakaszara (elsé 50 masodperc, illetve gelsolinos
méréseknél elsé 120 masodperc) egyenest illesztettiink, és meghatdroztuk a

meredekségiiket.
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I11. 2.4. KOSZEDIMENTACIOS VIZSGALATOK

20uM Mg-G-aktint polimerizaltunk 2mM MgClz és 100mM KCI mellett, majd
polimerizacios pufferrel kihigitottuk SuM-osra tropomiozin nélkiil, illetve kiilonb6z6
tropomiozin koncentraciok jelenlétében. A mintakat (60ul) éjszakan at inkubaltuk 4°C-
on, ezutan lecentrifugaltuk (440.000 g-vel 4°C-on 30 perc). A pelletet és feliiluszot SDS-
PAGE gélen elemeztik. A gélt Coomassie Blue festékkel kezeltik. A
fehérjemennyiségeket denzitometrias méréssel hataroztuk meg. A pelletben 1évo
TM:aktin ardanyt a teljes TM koncentracid fliggvényében abrazoltuk. Az adatok

kiértékeléséhez a kdvetkezd egyenletet alkalmaztuk:
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Az S a TM:aktin aranya a pelletben, Smax@ TM:aktin arany maximalis értéke telitési
koncentracioban, [TM]o és [A]o az adott tropomiozin és az aktin koncentracidja a
mintakban, illetve a Kq az adott tropomiozin:F-aktin komplex disszociacios egyensulyi
allandoja.

Gelsolinos mérések esetében két méréssorozatot készitettiink. Egyrészt 2uM
gelsolint adtunk 25uM filamentalis aktinhoz és inkubaltuk 1 oran at. Ezt kovetden a
mintat  kihigitottuk 10uM aktin, 0,8uM gelsolin koncentraciora kilonbdzo
tropomiozinokkal (Tpm1.12 végkoncentracigja 40uM; Tpm3.1 végkoncentracioja 40uM
¢és az skTM végkoncentracidja 10uM volt), illetve tropomiozin nélkiil polimerizacios
pufferrel, majd inkubaltuk Gjabb 2 6ran at. Masrészt 10uM filamentalis aktint inkubaltunk
eldszor kiilonbozd tropomiozinnal, illetve a nélkiil. A tropomiozin koncentraciok
ugyanazok voltak, mint az elsd esetben. Ezt kdvetden adtunk a mintahoz 0,8uM gelsolint
¢és ujabb 1 6ran at hagytuk inkubalodni. Mindkét sorozatot centrifugaltuk (Beckman-
Coulter, TLA-100 rotor, 440,000g, 30 perc, 4°C). A gélt Coomassie Blue festékkel
kezeltiik. A fehérjemennyiségeket denzitometrias méréssel hataroztuk meg.

A kiértékelés soran az aktint tartalamaz6 mintaban a lelilepedd aktinra, az aktint és
gelsolint tartalmazd mintaban a leiilepedd gelsoloinra normalizaltuk az eredményeinket.
A mérési eredmények 3 fiiggetlen mérési sorozat dtlagabol adoédnak. Az adatok megadasa

a 3 mérés atlagaban és azok szordsaban (Standard Deviation) tortént.
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111. 2.5. FELULETI PLAZMON REZONANCIA (SPR):

Fehérje kolcsonhatasok ¢és fehérjekotések egyik vizsgalati modszere a feliileti
plazmon rezonancia. A mérés soran valds idoben kovethetjiik a kotddés kinetikajat, és
kiszamithatjuk az interakcié termodinamikai paramétereit is.

Biacore 3000 miiszer alkalmazasaval vizsgaltuk a tropomiozin és a gelsolin
kolcsonhatasat. Az egyes tropomiozin izoformakat kozvetleniill CMDS00L érzékeld
chipre immobilizaltuk a fehérjék amin csoportjan keresztiil. A feliiletet el6szor 35ul
EDC/NHS oldattal (200mM EDC; 50M NHS) injektaltuk, majd a tropomiozint 30pg/ml-
re higitottuk az immobilizacids pufferrel (10mM Na-acetat, pH=3,5) és injektaltuk a
feliileten 7 percig. 10ul/perc aramlési sebesség mellett. A felesleges reaktiv helyeket
ezutan blokkoltuk 1M etanol-amin (pH=8,5) injektalasaval 7 percig Sul/perc aramlasi
sebesség mellett. A kontroll feliiletet aktivaltuk, majd etanol-aminnal blokkoltuk. A
tropomiozinok immobilizalasat kovetden a gelsolint higitottuk a folyd pufferben (10mM
HEPES; 150mM NaCl; 3mM EDTA; 0,005% P20 feliiletaktiv anyag; pH=7,4) kiilonb6z6
koncentraciokban (0,5; 1; 2; 3; 4; 5; és 7,5uM) 10ul/perc aramlasi sebességgel.

A gelsolin és a tropomiozin kozotti asszociacids szakaszokat 7 percig kovettiik
nyomon, a gelsolin nélkiili disszociacios szakaszokat 6 percen keresztiil. Ezt kdvetéen
meghatdroztuk a kolcsonhatasok kinetikai paramétereit és a disszocidciot. Az érzékeld
chipeket minden egyes kotési vizsgalat utan regeneraltuk 10mM glicin-HCI (pH=2,1)
injektalasaval. A kinetikai paramétereket a BIAevalution 3.1 szoftverrel értékeltiik ki,

feltételezve, hogy a gelsolin:tropomiozin dimer kdlcsonhatés ardnya 1:1 a fehérjek kozott.
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V. EREDMENYEK

IV.1. TPmM1.12 ES TPM3.1 IZOFORMAK KLONOZASA

A tropomiozinok aktinra gyakorolt hatasanak in vitro vizsgalatdhoz rekombinans
fehérjéket allitottunk eld. A tropomiozinok aktin filamentumhoz vald kapcsolodésa
nagyfoku kooperativitast mutat, melyben fontos szerepe van a szomszédos tropomiozinok
N- ¢és C-terminalisai kozott 1étrejove vég-vég kapcsoloddsoknak. Az aminosav
szekvenciaban torténé kisebb modositasok is mar befolyasolhatjak az aktinhoz vald
kapcsolodasukat, igy a funkcidjukat is. Ezért a Tpm1.12 és Tpm3.1 rekombinéns fehérjék
eléallitasanal tigyeltiink, hogy csak az eredeti szekvencia részeket kodoljuk. A Klonozas
soran teljes hosszisagu egér tropomiozin izoformak eléallitasa volt a cél, melyek

szekvenciait a 9. dbran hasonlitjuk 6ssze.
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A Tpml.12 738 nukleotidbdl épiil fel, melyen 245 aminosav kodolddik. A Tpm3.1-
et 747 nukleotid bazispar kodolja, és 248 aminosavbol all. Mindkét izoforma esetén az
adatbazisban kozolt szekvencidhoz képest van egy eltérés, ami lehet természetes is
(Tpm1.12 esetén az M91T aminosav, a Tpm3.1 esetén az E230G aminosav), mely egy
pontmutacionak feltételezhetd. A teljes tropomiozin szekvencidkat pET28a plazmidba
klonoztuk és E.coli-ban expresszaltuk Luria-Broth tapkdzegben. Ekkor a fehérjénk még
His-tag régiot tartalmazott, melynek segitségével azt Ni-NTA oszlopon sikeresen
megtisztitottuk a szennyezd fehérjék tOobbségétdl. Ahhoz, hogy a maradék
szennyez6déstol is megszabaditsuk hidroxi-apatit affinitaskromatografias modszerrel
tovabb tisztitottuk. A His-tag régiot TEV proteazzal lehasitottuk és eltavolitottuk a fehérje
mell6l. Az esetleges DNS szennyezddést agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. A
fehérjék tisztasagat, valamint a sikeres hasitast SDS poliakrilamid gélen ellendriztiik,

melyet a kovetkez6 gélfoton is lathatunk (10.abra).

1 2 3 1 2 3
MW, kDa MW, kDa
66.2 662
45 45
35 - =
25 . -
His-Tpm1.12 25 W His-Tpm3.1|
Tpm1.12 Tpm3.1

10. dbra: Tpml.12 és Tpm3.1 gélfotoi

Ismert molekulasulyt marker segitségével meghataroztuk az egyes izoformak
molekulatomegét SDS poliakrilamid gélfuttatast kovetéen. Ez alapjan a Tpml.12
molekulaméretét 37 kDa-ra, a Tpm3.1 31kDa-ra becsiiltiik. A szekvencia alapjan is
meghataroztuk az elméleti molekulatomeget Protparam program segitségével, ahol a
izoformara Tpm1.12 28,313 kDa, a Tpm3.1 fehérjére 28,948 kDa eredményt kaptunk.
Ezt az szamitast tomegspektrometrias méréssel is aldtdmasztottuk. Mérései alapjan a

Tpml.12 28,301kDa méretli, a Tpm3.1 28,949kDa méretii.
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IV.2. TPM1.12 ES TPM3.1 KOTODESE AZ AKTIN FILAMENTUMHOZ

Rekombinans tropomiozin izoformak aktin filamentumhoz (F-aktin) val6 kotodését
koszedimentécios esszé segitségével vizsgaltuk. A mérés soran SuM F-aktinhoz ndévekvd
koncentracioban adtuk az egyes tropomiozinokat, majd ¢&jjelen at tartdé inkubalast
kovetden centrifugalassal pelletaltuk a mintdkat (11. 4dbra). A kiértékeléshez minden
mintat SDS-PAGE gélen megfuttattunk és Comassie-Blue festést kovetden megmértiik a

letilepedett tropomiozin és aktin mennyiségét GeneTools program segitségével.

™

actin — g G G SIS G G Gl -
Tpm1.12— i G —— T — —
ACtIN — S . G S — G — — —
Tpm3.1 — — e — -

11. abra: Koszedimentdcios-esszé az egyes tropomiozin izoformak névekvo

crer

Kontrollként a tropomiozinok iilepedését F-aktin nélkiil is megmértiik. Az aktin
nélkiil pelletalodott tropomiozinok mennyiségét minden egyes koncentracioban
szamszerUsitettiik és ezzel korrigaltuk az aktint is tartalmaz6 tropomiozin mintékat. Az
igy kapott tropomiozin:F-aktin kotési aranyokat dbrdzoltuk a tropomiozin
disszociacidés egyensulyi allanddé volt meghatdrozhatdé. Ezek alapjan a Tpml.12

disszocidciods egyensulyi allanddja (Kp) 3,5 £ 0,9uM, a Tpm3.1 esetén pedig 0,1 + 0,1uM.
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12. dbra: TM:F-aktin kétési aranyok a TM koncentrdciok fiiggvényében

IV.3. TPM1.12 ES TPM3.1 HATASA AZ AKTIN FILAMENTUMRA

IV.3.1. AZEGYES IZOFORMAK AKTIN FILAMENTUM FELEPULESERE
GYAKOROLT HATASAI

A tropomiozinok kiillonb6z6 izoformdi masképp hatnak az aktin filamentum
felépiilésére. Nyul vazizombdl preparalt szkeletdlis tropomiozin lassitja az aktin
polimerizacidt azaltal, hogy stabilizalja a filamentumokat, igy megakadalyozza azok
spontan mechanikai torését. A torés altal tobb, szabad filamentum vég keletkezik, melyen
végbemehet a polimerizaci6. Ezt akadalyozza meg a vazizom tropomiozin (Lal and Korn
1986; Wawro et al. 2008). Ezzel ellentétben a nem izom specifikus Tpm1.8 (régi nevén
TmS5a) és a Tpml.6 (régi nevén Tm2) 30-40%-kal ndveli az aktin polimerizéacio
sebességét, ami azt sugallja, hogy specifikus hatdsa van a szdges vég dinamikajara
(Wawro et al. 2008).

Mivel a vazizom tropomiozin egy mar nagyon jol ismert viselkedésli izoforma ezért
a méréseink soran ezt valasztottuk kontroll mintanak.

Polimerizacios esszék segitségével vizsgaltuk, hogy az altalunk tisztitott izoformak
milyen hatdssal vannak az aktin monomerek filamentumba valé beépiilésére. A
normalizalt polimerizacios gorbék 0,45-0,55 kozotti linearis szakaszara egyenest

illesztettiink és meghataroztuk a meredekségiiket (13. 4bra).
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13. abra: Polimerizacios sebességek az egyes TM izoformakkal

Osszhangban a korabbi mérésekkel, vazizom tropomiozin (skTM) esetén azt
tapasztaltuk, hogy az altalunk hasznalt 6uM skTM ~60%-kal lassitja az 5uM aktin
polimerizacidjat. Figyelembe vettiik, hogy az skTM aktinhoz val6 kétédése Kp=0,5uM,
ami azt jelenti, hogy az altalunk hasznalt 6uM skTM koncentracidé az Gsszes aktin
kotohelyet lefedi.

Tpml.12 esetén 40uM és Tpm3.1 esetén 17uM az alkalmazott koncentracid, ami tobb
mint 10-szerese a korabban meghatarozott Kp értéknek. Ennek ellenére, a két izoforma
csak kis mértékben befolyasolta az aktin polimerizacidjat. Mig a Tpm1.12 az skTM-hez

hasonloan csokkentette a polimerizacid sebességét, addig a Tpm3.1 ndvelte azt.
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normalizalt fluoreszcencia intenzitas

1IVV.3.2. TPm1.12 ES TPM3.1 HATASA AZ ARP2/3 KOMPLEX ALTAL
KATALIZALT AKTIN FILAMENTUM FELEPULESRE

Korabbi tanulmanyok mar kimutattak, hogy egyes tropomiozin izoformak képesek

cres

crer

elagazddasat. (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010). Sejtbioldgiai vizsgalatok
kimutattdk, hogy a Tpml.12 és Tpm3.1 ellentétes hatast gyakorol a lamellipédium

kialakulasara és a sejtmigraciora (Bryce et al. 2003).
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14. abra: Tropomiozinok hatasa a VCA-Arp2/3 altal kifejtett nukledciora

A Tpml.12 és Tpm3.1 Arp2/3 komplexre kifejtett hatdsat polimerizacids
vizsgalatokkal ellendriztiik. Az eredmények azt mutattak, hogy a Tpm1.12 nincs hatéssal
a VCA-Arp2/3 altal kifejtett nukleaciora. Ezzel ellentétben a Tpm3.1 az skTM-hez
hasonloan gatolja a komplex nukledcids hatdsat, azonban az altalunk alkalmazott
legmagasabb koncentracidban is mindossze ~25%-kal csokkentette azt (14. és15. abra).

A méréseket és kiértékelésiiket Dr. Bugyi Beata és Leipoldné Vig Andrea végezték.
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15. d@bra: Aktin polimerizacios sebessége Arp2/3, valamint az egyes tropomiozinok

Jjelenlétében

1V. 3.3. AZEGYES IZOFORMAK AKTIN FILAMENTUM SZETSZERELODESERE
GYAKOROLT HATASAI

A tropomiozinok strukturdlis stabilizacios hatdsuk révén képesek gatolni az aktin
filamentum leépiilését (Broschat 1990). Ennek vizsgalatara depolimerizacids esszét
alkalmaztunk, melyben 2uM  50%-ban jelolt F-aktint higitottunk 50nM
hogy az aktin végkoncentracidja kisebb legyen, mint a szoges vég kritikus koncentracio,
igy a szoges végen IS az aktin monomerek levalasa lesz a dominans. A filamentum
depolimerizacidjanak kinetikdjat a pirén fluoreszcencia jel monitorozasaval kovettiik

nyomon (16.4bra).
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16. abra: Aktin filamentum depolimerizacioja tropomiozin jelenlétében

Meéréseinket polimerizacids puffer kozegben végeztiik, csak a hozzaadott fehérjék
fajtaja valtozott. Tropomiozin nélkiili mintak esetén a csokkenés jellegét egy egyfazist
gorbével irhatjuk le. Ezt mutatja a fenti 16. dbra felso paneljében lathato fekete gorbe. Ha
a filamentumokat eldinkubaltuk 10uM skTM, 40uM Tpml.12, 40uM Tpm3.1
jelenlétében a gorbe kétfazisuva valik. Az elsd fazis koriilbeliil 50 masodpercig tart, és
alacsonyabb depolimerizacios sebesség jellemzi, mint a tropomiozin nélkiili mintat. A
masodik fazist egy gyorsabb depolimerizacios szakasz jellemzi. Ezen mérések sordn a
higitd6 puffer nem tartalmazott tropomiozint, igy a higitas soran (40-szeres higitast
alkalmaztunk) a tropomiozin koncentracioja csokkent. A tropomiozin kihiguldsa miatt 0]
egyensulyi allapot jott létre, mely sordn a legtdbb tropomiozin disszocialt a
filamentumrol. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az elsé szakasz a még
filamentumon 1évé tropomiozinnal kotott filamentum depolimerizacidjat mutatja, a
feltételezéslinket megerdsiteni kivantuk, igy a méréseket megismételtiik olyan higitd
puffert alkalmazva, mely ugyanazon tropomiozin koncentraciot tartalmaz, mint az aktin

mintank (10uM skTM vagy 40uM Tpm1.12). Ezen koriilmények kozott kapott egyfazisu
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depolimerizacids gorbéket mutatja a 16. abra alsé panelje, alatdmasztva ezzel a korabbi
feltételezésiinket. Méréseinkbdl arra kdvetkeztethettiink, hogy mind a harom tropomiozin

izoforma lassitotta az aktin filamentum depolimerizaciojat. Tovabba a tropomiozinok
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17. abra: Depolimerizacio sebessége kiilonbozo tropomiozin koncentrdcio

jelenlétében

A depolimerizaciés méréseket kiilonb6z6 tropomiozin koncentraciok mellett
inkubalt aktinnal is elvégeztiik. A kapott gorbék elsé 50 masodpercére egyenest
illesztettiink és annak meredekségébdl meghataroztuk a depolimerizacid sebességét. Az
eredményeket a 17. abra foglalja Ossze. Az adatok azt mutattdk, hogy az egyes
tropomiozinok csokkentik a filamentum depolimerizacidjat, méghozza koncentracio
fiiggésben. Ugyanakkor l4thatd, hogy a Tpm3.1 és az skTM koriilbeliil kétszer nagyobb
hatast mutatott a filamentum depolimerizaciojara, mint a Tpm1.12, ami korrelal az egyes
izoformdk affinitdsaval 1s. Ezt probaljuk kikiiszobdlni a telitési koncentraciok

alkalmazasaval.
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IV. 4. GELSOLIN ES TROPOMIOZIN KOLCSONHATASA

1IV.4.1. TROPOMIOZIN KOTODESE GELSOLINHOZ

A gelsolin egyes tropomiozin izoformakhoz valo6 kotési affinitasat feliileti plazmon
rezonanciaval (SPR- Surface Plasmon Resonance) vizsgaltuk. A tropomiozinokat amin
csoportjuknal az érzékeld chipre immobilizaltuk, majd kiilonb6z6 koncentracioban
gelsolint juttattunk a feliilethez. Az egyes szenzogrammokon lathatoak a gelsolin
asszociacios (amikor gelsolint tartalmazo pufferrel kezeltiikk a mintat) és disszocidcios

(amikor gelsolin nélkiili puffert alkalmaztunk) gorbéi (18. abra).

A szenzogrammokra exponencialis fliggvényt illesztettiink és meghataroztuk az
asszocidcios (ka) €s a disszociacios sebességi allandot (kq). A kettd hanyadosabol pedig
kiszamitottuk a disszociacios allandot Kp=Kka/ka egyenlet segitségével. A szamolasokat
mindegyik tropomiozin izoforméval elvégeztiik. igy a kapott disszociacids konstansok a
kovetkezOk lettek: skTM esetén Kp=1,9+1,4uM; Tpml.12 esetén Kp=0,7+0,2uM;
Tpm3.1 esetén Kp=0,3+0,2uM. Ezek a Kp értékek viszonylag nagy affinitast jeleznek a
tropomiozinok ¢€s gelsolin kozott, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a gelsolin-

tropomiozin kdlesonhatdsoknak funkcionalis jelentdsége lehet.
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18. abra: Egyes tropomiozin izoformdk SPR mérései kiilonbozo gelsolin

koncentraciokkal
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IV.4.2. GELSOLIN HATASA AZ AKTIN FILAMENTUMRA

Megvizsgaltuk, hogy a tropomiozin-gelsolin kapcsolodas befolyasolja-e ezen
fehérjék aktivitasat. A gelsolinr6l ismert, hogy filamentum severing funkcidja altal noveli

a polimerizacio6 sebességét a szoges végek szamanak megnovelésével (Yin et al. 1981).

Elsoként Ca®" iont kotd aktinnal megvizsgaltuk annak polimerizacidjat novekvd
gelsolin koncentracio (2-500nM) jelenlétében (19. abra). Els6 mérésiink soran a puffer
sotartalma (100mM KCI, 2mM MgClz) altal kivaltott polimerizaciot néztiik.
Megfigyelhetd, hogy a kezdeti nukleacios fazis koriilbeliil 1-2 percig tart, majd ezt koveti
az elongacios fazis, mignem lassan elér egy egyenstlyi allapotot. Ehhez képest a gelsolint
is tartalmaz6 mintdkndl az aktin Osszeépiilése egy gyorsabb folyamat, melyet a gorbe

nagyobb meredeksége is tiikroz. A nukleacionak megfeleld lag fazis egyre rovidebb lett
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19. abra: Gelsolin altal indukalt aktin polimerizacio

Az aktinhoz képest magasabb gelsolin koncentracio esetén (> 200nM) a kezdeti
polimerizacio gyorsabb mint a depolimerizacio, igy kialakul egy az egyenstlyi allapothoz
képest magasabb csucs. Ez a jelenség a gelsolin aktin monomereket kotd és filamentum
severing funkcioja miatt alakulhat ki. Relativ alacsonyabb gelsolin koncentracioban ez a

jelenség nem dominans, mivel a gelsolin jelentds része a nukleacid modosulédsara, a
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kialakult filamentumok sapkéazasara forditodik. Megnovekedett gelsolin-aktin ardny tobb
szabad gelsolint eredményez, mely az elongacié soran kialakult filamentumokat
darabolhatja, ezaltal tobb rovidebb filamentum alakul ki. A kialakult egyensulyi allapotot
mutato plato fazis magassaga a hozzaadott gelsolin mennyiségével aranyosan kisebb lesz.
Ez valoszintileg tiikrozi a gelsolin altal megk6tott aktin monomerek mennyiségét, melyek
igy nem képesek a filamentumba épiilni. Ezéltal csokkent fluoreszcencia intenzitast

mérhetiink.

Mindezen tapasztalatok azt mutatjadk, hogy a rekombinans gelsolin a korabbi

tanulmanyokban tapasztalhatokhoz hasonl6an viselkedik.
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1V. 4.3. GELSOLIN POLIMERIZACIORA GYAKOROLT HATASANAK VALTOZASA
TROPOMIOZIN JELENLETEBEN

Korabbi kutatdsok kimutattak, hogy a simaizom tropomiozin géatolja a gelsolin

crer

2013).

Megvizsgaltuk, hogy az altalunk hasznalt tropomiozin izoformak befolyasoljak-e a
gelsolin polimerizaciora kifejtett hatasat. A mérés soran megnéztiik, hogyan véltozik a
polimerizacid gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében. Utobbi mérés soran

a gelsolint 30 percig eldinkubaltuk a tropomiozinnal 100uM Ca?" jelenlétében.
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A gelsolin altal megnovekedett aktin polimerizacios

tropomiozin jelenlétében tovabb novekedett (21. abra).
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21. abra: aktin polimerizacio gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében

A legkisebb hatast a Tpm1.12-nél észleltiik, kozepes hatast fejtett ki a Tpm3.1 és

legnagyobb hatdssal az skTM volt a polimerizaciora (22. dbra).
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22. abra: Az egyes tropomiozin izoformak hatasa az aktin polimerizacios

sebessegére
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Kontroll mérések soran gelsolin nélkiil vizsgaltuk a tropomiozinok hataséat az aktin
polimerizacidra. Azt talaltuk, hogy az alkalmazott koncentracidban egyik tropomiozin

izoforma sem befolyasolja a Ca?*-aktin polimerizaciojat (23. abra).
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23. dbra: Tropomiozinok hatdsa a Ca®*-aktin polimerizdciéra gelsolin jelenléte

nélkiil

A gyorsabb polimerizacioé egyik magyarazata lehet, hogy a tropomiozin elésegiti a
gelsolin nukleal6 hatasat. Masik lehetséges magyarazat, hogy a tropomiozinok novelik a
gelsolin filamentum darabol6 hatasat, amely igy tobb szabad filamentum véget jelent a

beépiild aktin monomerek szdmara.

IV.4.4. GELSOLIN ALTAL KIVALTOTT AKTIN FILAMENTUM SZETESES
TROPOMIOZIN JELENLETEBEN

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a tropomiozinok hatasat a gelsolin altal okozott
filamentum severing szempontjabol, depolimerizacidés teszteket végeztiink. A
mérésekhez pirén-jelolt aktin filamentumokat higitottunk a szoges vég kritikus
koncentracioja (~0,12uM) ala (Bugyi and Carlier 2010; Pollard 2007). Ilyen koriilmények

kozott a szabad aktin monomerek beépiilése elhanyagolhatd, és megfigyelhetd a

.....
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Az aktin filamentumok spontan leépiilése viszonylag lasst folyamat. Ez betudhatd

------

az aktin alegységek disszocidcidjanak alacsony sebességi allandojanak, és a

crer

jelolve.
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24. abra: Tropomiozinok hatdasa a gelsolin filamentum feldarabolo funkciojara
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A gelsolin filamentum darabol6 funkcidja néveli a minusz végek szamat, de a plusz
végeket lesapkazza, ami a depolimerizacio nettd sebesség ndvekedését eredményezi (z6ld
szinnel jelolve). Ez az eredmény Gsszhangban van mar korabbi eredményekkel (Toth et

al. 2016).

Ha a tropomiozinokat eldinkubdljuk a gelsolinnal, és ezt kovetéen adjuk a
rendszerhez, akkor a depolimerizacio sebessége még magasabb lesz, mint csak gelsolin

esetében. Ezt lathatjuk a 24. abran sotétkék szinnel jelolve.

Ha a tropomiozinokat gelsolin nélkiil adjuk a filamentumokhoz, akkor azok nem
novelik a nettd depolimerizacio sebességet. Ezt piros szinnel jeloltiikk az dbrdkon. Ezen
kiviil megfigyelhetd, hogy a Tpm1.12 és Tpm3.1 kis mértékben, az skTM sokkal nagyobb
mértékben védte a filamentumokat a depolimerizaciéval szemben. Ez az eredmény
kordbbi depolimerizacios méréseinkkel is korrelal, mely soran Mg?*-aktin
depolimerizaciojat vizsgaltuk. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a tropomiozinnal
komplexet képez6 gelsolin nagyobb aktivitassal rendelkezik a filamentum

feldaraboldsara, mint dGnmagaban a gelsolin.

Abban az esetben, ha az aktin filamentumokat eléinkubaltuk Tpm1.12-vel vagy
Tpm3.1-gyel és ezt kovetden adtuk hozza a gelsolint, a depolimerizacidé sebessége
hasonléan valtozott, mint amikor nem inkubaltuk elé az aktint tropomiozinnal. Ezzel
ellentétben, ha ugyanezt a mérést elvégeztiik skTM-mel, akkor az skTM teljes mértékben

megakadalyozta a gelsolin funkcigjat (vilagoskék és z6ld szinekkel jeldltiik).

Amikor a tropomiozinnal eldinkubalt aktin filamentumokhoz tropomiozin-gelsolin
komplexet adtunk, a depolimerizacié sebessége minden izoforma esetében nagyobb volt,

mint amikor csak a gelsolint adtuk a rendszerhez (vilagoskék és rozsaszinnel jeloltiik).

Az skTM esetében a gelsolin depolimerizacios hatdsa sokkal kisebb, ha a filamentum
eld volt inkubalva skTM-mel. Ez igaz akkor is, ha a rendszerhez csak gelsolint adtunk, és
akkor is ha skTM-gelsolin komplexet adtunk. Ez a kiilonbség csak gelsolin hozzaadasa

esetén ~4-szeres, gelsolin-skTM komplex hozzaadasa esetén ~3,6-Sz0ros.

Ez a kiilonbség az altalunk vizsgélt nem-izom tipust izoformak esetén nem jelenik

meg, ami arra enged minket kdvetkeztetni, hogy a tropomiozinok jelenléte kiillonb6zo
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moédon befolydsolja az aktin filamentum sorsat a gelsolin 4ltal befolyasolt

depolimerizacidban.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a kalcium-koncentracid hatasat a gelsolin
aktivitdsara, elvégeztiink egy mérési sorozatot melyben a szabad Ca?" ion koncentraciot
véltoztattuk. Azt tapasztaltuk, hogy a Ca?* koncentracié befolydsolja mind a gelsolin,
mind a gelsolin-tropomiozin komplex aktivitasat (25. abra). Mindkét esetben a
depolimerizacié sebessége 10uM Ca®* koncentracidig emelkedett, majd efelett
telitettséget mutatott. Alacsony Ca?* koncentracional a komplexben és &nmagaban
alkalmazott gelsolin nem mutat kiilonbséget, de magasabb Ca?* koncentracional a
tropomiozinnal komplexben alkalmazott gelsolin magasabb depolimerizacios sebességet
mutat, mint az dnmagaban alkalmazott gelsolin. A legmagasabb alkalmazott Ca®'
koncentracioknal a csak gelsolinos mintdk kismértékii csokkenést mutattak, de a

komplexben alkalmazott mintdk nem kovették ezt a tendenciat.
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1IV.4.5. TROPOMIOZIN VEDO HATASA GELSOLINNAL SZEMBEN AZ AKTIN
FILAMENTUMON

Az aktin, gelsolin és tropomiozin kolcsonhatasok tovabbi jellemzésére iilepedési,
vagyis koszedimentacids teszteket végeztiink. A harom fehérjét tartalmazd mintainkat
centrifugaltuk, majd ezt kovetden a pelleteket €s a feliiliszokat SDS-poliakrilamid gélen
valo futtatast kovetéen elemeztiik. A vizsgalat soran két megkozelitést alkalmaztunk.
Elsoként az aktin filamentumokat gelsolinnal inkubaltuk, hogy elegendd id6 legyen a
filamentumok leépiiléséhez, majd ezt kovetéen adtuk a rendszerhez a tropomiozint. A
masodik esetben az aktin filamentumokat tropomiozinnal inkubaltuk, hogy elegendd
ideje legyen a tropomiozinnak a filamentumra k6t6dni, majd ezt kovetden adtuk hozza a

gelsolint.

Amikor a 10uM F-aktinhoz 0,8uM gelsolint adtunk a pelletben 1évo aktin
mennyisége ~35-40%-ra csokkent a kontrollhoz képest (26. abra A paneljében lathato6).
Amikor a mintdkhoz tropomiozint adtunk, a pelletben 1évd aktin mennyisége

megnovekedett.
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26. abra: A koszedimentacios tesztek kiértékelése

Ez arra utal, hogy a tropomiozinok részben megvédték az aktin filamentumokat a
gelsolin depolimerizacids hatasatol. Nem vettiik figyelembe azt a lehetdséget, hogy a
pelletben 1évo aktin mennyisége a tropomiozin jelenléte miatt is lehetséges, mert korabbi
méréseinkben ezt a jelenséget nem tapasztaltuk. Amikor 0Osszehasonlitottuk a
tropomiozinnal is kezelt mintakat a csak gelsolint tartalmaz6 mintékkal, azt tapasztaltuk,
hogy a gelsolin mennyisége 2-5-szordsére valtozott (26. abra B panelje mutatja). Kontroll
mérésként elvégeztiik a kisérletet aktin jelenléte nélkiil. Azt talaltuk, hogy a tropomiozin

nincs hatéssal a gelsolin tlilepedésére.
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27. abra: SDS-PAGE gél foto (A: aktin, G: gelsolin, T:tropomiozin, M: Marker
fentrdl lefelé haladva: 100 kDa, 70 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa)

A masodik esetben, amikor tropomiozinnal eldinkubdltuk a filamentumokat még
miel6tt gelsolint adtunk volna hozza, azt lattuk, hogy az F-aktin mennyisége~2-3-
szorosara nétt, ahhoz képest, amikor nem volt jelen a tropomiozin (26. dbra C panelje
mutatja). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a tropomiozinnak véddé hatasa van a
gelsolin altal kivaltott depolimerizacidoval szemben. A gelsolin mennyisége ebben a
sorozatban is ~2-4-szerese volt a tropomiozinnal kezelt mintak esetében, mint ahol csak

aktinnal volt jelenlétben.

A relativ gelsolin tartalom magasabb volt a tropomiozinnal is kezelt mintakban mint
amikor csak aktin volt jelen. A tropomiozinok hatasara az iilepedd aktin mennyisége
hasonl6 aranyban nétt, mint a gelsoliné az els6 esetben, és kisebb aranyban a masodik

esetben.

Mindkét kisérleti koriillményt megismételtiik és megfuttattuk SDS-PAGE gélen is.
Ezt mutatja a 27. abra. Az els6 5 futtatas az els6 kisérleti koriilményt az utolso 5 futtatas
a masodik kisérleti koriilményt mutatja. Lathatjuk, hogy az iilepedett aktin mennyisége a
csak gelsolintaktin jelenlétében a legkevesebb, majd a tropomiozinok hozzaadasaval

novekszik.
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V. MEGBESZELES

Rekombinans Tpm1.12 és Tpm3.1 fehérjéket allitottunk eld é€s tisztitottunk nativ (tag-
mentes) formaban, mert a polipeptidlanc barmilyen végmodositasa kiszamithatatlan,
karos kovetkezményekkel jarhat (Bharadwaj et al. 2004). Megallapitottuk, hogy mindkét
izoforma koti az aktin filamentumot, azonban ezek affinitdsa kiillonb6z6. A Tpm1.12
aktinhoz valo affinitasa (Kp = 3,48 + 0,92 pM) koriilbeliil hétszer gyengébb, mint az
skTM-¢ (Kp = 0,5 uM) (Boussouf et al. 2007), a Tpm3.1 affinitasa (Kp=0,10+ 0,16 uM)
pedig valamivel erésebb. Ezek a kotési erdsségek Osszhangban allnak a korabbi
eredményekkel, amelyek azt mutatjak, hogy a tropomiozinok affinitisa az aktin
filamentumhoz erdsen fiigg azok N- és C-végeinek exonkombinaciojatol (Moraczewska,
Nicholson-Flynn, and Hitchcock-DeGregori 1999). A vizsgalt tropomiozin izoformak
esetében a Tpm3.1 1bld exonparja magasabb affinitdst mutat, mint a szovetbdl tisztitott,
acetilezett skTM 1a9a exonpdrja, valamint sokkal alacsonyabb affinitdst mutat a Tpm1.12
1b9¢ exonparja (5. abra). Ugyan az skTm mas génrdl szarmazik, de a kozépso szakasz
mind a 3 izoforma esetén megegyezik. Eredményeink azt a nézetet tdmasztjak ala,
miszerint a tropomiozinok N- és C-terminalisai a vég-vég kapcsolodasaik altal fontos
meghatarozoi az aktinhoz val6 affinitdsnak. Az alacsony affinitastt Tpm1.12 kotddése a
filamentumhoz 0sszhangban van korabbi eredményekkel, melyben agyi izoformdkat
izolaltak szovetbol és ezek kotodése koriilbeliil tizszer kisebb affinitast mutatott, mint az
skTM (Broschat and Burgess 1986). Azt is figyelembe kell venni, hogy a nem-izom
specifikus tropomiozinokat izomspecifikus a-aktin izoformaval vizsgaltuk. Nem-izom
sejtekben a tropomiozinok nem-izom tipusu specifikus p és y aktinhoz kapcsolodnak.
(Weinberger et al. 1996). Bizonyos izoforma fliggd funkciok specifikusak lehetnek az
aktin-tropomiozin parokra, amelyek nagyobb kotési affinitassal rendelkeznek az
optimalis miikodés érdekében. Példaul izomspecifikus kdlcsonhatasokat mar kimutattak
profilin és formin izoformakkal (Neidt, Scott, and Kovar 2009). Sok aktinkot6 fehérje
monomer vagy filamentalis aktinnal valé kdlcsonhatasara mas fehérjék antagonista vagy
szinergista hatast valthatnak ki. Példaul a caldesmonrdl, ami kalcium/calmodulin
szabalyozott aktin-kotd fehérje, ismert, hogy fokozza az alacsony molekulatomegii

tropomiozinok aktinhoz valé kotédését (Yamashiro-Matsumura and Matsumura 1988).
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Mivel a caldesmon az agyban expresszalodik (Ueki et al. 1987), azt gondoljuk, hogy ez

szintén eldsegitheti a Tpm1.12 kotddését az aktinhoz.

Az skTM telitési koncentracioban alkalmazva csokkenti a filamentum végek szamat
azaltal, hogy csokkenti az aktin monomerek filamentumba vald asszociacios ¢és
disszociacios sebességi allandoit (Broschat 1990; Lal and Korn 1986). Azt tapasztaltuk,
hogy a Tpm1.12-nek kisebb befolyasa van az aktin polimerizacios és depolimerizacios
sebességére. Ez magyarazhatd azzal, hogy a Tpml.12 kisebb mértékben csokkenti az
aktin monomerek asszociacids sebességi allandojat a filamentum végekhez, mint az
skTM. Ezt alatamasztva koszedimentacios vizsgalatokat is elvégeztiink, melyeknél azt
talaltuk, hogy az aktin mennyisége a feliiliszoban fiiggetlen volt az alkalmazott Tpm1.12
koncentraciojatol. Ez alapjan a polimerizaciés koriilmények ugyanolyanok voltak
Tpml.12 jelenlétében és annak hidnyaban, vagyis a Tpml.12 nem véltoztatta meg a
kritikus koncentraciot. El6fordulhat, hogy azért ugyanakkora a kritikus koncentracio,

mert a sebesség valtozasa nem a sebességi dllandok révén torténik.

Depolimerizaciés kisérletekben azt talaltuk, hogy a tropomiozin aktinrdl valo
komplex mikromolaris disszociacios egyensulyi allanddja azt sugallja, hogy a
tropomiozin filamentumhoz valé kapcsolodasa egy 104 M? s sebességii folyamat.
Ebben az esetben a mi kisérleti koriilményeink kdzott a tropomiozin aktinhoz kotddése
masodperces idoskalan fordul eld. A Tpm1.12 teljes hatasat a polimerizacidra nem tudtuk
megfigyelni ezekben a kisérletekben, mert valosziniileg a Tpm1.12 lassabban koétédik az
aktin filamentumhoz mint a filamentum végek novekedési iiteme. Depolimerizacios
kisérletekben a mérések elvégzése elott az aktint eldinkubaltuk tropomiozinnal. Ezek a
megfontolasok magyarazzak a kis kiilonbségeket a wvart valtozatlan kritikus

koncentracioban. Depolimerizacios adataink szerint a Tpml.12 aktinhoz vald

.....
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ugyanolyan mértékben gatolja az aktin depolimerizaciojat mint az skTM. Korabbi
vizsgélatokban a Tpml.8 és a Tpml.6 hasonléan viselkedtek, mint a Tpm3.1
(Kostyukova and Hitchcock-DeGregori 2004; Wawro et al. 2008). A tropomiozin C-
terminalisa a filamentum szoges vége felé mutat, és ez a rész a Tpm3.1, Tpml1.6 és
Tpm1.8 esetében is a 9d exon, azonban az skTM 9a exonnal, a Tpm1.12 pedig 9c exonnal

rendelkezik. A tropomiozinok N-terminalisai a hegyes vég felé mutatnak, és az skTM
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valamint a Tpm1.6 1a2b exonnal, a Tpml.8, Tpm1.12 és a Tpm3.1 pedig 1b exonnal
rendelkezik. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az aktin filamentum végdinamikéjara nem
egyszerii Osszefliggések vonatkoznak. A kiilonb6zé tropomiozinok aktin kotése
kiilonb6zé mértékt (Tpm1.8/Tpm3.1 > skTM > Tpm1.6 > Tpm1.12). A tropomiozinok
N- és C-terminalisainak kolcsonhatasai meghatarozzak az aktin affinitasat (Moraczewska

et al. 1999).

A Tpml.12 C-terminalis 9¢ exonja jelents ok lehet a Tpm1.12 alacsony affinitasu
kotésére és a mérsékelt hatdsra az aktin dinamikdjara. Mivel a nagy affinitassal k6todo
Tpm3.1 és a kis affinitassal kt6dé Tpm1.12 is 1b exonnal rendelkezik az N-terminalison,

valoszinlsithetd, hogy a C-terminalis 9c exon okozza a kis affinitast.

A korabban vizsgalt tropomiozin izoformakhoz hasonléan (nytl skTM, csirke skTM,
Tpml.8 és Tpm1.6) (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010) a Tpm3.1 is gatolta a VCA-
Arp2/3 komplex altal katalizalt nukleaciot. Ezzel szemben azt talaltuk, hogy a Tpm1.12
nem volt hatidssal a VCA-Arp2/3 aktivitdsara. A Tpml.12 és Tpm3.1 kiilonb6zd
viselkedése a komplexre Osszhangban van a sejtvizsgalatokbol szarmazod
megfigyelésekkel. B35 neuroepitéliumban expresszalt Tpml.12 indukalta a
lamellipédium kialakulasat, a Tpm3.1 ezzel szemben csokkentette a lamellipodiumot
(Bryce et al. 2003). Az agyban az Arp2/3 komplex részt vesz mind a poszt- mind a
preszinaptikus aktin struktarak citoszkeletalis szervezésében, melyek szintén
kapcsolodnak a Tpm1.12-vel is (Hotulainen et al. 2009; Hotulainen and Hoogenraad
2010; Spillane et al. 2012). A tropomiozin gatld hatasa az Arp2/3 komplexre nem
tulajdonithaté az ATP hidrolizis vagy a foszfat felszabadulas kiilonbozdségeinek, sem a
leanyfilamentumok elagazasainak. Inkabb a két fehérjének az aktin filamentumhoz vald
versengésébol ered (Blanchoin et al. 2001; Bugyi et al. 2010), melynek pontos
molekularis hattere nem ismert. Korabbi vizsgaltatok azt mutattak, hogy a tropomiozin
aktin filamentum koriili egyensulyi helyzete allhat az izoforma-specifikussag hatterében
(Lehman et al. 2000). A kiilonb6zé tropomiozinok eltéré hatasa az Arp2/3 komplexre
szarmazhat az egyes izoformak kiilonb6zé pozicioibol az aktin filamentumon. Ez
feltételezi, hogy a Tpm1.12 eltér6 tengely koriili helyzetet foglal el a filamentumon, mint
azok, amelyek gatoljak a komplex hatdsat. Azonban nem lehet kizarni, hogy a
kiilonbozdségeket a vég-vég kapcsolodasok ¢€s a szerkezeti, kinetikai jellemzdk okozzak.

Az aktin-tropomiozin izoforma-fiiggé kolcsonhatas fontos szerepet jatszhat az aktin-
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kotohelyek versenyében mas aktinkotd fehérjékkel, példaul az Arp2/3 komplexszel, és

igy a tropomiozin biologiai funkcidjanak szabalyozésaban.

Kimutattuk, hogy mindharom tropomiozin izoforma (skTM, Tpml.12, Tpm3.1)
kotddik a gelsolinhoz, és kdlcsonhatasukat viszonylag szoros affinitas jellemzi (Kp ~0,3-

2uM).

Megallapitottuk, hogy a tropomiozinok védik az aktin filamentumot a gelsolin
depolimerizald, filamentum severing aktivitasatol. Ez a hatas is er6sen fiiggott a
tropomiozin izoformajatol. Az skTM volt a leghatékonyabb, mig a két nem izom tipusu
izoforma - Tpml.12 és Tpm3.1 - kismértékii vagy semmilyen jelentds hatist nem
gyakoroltak a gelsolin depolimerizalo aktivitasara. Tekintettel arra, hogy a tropomiozin-
aktin komplex szerkezete izoformaspecifikus (Lehman et al. 2000), azt feltételezziik,
hogy az egyes tropomiozin izoformdk térbelileg gatolhatjdk a gelsolin és az aktin
kotédését, mig mas izoformak nem versengenek a gelsolinnal az aktinért. Sejtekben a
tropomiozinok kiilonb6zd pozicidja az aktin filamentum felszinén tovabbi befolydsolo

tényezoje lehet a tropomiozin funkciok soksziniiségének.

A tropomiozin és a gelsolin kotédése kevéssé izoformaspecifikus, ami arra enged
minket kovetkeztetni, hogy a kotési kolcsonhatasok egy kozos tropomiozin szekvencidra
tamaszkodnak. Azt tapasztaltuk, hogy a tropomiozinnal kotésben 1évé gelsolin
depolimerizald aktivitisa nagyobb, mint Onalloan, még akkor is, ha az aktin
filamentumokat tropomiozinnal telitettiik. A depolimerizécios tesztekben alkalmazott
alacsony aktin és tropomiozin koncentracio gatolja ezen fehérjék kapcsolddasat, igy a
megnovekedett gelsolin aktivitast a tropomiozin-gelsolin  komplex hatasaval
magyarazhatjuk. Az eredmények arra utalnak, hogy a tropomiozin kétddése szerkezeti
valtozasokat indukal a gelsolinban, ami megvaltoztatja az interakcid modjat és az
aktivitast a filamentumokkal. Kordbbi vizsgalatokban igazoltdk, hogy a gelsolin
csokkenti a filamentumvég-kolcsonhatasokat (Nyakern-Meazza et al. 2002). Ez a
jelenség magyarazhato a gelsolin-tropomiozin komplexnél megfigyelt depolimerizécio

sebességének novekedésével.

Eredményeink latszolag ellentétesek egy korabban kozolt megfigyeléssel, ahol az
izomspecifikus tropomiozin izoformak csokkentették a gelsolinnak azon hatasat, hogy
noveli az aktin depolimerizacios sebességét. Tovabbi eltérés, hogy mi a kisérleteinkben

a tropomiozin védd hatdsat figyeltiik meg gelsolinnal szemben, amennyiben az aktin
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filamentumokat tropomiozinnal hoztuk kdlcsonhatasba, ami ellent mond a korabbi
megfigyeléseknek (Khaitlina et al. 2013). Ezeket az eltéréseket nem konnyi értelmezni.
Eredményeink azt mutattak, hogy az aktin filamentum telitése tropomiozinnal gatolja a
gelsolin aktivitasat a depolimerizacios vizsgalatokban €s a koszedimentacids tesztekben,

mely 6sszhangban van az irodalmi adatokkal (Ishikawa et al. 1989).

Mindkét vizsgalatban pirénjelolt aktin higitason alapuld depolimerizéacids vizsgalatot
alkalmaztak, azonban jelentds kiilonbség figyelheté meg. Kisérleteink soran az aktin
filamentumokat 100nM-ra higitottuk, ami egy igazi depolimerizacios rendszer, melyet a
pirén fluoreszcencia valtozasaval kovetiink nyomon. Ezzel szemben Khaitlina és
munkatarsai 600nM gelsolinnal sapkézott aktin filamentumot hasznaltak, amely a hegyes

végek kritikus koncentracioja koriili érték (Pollard 2007), de joval meghaladja a szoges

crer

crer

sugaljak, hogy a gelsolin az 6sibb aktinszabalyoz6 (Ghoshdastider et al. 2013; Gunning
et al. 2015). A tropomiozinok kés6bbi megjelenése lehet6vé teszi az aktin filamentumok
populacidinak specializdlodéasat. Adataink azt mutatjak, hogy az izom aktin szerkezetek
az izomsejtekben talalhato altalanos citoplazmatikus aktin filamentumokhoz viszonyitva

stabilizalodnak.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a vizsgélt tropomiozinok kettds hatéssal vannak a
gelsolinra az aktin filamentumok dinamikajat tekintve. Ha a tropomiozinok komplexben
vannak az aktin filamentumokkal, azok izoforma-fiiggdé modon gatoljak a gelsolin
depolimerizacids hatasat. Ezzel ellentétben, ha a tropomiozinok kétddnek a gelsolinhoz,
ezt a tevékenységet szintén izoforma-fiiggd modon fokozzak. Tovabbi vizsgalatokra van
szlikség annak bizonyitasara, hogy a gelsolin-tropomiozin komplexek élettani szerepet

jatszanak-e az €10 sejtek aktin dinamikéjanak szabalyozasaban.

Ezek a megfigyelések hozzajarulhatnak az él6 sejtekben elhelyezkedd, nagyszamu
tropomiozin izoforma sziikségességének és kiilonb6z6 funkcidinak megértéséhez.
Tovabbi vizsgalatokra van sziikség annak bizonyitasara is, hogy a gelsolin-tropomiozin
komplexek élettani szerepet jatszanak-e az ¢él0 sejtek aktin dinamikdjanak
szabalyozasaban, és hogy az ebben a munkaban alkalmazott kalciumkoncentraciok in

Vivo relevansak-e. Bar tobb informaciora van sziikség, hogy megértsik ezeknek a

64



tropomiozinoknak a pontos szerepét nem izom sejtekben, a jelenlegi megfigyelések azt
sugalljak, hogy a funkciok lényegesen kiilonbozbéek egymastol. Az aktin filamentum
kiilonboz6 funkcioit valosziniileg nagyban befolyasoljak az egyes tropomiozin izoformak
N- ¢és C-terminalisainak kolcsOnhatasai. A kiilonboz6 sejttipusokban el6fordulo
kiilonb6z6 tropomiozin izoformak ezaltal tudjak diverzifikdlni az alapvetden egységes
aktin citoszkeleton miikodését, ezéltal kiillonbozoé alrendszerek alkulnak ki, melyek

fiziologias kapcsolatok lehetdségét is biztosithatjak.
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V1. OSSZEFOGLALAS

Az alabbiakat tekintem sajat 0j eredményeimnek:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A méréseink elvégzéséhez sikeresen klonoztuk a neuron-specifikus nativ, tag-
mentes Tpml.12 és Tpm3.1 izoformakat E.coli bakterialis rendszerben, és

elegendé mennyiségii és megfeleld tisztasagn fehérjét sikeresen tisztitottunk.

Megallapitottuk, hogy mindkét izoforma kotddik az aktin filamentumhoz,

azonban kiilonbo6z6 affinitassal.

Az aktin filamentum felépiilésére mindkét izoforma kismértékii befolyassal bir.
Mig a Tpml.12 kis mértékben csokkentette, addig a Tpm3.1 kis mértékben

novelte a polimerizacid sebességét.

Depolimerizacids vizsgéalataink soran megallapitottuk, hogy mindkét izoforma

koncentraciofiiggésben csokkenti a filamentum leépiilésének sebességét. Tovabba

.....

lassu, koriilbeliil néhany 10 méasodperces folyamat.

Feliileti plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel megallapitottuk, hogy mindharom

vizsgalt tropomiozin kotddik a gelsolinhoz. A kotési affinitds Tpm1.12 esetén
Kp=0,7+0,2 uM, Tpm3.1 esetén Kp= 0,3+ 0,2 pM.

A tropomiozinnal komplexet képezd gelsolin erdteljesebben fokozza a

filamentum depolimerizacidjat mint 6nmagaban csak a gelsolin.

A vazizom tropomiozinnak védd hatdsa van a gelsolin 4altal kivaltott

depolimerizacioval szemben.

A Ca®* koncentracié ndvekedése mikromolos tartomanyban fokozza mind a

gelsolin, mind a gelsolin-tropomiozin komplex aktivitasat.
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Tropomyosins were first identified in neuronal systems
in 1973. Although numerous isoforms were found and
described since then, many aspects of their function
and interactions remained unknown. Tropomyosin iso-
forms show different sorting pattern in neurogenesis.
As one example, TM5NM1/2 is present in developing
axons, but it is replaced by TMBr-3 in mature neurons,
suggesting that these tropomyosin isoforms contribute
differently to the establishment of the functional fea-
tures of the neuronal actin networks. We developed a
method for the efficient purification of TMBr-3 and
TM5NM1 as recombinant proteins using bacterial
expression system and investigated their interactions
with actin. We found that both isoforms bind actin fila-
ments, however, the binding of TM5NM1 was much
stronger than that of TMBr-3. TMBr-3 and TM5NM1
modestly affected actin assembly kinetics, in an oppo-
site. manner. Consistently with the higher affinity of
TMS5NM1 it inhibited actin filament disassembly more
efficiently than TMBr-3. Similarly to other previously
studied tropomyosins TM5NM1 inhibited the Arp2/3
complex-mediated actin assembly. Notably, TMBr-3 did
not influence the Arp2/3 complex-mediated polymer-
ization. This is a unique feature of TMBr-3, since so
far it is the only known tropomyosin supporting the
activity of the Arp2/3 complex, indicating that TMBr-3
may colocalize and work simultancously with Arp2/3
complex in neuronal cells. © 2013 Wiley Periodicals, Inc.
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Introduction

he microfilament system orchestrates a great number of

diverse cellular processes, including the establishment
of cell geometry, cell motility, intracellular transport, con-
wractility, cytokinesis and transformation. Structurally, the
basic building blocks of microfilaments are actin and tropo-
myosin (TM) [Vindin and Gunning, in press]. Both actin
and tropomyosin exist in several isoforms, which assemble
into distinct compartments with different molecular com-
position, morphology, and function [Gunning et al., 1998;
Perrin and Ervast, 2010].

Tropomyosins are elongated, rod-shaped molecules with
extensive a-helical conformation, forming parallel-chained
coiled-coil dimers. The individual dimers assemble into hel-
ical polymers in a head-to-tail manner, cooperatively associ-
ating along the longitudinal axis of the actin filament on
both sides [Flicker et al., 1982; Coulton et al., 2008]. Tro-
pomyosins are present in all animal and fungal cells. In
mammals four tropomyosin genes are known that produce
more than 40 different mRNAs and about 25 protein iso-
forms [Gunning et al., 2005, 2008]. Traditionally, tropo-
myosin isoforms involved in the contractile apparatus of
muscle cells are referred to as muscle isoforms, while iso-
forms associated to the cell cytoskeleton are referred to as
nonmuscle or cytoskeletal tropomyosins. The expression
and localization of tropomyosin isoforms are strictly regu-
lated at both tissue and subcellular level, and often depend
on the developmental state as well [Gunning et al., 2005,
2008]. Since the first discovery of TMs in the nervous sys-
tem several neuronal isoforms have been described [Fine
et al., 1973]. The TMBr-1, 2, and 3 are encoded by the
o-TM gene [Lees-Miller et al., 1990]. TMBr-2 and 3 are
short, while TMBr-1 is a long isoform, as characterized by
the use of exon la and 2b or exon 1b at the N-terminus,
respectively (Fig. 1A). The y-Tm gene also encodes tropo-
myosin isoforms present in neurons, like TMSNMI1 and
TM5NM2, both of them are short isoforms, carrying exon
1b (Fig. 1A). These isoforms exhibit different subcellular
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Fig. 1. (A) Exon organization of different tropomyosin isoforms. HMW: high molecular weight tropomyosins, containing exon la
and 2; LMW: low molecular weight tropomyosins, containing exon 1b. (B) Sequence alignment of different tropomyosin isoforms;
from top to bottom: alpha skeletal TM (Oryetolagus cunicrdus), bera skeletal TM (Oryetolagus cunicutus), TMBr-3 (Mus Musculus),
TM5NMI1 (Mus muscutus). The sequences were aligned using ClustalX. (C) SDS-PAGE of the purified TMBr-3 and TM5NMI pro-
teins before and after TEV protease digestion. Lane 1: MW: molecular weight marker (Fermentas).

distributions and developmental profiles, as well, suggesting  axon pole in the differentiating neurons, similarly to the 7-
their functional specialization for different neuronal processes.  day old cultured primer cortical neurons [Hannan et al.,

TM5NM1/2 is abundantly present in carly rodent  1995]. Some days later the TMSNM1/2 proteins exhibit a
embryos at both mRNA and protein level at the site of the  predominantly axonal localization. TMBr-3 appears only in
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the 16-day rat embryo, its amount is very low at birth in
the rat cerebellum, then continuously increases until the
third postnatal week. In PC12 cells cultured on substratum
the mRNA expression of TMBr-3 highly correlated with
the induction of the neuronal morphological differentiation
[Weinberger et al., 1993]. Around the 15-17 prenatal days
the TM5NM1/2 mRNA disappears from the axon, which
coincides with the appearance of TMBr-3. The isoform
change between the TM5NM1/2 and TMBr-3 also hap-
pens at the protein level around the 17 embryonic day,
resulting in the repositioning of TMSNMI1/2 into the
somatodendritic compartment of the mature neurons. Sim-
ilar results were obtained in chicken, as well, indicating that
such a switch in the isoform composition is conserved
through the evolution of the higher vertebrates [Weinberger
et al,, 1996]. Further studies with more specialized antibod-
ies have demonstrated that TM5SNM2 localized to the axon
shaft [Schevzov et al., 1997], while TMSNMI1 to the outer
region of the growth cone in the early embryos [Schevzov
ct al., 2005]. TMBr-3 was abscnt from the growth cones
[Schevzov et al., 1997; Had et al., 1994] and its distribu-
tion in cultured embryonic neurons was diffuse, showing
no association with specific microfilament structures
[Samm et al., 1993]. The results also suggested that the
function of TMSNMI1 and TMBr-3 was associated with
the differentiation, growth, and maintenance of the special-
ized neuronal processes. In stably transfected B35 neuroepi-
thelial cell clones overexpressing TMBr-3 very few stress
fibers, decreased cell surface and increased cell motility with
lamellipodium  formation was observed. In contrast,
TMS5NMI had opposite effects on most of these processes
which was dominantly counteracted by TMBr-3 when
cotransfected. Also, TMBr-3 and TM5NM1 differently
regulated the access of actin to its binding partners, such as
myosin and actin depolymerizing factor (ADF)/cofilin
[Bryce er al.,, 2003]. Altogether, the above results indicare
thart these tropomyosin isoforms can define functionally dis-
tinct microfilament compartments.

Despite the extensive studies on tropomyosins, the physi-
cochemical properties and the molecular bases of the
isoform-specific functional differences are not well under-
stood. To better understand the cellular functioning of
TMBr-3 and TMSNM1 isoforms we aimed to characterize
their interactions with actin using biophysical and biochem-
ical approaches. Here we report the purification of the
recombinant TMBr-3 and TMSNM1 and the in vitro char-
acterization of their interactions with actin. We showed that
both isoforms bind actin filaments, however, the affinity of
TMSNM1 was much higher than that of TMBr-3. Both
tropomyosins have minor effect on actin polymerization;
TMBr-3 slightly decreased the rate of actin assembly, while
TM5NMI slightly increased ic. Consistently with the
higher affinity of TM5NM1 it inhibited actin filament dis-
assembly more cffectively than TMBr-3. TM5NMI inhib-
ited the Actin-related protein (Arp) 2/3 complex-mediated

actin assembly as detected for other previously studied tro-
pomyosins. Interestingly, TMBr-3 by not influencing the
Arp2/3 complex-mediated polymerization seems to be a
unique tropomyosin isoform, since so far it is the only
known tropomyosin supporting the activity of the Arp2/3
complex.

Results

Expression and Purification of TMBr-3 and
TM5NMI1

We produced the TMBr-3 and TMSNM1 tropomyosin
isoforms as recombinant proteins in sufficient amount for
in vitro characterization of their interactions with actin.
Binding of tropomyosin isoforms to actin filaments can
exhibit a high degree of cooperativity, in which the forma-
tion of so called head-to-tail interactions berween the N-,
and C-termini of neighboring tropomyosin molecules are
crucial. Minor modifications in the amino acid sequence
can affect actin binding and consequently the function of
tropomyosins. Therefore, we aimed to purify TMBr-3 and
TMS5NMI isoforms as recombinant proteins without any
excess amino acids of the original sequences. The full length
coding sequences of the corresponding mouse tropomyosin
isoforms were used for protein production (Fig. 1B).
TMBr-3 consists of 738 nucleotides (including the stop
codon) encoding 245 amino acids. Compared with Gen-
Bank sequences it contains a M91T amino acid change.
TM5NM1 is 747 base pair long encoding 248 amino acids,
carrying an E230G amino acid change. The significance of
these alterations is not known. The full coding sequences of
mouse TMBr-3 and TMSNM1 were cloned into pET28a
plasmid in £. coli and expressed in Luria-Broth medium.
The His-tagged proteins were purified from the bacterial
pellet using Ni-NTA and hydroxyapatite affinity. The His-
tag was removed by TEV protease digestion. According to
our cloning scheme, the TEV protease cleavage occurred
directly before the first methionine of the protein sequence.
The average yield of the purified protein was 3-5 mg/L of
E. coli culture. The recombinant TMBr-3 and TM5NMI1
proteins produced a band on Coomassic-stained SDS-
PAGE gel with an apparent molecular mass of approxi-
mately 37 and 31 kDa, respectively (Fig. 1C). The molecu-
lar mass of TMBr-3 and TM5NM1 estimated from the
sequence were 28.313 and 28.948 kDa, respectively (Prot-
param). Mass spectrometry gave very similar results to the
sequence analysis [28.301 and 28.949 kDa for TMBr-3
and TM5NM]1, respectively (data not shown)].

Binding of TMBr-3 and TM5NM1 to Actin
Filaments
To test the ability of recombinant TMBr-3 and TM5SNM1

to bind actin filaments (F-actin) coscdimentation assays were

performed. Increasing amounts of TMBr-3 or TM5NM1

CYTOSKELETON

84

3 n

Neuron-Specific Tropomyosin Isoforms and Actin



were incubated with F-actin (5 pM) overnight and the sam-
ples were pelleted. The SDS-PAGE analysis revealed that the
amount of these tropomyosin isoforms cosedimented with
F-actin was increased in a concentration dependent manner,
suggesting that both TMBr-3 and TM5NM1 bound to actin
filaments (Fig. 2A). As controls, TMBr-3 and TM5NMI at
different concentrations were also centrifuged in the absence
of F-actin. We found that a small amount of tropomyosin
appeared in the pellet even without F-actin (dara not
shown). The amounts of the pelleted tropomyosin in the
absence of actin were quantified at each concentration and
used for the correction of the TMBr-3 and TM5NM1 bands
obtained with the actin-containing samples. The corrected
TM:F-actin band intensity ratios were plotted as a function
of tropomyosin concentration (Fig. 2B). Hyperbola fit
(Eq. 1) to the data gave dissociation equilibrium constants
(Ky) of 3.5+ 0.9 pM and 0.1 + 0.1 uM for the binding of
TMBr-3 and TM5NMI to F-actin, respectively. Although
the latter estimate clearly indicates a very right binding affin-
ity, relatively large errors attributed to the calculated mean.
The large error appears probably due to the very tight bind-
ing and relatvely large applied protein concentrations.
To overcome this problem one should decrease the actin

actin
TMBr-3
actin
TMSNM1
B 05
Tos }
Zoaf 1f *
kS
£02
£ - .[» -------
® 01 <] = *
=
0.0 .

[TM], uM

Fig. 2. (A) TMBr-3 (upper panel) or TMSNMI (lower panel)
at different concentrations in the presence of 5 pM actin was
sedimented, and analyzed on SDS-PAGE by densitometric cval-
uation. TMBr-3 concentrations are as follows: 0, 2, 4, 6, 8, 12,
30 and 40 pM, for TMSNM1 the concentrations are 0, 1, 2, 3,
5, 8, 12, 20, 30 uM. (B) Stoichiometric ratio of tropomyosin
to actin in the pellet (S) was plotted as the function of the total
tropomyosin  concentration  (I'MBr-3:  squares, TMSNMI:
circles). Dashed line shows the hyperbola fit to the data using
Eq. (1). Data were derived from three independent experiments
and rthe errors are given as standard deviations.

concentration in similar experiments. In this work we
avoided doing this because it would cause a much larger rela-
tive contribution from monomeric actin to the actin pool.

Effects of TMBr-3 and TM5NM1 on Actin
Filament Assembly

Tropomyosins can affect actin filament assembly in an
isoform-dependent manner. Muscle tropomyosins, such as
recombinant striated muscle and tissue purified rabbit skel-
ctal afp TM, slowed down actin polymerization, presum-
ably by their protective effects against the spontaneous
mechanical breakage of the actin filaments producing less
free ends for the polymerization [Lal and Korn, 1986;
Wawro et al., 2007]. In contrast, nonmuscle TM5a and
TM2 enhanced actin polymerization by ~30-40%, sug-
gesting a specific effect on barbed end dynamics [Wawro
et al, 2007]. To study the effecc of TMBr-3 and
TMS5NMI1 on the kinetics of actin assembly, polymeriza-
tion assays were performed. To quantify our observations
the polymerization rates were derived by linear fitting to
the 0.45-0.55 range of the normalized pyrene traces. In
agreement with previous observations, we found that 6 pM
skeletal muscle tropomyosin (skTM) slowed down the
assembly of 5 pM actin by ~60% (Fig. 3). Note that con-
sidering the affinity of skTM to actin (K= 0.5 uM) the
6 uM skTM sarurated the binding sites on actin in equilib-
rium. 40 pM TMBr-3 and 17 pM TMSNM1 (more than
10-fold greater than the corresponding K values) had only
minor effect on actin polymerization (Fig. 3). Similarly to
skTM, TMBr-3 reduced the rate of actin assembly. While
TM5NMI slightly enhanced actin assembly rate.

Effects of TMBr-3 and TM5NM1 on Actin
Filament Disassembly

Tropomyosins can inhibit the disassembly of actin filaments
by their structural stabilization effect [Broschat, 1990]. To
study depolymerization, actin (2 uM, containing 50%
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Fig. 3. Normalized rate of actin polymerization 5 pM G-actin
(5% pyrene labeled) in the absence and presence of different
tropomyosin isoforms, as indicated. The tropomyosin concen-
trations are as follows; 40 pM TMBr-3, 17 uM TM5NMI1 and
6 uM skTM. Data were derived at least from three independent

experiments and the errors are given as standard deviations.
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pyrene labeled actin) was first polymerized and then diluted
into polymerization buffer to reach final concentration of
50 nM. This strategy ensures that after dilution the actin
concentration is less than the critical concentration, which
results in actin filament disassembly dominated by barbed
end dynamics. The depolymerization kinetics of actin fila-
ments was followed by monitoring pyrene fluorescence. In
the absence of tropomyosin the transients showed single
decreasing phase (Fig. 4A upper panel; black curve). When
filaments were preincubated with either 10 pM skTM, 40
uM TMBr-3, or 40 uM TM5NMI two phases were
observed (Fig. 4A upper panel). The first phase (for approx-
imately 50 s) showed slower depolymerization than in the
absence of tropomyosin. Then a second, faster phase
appeared. In these experiments the buffer to which actin
was diluted did not contain tropomyosin. Consequently,
after the dilution (40X) the tropomyosin concentration has
decreased substantially. Due to the alteration of the condi-
tions a new equilibrium was established and most of the
tropomyosin dissociated from the filamenes. We ateribute
the first phases of the transients to the depolymerization of
actin filaments in the actin—tropomyosin complex, while
the second observed phase corresponded to the depolymer-
ization after the dissociation of tropomyosin. To confirm
this explanation we repeated the experiments by diluting
the actin filaments into buffers conraining tropomyosin at
the same concentration as in the actin samples (10 pM
skTM or 40 uM TMBr-3). The transients obtained under
these conditions (Fig. 4A lower panel) were single phased
corroborating our conclusions regarding the effect of disso-
ciation of tropomyosin from actin. These observations
showed thar all the investigated rropomyosins slowed down
the depolymerization of actin filaments, and also suggested
that dissociation of tropomyosin was slow and occurred on
the few tens of seconds time scale. The depolymerization
experiments were repeated at various tropomyosin concen-
trations. The first 50 sec of the transients were fitted with
linear functions and the slopes were used to estimate the
depolymerization rates. The dara showed thar these tropo-
myosin isoforms decreased the depolymerization rate in a
concentration dependent manner (Fig. 4B). However, skTM
and TM5NMI1 had an approximately two-fold greater effect
on actin depolymerization than TMBr-3, in correlation with
the different affinides of these tropomyosins.

Effects of TMBr-3 and TM5NM1 on the Arp2/3
Complex-Catalyzed Actin Assembly

Previous biochemical studies revealed that some tropomyo-
sin isoforms inhibit the Arp2/3 complex-catalyzed actin
assembly [Blanchoin ct al., 2001; Bugyi et al., 2010]. Cell
biological studies revealed that TMBr-3 and TM5NM]
had opposite effect on lamellipodia formation and cell
migration [Bryce ct al., 2003]. To study the cffect of
TMBr-3 and TMS5NM1 on Arp2/3 complex activity
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Fig. 4. (A) Depolymerization kinetics of 50 nM F-actin in the
absence (black line) or presence of TMBr-3 (40 pM; purple
line), TM5NMI1 (40 uM; dark cyan line) or skTM (10 uM;
orange line). The upper panel shows the results obtained when
actin was diluted to buffer containing no tropomyosin. The
lower panel shows examples of data from experiments in which
the dilution was carried out into tropomyosin containing buffer.
Fifty nanomolar F-actin in the absence of tropomyosins (black
line) or in the presence of TMBr-3 (40 pM; purple line) or
skTM (10 puM; orange line). (B) Normalized depolymerization
rates of actin filaments (derived from data similar to those pre-
sented in Fig. 4A) as a function of tropomyosin concentration
([TM]). The results are shown for TMBr-3 (purple circles),
TM5NMI1 (dark cyan circles) and skTM (orange circles). Data
were obtained from ac least three independent experiments and
the errors are given as standard deviations.
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polymerization assays were performed. We found that simi-
larly to skTM, TMS5NMI inhibited the VCA-Arp2/3
complex-catalyzed actin assembly in a concentration-
dependent manner (Fig. 5B). At the highest TMSNM1
concentration we applied the inhibitdon was ~25% (Fig.
5B). Interestingly, we found that TMBr-3 had no effect on
Arp2/3 complex-catalyzed actin assembly (Fig. 5A).

Discussion

We produced TMBr-3 and TM5NM1 as recombinant pro-
teins in a nontagged form, without any excess amino acids
to the native sequence, because any extension at the poly-
peptide ends may cause unpredictable, even deleterious
cffects [Bharadwaj et al., 2004]. We successfully purified
these tropomyosin isoforms in sufficient amount for in
vitro characterization of their interactions with actin. We
found that both TMBr-3 and TMSNM1 bind actin fila-
ments, however, their affinities for actin differ (Fig. 2).
TMBr-3 binds F-actin with approximately seven-fold lower
affinity (K3 = 3.48 £ 0.92 pM) than skTM (K; = 0.5 uM)
[Boussouf et al., 2007], while TM5NM1 has somewhat
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tighter affinity (K3 =0.10 = 0.16 pM) than skTM. These
differences in the binding strength are consistent with pre-
vious results, showing thart the affinity of tropomyosins to
actin strongly depends on the specific combination of exons
encoding the N-, and C-terminus of tropomyosins [Morac-
zewska et al., 1999]. For the tropomyosin isoforms studied
in this paper, the 1bld exon pair (Fig. 1A) is expected to
endow the TM5NM1 isoform with the highest affinity,
exons 1a9a with acetylation (for tissue purified skTM)
results in somewhat lower affinity, while the 1b9¢ exon
combination in TMBr-3 results in poor binding to actin fil-
aments. Our results support the view that the N- and C-
termini of tropomyosins arc important determinants of
actin affinity by establishing the ability of tropomyosin iso-
forms to form end-to-end polymers along the actin fila-
ment. The lower affinity of TMBr-3 binding to actin
filaments is also consistent with previous findings in show-
ing that brain isoforms isolated from tissue bind actin with
approximately 10-fold lower affinity than muscle isoforms
[Broschat and Burgess, 1986]. It would also explain the pre-
vious results showing that saturation of the actin filaments

by TMBr-3 cannot be reached by adding up to 10 uM of

TMSNM1
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Fig. 5. (A) Time courses of VCA-Arp2/3 complex catalyzed actin assembly monitored by the change in pyrene fluorescence in the
absence (black line) and presence of different tropomyosin isoforms, as indicated. Lefr panel: the TMBr-3 concentration is 30 uM
(magenta linc). Right pancl: the TM5NMI concentrations are 5.1 tM (orange linc), 10.2 uM (red line) and 17 pM (purple line). The
skTM concentration is 4.76 uM (dark yellow line). [G-actin] =2.5 puM (5% pyrene labeled), [Arp2/3 complex] =100 nM,
[VCA] = 200 nM. Light gray curve shows the kinctics of spontancous actin assembly. (B) Normalized rate of VCA-Arp2/3 complex cata-
lyzed actin polymerization (derived from data similar to those presented in Fig. 5A) in the absence and presence of different tropomyosin
isoforms, as indicated. The tropomyosin concentrations are as follows; 40 pM TMBr-3, 17 pM TM5NMI, and 4.76 pM skTM.
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tropomyosin without troponin or myosin [Moraczewska
et al., 1999]. It should be also considered that in nonmuscle
cells tropomyosins associate exclusively with nonmuscle
and 7y actin isoforms, rather than the muscle specific ot iso-
form that was used in our study [Weinberger et al., 1996].
Some isoform-dependent features can establish specific
actin and tropomyosin pairs with higher binding affinity
and preferential binding for optimal functioning. As exam-
ple, isoform-specific interactions were already shown for
profilin and formin isoforms [Neidt ct al., 2009]. The
interaction of many actin-binding proteins with monomeric
or filamentous actin can be antagonistically or synergisti-
cally altered by the presence of other proteins. As a relevant
example, calcium/calmodulin  regulated
actin-binding protein—is known to enhance the binding of
low molecular weight tropomyosins to actin [Yamashiro-
Matsumura and Martsumura, 1988). Since caldesmon is
expressed in brain [Ueki et al., 1987], we speculate that it
may also promote the association of the TMBr-3 isoforms
to actin filaments.

SkTM at saturating amount slows down both actin
assembly and disassembly, by reducing the association and
dissociation rate constants of actin monomers to and from
the filaments (Figs. 3 and 4) [Lal and Korn, 1986; Broschat,
1990]. We found that TMBr-3 had a similar but smaller
effects on the rate of actin polymerization and depolymer-
ization (Figs. 3 and 4). This observation may be explained
by assuming that TMBr-3 decreases the rate constant for
the association of actin monomers to the ends of the fila-
ments to a lower extent than skTM. To corroborate this
assumption in cosedimentation assays we found that the
amount of acrin in the supernatants were independent of
the TMBr-3 concentration (data not shown). Accordingly,
under polymerizing conditions the concentration of the
monomeric actin was the same in the absence and presence
of TMBr-3, indicating that TMBr-3 did not change the
critical concentration. Based on the unchanged critical con-
centration one would expect that TMBr-3 has the same
magnitude of effect on the association and dissociation rates
of the actin monomers. It was thus expected that TMBr-3
has the same effect on the association rate constant, which
correlates with the slight inhibition of actin assembly by
TMBr-3 (Fig. 3). In depolymerization experiments we
found evidence that the dissociation of the tropomyosin
from actin is slow, occurring within 50—100 sec. Thus, the
corresponding micromolar dissociation equilibrium con-
stant of the TM-actin complex suggest that tropomyosin
association to the filaments must also be slow falling into
the 10 M~ 57! range. In this case the binding of tropo-
myosin would occur on a second time-scale under our
experimental conditions, which is comparable with the rate
of actin filament growth. Therefore, in these measurements
we did not observe the full effect of TMBr-3 on the poly-
merization rate. In the depolymerization experiments actin
was preincubated with tropomyosin and the equilibrium

caldesmon—a

has been reached prior to the measurements. These consid-
erations can explain the small deviation of the experimental
data from the expecrations based on the unchanged critical
concentration. Our data also implicated that TMBr-3 asso-
ciation to actin filaments is approximately 60-fold slower
than that of actin monomers. We found that TM5SNMI1
slightly stimulated actin assembly, while inhibited actin dis-
assembly at the same extent as skTM (Figs. 3 and 4). In
previous studies TM5a and TM2 isoforms behaved simi-
larly to TM5NM], by increasing the polymerization rate
and inhibiting the depolymerization rate [Kostyukova and
Hitchcock-DeGregori, 2004; Wawro et al., 2007]. The C-
terminus of tropomyosin points toward the barbed end of
the actin filament, and this part is common for TM5NM1,
TM5a, and TM2 (exon 9d) bur differ for skTM and
TMBr-3 (exon 9a or 9c, respectively) (Fig. 1A). While the
N-terminus facing toward the pointed end is the same for
skTM and TM2 (exons la2b) or TM5a, TMBr-3, and
TM5NMI (exon 1b) (Fig. 1A). Although sequence and
hence structure-specific effects of the individual tropomyo-
sin termini can be assumed to have impact on actin fila-
ment end dynamics, no simple correlations seem to exist.
Considering the magnitude of the effects of different tropo-
myosins  (TM5a/TM5NM1 > skTM > TM2 > TMBr-3)
this raises the possibility of the importance of actin affinity,
which in turn is determined by the head-to-tail interactions
of the tropomyosin ends [Moraczewska et al., 1999]. In
that respect the C-terminal exon 9c of TMBr-3 (shared
with TMBr-1 isoform) may have a significant concern on
the observed low binding strength and the moderate effects
on actin dynamics.

Similarly to all the previously studied tropomyosin iso-
forms (rabbit skTM, chicken striated muscle TM, TM5a,
and TM2) [Blanchoin et al., 2001; Bugyi, 2010], TM5NMI
inhibited the VCA-Arp2/3 complex catalyzed actin assembly
(Fig. 5). In contrast, we found that TMBr-3 did not have
any effect of the nucleation cartalyzing activity of the VCA-
Arp2/3 complex machinery (Fig. 5). This is a unique fearure
of TMBr-3, since so far this is the only tropomyosin isoform,
which allows Arp2/3 complex-dependent actin assembly.
The different effects of TMBr-3 and TMSNM1 on Arp2/3
complex-catalyzed actin assembly is in good agreement with
the observations from cellular studies. In B35 neuroepithelial
cells the expression of TMBr-3 or TM5SNM1 cells resulted
in opposite effects on the leading edge region and lamellipo-
dia formation; excess TMBr-3 induced lamellipodia forma-
tion, while TM5NM1 decreased lamellipodia [Bryce et al.,
2003]. Also, in the brain the Arp2/3 complex machinery is
involved in the cytoskeletal organization of both post- and
presynaptic actin structures that can be also associated with
TMBr-3 [Had et al., 1994; Hotulainen et al., 2009; Hotulai-
nen and Hoogenraad, 2010; Spillane et al., 2011]. The
inhibitory effect of tropomyosins on Arp2/3 complex activity
is not attributed to differences in the ATP hydrolysis and
phosphate release rate or debranching of daughter filaments,
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it rather results from a competitive binding of the two pro-
teins to actin filaments [Blanchoin et al., 2001; Bugyi,
2010]. The exact molecular origin of the competitive bind-
ing between tropomyosin and Arp2/3 complex is not known.
Structural modeling revealed that the actin filament binding
sites of skTM and Arp2/3 complex partially overlap [Rouiller
ct al., 2008], suggesting that the functional inhibition results
from steric hindrance. No structural data are available for
TMBr-3 and TM5NMI yet. However, previous studies
showed that the azimuthal equilibrium position of the tropo-
myosins around the actin filament can be isoform-specific
[Lehman et al., 2000]. Thus, the different effects of tropo-
myosins on the activity of the Arp2/3 complex can originate
from the different positions of the different tropomyosin iso-
forms on actin filaments. This assumes that TMBr-3 occu-
pies positions on the actin filament different from those
tropomyosins that inhibit the activity of the Arp2/3 complex.
On the other hand, it cannot be excluded that differences in
the structural and kinetic features of the head-to-tail complex
formation, which is an important determinant of actin fila-
ment binding, can cause the differences in the effects of tro-
pomyosins on the interaction of actin with the Arp2/3
complex machinery. In conclusion, we propose that distinct
tropomyosin isoforms can have different kinetic and struc-
tural features and flexibility to occupy and maintain a charac-
teristic localization on the actin filament. This isoform
dependent nature of the tropomyosin-actin interactions is
also important in the competition for shared binding sites
with other actin-binding proteins, such as the Arp2/3 com-
plex, which plays essential roles in the manifestation and reg-
ulation of the biological functions of tropomyosins.
Although more information will be required to under-
stand the exact roles of these tropomyosins in nonmuscle
cells, the current observations suggest that their functions
differ substantially. In furure studies it would also be impor-
tant to investigate whether the presence of other actin-
regulatory proteins, such as caldesmon, ADF/cofilins, myo-
sins, 3 and vy actin isoforms have an impact on the interac-

tion of the TMBr-3 and TMSNM1 with actin.

Materials and Methods

Molecular Cloning and Protein Preparation

The mouse TMBr-3 tropomyosin construct was generated
from a previously cloned sequence in pET28a plasmids
containing an N-terminal FXa protease recognition site.
TMSNMI was cloned de novo from total mRNA starting
with reverse transcription and PCR to produce cDNA. We
designed target-specific PCR primers: the forward primer
was 5'- TAT TTT CAG ATG GCG GGG AGT AGC
TCG CT -3’ and the reverse primer was 5'- TCT AAG
CTT TTA ATC CTC ATT CAG GGC CA -3’ for TMBr-3,
and 5'- TAT TTT CAG ATG GCC GGG ACC ACC ACC
ATC -3’ and 5'- TCT AAG CTT TTA CAT CTC GTT

CAG GT -3’ for TM5NMI. The introduction of a HindIII
restriction endonuclease site is underlined. The thermal cycler
conditions were as follows: 95°C for 5 min, 38 cycles of
95°C for 30 s denaturation, 50°C for 1 min anncaling, and
72°C for 1 min synthesis, then 72°C for 5 min. For
TM5NM1 we applied 10 cycles at 42°C for 1 min and 30
cycles at 51°C for 1 min as anncaling. In a sccond round
PCR an EcoRI restriction endonuclease (underlined) and a
ProTEV protease site (double underlined) were tailored N-
terminal to the coding sequence using the 5'- CTC GAA
TTC GAA AAC CTG TAT TTT CAG ATG -3’ forward
primer and the above reverse primers. The thermal cycler con-
ditions were: 95°C for 5 min, 40 cycles of 95°C for 30 scc
denaturation, 58°C for 1 min annealing, and 72°C for 1 min
synthesis, then 72°C for 5 min. The PCR product was cloned
into 6xHis/pET28a expression plasmid (NovaGen) between
the EcoRI and HindIIl restriction sites. The recombinant
protein was expressed in E. coli BL21 (DE3) cells using 30
pg/ml kanamycin as selection antibiotics. A preculture in 5
ml was prepared over night at 37°C, and used to inoculate 3L
Luria Broth medium. The cells were grown to ODyg 0.6—
0.8 at 37°C and induced by 1 mM IPTG (Sigma) for 4 h.
Bacterial pellet was resuspended in lysis buffer (50 mM
NaH,POy buffer pH 8.0, 500 mM NaCl), containing 2 ug/
ml DNase, 5 mM MgCl,, 1X complete protease inhibitor
mix (Sigma), and 0.2 mM PMSE lyzed by five cycles of
freeze-thaw and sonication (5 X 1 min), then centrifuged
(6000 X g for 15 min at 4°C, Sorvall, T-1250 rotor). The
supernatant was loaded to Ni-NTA chelating column (QIA-
GEN) equilibrated with lysis buffer, and eluted with 5, 10,
20, 40, and 250 mM imidazole (Sigma) in lysis buffer. The
peak fractions were pooled and dialyzed against hydroxyapa-
tite column buffer (I mM Na-phosphate buffer pH 7.0, 1 M
KCI, 2.5 mM DTT). The sample was loaded on a hydroxy-
apatite CHT column (Bio-Rad), and eluted with 300 mM
Na-phosphate buffer, pH 7.0, 1 M KCl and 2.5 mM DTT.
The peak fractions were pooled and dialyzed against storage
buffer (5 mM Tris pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT). The
His-tag was cleaved by TEV protease at 37°C, adjusting the
amount of protease and the time of incubation empirically.
The digested protein was again purified on a Ni-NTA column
to remove the His-tag and the TEV protease. The flow-
through was concentrated, ultracentrifuged (676,000 X g for
20 min at 4°C, Beckman-Coulter, MLA-130 rotor), and the
concentration was measured using a BCA kit (Sigma). Protein
preparations were stored at 0°C in 5 mM Tris pH 7.5, 100
mM KCland 1 mM DTT.

TEV protease was purified using a 6X His-tag pET24
(TEV-235) plasmid construction (a kind gift of Hiiseyin
Besir, EMBL) in E.coli BL21 DE3 cells. Freshly trans-
formed bacteria were plated on LB-agar containing 30 pg/
ml kanamycin, and 60 ml preculture was grown over night
at 37°C. It was then used in 2% to inoculate 3 1 LB
medium grown to ODggp 0.6-0.8 at 37°C. The tempera-
ture was reduced o 30°C for 45 min, and expression was
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induced by adding 1 mM IPTG for 4 h at 30°C. Bacterial
pellet was resuspended in lysis buffer (50 mM Na-
phosphate buffer pH 8.0, 100 mM NaCl, 25 mM imidaz-
ole, 10% glycerol) containing 2 pg/ml DNase, 5 mM
MgCly, 1X complete protease inhibitor mix (Sigma), 0.2
mM PMSF and 500 pg/ml lysozyme. It was incubared for
10 min at RT and cells were further lyzed by sonication (6
X 25 sec). The sample was centrifuged (100,000 X g for 1
h at 4°C, Sorvall, T-1250 rotor), and the supernatant was
loaded on Ni-NTA column equilibrated with lysis buffer.
The column was incubated at 4°C for 2 h then washed
with 15 ml lysis buffer and 10 ml elution buffer (50 mM
Na-phosphate buffer pH 8.0, 100 mM NaCl, 500 mM
imidazole, 10% glycerol). The latter fraction was dialyzed
against IEX running buffer (50 mM Na-phosphate buffer
pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10%
glycerol), and further purified on anion exchange source
15Q column with TIEX elution buffer (50 mM Na-
phosphate buffer pH 8.0, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 10% glycerol). The peak fractions were pooled and
checked on SDS-PAGE and ultracentrifuged (676,000 X ¢
for 20 min at 4°C, Beckman-Coulter, MLA-130 rotor). The
protein concentration was determined photometrically using
€50 = 1.19 ml‘mg_'*cm-]. The final glycerol content was
adjusted to 50% and the samples were stored at —20°C.

Actin was prepared from rabbit hind leg muscle [Spudich
and Watt, 1971] and gel filtered in a Superdex G75 (GE
Healthcare) column in buffer A (4 mM Tris pH 7.5, 0.2
mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM MEA, 0.005% NaN3).
G-actin was stored on ice in buffer A until used. Before
polymerization CaCl, was exchanged for MgCl, with
EGTA.

Arp2/3 complex from bovine brain and recombinant
GST-tagged human VCA were purified as described previ-
ously [Egile et al., 1999].

skTM was purified from the remnants of the actin acetone
powder [Smillie, 1982], then applied t hydroxyapatite chro-
matography, and stored frozen in 5 mM Tris pH 7.8 and
1 mM DTT. For the fluorescent measurements actin was
labeled with pyrenyl-iodoacetamide as described previously
(pyrene, Invitrogen) [Kouyama and Mihashi, 1981]. The pro-
tein concentrations were measured photometrically using
€50 = 1.11 mI*mg “em ™! and €590 = 0.63 ml‘mgfl‘cm~I
extinction coefficients for actin and €555 = 0.3 ml*mg ™ "*cm ™
for skTM.

Co-Sedimentation Assays

Twenty micromolar Mg-G-actin in buffer A was polymerized
with 2 mM MgCl, and 100 mM KCI, then the F-actin solu-
tion was diluted to 5 pM in the absence or presence of differ-
ent concentrations of tropomyosin in polymerization buffer
[buffer A supplemented with 2 mM MgCl, and 100 mM
KCI (final concentrations)]. Samples (60 pl) were incubated
over night at 4°C, then pelleted (440,000 X g for 30 min at

4°C, Beckman-Coulter, TLA-100 rotor). Pellets and super-
natants were separated and analyzed by SDS-PAGE
[Laemmli, 1970]. The protein bands on the gel were quanti-
fied using densitometry (GeneTools) after Coomassic stain-
ing. Control experiments showed that Coomassie stains actin
and these tropomyosin isoforms equally (data not shown).
The TM : actin ratio in the pellet was calculated and plotted
as a function of tropomyosin concentration. The data were
fit using the following equation:

8=

* [([TM]y +[Alg+Ka) * s[:]

LS

[ Sm.:x 2 Szma
_\/(([TM]O+;.A]0+K,,)* ) T

[: * [TM]o]

(1)

where S'is the TM: actin ratio in the pellet, S,,.. is the max-
imum value of § measured at saturating TM concentration,
[7M], and [A]y are the total concentration of TM and actin
in the samples, respectively and Kj is the dissociation equi-
librium constant of the TM-F-actin complex.

Fluorescence Measurements

Fluorescence experiments were performed using a Perkin-
Elmer or a Jobin Yvon spectrofluorimerer (Horiba Scien-
tific). In all the experiments the actin-bound calcium was
replaced with magnesium by adding 0.2 mM EGTA and
0.05 mM MgCl, (final concentrations) and incubating the
samples for 5-10 min at room temperature. Pyrene fluores-
cence was excited and the emission was detected at 365 nm
and 407 nm, respectively. Measurements were carried out
at 22°C. When concentration dependence was measured
the total volume of tropomyosin and its storing buffer was
always kept constant and represented 40% of the total vol-
ume of the sample.

Polymerization Assays.

Five micromolar Mg-G-actin in buffer A (containing 5%
pyrene labeled actin) was polymerized in the presence of
2 mM MgCl,, 100 mM KClI (final concentrations) and dif-
ferent amounts of tropomyosin. Polymerization kinetics
was followed by measuring the changes in pyrenc fluores-
cence in time. The fluorescence transients were normalized
and the polymerization rates were determined by fitting the
lincar part (0.45-0.55) of the data. Average rates from at
least three independent measurements were calculated.

Depolymerization Assays.

Ten micromolar Mg-G-actin in buffer A (containing 50%
pyrene labeled actin) was polymerized over night by adding
2 mM MgCl; and 100 mM KClI (final concentrations) in
the absence or presence of tropomyosin. The F-actin solu-
tion was diluted to 50 nM into polymerization buffer.
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Depolymerization kinerics was followed by measuring the
decrease in pyrene Huorescence in time. Depolymerization
rates were estimated by linear fitring the first 50 sec of the
pyrene transients. Average rates from at least three inde-
pendent measurements were calculated. Normalized depo-
lymerization rates were calculated as the ratio of the
depolymerization rate in the absence of tropomyosin to the
depolymerization rate in the presence of tropomyosin.
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ABSTRACT The actin cytoskeleton fulfills numerous key cellular functions, which are tightly regulated in activity, localization,
and temporal patterning by actin binding proteins. Tropomyosins and gelsolin are two such filament-regulating proteins. Here,
we investigate how the effects of tropomyosins are coupled to the binding and activity of gelsolin. We show that the three inves-
tigated tropomyosin isoforms (Tpm1.1, Tpm1.12, and Tpm3.1) bind to gelsolin with micromolar or submicromolar affinities.
Tropomyosin binding enhances the activity of gelsolin in actin polymerization and depolymerization assays. However, the effects
of the three tropomyosin isoforms varied. The tropomyosin isoforms studied also differed in their ability to protect pre-existing
actin filaments from severing by gelsolin. Based on the observed specificity of the interactions between tropomyosins, actin fil-
aments, and gelsolin, we propose that tropomyosin isoforms specify which populations of actin filaments should be targeted by,
or protected from, gelsolin-mediated depolymerization in living cells.

INTRODUCTION

The actin cytoskeleton is a filamentous protein scaffold and produce >40 mRNA variants and ~25 isoforms at the pro-
a polymerizing motor underlying a plethora of essential tein level (4.5). Tropomyosins are always present as polar
cellular processes. These include cell motility, cytokinesis. coiled-coil dimers that cooperatively polymerize in a
endocytosis, contractility, and determination of cell shape head-to-tail manner and bind along the groove of the actin
and size. Most actin filaments are highly dynamic structures filament (0). Although the expression and localization of
that participate in particular intracellular subsystems with  Tpm isoforms are strictly regulated according to cell type,
distinct protein compositions and functions (1). These struc- developmental state, and pathologic condition (7), the origin
tures are governed by a large number of diverse actin-bind- and function of their diversity is not well understood. In rat
ing proteins (ABPs) that regulate the kinetics of events  neurons, the localization patterns of Tpm3.1/Tpm3.2
between filament ends and monomeric actin, establish the (formerly TMSNMI/TM5NM2) and Tpml.12 (formerly
supramolecular organization of the microfilament system, TMBr-3) isoforms coded for by the Tpm3 and Tpm/ genes,
and influence the binding of other protein partners to  respectively, undergo an isoform switch in the axon, which
filaments. has been confirmed in chicken neurons (¥). In early embryos

In animal and fungal cells, most microfilaments are deco- and at the end of the first week of culture of primary cortical
rated with tropomyosins (Tpm) that, in addition to confer- neurons, Tpm3.1/Tpm3.2 mRNA and protein are present at
ring actin isoform diversity, substantially contribute to the the differentiating axonal pole, then, a few days later, prin-
formation of the individual filament subcompartments cipally relocalize to the developing axons (9). Around the
(2.3). In mammals, four Tpm genes were demonstrated to 16th embryonic day, Tpm3.1/Tpm3.2 mRNA is lost from
the axons and the protein repositions into the somatoden-
dritic compartment. This change of localization is accompa-
Submitted July 12, 2017, and accepted for publication November 29, 2017. nied by the continuous appearance of the Tpml. 12 isoform

*Correspondence: miklos.nyitrai @aok pte hu in the axons, where it resides in the mature neurons (#). In
Editor: Enrique De La Cruz, the growth cone of the developing nerve cells, the presence
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of only Tpm3.1, and not Tpm1.12, has been demonstrated
(10,11). These differences in the developmental profiles of
the two Tpm isoforms are also reflected by their diverse
cellular effects upon overexpression (12). In a B35 neuroe-
pithelial cell line, Tpm1.12 reduced the cell size and the
number of stress fibers, but promoted lamellipodium forma-
tion and cell motility. Tpm3.1 overexpression yielded con-
trasting impacts and enhanced the phosphorylation of the
myosin II regulatory light chain and recruited the myosin
ITA heavy chain to stress fibers, thus increasing contractility.
Exogenous Tpm3.1 expression was accompanied by a
higher extent of actin-depolymerizing factor (ADF) phos-
phorylation and desorption of ADF from the stabilized
stress fibers. These findings demonstrate that the properties
of the Tpm isoform that binds to the actin filament can be a
deciding factor in the manifested molecular composition
and cellular function.

Gelsolin belongs to a superfamily of structurally related
ABPs (13). These proteins share common building blocks,
the gelsolin-homology domains (14). Gelsolin was discov-
ered as a factor inhibiting the sol-gel transition of the cortical
actin cytoskeleton in macrophages (15). In the cytoplasm,
gelsolin generally exists as a single isoform. In vitro, gelsolin
is able to both nucleate and sever actin filaments, and it also
caps the actin-filament barbed ends (16-18). These activities
require the binding of Ca®" to several conserved sites of the
protein characterized by different affinities (13). Calcium
binding unlatches the compact globular structure of gelsolin
(19), allowing it to extend into a conformation with active
binding sites for G-actin and F-actin on gelsolin-homology
domains 1, 4, and 2-3 (19-21).

Tropomyosins have been shown to inhibit the ability of
gelsolin to disassemble actin filaments (22). High-molecu-
lar-weight Tpms from fibroblasts and skeletal muscle
when bound to F-actin prevented gelsolin from severing
the actin filaments. The effect of the short Tpm isoforms
was weaker but was potentiated by addition of caldesmon
(22). It was shown that skeletal Tpm (Tpm1.1; in this article
referred to as skeletal muscle Tpm (skTM)) promoted
desorption of gelsolin from its complexes with -actin and
its sedimentation with actin filaments. Quantitative data
suggested that upon formation of the Tpm-actin complexes,
actin filaments undergo a conformational change that
increases the dissociation of gelsolin (23). Skeletal Tpm
can be chemically linked to gelsolin or retained on a gelsolin
column in the presence of Ca>", which suggests a direct
binding between the two proteins (24). This link was corrob-
orated by the effect of skeletal and smooth muscle Tpms in
protecting gelsolin from specific proteolytic cleavage by
thermolysin (25). In this latter study, skeletal and smooth
muscle Tpms were only able to protect actin filaments
from severing when pre-incubated with gelsolin, but not
when directly associated to actin filaments. A model was
proposed in which free Tpm forms a complex with gelsolin,
which passively removes it from the available pool (25).
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To further extend the investigations of Tpm isoforms on
the activities of gelsolin, in this study, we carried out exper-
iments addressing the combined effects of gelsolin and
Tpms on the polymerization properties of actin. Here, we
found that the three investigated Tpms (skTM, Tpml.12,
and Tpm3.1) bind tightly to gelsolin. We show that the
activity of gelsolin is enhanced in complexes with Tpms,
resulting in higher polymerization and depolymerization
rates, and that binding of Tpms to actin filaments prevented
the depolymerizing activity of gelsolin to different extents
depending on the Tpm isoform. We found that skeletal
Tpm displayed a strong protective effect against severing
by gelsolin. The other two Tpm isoforms did not show a
significant effect. These interactions between actin and
gelsolin specified by Tpm isoform lead to a simple model
where Tpm isoforms can selectively mark actin filaments
for targeting by, or protection against, gelsolin-mediated
depolymerization.

MATERIALS AND METHODS
Protein purification

Tpml.12 and Tpm3.1 isoforms were cloned into a pET28a expression
plasmid, and Tpm expression in Escherichia coli BL21 (DE3) cells, and pu-
rification was carried out as described previously (26), with slight modifi-
cations. The lysis buffer for the resuspended bacterial pellets additionally
contained 10 mM imidazole, 1 mM @B-mercaptoethanol, 1% Triton-X
100, and 2 mM CaCl,, and the lysate was centrifuged at 440,000 x g for
1 h at 4°C. The protein concentration was measured using a BCA protein
assay kit (Sigma, St. Louis, MO), and the protein preparations were stored
at 0°C in 10 mM Tris, 10 mM KCI, and 1 mM dithiothreitol (pH 7.8).

For the preparation of gelsolin, a His-tagged full-length sequence in a
pET21d(+) vector was used (27). Plasmid DNA was transformed into
E. coli BL21 (DE3) cells: a fresh colony was grown in Luria broth
at 37°C until ODgy = 0.6-0.8 and then induced with 1 mM isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside overnight at 25°C. The cells were collected
by centrifugation (Sigma 4-16KS tabletop centrifuge, 6000 x g, 5 min,
4°C), lysed in 5 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 mM imidazole, | mM
ATP, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 7 mM g-mercaptoethanol,
30 pg/mL DNase, and protease inhibitor cocktail (P8465, Sigma-Aldrich)
(pH 8.0), then sonicated and ultracentrifuged (440,000 x g, 35 min, 4°C;
MLASO, Beckman-Coulter, Brea, CA). The supernatant was applied to an
Ni-NTA column (Macherey-Nagel, Diiren, Germany), washed with lysis
buffer, and eluted with 250 mM imidazole in lysis buffer. Fractions contain-
ing gelsolin were dialyzed (20 mM Tris and 1 mM EGTA (pH 8.0)) and
further purified on a Source 15Q anion exchange column with the applica-
tion of 50 mL buffer I (20 mM Tris, 20 mM NaCl, and 1 mM EGTA
(pH 8.0)), 50 mL buffer II (10 mM Tris and 0.1 mM EGTA (pH 8.0)),
50 mL buffer [II (20 mM Tris and 2 mM CaCl, (pH 8.0)), and a 100 mL
linear gradient of buffer IIT and buffer IV (20 mM Tris, I M NaCl, and
0.1 mM EGTA (pH 8.0)). The gelsolin-containing fractions from the last
clution step were dialyzed (5 mM HEPES, 50 mM NaCl, and 0.1 mM
EGTA (pH 8.0)), loaded on a Superdex 200 gel filtration column equili-
brated with dialysis buffer, and eluted. Purified gelsolin was collected,
concentrated (4-16KS tabletop centrifuge (Sigma Aldrich) and Vivaspin
10K cut-off tubes (Sartorius, Gottingen, Germany), 3000 x g, 4°C) and
stored at —80”C. The protein concentration was measured by spectropho-
tometry (e250 = 1.29 mL mg ™" ecm ™).

Actin was prepared from rabbit hind leg muscle (28) and gel filtered on a
Superdex G75 (GE Healthcare. Little Chalfont, UK) column in buffer A
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(4 mM Tris, 0.2 mM ATP. 0.1 mM CaCl,. 0.5 mM g-mercaptoethanol, and
0.005% NaNs (pH 7.8)). G-actin was stored on ice in buffer A, For the fluo-
rescence measurcments, actin was labeled with pyrenyl-iodoacetamide as
described previously (pyrene: Invitrogen, Curlsbad, CA) (29). Skeletal
muscle Tpm (skTM, Tpml.1) was retrieved from the insoluble residue
of the acetone powder from the actin preparation (30), then further
purified by hydroxyapatite chromatography and stored frozen in 5 mM
Tris and 1 mM dithiothreitol (pH 7.8). The protein concentrations
were measured photometrically using €10 = 1.11 mL mg ™" em™' and
£100 = 0.63 mL mg ' cm ! extinction coefficients for actin, and £ =
0.3 mL mg ' em ™’ for skTM.

Surface plasmon resonance

The interactions of Tpms with gelsolin were analyzed by surface-Plasmon-
resonance (SPR)-based binding technique using the Biacore 3000
instrument (Biacore, GE Healthcare). The Tpm isoforms were directly
immobilized onto the sensor chip (CMDS00L: XanTec Bioanalytics,
Diisseldorf, Germany) via primary amine groups of the proteins using
the amine coupling method as rec ded by the facturer.
The surface was first activated by an injection of 35 uL N-ethyl-N' (dime-
thylaminopropyl)  carbodiimide/N-hydroxysuccinimide  (Biacore, GE
Healthcare) solution (200 mM A-ethyl-N' (dimethylaminopropyl) carbodii-
mide and 50 mM N-hydroxysuccinimide); then. the Tpm was diluted to
30 pg/mL in the immobilization buffer (10 mM Na-acetate (pH 3.5)) and
injected over the surface for 7 min at a 10 uL/min flow rate. Excess reactive
sites were subsequently blocked by injection of 1 M ethanolamine (pH 8.5)
(Biacore, GE Healthcare) for 7 min at a flow rate of 5 gl/min. The control
surface was activated and then blocked with ethanolamine. After the immo-
bilization of the Tpms, gelsolin was diluted in actin polymerization buffer
(4 mM Tris, 0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.5 mM g-mercaptoethanol,
0.005% NaN;, 2 mM MgCl,, and 100 mM KCI (pH 7.8)) and injected
over the surfaces at various concentrations (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, and 7.5 uM)
at a flow rate of 10 uL/min.

The association phases of the interactions between gelsolin and the Tpm
were monitored for 7 min and the dissociation phases in polymerization
buffer without the gelsolin were monitored for 6 min to determine the ki-
netic parameters of association and dissociation for the interactions. The
sensor chips were regenerated after each binding assay by a briel injection
of 10 mM glycine-HCI (pH 2.1). The binding of gelsolin to the immobilized
proteins was monitored as a sensorgram where the resonance unit values
were plotted against time. The resonance unit measured at the control sur-
face was subtracted from the data obtained for the protein surfaces. Kinetic
parameters were evaluated by the BIAevaluation 3.1 software (Biacore, GE
Healthcare) assuming a 1:1 gelsolin/Tpm dimer interaction between the
proteins.

Fluorescence measurements

Fluorescence experiments were performed with an FLX-Xenius (SAFAS)
multichannel spectrofluorimeter. Pyrene fluorescence was excited at
365 nm, and the emission was detected at 407 nm. Polymerization and
depolymerization kinetics were followed by measuring the changes of pyr-
ene fluorescence with time at room temperature. The final concentration of
CaCl; was 100 uM. if not indicated otherwise. Actin and other protein com-
ponents were gently mixed in a 0.6 mL Eppendorf tube immediately before
adding them into the cuvettes, which resulted in a few seconds of dead time.
Average rates from at least three independe were calcu-
lated. Data are given as the mean £ SE throughout,

Polymerization assays

Ca® -G-actin labeled with pyrene (3%) was polymerized in buffer A
complemented with 2 mM MgCl; and 100 mM KCI (final concentrations),
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gelsolin, and different amounts of Tpm. The gelsolin/Tpm complexes were
made up in stocks of 0.3 uM gelsolin and 10 &M Tpm for further dilution,
and let stand for at least 30 min at room temperature. The progress of actin
assembly was monitored by measuring the increase in pyrenyl fluorescence
emission. The net rate of actin polymerization was calculated by linear
fitting 1o the segment of the curves between 0.05 and 0.25 normalized
fluorescence intensity.

Dilution-induced depolymerization assays

Ca®*-G-actin in buffer A at 10 uM concentration labeled by pyrene
(70-80%) was polymerized for | h by adding 2 mM MgCl, and 100 mM
KCl (final concentrations); then, Tpms were added and the samples were
incubated for 1 h at room temperature. These F-actin samples were then
diluted to 100 nM with Ca® -free polymerization buffer supplemented
with 0.1 M CaCl; to obtain the desired Ca’" concentrations. The
gelsolin/Tpm complexes were prepared as described in the previous section
and added in the dilution step. Depolymerization rates were estimated by
linear fitting to the first 120 s of the normalized pyrene transient curves.

Co-sedimentation assays

The co-sedimentation of gelsolin with actin and Tpms was studied in two
complementary experiments. 1) First, 2 gM gelsolin was added to 25 uM
F-actin and incubated for 1 h; then, the samples were diluted to 10 gM actin
concentration and 0.8 uM gelsolin with different Tpm isoforms (40 uM
Tpm1.12, 40 uM Tpm3.1, or 10 uM skTM). with a control sample diluted
in polymerization buffer only, and let stand for 2 h. 2) Alternatively, 10 uM
F-actin was incubated for 2 h with or without the same concentrations of
Tpms as in protocol 1; then, the samples were treated with 0.8 @M gelsolin
for 1 h. All measurements were performed using polymerization buffer
containing 0.1 mM CaCl,. Samples (100 L) were pelleted by ultracentri-
fugation (Beckman-Coulter, TLA-100, 440,000 x g for 30 min at 20°C):
then, pellets and supernatants were separated and analyzed by sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (31). The gels were
stained with Coomassie Blue and images were made with ultraviolet illumi-
nation (Syngene Bioimaging System, Haryana, India). The protein bands on
the gels were quantified using densitometry (software by GeneTools, Phil-
omath, OR). The relative amounts of actin in the pellets were calculated by
dividing the actin content of the samples by the actin content of the control
sample containing only actin, which was prepared under the same condi-
tions. The relative amounts of gelsolin in the pellets were derived by
dividing the gelsolin content of the samples by the gelsolin content of the
control sample containing only actin and gelsolin, which was prepared un-
der the same conditions. Data from three indey are
given as the mean = SE.

dent n

Statistical analysis

Statistical significance levels were obtained by two-tailed t-probe in
Microsolt Excel. By convention, p = (.05 was considered as statistically
not significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Tpms bind gelsolin

Previous studies indicated that Tpm can bind directly to
gelsolin (24.25). We have carried out SPR-based binding ex-
periments to determine the binding affinity of gelsolin for
skeletal muscle and non-muscle Tpm isoforms. Tpm iso-
forms were immobilized by amine coupling on the surface
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FIGURE 1 Binding of gelsolin to Tpm immobilized on a CMDS500L

sensor chip at 25°C. The Tpm isoforms were immobilized on the surface
of a CMDS00L sensor chip by the amine coupling method, and the refer-
ence surface was blocked with 1| M ethanolamine solution. The immobi-
lized Tpm isoforms are (A) skTM, (8) Tpml.12, and (C) Tpm3.1. The
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of sensor chips, and then gelsolin was run over the surfaces
at different concentrations. The SPR sensorgrams obtained
in these experiments, including the association (with
injected gelsolin) and dissociation (when gelsolin is
exchanged for polymerization buffer) phases are presented
in Fig. 1. The sensorgrams were fitted with single-exponen-
tial functions to determine the corresponding second-order
association (k,) and first-order dissociation rate constants
(kg). and the ratios of these parameters (k. /k, were
used to calculate the corresponding dissociation constants
(Kps) for the interaction of gelsolin with skTM (Fig. | A:
Kp = 1.9 = 1.4 uM), Tpml.12 (Fig. | B; Kp = 0.7 =
0.2 uM), and Tpm3.1 (Fig. | C; Kp =0.3 = 0.2 uM). These
Ky, values indicate relatively tight affinities between gelso-
lin and the Tpms, which fall within the range one would
expect for physiologically significant protein-protein inter-
actions, indicating that the binding of gelsolin to Tpms
probably has functional consequences.

Gelsolin accelerates actin polymerization in vitro

Next, we tested whether the binding of Tpms to gelsolin af-
fects the corresponding activities of these proteins. Gelsolin
is known to accelerate the polymerization of actin through
nucleation followed by pointed-end elongation (18). First,
we characterized the recombinant gelsolin in a nucleation
assay. Polymerization of Ca-actin was carried out in the
absence or presence of gelsolin at different concentrations
(2-500 nM) (Fig. 2 A). Salt-induced actin polymerization
is described by the initial slow nucleation step (1-2 min),
an ascending elongation phase, and a steady-state phase,
where the addition and dissociation of actin monomers are
in equilibrium. Addition of nanomolar concentrations of gel-
solin increased the initial rate of actin assembly, as reflected
by the increasing slope of the curves (Fig. 2, B and C). The
time required for the slow lag phase, corresponding to the
nucleation step, became shorter with increasing gelsolin con-
centrations. This observation was consistent with the known
nucleating activity of gelsolin (18).

At higher gelsolin concentrations (>200 nM), the poly-
merization curves displayed an overshoot, which may be
explained by the severing and monomer-sequestering activ-
ities of gelsolin. When the proportion of gelsolin relative to
actin was low these effects were not dominant, since most of
the gelsolin was consumed for nucleation, resulting in cap-
ped filaments. Increasing the gelsolin/actin ratio possibly
leaves more free gelsolin to sever the elongating filaments,

interactions between gelsolin and Tpm isoforms were assayed by injecting
the gelsolin over the Tpm and reference surfaces at the indicated concentra-
tions for 7 min; then, the dissociation phase was recorded by changing the
gelsolin solution to polymerization buffer for 6 min. Kinetic parameters and
equilibrium dissociation constants (Kyy) for the interactions were derived by
the BlAevaluation 3.1 software. Dashed lines indicate the fits for the exper-
imental curves assuming a I:1 interaction model between the binding part-
ners. The Kp values in molars are indicated on the figures.
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rendering them shorter. The height of the steady-state
plateau phase decreased proportionally to the amount of
gelsolin added (Fig. 2 A). This likely reflects gelsolin
sequestration of actin monomers, preventing their incorpo-
ration into filaments and resulting in lower fluorescence in-
tensity. All these observations indicate that the recombinant
gelsolin behaves as expected based on previous reports.

Tpms enhance the effect of gelsolin on actin
polymerization

Smooth muscle Tpm was reported to inhibit the severing of
actin filaments by gelsolin and to have no effect on its actin
nucleating activity (25). We investigated whether other Tpm
isoforms can influence the effects of gelsolin on actin poly-
merization. Actin was polymerized in the presence of gelso-
lin or gelsolin-Tpm complexes. In the latter cases, gelsolin
and Tpm were pre-incubated for 30 min in the presence of
100 uM Ca*". The rate of gelsolin-mediated actin polymer-
ization was increased by all Tpm isoforms (Fig. 3 A). To
quantify the effects of Tpms, we calculated the elongation
rates from the initial 5-25% segments of the transients rela-
tive to the maximal fluorescence intensity. The smallest ef-
fect on actin assembly was observed with Tpm1.12 (20%:;
Fig. 3 B), a medium effect with Tpm3.1 (57%). and the
largest with skTM (76%). The statistical significance level
for all three Tpm isoforms was p < 0.005. In control exper-
iments, we found that in the absence of gelsolin, Tpms at the
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applied concentrations did not influence the rate of actin
polymerization (Fig. 3 C). One possibility for the faster
polymerization kinetics is that Tpms may promote the
nucleating activity of gelsolin. Another possible mechanism
by which Tpms may increase the rate of actin polymeriza-
tion is to enhance the severing activity of gelsolin that is ex-
pected to produce more free filament ends for the monomer
association.

Tpms alter the rate of actin filament disassembly
catalyzed by gelsolin

To investigate the effect of Tpms on the severing activity of
gelsolin, depolymerization measurements were carried out.
We used pre-formed pyrene-labeled actin filaments that
were subsequently diluted to concentrations below the crit-
ical concentration of the barbed end (~0.12 uM) (32.33).
Under these conditions, the incorporation of free actin
monomers was negligible, so spontaneous subunit dissoci-
ation from the filament ends could be monitored. The
spontaneous disassembly kinetics of actin filaments was
relatively slow due to the low rate constants for dissocia-
tion of actin subunits and also to the low concentration
of filament ends (Fig. 4, left column, black lines). Severing
by gelsolin increases the number of pointed ends but
caps the barbed ends, resulting in a higher net rate of
depolymerization (Fig. 4, left column, green lines) that
was consistent with previous observations (34). When
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pre-incubated gelsolin-Tpm complexes were added to the
actin filaments, the rate of decrease in fluorescence was
more pronounced than that observed with gelsolin alone,
for all three isoforms of Tpm, suggesting higher rates of
depolymerization (Fig. 4, left column, green and blue lines,
and middle column). When Tpms were added to the actin
filaments at saturating concentrations in the absence of gel-
solin, they did not result in an enhancement of the sponta-
neous depolymerization rate (Fig. 4, left column, black and
red lines, and middle column). Moreover, Tpml.12 and
Tpm3.1 slightly inhibited this process, whereas skTM
had a much stronger protective effect. These observations
are in correlation with our previous results showing that
Tpms decrease the rate of the spontaneous depolymeriza-
tion of Mg® -F-actin (26). Taken together, these observa-
tions lead us to conclude that gelsolin in complex with
Tpm has a higher activity for severing actin filaments
than gelsolin alone.

The addition of gelsolin to actin filaments saturated with
Tpml.12 or Tpm3.1 had little influence on the rate of
depolymerization (Iig. 4, left column, black and cyan lines,
and middle column). In contrast, skTM seemed to
completely prevent the gelsolin effect, resulting in low
dissociation rates that were similar to those observed
with actin alone. When gelsolin that had been pre-incu-
bated with Tpm was added to actin filaments previously
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FIGURE 3 Tropomyosins enhance the effect of
gelsolin on actin polymerization. (A) In these as-
says, 2 pM uactin was polymerized alone or in the
presence of either 4.5 nM gelsolin or 4.5 nM gelso-
lin preincubated with different Tpm isoforms.
Gelsolin and Tpms were prepared in stock solu-
tions for 30 min after mixing them at 300 nM and
10 uM concentrations, respectively. (B8) The
enhancement of the polymerization rate with
Tpm-complexed gelsolin over gelsolin alone was
calculated from the slope of the 5-25% segment
of the pyreny| traces relative to the plateau fluores-
cence intensity (n = 6, data are represented as the
mean + SE). The statistical significance level for
all three Tpm isoforms was p < 0.005. (C) Poly-
merization curves for the same amount of actin as
in (A) with and without Tpms and without gelsolin.
To see this figure in color, go online.

skTM

saturated by Tpm, every isoform increased the depolymer-
ization rate as compared to that measured with free gelsolin
on Tpm-bound actin filaments (Fig. 4, left column, cyan
and magenta lines, and middle column). However, in the
case of skTM-decorated actin filaments, the depolymeriz-
ing effect of gelsolin, either free or bound by Tpm, signif-
icantly lagged behind what was obtained for Tpm-free
filaments (to approximately the same extent with gelsolin
and gelsolin/skTM: ~4- and 3.6-fold, respectively). Since
this was not the case for the non-muscle Tpm isoforms,
it suggests that the presence of Tpms may differentially
influence the fate of the actin filaments related to the
gelsolin-mediated depolymerization.

One may also speculate that the final Tpm concentration
in the samples was below the level that can keep Tpm in
complex with actin and/or gelsolin and their dissociation
had resulted in the different abilities to protect filaments
from depolymerization. In this respect. skeletal Tpm
required the lowest concentration to saturate F-actin, but
in contrast gave the highest protective effect. Therefore,
we carried out depolymerization experiments also by
diluting samples into buffers containing additional Tpm
(data not shown). The final Tpm concentrations were calcu-
lated considering the dissociation constants and were kept
above the saturation levels of both actin filaments and gelso-
lin (5 uM skTM, 5 uM Tpm1.12, and 3 M Tpm 3.1). We
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found that the results with or without additional Tpm
differed by a statistical significance level of p < 0.05 only
in two cases, first when F-actin was mixed with the gelso-
lin/skTM complex, and second when gelsolin was added
to the actin/Tpm3.1 complex. In all other cases, any increase
in protection was statistically not significant. These observa-
tions suggest that individual Tpm isoforms bound to actin
filaments do have different abilities to inhibit the severing
activity of gelsolin. Furthermore, the data indicate that on
the timescale of the depolymerization rate measurements
the dissociation of the Tpm complexes with actin or gelsolin
is negligible.

To study the effect of calcium concentration on the
severing activity of gelsolin, we completed a series of exper-
iments varying the free calcium concentrations. The disas-

sembly of actin filaments was dependent on the calcium
concentration both with gelsolin alone and with gelsolin
in complex with Tpm. The depolymerization rate increased
up to 10 uM Ca®" in both cases, and above this concentra-
tion, the rates showed saturation (Fig. 4, right column). The
Tpms showed no effect at the lowest calcium ion concentra-
tion (2 uM), indicating that they do not activate gelsolin. In
the low-calcium ascending phase the effect of gelsolin alone
was not different from that of the gelsolin/Tpm complexes,
but in the saturating calcium region, the latter had a higher
depolymerization rate than gelsolin alone at all Ca®>* con-
centrations tested. At the highest calcium concentrations
(100 and 250 uM), the activity of gelsolin declined slightly
again, but the gelsolin/Tpm complexes did not show a
similar tendency.
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FIGURE 5 Tropomyosins differently protect actin filaments from depo-
lymerization by gelsolin. (A and B) In the co-sedimentation study, 25 uM
F-actin was treated with 2 uM gelsolin for | h, then diluted to 10 uM (gel-
solin to (.8 M) in the presence of either 40 uM Tpm1.12, 40 uM Tpm3. 1,
or 10 uM skTM. The samples were incubated for 2 h, then ultracentrifuged,
and the pellets were analyzed by densitometry. Controls containing only
actin filaments and complexes of actin with gelsolin were also prepared.
(A) Bars represent the relative sedimented actin content compared
with F-actin alone (The color scheme is black, actin/gelsolin: red, actin/
gelsolin Tpm3.1: green, actin/gelsolin + Tpm1.12: blue, actin/
gelsolin + skTM). (B) Bars indicate the relative gelsolin content compared
with the actin/gelsolin sample (colors are the same as for A). (C and D) In
the reverse experiment, first, 10 uM F-actin was prepared for 2 h alone or
with 40 upM Tpm1.12, 40 uM Tpm3.1. or 10 uM skTM, and then, 0.8 uM
gelsolin was added for 1 h. Bars and colors are the same as in (A) and (B).
Data are given as the mean = SE: n = 3, (£) Sodium dodecyl sulfate poly-
acrylamide gel electrophoresis of the co-sedimentation samples represent-
ing the changes in the protein contents. Samples 1-5 were subjected to
experimental setup | (for A and B) and samples 7-11 to experimental setup 2
(for C and D). Samples | and 7 were actin, samples 2 and 8 were actin +
gelsolin, sample 3 was actin/gelsolin + Tpm3.1, sample 4 was actin/
gelsolin + Tpm1,12, sample 5 was actin/gelsolin + skTM, column 6 1s a
molecular weight marker (bands from the top to bottom are 100, 70. 50,
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Tropomyosins protect actin filaments from
gelsolin in co-sedimentation experiment

To further describe the interactions between actin, gelsolin,
and Tpm we carried out co-sedimentation experiments. The
samples containing these three proteins were centrifuged
and the pellets and supernatants were analyzed using
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide-gel electrophoresis.
Two experimental strategies were applied. First, actin fila-
ments were incubated with gelsolin to provide enough
time for their depolymerization, and then Tpm was added
to the samples. In the second set of experiments, actin was
incubated with Tpm to allow equilibrium for filament com-
plex formation and gelsolin was added afterward.

When gelsolin (0.8 uM) was added to 10 gM F-actin, it
reduced the pelleted actin to ~35-40% (Fig. 5 A). When
Tpm was subsequently added to the samples, the amount
of actin in the pellets increased, suggesting that the Tpm iso-
forms partially rescued the actin filaments from the severing
effect of gelsolin. The possibility that the accumulation of
pelleted actin resulted from de novo filament assembly
driven by Tpms was not considered, since Tpms do not pro-
mote this process (20). When the gelsolin content in the pel-
lets of the Tpm-treated samples was compared with the
samples containing only actin and gelsolin, there was a
two- to fivefold increase in gelsolin in all cases (Fig. 5 B).
In control experiments, Tpms without actin did not influ-
ence the sedimentation of gelsolin (data not shown).

When Tpm was added to the actin filaments before the
administration of gelsolin, a two- to threefold increase in
the amount of pelleted F-actin was observed compared to
that in the absence of Tpm (Fig. 5 C). This suggests that
Tpms have also a prior protective effect against the severing
activity of gelsolin. These results are consistent with our ob-
servations in the fluorescence spectroscopy measurements
(Fig. 4). The amount of gelsolin sedimented was again
two- to fourfold higher with actin and Tpm than with actin
alone. The relative increment of the gelsolin content in the
Tpm-treated samples exceeded that of the F-actin alone
when the first strategy was applied but was not significant
with the second (Fig. 5 D). This suggests that gelsolin is
not able to bind to Tpm molecules decorating actin fila-
ments. In contrast, it seems possible for gelsolin bound to
Tpm to incorporate into existing actin filaments (see previ-
ous section).

CONCLUSIONS

Previous studies extended the experimental evidence for the
importance of Tpm isoforms in specifying the functional

40, and 30 kDa), sample 9 was acti/Tpm3.1 + gelsolin, sample 10 was
actin/Tpm1.12 + gelsolin, and sample 11 was actin/skTM -+ gelsolin. Pro-
teins on the gel are marked as G (gelsolin), A (actin), or T (Tpms). To see
this figure in color, go online.
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properties of actin filaments (5.7). According to those
studies, Tpm function relies on the ability of Tpm isoforms
to affect the interaction of ABPs with actin filaments, which
is manifested through steric- or allosteric-mechanism-based
competitive binding of Tpm isoforms and ABPs, such as
Arp2/3 complex (26.32.35.36), ADF/cofilins (37), a-actinin
(3), and myosins (3). In this work, we extended the investi-
gations of the Tpm isoform specificity of actin interactions
by addressing the binding of gelsolin and Tpms and its func-
tional consequences in actin dynamics regulation.

We found that Tpm could potentially protect the actin
filaments from the depolymerizing/severing activity of
gelsolin. This effect showed strong dependence on the
bound Tpm isoform. The skeletal muscle Tpm1.1/1.2 iso-
form was the most efficient, whereas the two non-muscle
short isoforms—Tpm3.1 and Tpm1.12—had little or no sig-
nificant influence on the depolymerizing activity of gelsolin.
Considering that the overall structure of the Tpm-actin co-
polymer is isoform specific (38), we propose that some
Tpm isoforms can structurally interfere with the binding
of gelsolin to actin, whereas others have no competitive
effect on the actin binding of gelsolin. Examples for such
cases are provided in Fiz. 6. In the cell, the position of
the various Tpms on the actin-filament surface will likely
be further modulated by the interaction of Tpms with
other ABPs.

We demonstrated that all three Tpm isoforms bind to
gelsolin and that their interactions are characterized by
similar and relatively tight affinities (Kp ~ 0.3-2.0 uM).
From this aspect, gelsolin binding to Tpm has only little
specificity for Tpm isoforms, which suggests that the bind-
ing interactions rely on a common Tpm sequence pattern.
As a functional consequence, we showed that gelsolin is
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more efficient in disassembling actin filaments when it is
in complex with Tpm than in its free form, even if the actin
filaments are saturated by Tpms. The low concentrations of
actin and Tpm in the depolymerization tests restrict their
binding to a negligible level, so the observed effects of
enhanced gelsolin activity can only be explained as a direct
impact of Tpm on the gelsolin in their complex. We could
exclude the mechanism where Tpm first binds gelsolin
and then serves only to deliver gelsolin to the sides of actin
filaments. These findings suggest that the binding of Tpm
induces structural changes in gelsolin, which modify its
interaction mode and activity with actin filaments. The in-
crease in the rate of depolymerization observed for the
gelsolin-Tpm complexes can be explained by the enhanced
filament cutting efficiency of gelsolin and/or the weakened
filament-end interactions proposed in a previous study
(23). Our findings are seemingly in contrast to formerly re-
ported observations where muscle Tpm isoforms decreased
the gelsolin-catalyzed depolymerization rate of actin fila-
ments (25). Also, we have opposite results with the Tpm-
decorated actin filaments where a protective effect was
observed against the gelsolin activity. These discrepancies
are not easy to interpret. Our results showing that saturation
of F-actin with Tpm inhibits gelsolin activity were uniform
in our depolymerization assays and bulk co-sedimentation
tests, and are in accordance with literature data (22).

Both studies used the pyrenyl-actin-based dilution-
induced disassembly assay, but a marked difference has to
be noted. In our experiments, actin filaments were diluted
to 100 nM, which is a true depolymerizing regime; there-
fore, the change in pyrene fluorescence reflects only disas-
sembly. In contrast, Kaithlina et al. (33) used 600 nM
gelsolin-capped actin filaments, which is around the critical

FIGURE 6 Models of Tpm (gray and black cotls)
and gelsolin G1-G3 (red ribbons) binding to an actin
filament (subunits represented as surfaces in pastel
shades). (A) Gelsolin domains from the G1-G3/actin
x-ray structure (PDB: 3FFK) (27) docked onto the
cryo-EM  structure of 3.5 A mouse skTM/actin
(PDB: 5JLF) (42) through superimposition of an
actin protomer structure (pink). In this model, G1
does not sterically clash with Tpm (cvan circle),
but G2 has significant overlap (vellow circle).
(B and C) Close-ups of the Tpm/G?2 interaction (yel-
low circle) generated from the § A cryo-EM structure
of chicken gizzard Tpm/actin (PDB: 3J4K) (+3) (B)
and from the cryo-EM structure of 3.9 A human cyto-
plasmic Tpm3/actin/myosin (PDB: code SJLH)
(42) (C). These models are not intended to be accu-
rate representations of a gelsolin/actin/Tpm interac-
tion, but rather to indicate that the known position of
Tpms on actin are in locations that could have a
varicty of competitive effects on gelsolin binding.
Thus, the positional placement of Tpms on the
surface of the actin filament will dictate whether
gelsolin can simultaneously bind to the same actin
filament. To see this figure in color, go online.
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concentration of pointed ends but well above the critical
concentration of barbed ends; therefore, the changes in pyr-
ene fluorescence could be distorted by assembly events.

Our results are in accordance with the general assumption
about the functional significance of the Tpm diversity. It is
proposed that Tpms work as key regulators of the micro-
filament system (39) to specify spatially and functionally
individual actin subsets, with distinct regulation of the inter-
actions with other ABPs. The Tpm isoform composition
of the actin filaments would be, then, a principal factor
that defines the location, supramolecular organization, and
role of actin filaments in cellular physiology. On the other
hand, other ABPs also can specify which Tpm isoforms
bind to the growing actin filaments, as shown for formin
proteins (40).

In terms of the emergence of gelsolin and Tpm in evolu-
tion (14.41), current evidence suggests that gelsolins are the
more ancient actin regulators. Thus, the later appearance of
Tpms seems to allow specification of populations of actin
filaments, which with respect to gelsolin have different ac-
tivities. In particular, our data suggest that muscle actin
structures will be stabilized relative to general cytoplasmic
actin filaments in muscle cells.

Taken together, our work demonstrates that the studied
Tpms have dual effects on the actin-assembly-promoting
activity of gelsolin. When Tpms are in complex with actin
filaments, they inhibit depolymerization by gelsolin in an
isoform-dependent manner. In contrast, when Tpms are
bound to gelsolin they enhance this activity in an isoform-
independent fashion. These observations provide an impor-
tant contribution toward understanding the necessity and
different functions of the large number of Tpm isoforms
located and active in living cells. It requires further studies
to demonstrate whether gelsolin-Tpm complexes play a
physiological role in the regulation of actin dynamics in
living cells and how the calcium concentrations applied in
this work are relevant in vivo.
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