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SZINONIMAK

aktin monomer — G-aktin

aktin filamentum — F-aktin

domén — alegység

szoges vég — plusz vég — + vég
hegyes vég — minusz vég — - vég
tiledék — pellet — P

feliiluszo — szupernatans — SN
»severing” — fragmentald — darabold

,,szekvesztralo” — monomer formaban tartod



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1.  Aktin

Az aktin az eukariota sejtekben legnagyobb mennyiségben eléfordulé fehérje, a
mikrofilamentum-rendszer 6 alkotd eleme. A sejtmikodés szabalyozasanak nélkiilozhetetlen
funkcionalis egysége, mely olyan folyamatokban jatszik kulcsszerepet, mint a sejtvaz
kialakitasa, transzport folyamatok 1étrejotte vagy a sejtmozgas [1,2,3].

Az aktin 1942-es véletlennek kdszonhetd felfedezése Banga Ilona és Szent-Gyorgyi Albert
nevéhez flizodik [4,5,6]. A felfedezést megeldzéen Szent-Gyorgyi kutatocsoportjdnak mar
sikerlilt izolalniuk egy alacsony viszkozitdsi miozint nyul vazizombol 0,6 M KCI jelenléte
mellett, melyet miozin A-nak neveztek el. Egy fehérje preparalas soran Banga Ilona a miozin
extrakciot késon fejezte be, ezért a fehérjét éjszakan at hidegszobaban hagyta 0,6 M-os kalium-
klorid oldatban. Mésnap egy érdekes megfigyelést tett, a miozin zselészerti, viszkozus anyagga
alakult at (miozin B) az éjszaka soran. Feltételezték, hogy az oldat eltérd viselkedése egy masik
fehérje megjelenésének tulajdonithatd. Ennek igazolasara izoldltdk a miozin A-t, majd a
maradék apritott izmot ¢jszakan at hidegszobaban hagytdk. Masnap desztillalt vizzel térténd
mosast kdvetden acetonnal szaritottdk az izomforgacsot annak érdekében, hogy eltavolitsak a
maradék KCl-ot és egyéb citoplazmatikus fehérjét. Az aceton-extrahalt izomforgacsbdl kinyert
fehérje a miozin B-hez hasonléan igen viszkézus oldatot képzett a miozin A-val. Az igy
felfedezett fehérjérdl azt gondoltak, hogy egy aktivalt miozin, és ez alapjan Szent-Gyorgyi
Albert aktinnak nevezte el [7]. Az aktin izolalasanak kidolgozasaban ¢és kivitelezésében egy
fiatal biokémikusnak, Straub Ferenc Brinonak nagy szerepe volt. Straub azt is felfedezte, hogy
az extrahalo oldattdl fiiggden kétféle aktint kiillonboztethetiink meg. Egy viz alapt extrakcidval
alacsony viszkozitast oldatot kapunk (aktin monomer), melyhez kalium-kloridot adva megné
annak viszkozitdsa (F-aktin) [8]. A késobbiekben azt is sikeriilt kimutatni, hogy az aktin
monomer ATP-t kot, mely a polimerizaci6 soran adenozin-5’-difoszfattd és inorganikus
foszfatta hidrolizal [9]. Csak késobb irtak le, hogy az aktin nemcsak az izomnak, hanem a nem-
izom sejtek citoszkeletonjanak is alapvet6 épito eleme [10,11].

Az aktin egy 375 aminosavbdl 4ll6, 42,3 kDa molekulatomegi fehérje, mely a sejtben monomer
(G-aktin) vagy filamentalis (F-aktin) formaban fordul eld. Az aktin monomer - DNaz [ komplex
haromdimenzios rontgen-krisztallografids szerkezete 1990- ben valt ismertté [12]. Az aktin
molekula szerkezetileg két doménre oszthatd, melyeket tovabbi két-két alegység alkot. A kis

domén az 1-es és 2-es alegységbdl, a nagy a domén 3-as és 4-es alegységbol all (1. abra) [13].
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1. abra: Az aktin monomer szerkezete (PDB: 1ATN)

A molekula szerkezetében megfigyelhetd két arok. Az 1-es és 3-as alegység kozotti arok az
aktin monomer szoges végén (+ vagy ,,barbed-end”’) helyezkedik el és elsddleges kotohelye az
aktin monomer-koto fehérjéknek. A fehérje hegyes (- vagy ,pointed end”) végén, a 2-es €s 4-
es alegység kozott talalhato egy hidrofob arok, mely kétdhelye az adenin-nuleotidoknak (ATP
vagy ADP) és divalens kationoknak [14]. Az ATP jelenléte nélkiilozhetetlen az aktin monomer
stabilitasdhoz, nukleotid-mentes kornyezetben a fehérje gyorsan denaturalodik. Az aktin
molekula szamos konformaci6é valtozdson mehet keresztiil attol fiiggden, hogy milyen
nukleotidot és/vagy kation kot. Az aktin-kotd fehérjék kotddése modositani képes a molekula
szerkezetét. Az aktin monomerek megfeleld koriilmények kozott képesek egymashoz kotni és
polimerizacid6 révén létrehozzak az aktin filamentumot. Filamentum képzddéshez a
legkedvezdbb a Mg-ATP - G-aktin allapot [15]. Az aktin polimerizacié egy tobb 1épésbdl allo
szabalyozott folyamat, ahol a kdvetkezd szakaszokat kiilonboztetjilk meg: 1) nukleacio, 2)

elongécid és 3) dinamikus egyensuly (,,treadmilling” vagy ,,taposdémalom”) (2. abra).



1) Nukleéaci6 soran két aktin monomer Osszekapcsolddasabol jonnek létre az aktin dimerek,
majd egy tjabb monomer hozzakapcsolddasaval alakulnak ki a trimerek, masnéven nukleacios
magok vagy nukleuszok. Az igy l1étrej6tt nukleuszok nagyon instabilak, konnyen monomerekké
eshetnek szét, kialakulasuk pedig egy viszonylag lassu folyamatnak tekinthetd [16]. A
nukleuszok kialakuldsanak sebessége meghatarozza az aktin polimerizacids sebességét.

2) A polimerizacio kovetkezd szakasza az elongécio, melynek sordn a nukleuszokbol felépiil
az aktin filamentum.

3) Az utolsé fazisban beall egy dinamikus egyenstly, az ugynevezett ,taposémalom”
(,,treadmilling”). Ebben az egyensulyi allapotban monomerek épiilnek be a filamentumba
(asszociacid) és valnak le a filamentumrdl (disszociacid) eltéré kinetikaval, mikdzben a

filamentumok hossza nem valtozik.
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2. dbra: Az aktin polimerizacio lépései [6,17,18]

Az aktin polimerizacioja soran kialakult F-aktinra jellemzd, hogy szerkezeti és kinetikai
polaritassal rendelkezik, ami az aktin monomerek rendezett orientacidjanak a kovetkezménye.
Szerkezetét tekintve két protofilamentum Gsszekapcsolddasabol allo jobbmenetes a-hélixnek
tekinthetd. Megkiilonbdztethetiink egy gyorsan novo plusz (szoges vég) véget €s egy lassan

novo minusz (hegyes vég) véget [19]. A szdges vég alegységei elsdsorban ATP-t, mig a hegyes

..........
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filamentum mindkét végén végbemend folyamat. Mindkét vég esetén meghatarozhato egy
disszociacios egyensulyi allando — masnéven kritikus koncentracid (Cirisitus) — ami az
asszociacios (k+) és disszociacios (k) allandok hdnyadosabol szdmolhato ki (k/k+). A kritikus
koncentracido az a G-aktin koncentracid, amely felett spontan lejatszodik a polimerizacio
folyamata. Ertéke Mg?'- ATP - G-aktin esetén a szoges végen ~100 nM, mig a hegyes
végen ~ 700 nM [20].

Az aktin filamentum egy koriilbeliil 7 nm atmérdjii homo-oligomer. A filamentum az aktin
monomerek alkotta két linedris lancbol all, melyek egymassal kettds hélixet alkotnak (3. abra)
[14,21]. Az elsé nagy felbontasu aktin filamentumrdl késziilt szerkezeti modell Kenneth
Holmes nevéhez flizédik (3. dbra) [12]. Az egyik legismertebb aktin filamentum modell az Oda
és kutatocsoportja altal 2009-ben leirt modell, mely 3,3 A sugariranyt és 5,6 A ekvatoridlis
felbontasban mutatja az aktin filamentum szerkezetét [22]. A polimerizacid soran 1étrejott aktin
filamentum az aktin protomerekbol all6 polarizalt hélix, mely egy duplaszala 37 nm-es
menetemelkedésii jobbmenetes hélixként, valamint egy egyszalu alacsony menetemelkedésii
(2,75 nm) balmenetes hélixként (genetikus hélix) definialhato [22]. A legtijabb 5,5 A felbontasu
aktin filamentumot leir6 modellt Krio elektronmikroszkopos technika segitségével hoztak 1étre

2017-ben [23].

3. abra: Az aktin filamentum Kenneth Holmes altal leirt modellje, mely 13 ismétlédo

alegységet (G-aktin) tartalmaz [24].

Az aktinnak szamos izoformdja 1étezik [25]. Rendszertani besorolastol fiiggden eltérd szamu
aktin gén ismert, melyek az aktin izoformakat kédoljak. Eleszték esetén egy gént, mig
Drosophila melanogasterben és emlosokben 6 aktin gént kiilonboztethetiink meg. A human
genom két citoplazmatikus és négy funkcionalis izom aktin gén tartalmaz, melyekrdl 6
izoforma fejezédik ki [26]. Igy megkiilonboztethetiink alfa (o))-szkeletélis, szivizom, simaizom
¢és y2-simaizom specifikus izoformakat. Beszélhetiink tovabba B és yl citoszkeletalis aktin

izoformakrol is. Szekvenciajukat tekintve elmondhat6, hogy az aktin izoformdk csak néhany
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aminosavban térnek el egymastdl. Ennek megfeleléen a fobb szerkezeti és biokémiai
tulajdonsdgaik hasonloak, de kisebb eltérések megfigyelhetdk kozottiik.

Az aktinnak szamos homologja ismert prokarioétakban. Ilyen példaul az MreB (,,murein cluster
E B”) [27,28] és a ParM (,,Partitioning M”). Ezek szerkezetiiket és funkcidjukat tekintve is
nagyon hasonlitanak az eukaridta aktinhoz, amibdl feltételezhetd, hogy egy kozods Ostdl

szarmaznak [29].
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2.2.  Aktin-kotd fehérjék

Az aktin monomerek filamentumba épiilése, a polimerizacid/depolimerizacid folyamata
sejttipustol fliggetleniil aktin-kotd fehérjék szabdlyozasa alatt all. A partner fehérjék az aktin
monomerhez és/vagy a filamentumhoz kapcsoldodva képesek modositani annak szerkezetét,
ezaltal megvaltoztatni biologiai funkcioit. Nagyszamu aktin-koto fehérje ismert, melyeket
altalaban az aktinra kifejtett hatdsuk alapjan osztalyoznak (4. abra). Ez alapjan az aldbbi aktin-
kotd fehérje csaladokat kiilonboztethetjiik meg [30,31]:

1) ,,Szekvesztralo” fehérjék

2) Nukleacios faktorok

3) Filamentum depolimerizacidjat eldsegitd fehérjek

4) Sapkazo6 (,, capping”’) fehérjék

5) Aktin filamentum stabilizal6 fehérjék

6) Keresztkotod fehérjek

7) Motor fehérjék.
Nem-izom sejtekben a monomerek koncentracidja koriilbeliil 100 pM, ami megkdzelitdleg
50%-a az Osszaktin koncentracionak. Ahhoz, hogy a sejtek fenn tudjak tartani ezt a nagy
mennyiségli nem polimerizalt aktin raktart, aktin monomer-k6té fehérjékre van sziikség,
melyek G-aktinhoz vald kotésiikkel megakadalyozzak a monomerek filamentumba valo
beépiilését, ugynevezett ,, szekvesztralo ” funkciot latnak el. Ilyen fehérje példaul a timozin-p4,
a profilin vagy az altalunk vizsgalt twinfilin is [32,33,34].
Az aktin-k6t6 fehérjék egy masik csoportja, a nukleéacios faktorok. Ezek a fehérjék haromféle
Arp 2/3, mely az aktin nukleusz mimikalasaval, nukleaciot eldsegitd fehérjékkel kdlcsonhatva
segiti eld a nukleaciot és rovid elagazddasokat tartalmazé aktin filamentumokat hoz 1étre [35].
A WH2 domént tartalmazo fehérjék tobb aktin monomert képesek megkodtni, igy segitve a
polimerizaci6 folyamatat. A 1étrejott filamentumok eldgazddasoktol mentesek [36]. Ebbe a
csoportba tartoznak a formin fehérjecsaldd tagjai is. Ko6zos jellemzdjiik, hogy képesek
is. A forminok FH2 (formin homologia 2) alegysége jatszik dontd szerepet az aktin
filamentummal alkotott kdlcsonhatas kialakitasaban [39].
Az aktin filamentum depolimerizaciojat eldsegitd fehérjékre jellemz0, hogy hozzajarulnak az

F-aktin G-aktinna valo6 4talakulasdhoz. Ide tartoznak a fragmentél6 fehérjék is, melyek az aktin
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filamentumhoz koétédve képesek azt feldarabolni, ezt ,,severing” funkcionak hivjuk. Ilyen
tulajdonsaggal rendelkezik példaul a kofilin és a gelsolin [30].

Az aktin-koté fehérjék kovetkezd tipusa a sapkdzo fehérjék, melyek az F-aktinhoz kotve
megakadalyozzak példaul a filamentum szétszerelodését vagy mas fehérjékkel valo komplex
formalodasat. Ilyen fehérje példaul a gelsolin vagy a twinfilint is kotd heterodimer ,, capping”
protein (CP) [40], melynek részletes targyalasa a dolgozat kdvetkezo fejezetében torténik.

A kialakult aktin filamentum stabilizalasat tropomiozinok valamint keresztkotd fehérjék, mint
példaul az a-aktinin végzik [41,42]. A keresztkotések kovetkezményeként alakulhatnak ki az
aktin halézatok ¢és kotegek. Ezeknek olyan magasabb szintli szerkezettel rendelkez6 struktarak
kialakuldsdban van szerepe, mint példaul a mikrovillusok vagy filopédiumok [43].

A miozin fehérjecsalddba nagyszdmt fehérje tartozik, melyek filogenetikailag XXXIV
kiilonalld csoportba oszthatok [44], de ezek koziil csak a miozin Il izomspecifikus [45]. A
miozinok aktin alapti motorfehérjék, melyek az aktin filamentum mentén a plusz vég iranyaba
mozognak ¢és mechanikai er6t képesek kifejteni az ATP hidrolizis kémiai energiajat
felhasznalva [46]. Nélkiilozhetetlenek olyan folyamatokban, mint példaul a sejtmozgas,

sejtosztodas, vezikularis transzport vagy izomosszehuzodas folyamata [47].

Filamentum veég kotés ("sapkazas™) Keresztkoto fehérjek

"Szekvesztralo” feheérjek

o
O'Q Qb
fcXa)
Roé)czal:}> 850 => &
og © &on
Monomerek Nukleacio
]
e ©
o ©°
O

Xy
ey
88

Depolimerizacio 8
"Szevering” fehérjék

4. abra: Az aktin-koto fehérjék szerepe a polimerizacio és depolimerizacio folyamataban [48].
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Erdemes megjegyezni, hogy létezik az aktin-koto fehérjéknek mésfajta felosztasa is, ahol nem
a funkcid, hanem szerkezeti alegység szerint csoportosithatjuk az aktin-kotd fehérjéket. Vannak
olyan fehérjék is, melyek nem egyértelmiien sorolhatok be egy adott csaladba, mivel tobb
funkcioval is rendelkeznek. Ilyen példaul a gelsolin, ami a ,,severing” hatasa mellett képes az

aktin filamentum szoges végét is sapkazni [30].
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2.3. Twinfilin

A twinfilinek az aktin-kotd fehérjék ADF/kofilin fehérjecsaladhoz tartoznak [49]. A csaladba
tartozd fehérjékre daltalanossdgban jellemz6é, hogy rendelkeznek legalabb egy aktin
depolimerizalé faktor homolédgia (;, actin-depolymerizing-factor homology — ADF- H”)
alegységgel. Az ADF-H alegység egy 13-19 kDa nagysagu globularis modul, mely egyarant
képes az aktin monomerhez és a filamentumhoz is kotni. Elsddleges szerkezetvizsgalatok
alapjan a csalad tovabbi 6t fehérje-osztalyra bonthat6d, igy beszélhetiink az ADF/kofilin;
twinfilin (TWF); Abpl/drebrin; koaktozin és glia-érési faktor (GMF) osztalyrol [S0]. A
fehérjék sematikus szerkezetét és kotOpartnereik listdjat az alabbi tablazat mutatja be

(1. tablazat).

Szerkezet ADF-H alegység
kotépartnere
ADF/kofilin G-aktin, F-aktin
Twinfilin G-aktin
GMF Arp2/3 komplex
Koaktozin F-aktin
Abpl - éleszté CA op @ F-aktin
ADF-H

- emlds m P c F-aktin

Drebrin ADF-H CH |22 F-aktin ?

1. tablazat: Az ADF/kofilin csaladhoz tartozo fehérjék osszehasonlitasa szerkezet és aktinhoz
valo kotés alapjan (ADF-H — aktin depolimerizalo faktor homologia alegység, CA —
kézponti savas régio, pp — prolin gazdag régio, CH — toltott hélix, SH3 — Src homolog
alegyseg, H— Homer-kotési mintazat) [50].

Az ADF-H alegységek csak koriilbeliil 20%-o0s szekvencia azonossdgot mutatnak aminosav
szinten, ennek ellenére a doménre egy altalanos feltekeredési mintazat (,, folding”) jellemzo
[50][51]. A hasonl6 harmadlagos és negyedleges szerkezet ellenére az ADF/kofilin csalad

tagjai jelentdsen eltérd biokémiai és sejtbioldgia tulajdonsadgokkal rendelkeznek.
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A twinfilint eldszor 1994-ben irtdk le A6 protein tirozin kinaz néven [52,53]. Tovabbi
vizsgélatok soran azonban kideriilt, hogy a twinfilin nem tartalmazza a protein kindzokra
jellemzd szekvencia mintazatot és nincs kimutathat6 kinaz aktivitasa. Ezt kovetden Goode és
kutatocsoportja 1998-ban Saccharomyces cerevisiae genomjabol azonositott egy addig
ismeretlen fehérjét, mely két kofilin-szerli szekvenciat tartalmaz és elnevezték twinfilinnek,
ami annyit tesz ,.kofilin-szerli ismétlodes” (,, cofilin-like repeats”) [54]. A sarjadz6 élesztén
kiviil leirtak, hogy a twinfilineknek 1étezik Caenorhabditis elegans, egér €s human izoformaja
is [54], mely alapjan elmondhaté, hogy egy evoliciosan konzervalt fehérjecsaladrol van szo.

A twinfilinek koriilbeliil 37 kDa molekulatomegili fehérjék, melyek a ndvényeket kivéve az
Osszes eukaridtaban megtaldlhatok. Két ADF-H alegységbdl, az ezeket 0sszekotd rovid kapocs

régiobol és egy flexibilis C-termindlis farki régiobol épiilnek fel (5. dbra).

A

ADF-H ADF-H

N-terminalis Linker C-terminalis  Farkirégid
(134-139as)  (26-34as)  (149-175as) (11-30as)

N-terminalis alegység

C-terminalis alégység

5. abra: A) A twinfilin sematikus felépitése és B) lehetséges szerkezeti modellje az ismert N
és C terminalis alegységek alapjan (PDB:1M4J és 2HD7)[34] .

A két alegység koriilbeliil 25%-o0s szekvencia azonossagot mutat és ~20% -ban hasonld
szekvenciaval rendelkezik Osszehasonlitva mas ADF-H mintazattal rendelkezé fehérjék
alegységeivel [49,54]. A filogenetikai analizisek azt mutatjak, hogy az eltérd fajokbol szarmazo
egyedi ADF-H alegységek kozelebbi rokonsagban allnak egymassal, mint egy adott fehérjéhez
tartozo két alegység (6. abra). Ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a twinfilinekben kialakult
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ADF-H alegység duplikatum még azeldtt kialakult, miel6tt a fajok elkiiloniilése megtortént
volna. [50].

6. abra: Az ADF-H alegységgel rendelkezo fehérjék filogenetikai analizise.

Szomszédosszevono vagy ,, Neighbor-Joining” (NJ) klaszterezé modszerrel és CLUSTAL-W
modell segitségével készitett filogenetikai fa, mely humadn (HS), egér (MM), Drosophila
melanogaster (DE), Cenorhabditis elegans (CE), Saccharomyces cerevisiae (SC),
Schizosaccharomyces pombe (SP) és Arabidopsis thaliana (AT) fajok ADF-H alegységeit

kodolo aminosav szekvenciak alapjan késziilt [50].

A twinfilin C-terminalis domén-aktin monomer komplex kristalyszerkezetét Paavilainen és
munkatérsai irtak le 2008-ben (7. abra) [55]. A szerkezet ismeretében megallapithato volt, hogy
az ADF-H alegységek egy strukturdlisan konzervalodott aktin-k6té mintazatot hoznak 1étre.
Kimutattak, hogy kémiailag a kofilin és twinfilin N-termindlis alegysége nagyon hasonlo, és a
legnagyobb kiilonbségek a kofilin aktin filamentum-kotd régiojanal figyelheté meg. Ezek a
differencidk szerkezetileg is bizonyitjdk a két fehérjecsaldd eltéré kotodését az aktin

filamentumhoz [55].
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alegység 2

alegység 4

G-AKTIN

alegység 3

TWINFILIN C-TERMINALIS
ALEGYSEG

7. abra: A twinfilin C-termindlisanak aktin monomerrel alkotott komplexe 2,55 A felbontasban
(PDB:3DAW).

A twinfilinekre jellemzd, hogy képesek G - aktint kotni és annak ellenére, hogy két potencialis
aktin-kotd hellyel rendelkeznek, stabil 1:1 ardnyt komplexet képeznek az aktin monomerrel
[54,56,57]. A twinfilin géatolja a nukleotid kicserélddést a monomer aktinon és megakadalyozza
azok beépiilését az aktin filamentum szdges végéhez [54,58]. A kofilinekhez hasonléan a
twinfilinek is nagyobb affinitdssal kétddnek az ADP - G - aktinhoz (Kp=0,05 pM), mint az
ATP - G - aktinhoz (Kp=0,47 uM) fiziol6gias ion-koncentraci6é mellett [5S9]. Az eml6s twinfilin
két ADF-H alegysége egymastol fliggetlentil képes kotni €s verseng az aktin monomer kotésért.
A C-terminalis alegység hasonlo affinitassal kot a G-aktinhoz, mint a teljes hosszusagu fehérje
¢s koriilbeliil 10-szer nagyobb affinitidssal, mint az N-terminalis domén [59]. A fentiek alapjan
feltételezhetd, hogy a twinfilin eldszor az N-termindlisan keresztiil kot a G -aktinhoz, majd egy
konforméciovaltozast kovetden a nagyobb affinitassal kotddd C-termindlis veszi at az aktin
monomert [59].

Tanulmanyok igazoljak, hogy a twinfilin képes az aktin filamentumhoz is kapcsolodni. Az
¢leszté twinfilin képes az aktin filamentumhoz kotni és feldarabolni azt, ezaltal gyorsitja a
filamentum szétszerelddését in vitro [60]. Az egér twinfilin képes sapkazni a filamentum szdges
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végét ¢és ezt nagyobb affinitdssal teszi abban az esetben, ha a végen 1évé aktin ADP-t kot [58].
A twinfilin sapkazé funkcidjahoz mindkét ADF-H alegység jelenléte sziikséges, ami
magyarazatul szolgalhat, hogy miért két nagyon hasonlo alegységbdl épiil fel a twinfilin [58].

A twinfilinnek az aktinon kiviil ismert egy masik kot partnere, a heterodimer ,,capping
protein” (CP vagy sapkazo fehérje), melyhez a C-terminalis végével kot. A CP egy szabalyozo
fehérje, mely képes a filamentum szoges végéhez is kotni. A két fehérje interakcidja nem
befolyésolja az aktin kotést és a ,,sapkdzo” funkciot, ugyanakkor nélkiilozhetetlen élesztok
esetén a twinfilin megfeleld sejten beliili lokalizaciojahoz €s funkcidjahoz in vivo [56,61].
Nemrégiben leirtak, hogy a twinfilin C-terminalisan 1év6 farki régioja tartalmaz sapkdzo fehérje
gatlo (CPI-szertl) szekvenciat, melyen keresztiil kotddik a fehérjéhez. Bizonyos fehérjék, mint
példaul a V-1 és a CARMIL, képesek megakadalyozni a fehérje filamentum végzard funkcidjat,
annak direkt gatlasa vagy a filamentum szdges végérol valo levalasztasa révén. A twinflin a CP
fehérjéhez vald kapcsolddasaval képes lesz megvédeni azt a fent emlitett fehérjék gatld
hatasatol [62].

A twinfilin aktivitdsa komplex modon szabalyozott folyamat, habar a szabalyozas
mechanizmusanak részletei még nem ismertek. Elesztd és egér twinfilin esetében ismeretes,
hogy kotddnek a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfosztathoz (PI(4,5)P2) és a kotddés létrejotte
korlatozza a fehérje szekvesztrald aktivitasat, tovabba éleszténél a P1(4,5)P, kotddése gatolja a
filamentum-darabol6 funkciot is [56,61]. A legujabb eredmények szerint a twinfilin nemcsak a
P1(4,5)P>-h6z, hanem mas foszfo-inozitolokhoz is képes kotni, és ezek nagy affinitasu
kotohelye a fehérje C-temindlis végén helyezkedik el. Elektrosztatikus kolcsonhatas révén a
twinfilin a sejtmembranhoz kapcsoldodik a kdvetkezd sorrendet részesitve eldnyben: PI(3,5)P2,
P1(4,5)P», and PI(3,4,5)P3 [63]. A kialakult twinfilin-foszfoinozitol kapcsolat akadalyozza a
twinfilin aktinhoz vald kotddését. Az is ismeretes, hogy a foszfoinozitolok ¢és a CP fehérje
kotohelyei atfedésben vannak, igy feltétezehetd, hogy a foszfoinozitolokkal létrejott
kolcsonhatas gatolja a heterodimer ,,capping protein” kotését [63]. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a twinfilin C-terminalis farki régidja egy konzervalodott multifunkcionalis
kotohelyet tartalmaz, mely elengedhetetlen a sapkazd fehérje kotéséhez ¢és a twinfilin
foszfoinozitolokban gazdag membranokhoz val6 kapcsolodasdhoz [63].

A twinfilinnek szdmos izoformaja létezik. Alacsonyabb rendli eukariotdkban egy ismert, mig
emldsokben harom izoformajat kiilonboztethetjiik meg, igy beszélhetiink twinfilin-1, twinfilin-
2a ¢és twinfilin-2b izoformardl. A twinfilin-2a és 2b ugyanarrdl a mf2 génrdl irddik at és csak
az N-termindlisukban mutatnak kis mértéki eltérést [64]. Annak ellenére, hogy a kiillonb6zo

izoformék nagyon hasonlé bioldgiai és biokémiai tulajdonsadgokkal rendelkeznek, mégis eltérd
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expresszids mintazatot mutatnak. A twinfilin-1 és twinfilin-2a féleg embridkban, felndttek
esetén pedig a nem-izom sejtekben expresszalodnak, mig a twinfilin-2b féleg a felnétt sziv- és
vazizomban figyelhetd meg [64]. A legujabb tudomanyos kisérletek alapjan elmondhato, hogy
az emlosokben megtaldlhato harom izoforma mindegyike képes gyorsitani a szoges vég
depolimerizacidjat [65]. Ez a felfedezés arra enged kovetkeztetni, hogy ez egy kozos Ostol
szarmazo, az evolucid sordn kizardlagosan megtartott funkcidja a fehérjének. Egér
izoformakkal végzett kisérletek soran kimutathat6 volt tovabba, hogy mindharom izoforma
Srv2/CAP fehérjével kdlcsonhatva indukalja a gyors minusz vég depolimerizaciot ellentétben
az ¢élesztd twinfilinnel, melynél ez a funkci6 hidnyzik. Mindemellett kimutattdk, hogy alacsony
twinfilin koncentraci6 esetén a twinfilin Ondlléan nem képes a gyors depolimerizaciot
eldsegiteni, csak ha az Srv2/CAP N-terminalis vége is jelen van [65].

A nagyszamu tanulmany ellenére a twinfilin pontos biologiai funkcidja még felderitésre var,
napjainkban is szamos kutatds folyik ezen a teriileten. Példaul az élesztd (Saccharomyces
cerevisiae) twinfilin génjében bekovetkezd defektus ellenére a sejtek életképesek voltak,
ugyanakkor szubkortikalisan megnovekedett aktin-aggregatumok jottek 1étre. A twinfilin gén
delécio bizonyos kofilin és profilin mutaciokkal egyiitt letalis [54,61,66]. Elesztdkben a fehérje
tultermeltetése az aktin citoszkeleton depolimerizacidjahoz vezetett és a citoplazmaban kotegek
1étrejottét indukalta [54]. A kozonséges muslica (Drosophila melanogaster) twinfilin génjének
karosodtak; abnormalis sortendvekedés és szem-morfologia volt megfigyelhetd, valamint
karosodott az axonalis novekedés az agyban [67]. A twinfilin-1 tilzott expresszidja nem-izom
egér sejtkulturdban kevesebb stressz szal és abnormalis, féregszerli aktin filamentumok
kialakulasat eredményezte [57].

Szamos betegség kialakulasanal vizsgaltak és leirtak a twinfilin esetleges szerepét. A TWF-1
szabalyozza az intracellularis aktin dinamikdjat, ezaltal befolyasolja a sejtmozgast és a
migraciot. Szerepet jatszik emellett az embriondlis fejlddésben, igy a fehérje defektusa
daganatképzddéshez ¢és sejtkarosoddshoz is vezethet [68]. A twinfilin - 1 sejtmorfoldgia
szabalyozasaban betoltott szerepét igazolja példaul, hogy szivizom hipertrofia esetén
emelkedett twinfilin szint volt kimutathat6 [69]. Szamos kutatocsoport vizsgalja, hogy a
citoszkeletalis héalézat szabalyozdsdban résztvevd fehérjék géndefektusai miként hatnak a
tumorok progresszidjara és a kapott eredményeket hogyan lehet hasznositani a daganatos
megbetegedések kezelésében. Leirtak, hogy a twinfilinnek szerepe lehet bizonyos kemoterapias
szerek hatékonysdganak elosegitésében. A kisérletekben egérmodelleket hasznaltak,

amelyekben tumorok kialakulasat indukaltdk bizonyos génszakaszok elnémitdsaval egy
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specialis sShRNS (,,small hairpin”/révid hajtii RNS) kdnyvtar segitségével [70]. Megallapitottak,
hogy a limfoma sejtek egyensulyanak fenntartdsaban az aktin dinamikéjat és a sejtmozgasat
szabalyozo fehérjéknek kulcsfontossagl szerepe van. A vizsgalatok kideritették, hogy ezek a
fehérjek ,,bona fide” célteriiletei a limfoma gyogyszeres kezelésének. Kimutattdk, hogy az
alkalmazott két célfehérje (Rac2-t, twinfilin-1) szupresszidja erdsitheti a kemoterapias szerként
alkalmazott vincristine hatasat [71].

A twinfilin-2 izoformat nemrégiben egy 1j sztereociliaris fehérjeként azonositottak és a belsd
fiil szérsejtjeinek a mikodésében jatszott szerepét vizsgaltak [72]. A sztereocilium nyulvanyok
aktinban gazdag kotegekbdl 4llnak ¢és az aktin dinamikdnak fontos szerepe van a
fenntartasukban. Emellett feltételezik, hogy a nyulvanyok hosszanak szabalyozasaval
kapcsolatban két miozin, a miozin VIla és a miozin XVa is szerepet jatszhatnak. A miozin XVa
a sztereociliumok csucsan expresszalddik a nyalvany hosszaval aranyosan, hidnyaban
1épcsdzetes kotegeket tartalmazo nagyon révid nyulvanyok alakulnak ki. A miozin Vlla viszont
a rovid sztereociliumokban mutathaté ki, hianya miatt pedig abnormalis hossziisagl
sztereociliumok jonnek létre. Leirtdk, hogy a miozin VIla és a twinfilin-2 kdlcsdonhatasban
allnak egymassal. A twinfilin-2 a szdrsejtek aktin filamentumainak a ,,sz6ges”-végén gatolja a
polimerizacidt, lokalizacidja pedig atfedést mutat a miozin VIla elhelyezkedésével. A miozin
Vlla fibroblasztban torténd exogén expresszidja sordn azt tapasztaltadk, hogy csokkent a
filopodiumok szadma, és ezek csucsai koriil akkumulalédott a twinfilin-2. Eredményeikbdl arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a twinfilin-2 és a miozin VIla kozotti kolcsonhatas alacsony
aranyu aktin ,,turnover” kialakuldsat okozza a révid sztereociliumokban és igy felelds ezek

1épcsdzetes kotegeinek hosszvaltozasaiért [72].
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran célul tliztem ki, hogy vizsgaljam az aktin monomer szerkezetében és

dinamikajaban twinfilin jelenlétében bekovetkezd valtozasokat és meghatarozzam a twinfilin

aktin filamentum depolimerizaciojara kifejtett hatasait.

A kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Képes-e kotddni az altalunk expresszalt Hisztidin-taggel rendelkezd egér twinfilin-1 az
aktin monomerhez, és ha igen, milyen affinitassal teszi ezt?

Van-e hatasa a twinfilin-1-nek az aktin nukleotid kicserélodésére?

Hogyan valtozik meg a nukleotid-kotd zseb konformacidja twinfilin-1 jelenlétében?
Hogy valtoztatja meg a twinfilin-1 az aktin monomer kis alegységének szerkezeti és
konformaécios dinamikéjat?

Van-e Osszefliggés a konformdacio-valtozas €s az aktin monomer termodinamikai
stabilitdsa kozott?

Az altalunk hasznalt twinfilin-1-es izoforma képes-e kotni az aktin filamentumhoz ¢és
ha igen, milyen erds a kotddés?

A twinfilin-1 befolyéasolja-e az aktin filamentum depolimerizacidjat? Mutat-e a
folyamat pH-fliggést, és ha igen, hogy valtozik a depolimerizacié sebességi allandoja
twinfilin jelenlétében eltérd pH értékeken?

Rendelkezik-e az egér twinfilin-1 izoforma aktin filamentum darabolé funkcidval?
Milyen koriilmények kozott valosulhat meg ez a hatas?

Van-e hatasa a twinfilin-1-nek az F-aktin termodinamikai stabilitasara?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A kisérletekhez hasznalt fehérjék eldallitasa és fluoreszcens jelolése

4.1.1. Aktin preparalasa

Jelen tudoményos munkaban az egér twinfilin-1 hatasait vizsgaltuk az aktin monomer és
filamentum tulajdonsagaira. Az Aaltalunk hasznalt twinfilin izoforma a citoszkeleton
mikrofilamentalis rendszeréhez kapcsolodik, ugyanakkor vazizombol preparalt aktin izoformat
(a-aktin) hasznaltunk a kisérletes munkainknal a jol bejaratott, eredményes fehérjepreparalas
miatt. Kisérleteinkhez hasznalt aktin preparalashoz eldszor aceton-extrahalt izomforgacsot
készitettiink nyal vazizombol (Oryctolagus cuniculus) [8]. Ezt kovetden a kalcium kotott
G - aktin (Ca*"-ATP-G-aktin) izolaldsa és tisztitisa Spudich és Watt modszere alapjan
Mossakowska altal modositott mddon tortént [73,74]. A tisztitott G-aktint A pufferben (4mM
Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM CaCl,, 0,2 mM ATP, 0,5 mM MEA ¢és 0,005% NaN3) taroltuk. Az
ehhez a hulldmhosszhoz rendelheté extinkcids egyiitthaté (1,11 mg™! mlcm™) és a relativ

molekulatémege (42,3kDa) felhasznalasaval [75].

4.1.2. Eger twinfilin-1 expresszioja és tisztitasa

A fehérje szekvencidjat kodolo génszakasz pHAT?2 ampicillin rezisztens expresszios vektorban
allt rendelkezésiinkre. A pHAT2-TWF1 plazmidot Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
sejtekbe transzformaltuk, majd 100 pg/ml ampicillint hozzdadva ndvesztettiik a transzformalt
baktériumkultarat LB tapoldatban 0,6-as OD érték eléréséig. A sejtek indukcioja 0,2 mM IPTG
hozzaadésat kovetden 3 oran at 37 °C- on tortént. A fehérjét tartalmazo sejteket a tapoldattol
centrifugaldssal (Hermle Z36HK, 5630 g, 10 perc, 4 °C) valasztottuk el. A kinyert sejteket
20 mM-os Tris pufferrel (pH 7,5) atmostuk, majd 20 mM imidazol, 50 mM NaCl, 10 mM Tris
jelenlétében, a sejttomeggel aranyos protedz inhibitor koktél (Sigma—Aldrich) és 0,01 mg/ml
DN4az-1 enzim hozzaadasaval homogenizaltuk és szonikaltuk, hogy a fehérjét kinyerjik a
sejtekbdl. A fehérjét tartalmazd komponenst centrifugaldssal (Sorvall ultracentrifuga,
4 °C, 30000xg, 1 ora) kiilonitettiik el a sejttormeléktdl, majd a His-taggel rendelkezd twinfilin-
1 fehérjét affinitas kromatografiaval 20 mM — 1 M imidazol gradienst alkalmazva valasztottuk

el a sejtszuszpenziobol. A nem kivanatos fehérjék eltavolitasara ioncseréld kromatografiat

24



(Q- Sepharose), majd gélfiltracios elvalasztast (GE Healthcare, Superdex 75) alkalmaztunk. A
twinfilint tartalmazé eluatumot Vivaspin 10-kDa ,, cut off” (Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Németorszag) csOben koncentraltuk 100-300 uM koncentracid eléréséig, majd folyékony
nitrogénben fagyasztottuk és felhasznalasig - 80 °C-on taroltuk. A tarold puffer ATP mentes A
puffer (4 mM Tris, 0,1 mM CaCly, 0,5 mM MEA, 0,005% NaN3) volt, amire azért volt sziikség,
hogy ne kelljen a fehérje pufferdsszetevdinek, példaul soknak az aktinra kifejtett hatasaival
szamolni. Az egyes tisztitasi Iépések kozott a rekombinans fehérje tisztasagat SDS
az extinkciés egyiitthatot a ProtParam program segitségével hataroztuk meg, ami

39100 M- ! cm™ -nek adddott [76].

4.1.3. Az aktin fluoreszcens jelolése

A fluoreszcencia spektroszkopiai és mikroszkopiai kisérleteink kivitelezéséhez az aktin

kiilonbozo fluoroforokkal vald jeldlésére volt sziikség.

1, N®-etenoadenozin-5'-trifoszfat (e-ATP) jeldlés:

Az aktin monomer fluoreszcens ATP analoggal torténd jelolését Perelroizen és munkatarsai
altal leirt moédon valdsitottuk meg [77]. A G-aktin koncentracidjat 50 uM-ra allitottuk be 1,2
ml végtérfogatban. Az oldatban 1év6 szabad ATP molekuldkat ioncserélé gyanta (180 pl, 50%
DOWEX 1x2-400, Sigma-Aldrich) hozzdadasaval tavolitottuk el. A G-aktin és az ioncseréld
gyanta elegyét centrifugaltuk (Eppendorf 5415R, 16100 g, 4 °C, 3 perc), ezzel eltdvolitva a
gyantat. A feliilluszohoz ismét 180 pl DOWEX-et adtunk, hogy a maradék szabad ATP-t
eltavolitsuk. Rovid inkubaciot (5 perc) kovetden a centrifugalast megismételtiik, hogy teljesen
elkiilonitstik a G-aktin oldatot az ioncseréld gyantatol. A Ca-G-aktin mintat (50 uM) 6tszords
molaris toménységli e-ATP-vel (a végsd koncentracio 250 uM) Osszekevertiik és ¢jszakan at
jégen inkubaltuk. Mésnap az e-ATP-vel jelolt G-aktin-t 3 percig inkubaltuk az ioncseréld
gyantaval, majd centrifugélas kovetkezett (Eppendorf 5415R, 16100 g, 4 °C, 3 perc), hogy

crer

spektrofotometridss mérésekkel hataroztuk meg, és ehhez 1,11 mg!mlcm™! extinkcids
koefficiens értéket hasznaltunk 280 nanométeren, melyet a fluorofér 320 nm-en mért

abszorbancidja segitségével korrigaltunk.
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N-jod-acetaminoetil-1-naftilamin-5-szulfonsav (IAEDANS) jel6lés:

Az aktin monomer cisztein 374 aminosav jelolését Miki és kutatocsoportja altal leirt modon
végeztikk [78]. 23 uM G-aktint polimerizaltunk 2 6ran at szobahdmérsékleten MEA mentes
A pufferben. Az F-aktinhoz 15-sz6r6s molaris feleslegben adtuk a fluorofort és 1 oran at
inkubaltuk szobahdmérsékleten. A jeldlést 2 mM B-merkaptoetanol hozzaadéaséaval allitottuk le.
Ultracentrifugalast (Beckman Coulter Optima Max Ultracentrifuga, 32800 g, 40 perc, 4 °C)
kovetden a jelolt aktint tartalmazo pelletet homogenizaltuk, majd éjszakan at dializaltuk A
meg, és ehhez 0,63 mg ml-'lcm™! extinkcids koefficiens értéket hasznaltunk 290 nanométeren,
melyet a fluorofér 290 nm-en mért abszorbanciaja segitségével korrigaltunk. Az IAEDANS

crer

jeldlési arany 80-100% volt.

Fluoreszcein-5-izotiocianat (FITC) jelolés:

Az aktin 61-es lizin aminosavanak fluoreszcein-5-izotiocianattal (FITC) torténd jelolése a
Burtnick 4ltal moddositott Miki ¢és kutatdcsoportja szerint leirt moddon tortént [79].
Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer kisérleteinkhez duplén jelolt aktinra volt sziikség,
igy az el6z6leg IAEDANS-szel jelolt aktin monomer egy részét megjeldltiik FITC fluoroforral
is. A jelolés megkezdése elott az IAEDANS jelolt G-aktint 4 mM boratot tartalmazé pufferben
(pH 8,5) 0,5 mM ATP, 0,1 mM CaCl,, | mM MEA) dializaltuk ¢jszakén at. A fluorofort, melyet
0,1 M NaOH-ban oldottunk fel, tizszeres molaris feleslegben adtuk az aktinhoz, majd a
reakcioelegyet 6vatosan kevertetve inkubaltuk szobahdmérsékleten 3 6ran at. Mivel a FITC
jeldlt aktin polimerizacios képessége sériil, igy a nem jelolt aktin eltavolitasa érdekében a mintat
polimerizaltuk 100 mM KCI és 2 mM MgCl, hozzaadasaval szobahémérsékleten 2 oran at.
Centrifugalast (Beckman Coulter Optima Max Ultracentrifuga, 32800 g 40 perc, 4 °C)
kovetden a jelolt aktint tartalmazé feliiliszobol a nem kotddott fluoreszecens festéket PD10

oszloppal tavolitottuk el. Utolsé Iépésként a FITC - G-aktint dializaltuk A pufferben. Az

crer

crer

koefficiens segitségével 493 nm-en hatdroztuk meg. A jel6lési arany minden esetben 80-100%

volt.
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N-(1-pirén)-jodacetamid jeldlés:

Az aktint N-(1-pirén)-jodacetamiddal jeloltik az aktin filamentum depolimerizacios
kinetikajanak a vizsgalatahoz fluoreszcencia spektroszkopiai kisérleteink soran [80]. Elso
1épésként a G-aktint (23 uM) MEA mentes A pufferben polimerizaltuk szobahémérsékleten 1
oréan at. Az igy létrehozott F-aktinhoz adtuk a fluorofort 10%-os tdmegarany feleslegben, majd
inkubaltuk szobahdmérsékleten 18 oran at. Ultracentrifugalas (Beckman Coulter Optima Max
Ultracentrifuga, 32800 g, 45 perc, 4 °C) segitségével kiilonitettiik el a pirén jelolt aktint az
oldatban jelenlévé szabad fluoreszcens festéktol. Homogenizalést €s dializist kovetden a pirén
jelolt aktin  koncentracigjat Jasco V-660 spektrofotométerrel hatdroztuk meg a
0,63 mg ' ml cm™! extinkcids egyiitthato felhasznalasaval 290 nm-en. Az aktinhoz kotétt pirén

crer

segitségével hataroztuk meg. A jel6lési arany 70-90 % kozott volt.

Alexa Fluor 488 szukcinimidil észter (Alexa488SE) jelolés:

TIRF mikroszkopos kisérleteink soran az aktin vizualizalasara Alexa Fluor 488 szukcinimidil
észtert hasznaltunk. A jel6lés sordn a G-aktint (50 uM) Pipes pufferben (20 mM Pipes, 0,2 mM
CaCl,, 0,2 mM ATP, 0,1 M KCIl, pH 6,9) dializaltuk éjszakan &t 4 °C-on). Ezt kdvetden 6-
szoros molaris feleslegben adtuk az Alexa488SE-t (dimetil-formamidban oldva) az F-aktinhoz,
ezt 1 6rés inkubacio kovette. A reakciot 10 mM Tris- HCI (pH 7,8) hozzdadasaval allitottuk le.
Ultracentrifugalast (Beckman Coulter Optima Max Ultracentrifuga, 32800 g, 40 perc, 20 °C)
kovetden a jelolt aktint tartalmazo pelletet felszuszpendaltuk és homogenizaltuk. A felesleges
festéket PD-10 oszlop alkalmazasaval tavolitottuk el. Kovetkezd 1épésben a jelolt G-aktint 2
mM MgCl, és 100 mM KCI jelenlétében polimerizaltuk (30 perc, szobahdmérséklet), majd
ultracentrifugaltuk a mintat. Az aktint tartalmaz6 pelletet G pufferbe (4 mM Tris-HCI, 0,1 mM
CaClz, 0,2 mM ATP, 1 mM DTT, 0,01% NaN3 pH 7,8) dializaltuk fénytdl védve éjszakan at
280 nm-en, ahol az abszorpciods koefficiens 1,11 mg™! ml cm™, a korrekciés faktor pedig 0,46
volt. Az Alexa488SE koncentraciojat 495 nm-en 71000 M cm™ extinkcios egyiitthatot

alkalmazva szamoltuk ki. A jel6lési arany 40-60 % kozott volt.
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4.2. Fluoreszcencia anizotropia mérések

,,Steady-state” fluoreszcencia anizotropia kisérleteket végeztiink a twinfilin-1 G-, valamint
F - aktinhoz val6 affinitdsanak meghatarozasara, kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel jeldlt aktint
alkalmazva. A fluoreszcencia anizotropia vizsgélata egy igen kozismert modszer fehérje-
fehérje kapcsolatok 1étrejottének igazolasara, ha az egyik kotd partner rendelkezik belsd
fluoroforral vagy alkalmas fluoreszcens festékkel vald jelolésre anélkiil, hogy a jelolés
megvaltoztatnd annak funkciéit [81,82,83]. A fluoreszcencia anizotrépia mérése soran a minta
megvilagitasa és az emisszi6 detektalasa polarizatorokon keresztiil torténik. A fotoszelekcionak
koszonhetden azok a fluoroférok keriilnek gerjesztett allapotba, melyek abszorpcios vektora a
gerjesztd0 fény polarizacidos sikjanak megfelelé forgaskupon beliil helyezkedik el. Az
anizotropidt az hatarozza meg, hogy gerjesztés utdn a vizsgalt molekula emisszids dipolusai

mennyire maradnak rendezettek. Ertékét a kovetkezd képlet segitségével hatarozhatjuk meg:

lyy—Glyn
= Iyp+zal (1)
vv VH
ahol Iyy és Iy a vertikélisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofor emisszidjanak vertikalisan
¢s horizontélisan polarizalt komponense (intenzitasa), G pedig a G - faktor, amely a miiszer
vertikalisan és horizontalisan polarizalt fényre vonatkoztatott eltérd érzékenységét jellemzi:

G =1 )

Iy

ahol Iyy és Iy a horizontélisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofor emisszidjanak vertikalis
¢s horizontalis komponense.

Ha az altalunk vizsgalt rendszerben a hdmérséklet nem 0 K, akkor szamolni kell azzal, hogy a
fluoroforok rotacios diffiziés mozgast végeznek, igy az emissziés vektorok iranya
megvaltozik. Ezt a rotadcidos mozgast szdmos paraméter befolyasolja, mint példaul a kozeg
viszkozitasa, az oldat hdmérséklete vagy éppen a vizsgalt molekula mérete. Az altalunk
vizsgalt rendszerben a mért anizotropia értékkel a fluoroforral jelolt teljes fehérjét érintd forgés
jellemezhetd. Ezaltal egy partner molekuldval 1étrejott kdlesonhatas is jol kovethetd, mivel
varhatéan egy fehérje komplex Iétrejottével a globalis fehérjeméret novekszik, forgéasa lelassul.
A mérések soran termosztilhatd kiivettatartoval ellatott Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3
fluorimétert hasznaltunk. Az aktin monomert e-ATP-vel jeloltiik a mérésekhez és a kisérleteket

cres

twinfilin koncentracio (0-8 uM) mellett vizsgaltuk, 320 és 410 nm gerjesztési €s emisszios
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hullamhossz beallitds mellett 22 °C-on. A twinfilin aktin filamentumhoz valé affinitdsdnak
meghatdrozasahoz TAEDANS jelolt aktin monomert hasznaltunk, melyet 2 mM MgClz és
100 mM KCI jelenléte mellett polimerizaltuk szobahdmérsékleten 2 o6ran at. Ebben a
novekvo twinfilin koncentracio (0-60 M) mellett, a gerjesztési és emisszios hullamhossz 350
¢s 479 nm volt. Meghatdroztuk a twinfilin affinitasait IAEDANS jel6lt G-aktinhoz is, ahol a
jelolt aktin (2 uM) anizotropiajat mértiikk novekvé TWF koncentracio (0-10 uM) mellett. Az

affinitas értékeket az aldbbi egyenlet segitségével hataroztuk meg:

Ar _ Tmére—Tmin — ([Leotatl +[Protatl +K D)=V (Ltotall +[Ptotal K D) ?—4[Protatl[Ltotall (3)

ATmax Tmax~"min 2[P¢otail

ahol Ar a mért fluoreszcencia anizotrdpia értékek (7.¢+) €s a fluoreszcensen jeldlt, de komplexet

crer
crer

crer

4.3. Nukleotid kicserélddés vizsgalata

A nukleotid kicserélodés vizsgalatara ,.stopped flow” (megallitott aramldsa reaktor)
gyorskinetikai mérési technikat alkalmaztunk. A mérés soran a mintak betdltése erre alkalmas
fecskenddk segitségével torténik. A modszer lehetdséget nyujt eltérd celldkban 1évé mintak
gyors Osszekeverésére. Nagyon rovid holtid6t (miliszekundumos) kovetden a minta egy
megallitd fecskenddbe jut, ami az aramlast ideiglenesen leéllitja. A mérdcelldban az elegyek
reakcidkinetikai folyamatokat kisérd fotometriai valtozasok (abszorpcid, fluoreszcencia
emisszid) nyomon kovethetok (8. abra).

A kisérleteket Applied Photophysics Stopped-flow miiszerrel végeztiik. Ennek sordn 2 uM G-
twinfilin-1 - gyel (0-8 uM) inkubaltuk 4 °C-on minimum 30 percig. Mérés soran a fehérjéket
tartalmazé mintat kevertik 1 mM ATP-t tartalmazd6 A pufferel (pH 8,0) (8. dbra). A
fluoreszcencia intenzitds valtozasat kovettilk nyomon, a minimalis idé 1000 szekundum volt.
A nuleotid kicseré¢lddés sebességét vizsgaltuk, mérve az e-ATP csokkend fluoreszcencia
intenzitasat, ahogy disszocial az aktin monomerrél. A fluoreszcens jel6lot 320 nm-en

gerjesztettiik és az emissziot FG 385 sziir6t hasznalva detektaltuk.
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koncentracioju  twinfilin
(0-8 pM)

8. abra: A nukleotid kicserélodeés vizsgalatanak sematikus mérési elrendezése.

4.4. Fluoreszcencia kioltasi kisérletek

Fluoreszcencia kioltasi kisérletekkel lehetdség nyilik az aktinhoz kotott fluorofor
kornyezetében bekovetkezd konformacios valtozasok vizsgalatira. A fluoreszcencia kioltas
soran a fluoroforok altal kibocsajtott fény intenzitasa csdkken olyan molekulak jelenlétében,
melyek elektronszerkezete megfelelé ahhoz, hogy a gerjesztett allapotban 1év6 fluoroforral
kolesonhatasba 1épve annak gerjesztési energidjat atvegyék, majd azt valamilyen formdban
disszipaljak. Tobbféle kioltasi mechanizmus kiilonboztethetd meg, igy beszélhetiink statikus és
dinamikus kioltasrdl. Statikus kioltas esetén a kioltd molekula és a fluorofér még a gerjesztés
el6tt komplexet alkot egy sotét komplexet hozva 1étre, ami nem lesz képes fényt emittalni. igy
csak a komplexben nem 1év0 fluoroforok fluoreszcenciaja figyelheté meg, a kioltds ezen tipusa
fiiggtelen a fluorofdr élettartamdtol [84]. Dinamikus kioltas esetén a kioltd molekula és a
fluorofor diffuzio révén egymas kozelébe keriilve egy tigynevezett iitkozési komplex jon 1étre
¢s a gerjesztett fluoreszcens festék atadja az energidjat a kioltd molekulanak. Ebben az esetben
a fluorofér élettartamaban csokkenés figyelhetd meg. A kioltas folyamatat az is befolyésolja,
hogy az adott fluoreszcens festék szabad vagy kotott, esetleg mindkét formaban jelen van a

rendszerben. A kioltas mértékének szemléltetésére a Stern-Volmer abrazolas, kvantifikalasara
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a Stern-Volmer egyenlet alkalmazhato, melybdl meghatarozhato a Stern-Volmer allando6 értéke

(Ksv). Egyszerti kioltas soran az alabbi egyenlet alkalmazhato:
Fy
+ = 1+ K [0Q] 4)

ahol F a fluoreszcencia intenzitas a kiolté molekula hidnyaban, F a fluoreszcencia intenzitas a
kioltd molekula jelenlétében, /O] a kiolté koncentracioja.
Elettartam mérés esetén pedig az alabbi egyenlettel hatdrozhaté meg a dinamikus Stern-Volmer

allando (Ksy p):
TT_O =1+ Kgy p[0Q] (5)

ahol 79 a fluoreszcencia élettartam a kiolté molekula hidnyaban, t a fluoreszcencia €lettartam a
kioltd molekula jelenlétében, /Q] a kioltd koncentracidja.

Azokban az esetekben, ha egynél tobb fluorofor populacié van jelen (példaul aktinhoz kotott és
szabad e-ATP az oldatban) eltérd kioltasi mechanizmusokkal, akkor a Stern-Volmer egyenlet

specialis, modositott formajanak alkalmazasa sziikséges:

-1
Ry _ n fi
F ( = (1+KSVSL'[Q])(1+KSVD1'[Q])> ’

ahol Ksy si és Ksy pi az i. populacidhoz tartozé statikus és dinamikus Stern-Volmer allando
értekek.

Perkin Elmer LS50B és Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluorimétereket hasznaltunk a ,,steady-
state” kioltasi kisérleteinkhez, melynek soran 5 pM e-ATP-vel jelolt G-aktint titraltunk
emisszios spektrumokat 330 — 600 nm kozott rogzitettiik, 5 nm-es réseket alkalmazva mind a
gerjesztési, mind az emisszios oldalon.

Id6felbontasu  fluoreszcencia  kioltasi  kisérleteinket  ISS K2 Multifrekvencids
fazisfluorométerrel végeztikk 22 ° C-on. A mérések soran a gerjesztd fényt egy 300-W-Xe-
ivlampa szolgaltatta, amit egy dupla-kristalyos pockel cella modulalt. A modulacios frekvenciat

10 1épésben 2 és 64 MHz kozott allitottuk be. A gerjesztési hulldmhossz 320 nm volt és az
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emisszios jelet egy FG 385 feliil-ateresztd szlird alkalmazasaval rogzitettiik. Minden mérés

soran referenciaként frissen preparalt glikogén oldatot hasznaltunk, melynek élettartama 0O ns.

4.5. Homérsekletfiiggd FRET mérések

FRET méréseinket termosztalhaté mintatartoval felszerelt Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3
spektrofluoriméterrel végeztiik. Kisérleteinkben az aktin molekulan beliili fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfert vizsgaltuk. Az aktin 1-es alegységében 1évd 374-es ciszteint
IAEDANS-szel jeloltiik, ez funkcionalt donorként, mig az akceptor molekula a 2-es alegység
lizin-61 aminosavjahoz konjugalt FITC fluorofor volt. A donor fluoreszcenciajat kovettiik
nyomon az akceptor hidnyaban ¢€s jelenlétében, 350 nm volt a gerjesztési hullamhossz, mig az
IAEDANS fluoreszcencia intenzitasat 475 nm — en jegyeztiik fel. Ezen a hullamhossz értéken
az akceptor hozzdjaruldsa a mért intenzitashoz elhanyagolhaté volt. A méréseket kiilonbz6
homérsekleten végeztiik el, 5 és 35 °C kozott 5 °C-os 1épésekben. A kiivetta parasodasanak
elkeriilése érdekében paramentesitd berendezést hasznaltunk a kiivettatérben. A fluoreszcencia

intenzités értékeket az aldbbi egyenlet felhasznalasaval korrigaltuk az ,.inner filter” effektusra:
Fkorrigélt = Fmegfigyeltantilog[(ODex/Z) + (ODem/lo)] (7)

ahol Fiegfigyerr @ mért fluoreszcencia intenzitds, OD.. és OD.n pedig a minta abszorbanciaja az
adott gerjesztési €és emisszios hulldmhosszon. A FRET hatasfokat a kovetkezd egyenlet

segitségével hataroztuk meg:

S ®

CpA

ahol Fp és Fp4 a donor molekula fluoreszcencia intenzitasa, cp és cps a donor molekula
intenzitasa az akceptor hidnyaban ¢és jelenlétében figyelembe véve az akceptor jeldlési aranyat
(B).

A duplan jelolt aktin esetén a pontos donor koncentracid (cp4) meghatarozdsahoz a mérést
kdvetden az aktint tripszin (0,4 mg/ml) jelenlétében éjszakan at 4 °C-on emésztettiink. Tripszin
hatasara az aktin kis peptidekké és nagy fragmentumokka emésztédik, igy a donor és az

akceptor molekula elkiilonithetok egymastol. Tekintettel arra, hogy a fluorofor intenzitasa
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aranyos a koncentracidoval, a cps pontosan meghatdrozhatd a donor emésztést kovetd
intenzitdsanak a mérésével.
A transzferhatasfok felhasznalasaval lehet6ség nyilik a donor és akceptor molekula kozott

tavolsag (R) meghatarozasara, melyhez az alabbi 6sszefiiggést alkalmaztuk:

E = RG/(RG + R®) )

ahol Ry a Forster-féle kritikus tavolsadg, amelynél a transzfer hatdsfoka 50%-os (IAEDANS-
FITC pér esetén 5,07 nm 20 °C-on [85]).

Az Ry értéke az alabbi egyenlettel hatarozhaté meg:

RS =(8,79-10) - n™*- k2 - D, - J (1) (10)

ahol x° egy orientdcids faktor, ami a két fluorofér relativ helyzetét jellemzi; n a donor és
akceptor molekula kozotti kozeg torésmutatdja; @p a donor kvantumhatasfoka, J(A) pedig az
akceptor abszorpcios spektruménak (ga (1)) €s a donor emisszios spektruméanak

(Fp (1)) az étfedési integralja [84]. Az altalunk alkalmazott hémérsékleti pontokhoz tartozé
Ry értékeket egy Nyitrai és munkatarsai altal publikalt értékekre alapuld, kalibracios egyenes
segitségével hataroztuk meg [86].

A FRET hatasfok ismeretében meghatarozhatd az igynevezett f° paraméter, melynek ismerete
informaciot ad a donor és az akceptor kozotti fehérjematrix rugalmassagardl. A molekulan
beliili fluktudcio a hdmérséklet emelkedésével novelhetd és befolyasolja az f” paraméter értékét.
Egy flexibilis fehérje matrixban a fluktuacié amplitidoja nagyobb, mint egy merevebb

szerkezettel rendelkez6 molekula esetén. Az f” értékét az alabbi egyenlettel hataroztuk meg[87]:

f'=E/Fpa (1)

ahol £ a FRET hatésfoka, Fp4 pedig a donor molekula fluoreszcencia intenzitdsa az acceptor

jelenlétében.
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4.6. Koszedimentacios kisérletek

A twinfilin-1 szekvesztral6 hatasanak és az aktin filamentummal alkotott kdlcsonhatasanak a
vizsgélatara koszedimentacios kisérleteket végeztink. FElsé Iépésként az aktint
szobahdémérsékleten polimerizaltuk 2 mM MgCl, és 100 mM KCl jelenlétében (2 6ra), majd az
ultracentrifugalasat (Beckman Coulter Optima Max Ultracentrifuga 300000 g, 30 min, 22 °C)
kovetden a feliiluszot és a pelletet szétvalasztottuk. Az egyes mintdk fehérjetartalmat SDS
poliakrilamid gélelektroforézist kovetden Coomassie blue-val torténd festéssel tettiik lathatova,
majd a fehérjekomponensek intenzitdsat a Syngene bioimaging system program segitségével

hataroztuk meg.

4.7. Aktin depolimerizacids esszé

Pirén jelolt G-aktint hasznaltunk az aktin filamentum depolimerizacioés kinetikajanak
vizsgalatara, amit Safas Xenius FLX és Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 spektrofluoriméterek
segitségével végeztiink el. A jelolt Mg-G-aktint 2 mM MgCl, és 100 mM KCI jelenlétben a
kiivettdban polimerizaltuk szobahdmérsékleten. A depolimerizaciés mérések kezdetén az F-
a pirénnel jelolt aktin fluoreszcencia intenzitasat kovettiik nyomon twinfilin hidnyaban és
jelenlétében (1,3 puM) eltérd pH kornyezetben. A gerjesztési hullamhossz 365 nm volt, a
fluoreszcencia intenzitast pedig 407 nm-en detektaltuk. A depolimerizacid sebességét a
depolimerizacios gorbe kezdeti szakaszara (els6 120 masodperc) illesztett egyenes

meredekségébdl hataroztuk meg.

4.8. Evaneszcens mez0 mikroszkdpia (TIRFM)

Teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopiai (TIRFM) kisérleteket
végeztiink az aktin depolimerizaciojanak részletesebb vizsgalatira a korabban leirtakhoz
hasonléan [88]. A moddszer lehetdséget nyujt az iivegfelszinhez kotott egyedi aktin
filamentumok vizsgélatara, valamint a polimerizacios/depolimerizacids folyamatok egyes
szakaszainak az elkiilonitésére. A kisérletekben N-etil-maleimid konjugalt miozinnal kezelt

tiveg felszint alkalmaztunk, biztositva az aktin filamentumoknak az evaneszcens mezobe valo
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jelenlétét. Alexad488SE jelolt aktint haszndltunk a kisérletek sordn, melyet eldzdleg
polimerizaltunk. Kovetkezd 1épésben miozin pufferrel (0,5% metilcelluléz, 100 mM DTT, 10
mM DABCO, 0,5% BSA, 0,6 M KCl és 2 mM MgCl,, pH 8,0) mostuk a cellakat, majd 0,1%
(w/v) BSA-t adtunk a rendszerhez és mikroszkopos oldattal (0,5% (w/v) metilcelluloz, 10%
(w/v) BSA, 10 mM DABCO és 10 mM DTT F pufferben (0,5% metilcelluléoz, 100 mM DTT,
10 mM DABCO, 0,5% BSA, 100 mM KCI és 2 mM MgCl (pH 8,0)) ekvilibraltuk azt. A Mg?"
- F-aktin (10%-ban jelolt Alexa488SE-aktint tartalmaz) depolimerizaciojat twinfilin hianyaban
és jelenlétében (1,53 uM) kovettiik nyomon F pufferben (0,5% metilcelluléz, 100 mM DTT,
10 mM DABCO, 0,5% BSA, 100 mM KCl és 2 mM MgClx (pH 8,0)). A méréseket egy 1ézer
alaptl (491 nm) TIRF rendszerrel kiegészitett Olympus IX81 epifluoreszcens mikroszkdppal
végeztilk szobahdmérsékleten, egy Olympus APON 60X NA 1.45 TIRF olaj immerzios
objektivet és egy CCD kamerat (Hamamatsu ORCA-ER) hasznalva. Az analizist Fiji szoftver
segitségével végeztiik el. Az aktin depolimerizacio iddbeli kovetése érdekében a képeket 10
masodpercenként rogzitettiik. Az F-aktin depolimerzacids sebességének (um/mésodperc) a
meghatarozasahoz ImageJ szoftver MultipleKymograph plugin csomagjat alkalmaztuk ¢és a

hosszcsokkenés sebességét az alabbi egyenlettel hataroztuk meg:

Al
v = =tana (12)

ahol fano a filamentum hossz (/) - 1d6 ( ¢) fiiggvény meredeksége. Az igy kapott érté¢kbol
meghatarozhaté a filamentumok depolimerizaciojanak sebessége alegység/masodpercben

feltételezve, hogy 1 pm 370 alegységet tartalmaz [19].

4.9. Differencidlis pasztazo kalorimetria mérések

A kalorimetrids méréseket Setaram Micro DSC II és Micro DSC-III (Longjumeau Cedex,
Franciaorszag) kalorimétereket alkalmazva végeztik el. Kisérleteinkben 20-100 °C
hémérséklettartomanyt hasznaltunk, és a fiitési/hiitési sebesség minden esetben 0.3 K/perc volt.
Méréseink soran referenciaként MOPS tartalmu A puffert hasznaltunk (4 mM MOPS (pH 8,0),
0,1 mM CaCl, 0,2 mM ATP, 0,5 mM MEA ¢és 0,005% NaN3), melyet a mintacellatol
termikusan elkiilonitett cellaba helyeztiink. A monomerrel torténd mérések soran az aktin és a
twinfilin koncentracidja egyarant 23 pM volt. Az aktin filamentummal végzett mérések esetén

46 uM (2 mg/ml) aktint polimerizaltunk 100 mM KCI és 2 mM MgCl, jelenlétében, majd az
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F-aktint inkubaltuk 7,5 puM twinfilin-1 jelenlétében legalabb 1 6ran &t szobahdmérsékleten.
reverzibilitasat. Az analizis soran az els6 felfiitésbdl szarmazo6 adatokat korrigaltuk a masodik
felfiités adataival, majd a hoaramot abrazoltuk a homérséklet fiiggvényében. A fehérjék
denaturécios (olvadasi) homérsékletét a hddenaturacios gérbék csticsahoz tartozo homérséklet
értékekbdl hataroztuk meg.

A DSC gorbéket tovabb analizalva az illesztett Gauss-gorbékbdl integralassal meghatarozhato
a gorbe alatti teriilet, ami megadja a kalorimetrikus entalpiavaltozast. Kiszamolhato tovabba az
adott allapothoz tartozo csucsnak a félértékszélessége, a T1. A fazisatalakulasokhoz tartozo
aktivalasi energia értékeket is meghataroztuk, ami a hddenaturaci6 kialakulasahoz (kezdo
1épéséhez) sziikséges energia. Az aktivalasi energia értékét a Sanchez-Ruiz modszer szerint
hataroztuk meg, aminek a Lumry és Eyring 4ltal leirt modell az alapja [89,90]. Ez a modell azt

crer

reverzibilis denaturécios 1€pést egy irreverzibilis kdvet

k
N £ D - kyl (13)

ahol N a nativ, D a reverzibilisen denaturdlodott, I pedig a fehérje irreverzibilisen
denaturdlodott forméja. A k+1 és ki a reverzibilis folyamathoz tartozo sebességi allandok, k»
pedig az irreverzibilis folyamat sebességi allandoja.

A denaturacio aktivaléasi energidja a kalorimetrikus entalpiavaltozassal fiigg Ossze és az alabbi

egyenlet segitségével hatarozhat6é meg:

in(in () ) =24 -3) a4

ahol Ea az aktivalas energia, dHxa a teljes denaturdciod entalpiavaltozdsa, dH az egyes
hémérsékleti pontokhoz (T) tartozd entalpivaltozas, Tm az olvadasi homérséklet, R pedig az

egyetemes gazallandé (8,314 Jmol 'K™).
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4.10. Adatok statisztikai elemzése

A mérések soran feltiintetett adatok legalabb harom egymastdl fiiggetlen mérésbdl szdrmaznak.
Az abrak az adott mérések adataibol szamolt atlagot és a standard devidciot (szoras) mutatjak.
Az aktin filamentum depolimerizacios kinetikdjanak vizsgélata soran kapott eredmények
statisztikai elemzéséhez az SPSS szoftver 26-os verzidjat hasznaltuk. Els6 1€pésként Shapiro-
Wilk teszttel meghataroztuk az adatok eloszlasat, melyek normal eloszladst mutattak. A
szignifikancia mértékének meghatarozasara Mann Whitney U tesztet alkalmaztunk az alacsony

mintaszam miatt. A p<0,05 értéket tekintettiik szignifikancia szintnek.
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5. EREDMENYEK

Kisérleteink soran elsésorban kalcium-kotott G-aktint hasznaltunk. A Ca?"-G-aktin stabilabb,
amely lehetdvé teszi a nem-specifikus kornyezeti hatasok csokkentését ezzel parhuzamosan az
eredmények reprodukalhatosdga novelhetd. Magnézium-kotott G-aktint a hdmérséklet fliggd

FRET mérések soran és az F-aktinnal végzett kisérleteknél alkalmaztunk.

5.1.  Egér Twinfilin-1 hatdsa az aktin monomer szerkezeti és dinamikai tulajdonsagaira

5.1.1. Twinfilin-1 G-aktinhoz valo affinitasanak meghatarozasa

Kutatdomunkam soran vizsgéaltam az egér twinfilin-1 hatasait az aktin szerkezeti és dinamikai
tulajdonsagaira. Kisérleteinkben egy hisztidin-taggel rendelkezd fehérjét hasznaltunk, melyet
Escherichia coli expressziés rendszerben allitottunk el6. Az expresszalt fehérje
funkcioképességének ellendrzése céljabol ,, steady-state” fluoreszcencia anizotropia
kisérleteket végeztiink, melynek segitségével a twinfilin kalcium-kotott aktin monomerhez vald

affinitasat kivantuk meghatirozni. A kisérlet soran e-ATP-vel jelolt aktint haszndltunk,

crcr

crer

anizotropia a fluorofor szabad és gyors mozgasarol ad informéciot. A jeldlt aktin anizotropidja
0,028 + 7-10* volt twinfilin hianyaban [76]. Ez egy viszonylag kis anizotropia érték, mely azt
jelzi szamunkra, hogy az ATP analog fluorofor az aktinhoz vald bekotést kovetden is megtartja
mozgasi szabadsagat, valamint feltételezziik, hogy bizonyos ardnyban szabad € -ATP is jelen
van. Egy jelentés mértékli anizotropia emelkedést figyeltink meg, amikor eltérd
koncentracioban (0-8 uM) adtuk a twinfilin-1-et az e-ATP jelolt G-aktinhoz. Az emelkedett
anizotropia érték a fehérje-fehérje komplex kialakulasanak tulajdonithato. A mért ,, steady-
state” anizotropia értékeket abrazoltuk a twinfilin koncentracié fiiggvényében (9. abra) és a 3.
egyenletet alkalmazva meghataroztuk az egyenstlyi disszocidcios allandd értékét, ami
0,12 + 0,04 uM-nak adoddott, jelezve a twinfilin-1 és a Ca - G-aktin kozott kialakult erds kotést
(9. abra) [76].
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9.abra: Twinfilin-1 aktin monomerhez valo kétésének vizsgalata.
uM) fiiggvényében. Az alkalmazott aktin koncentracio 1 uM volt. A kapott egyensulyi
disszocidcios dllando 0,12 + 0,04 uM. A hibahatarok a legaldabb harom fiiggetlen mérési pont

alapjan szamolt szorast (SD) jelzik.

5.1.2. Nukleotid kicserélodés vizsgalata aktin monomeren

Az ADF/kofilin csalad fehérjéire jellemzd, hogy képesek megvaltoztatni az aktin nukleotid-
kot tulajdonsagait, igy vizsgaltuk a twinfilin aktin nukleotid-kicserélddésére gyakorolt hatasat
gyorskinetikai modszerrel [76]. ATP analog e-ATP-vel jelolt aktin monomert hasznaltunk,
melynek a mérések soran 1 uM volt a koncentracioja. A nukleotid kicserélddés egyenstlyjanak
bealltat kdvetden jeloletlen ATP-t adtunk nagy feleslegben (1 mM) a rendszerhez. A kotott és
szabad e-ATP fluoreszcencia intenzitasa eltér, igy a nukleotid-kicserélddés a fluoreszcencia
intenzitas érték valtozasaval jol nyomon kdvethetd. Az intenzitas valtozasbol az elsdrendil
disszociacids sebességi allandd (Kqatszolagos) meghatdrozhatd, ami aktin monomer esetén
0,012 s (10. dbra). Ezt kovetden a mérés megkezdése elétt az aktint eldinkubaltuk eltérd
lecsokkent a disszociacios sebességi allando értéke, ami a legmagasabb twinfilin koncentracio
esetén 0,003 s '-nek adoédott (10. abra). Tehat a twinfilin aktinnal valod kdlcsdnhatasanak

eredményeképpen a nukleotid-kicserélddés sebessége jelenldésen csokkent. A szamolt
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disszocidcios sebességi allando értékeket abrazoltuk a TWF-1 koncentréacio fliggvényében és a
3. egyenletet alkalmazva meghataroztuk az affinitds értéket (0,49 + 0,27 uM), ami jol

illeszkedik az anizotropia mérésekbdl meghatarozott affinitas értékekhez (11. abra) [76].
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10. abra: Nukelotid kicserélodés kinetikaja e-ATP  jelolt G-aktin  monomeren
twinfilin- 1 hianydban és jelenlétében.

Az aktinhoz kotott e-ATP (1 uM) fluoreszcencia intenzitas valtozasanak nyomon kévetése
feleslegben hozzaadott ATP hatasara twinfilin hianyaban és jelenlétében. Az elsorendii
disszocidcios sebességi allandot a gorbékre illesztett egyszerii exponencialis fiiggvénybol
hatdroztuk meg twinfilin hianydban és jelenlétében. Aktinra (fekete) 0,012 s™ értéket kaptunk,
mig 8 uM twinfilin jelenlétében (kék) a kdis=clagos) értéke 0,003 s7'-re csikkent.
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11. abra: Twinfilin-1 hatdsa a nukleotid kicserélodesre aktin monomeren.

Nukleotid kicserélodes vizsgalata gyorskinetikai modszerrel 1uM e-ATP jelolt aktin ImM ATP-
vel szemben. Az egyes twinfilin koncentraciokhoz (0-8 uM) tartozo elsérendii disszociacios
sebességi dallando értekét abrazolva a Kp értéke meghatarozhato, ami 0,49 = 0,27 uM-nak

adodott. A hibahatarok legalabb harom fiiggetlen mérésbol szamolt szorast mutatjak.

5.1.3. Fluoreszcensen jelolt ATP hozzaférhetoségeének vizsgalata kioltasi kisérletekkel

Az aktin-kotd fehérjék képesek lehetnek az aktin monomer és/vagy filamentum szerkezetét
modositani a fehéjékhez valo kotésiik soran. Az aktin molekulaban a kis €s nagy domént
elkiilonitd, 2-es és 4-es alegység kozotti nukleotid-kotd arok kimondottan érzékeny ilyen
szempontbol. Vannak olyan fehérjék, mint példaul a profilinek, melyek jelenlétében egy
nyitottabb; mig példaul toxofilin vagy kofilin bekotésekor egy zartabb konforméacios allapot
figyelhetd meg [82,83]. Feltételeztiik, hogy az altalunk vizsgalt twinfilin is hatdssal lesz a
nukleotid-k6td zseb szerkezetére, mivel a nukleotid-kicserélodés sebessége jelentOsen
lecsokkent twinfilin jelenlétében (10. és 11. abra).

A mérések sordn az aktin kotott e-ATP fluoreszcencia intenzitasat kovettiik nyomon névekvd
koncentracioban hozzaadott akrilamid mellett twinfilin hidnyaban és jelenlétében. A mérések
soran kapott e-ATP fluoreszcencia intenzitas értékek Fyo/F hanyadosat az akrilamid kiolto

crer

Mivel az alkalmazott fluorofor esetén beszélhetiink szabad €s aktinhoz kotott populaciordl és
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eltérd kioltadsi mechanizmusokrol, ezért egy modositott Stern-Volmer egyenlet (6. egyenlet)
felhasznalasaval értékeltiik ki a kapott eredményeket és meghataroztuk a Stern-Volmer (Ksv)
allando értékeét.

Fluoreszcencia ¢lettartam mérésekbdl ismert, hogy a szabad e-ATP - hez tartoz6 dinamikus Ksy
érték 54,05 = 1,02 M! és a statikus Stern-Volmer allando értéke 0. [82]. Tekintettel arra, hogy
egy fluorofér fluoreszcencia élettartama nem érzékeny a statikus kioltdsi mechanizmusokra,
igy az ¢lettartam meghatarozasat célzd kisérletekkel a fluorofor dinamikus kioltasi
mechanizmusait vizsgalhatjuk. Fluoreszcencia élettartam mérésekkel vizsgaltuk, hogy az

aktinhoz kotott ATP analdég dinamikus kiolthatésdga hogyan mddosul twinfilin jelenlétében.

crer

crer

0 M-t61 0,3 M —ig noveltiik 0,05 M-os Iépésekben. Az e-ATP-hoz tartozo é€lettartam értékeket
a nem linearis legkisebb négyzetek modszerével hatdroztuk meg. Kétféle fluorofér populacid
volt megfigyelhetd, melyhez két eltérd élettartam értéket azonositottunk. A hosszabb ~ 35 ns
¢lettartam érték nem volt érzékeny a kioltd jelenlétére (12/41. dbra). A révidebb é€lettartam
érték a szabad fluoroforhoz tartozik, érzékeny volt az akrilamid jelenlétére és értéke 26,3 + 0,6
ns-rdl 1,5 + 0,5 ns-ra véltozott a ndvekvo aktrilamid koncentracid jelenlétében (12/42. abra).
Az 5. egyenletet alkalmazva meghataroztuk a Ksy értéket (60,93 + 1,49 M™!), ami egyértelmiien
az oldatban jelenlévd szabad fluoroférhoz tartozik (12/B. dbra). Mivel a révidebb élettartam
komponens egyértelmiien a szabad fluoroforhoz tartozik, igy a hosszabb élettartam kizardlag

az aktinhoz kotott e-ATP lehet.
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12. abra: Az e— ATP-vel jelolt aktin monomer fluoreszcencia élettartamanak kioltasa
akrilamiddal twinfilin jelenlétében. A jelolt aktin 20 uM, a twinfilin 40 uM koncentracioban
volt jelen a kisérletek soran.
Al) A hosszabb élettartamu komponens (35 ns) élettartama, ami az aktinhoz kotott e-ATP
élettartama twinfilin jelenlétében.
A2) A szabad e-ATP rovidebb élettartamanak kioltasat mutatja.
B) A szabad e-ATP révidebb élettartamanak Stern-Volmer diagramja eltéero akrilamid
koncentraciok (0-0,3 M) mellett. A dinamikus Stern-Volmer allando értékét az 5. egyenlet
segitségével hataroztuk meg, ami 60,93 + 1,49 M — nak adédott. A hibasdavok az standard
szorast mutatjak (n=3).
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A kapott eredményeink azt mutatjdk, hogy az aktinhoz kotott € - ATP nem kiolthato
dinamikusan twinfilin jelenlétében, igy a 6. egyenletben a Ksy p érték 0 M'-nek felel meg. A
fentieket figyelembe véve a modositott Stern-Volmer egyenletben egy ismeretlen paraméter, az
aktin-kotott e-ATP statikus Stern-Volmer allandé értéke marad, ami informaciot szolgaltat a
fluorofér hozzaférhetdségérol.

Az akrilamid koncentracigja 0 és 0,35 M kozott valtozott. A jeldlt aktin és twinfilin
koncentracioja 5-5 uM volt, ami a korabban meghatarozott affinitas értéket figyelembe véve
azt feltételezi, hogy a twinfilin molekuldk tobb mint 90% komplexben van. Az aktin-kotott e-
ATP statikus Stern-Volmer alland6 értéke twinfilin hidnyaban 0,33 £ 0,11 M™!, mig twinfilin
jelenlétében 0,05 £+ 0,108 M -nak adédott (13. dbra). A kotdtt e-ATP relativ eléforduldsa
64 £ 21 % volt a csak aktint tartalmaz6 mintdk esetén, mig twinfilin jelenlétében 85+ 9 %. A
Ksv alland6 értéke az alkalmazott fluorofor hozzaférhetdségérdl nyujt informaciot, annak
novekedése a fluorofor kedvezébb hozzaférhetéségére, mig csokkenése a kontrolhoz képest a
kevésbé hozzaférhetdségére utal [82]. Twinfilin jelenlétében a kotott e-ATP Stern-Volmer
allanddjanak értéke jelentdsen lecsokkent, ami a lecsokkent hozzaférhetdségét tiikrozi. Ebbol
arra kovetkeztethetlink, hogy twinfilin jelenlétében az aktin nukleotid-koto zsebe egy zartabb
konformécids allapotba keriil, aminek a kdvetkezménye, hogy a zsebbe kotd ATP analog
kevésbé lesz hozzaférhetd az akrilamid szamara. Mivel jelenleg nem all rendelkezésiinkre sem
a teljes twinfilin, sem az aktin-twinfilin komplex rontgenkrisztallografias szerkezete, igy nem
zarhat6 ki annak a lehetdsége, hogy a twinfilin N-terminalis alegysége sztérikusan blokkolja a

nukleotid-kotd zsebet és ezért csokken az e-ATP hozzaférhetdsége.
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13. abra: Az e-ATP fluoreszcenciajanak akrilamiddal térténd kioltasanak reprezentativ Stern-
Volmer dbrazoldsa.

A kisérletekben az e-ATP jelolt aktin és twinfilin koncentracioja egyarant 5-5 uM volt, az
akrilamid koncentracioja pedig 0-0,35 M kézott valtozott.

Az adatpontokra az illesztést a 2. egyenletet alkalmazva végeztiik el. Meghataroztuk a kotott e-
ATP statikus kioltasahoz rendelheté Ksy értéket, mely aktin esetén 0,33 0,11 M (sziirke).
Twinfilin jelenlétében ez az érték 0,05 + 0,108 M -re csokkent (fehér). Az abra legaldbb harom

fliggetlen mérésbol szarmazo adatokat tartalmaz.

5.1.4. Az aktin monomer kis doménjének szerkezeti és dinamikai vizsgalata FRET modszerrel

Fluoreszcencia rezonancia energia traszfer (FRET) méréseket végeztiink annak
megallapitdsara, hogy a twinfilin jelenléte milyen hatdssal van az aktin monomer kis
doménjének szerkezeti ¢s dinamikai tulajdonsagaira. A rezonancia energia traszfer soran egy
donor és egy akceptor kozott bizonyos feltételek mellett energia atadéas kovetkezik be, melynek
kovetkeztében a donor molekula gerjesztése soran az akceptor molekula emisszidja lesz
detektalhaté [91]. A modszer eldnye, hogy a donor és az akceptor jelenlétében mért
fluoreszcencia intenzitasokbol meghatdrozhatdé az energia traszfer hatasfoka ¢és a donor-
akceptor kozotti tavolsdg. A meghatarozott donor-akceptor tavolsagbol kovetkeztetni lehet a

molekulan beliili szerkezeti és dinamikai valtozasokra.
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A mérésekhez az aktint fluoreszcens festékkel jeldltiik, az 1-es alegység 374-es ciszteinjét
IAEDANS-szal, ami a mérés soran a donor szerepét toltotte be. FITC fluoroforral jeloltiik a 2-

es alegység 61-es lizin aminosavat, ami akceptorként funkcionalt (/4. dbra).

Lizin-61

2-es alegység

3-as alegység A/ o : 1-es alegység

14. abra: A FRET mérések soran alkalmazott szelektiv floureszcens jelolok az aktin monomer

haromdimenzios szerkezetén (PDB kod: 3HBT).

FRET mérés soran felvettiik a csak donort tartalmazé minta fluoreszcencia intenzitasat,
valamint a duplén jelolt (FITC-IAEDANS) aktin intenzitdsat. A twinfilin az aktin monomer 1-
es és 3-as alegysége kozotti arokba kot, ahol az TAEDANS-jelolt cisztein 374-es aminosav
talalhatd. Elsé 1épésként meghataroztuk a twinfilin IAEDANS-aktinhoz val6d affinitasat
fluoreszcencia anizotropia méréssel a korabban leirt modon az 5. egyenletet alkalmazva (/5.
abra). Ebben az esetben a szamolt affinitas érték 0,16 = 0,1 uM, ami kozelitéleg megegyezik a
korabban e-ATP-jelolt aktin monomerre meghatarozott affinitas értékkel (0,12 + 0,04 uM) (9.
abra), igy kizarhato, hogy a jelolés kedvezdtleniil befolyasolja az aktin-twinfilin komplex

kialakulast.
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15. abra: A twinfilin-1 affinitasanak meghatarozasa IAEDANS-jelolt aktinhoz.
koncentracio (0-10 uM) mellett. Az 5. egyenletbol meghatdrozott Kp értek 0,16 0,1 uM. A
hibahatarok a legalabb harom fiiggetlen mérési pont alapjan szamolt standard szorast (SD)

mutatjak.

A mérések soran a Mg?" - G-aktin koncentracidja 2 uM, mig a twinfilin-1 - és 8 uM volt, a
korabban kapott egyenstlyi allandot alkalmazva az aktin monomerek koriilbeliil 97%-a volt
komplexben a mérések soran [76]. A donor emisszids spektrumat 345 és 650 nm kozott
rogzitettiik és az energia transzfer szamitasdhoz a 475 nm-es csucshoz tartozd korrigalt
fluoreszcencia intenzitast vettiik alapul a mérések soran. A FRET hatasfokot a 8. egyenlet, majd
a donor-akceptor tavolsdgokat a 9. egyenlet felhasznalasaval hatdroztuk meg twinfilin
hianyaban és jelenlétében, ahol mindkét érték esetén enyhe csokkenés figyelhetd meg a
homérseklet novelésével (2. tablazat). Megfigyeltiik, hogy a twinfilin jelenléte nem okoz
eltérést a donor-akceptor tavolsag értékekben (2. tabldazat) [76]. A homérsekletfiiggd FRET
méréseket tovabb analizalva kivantuk vizsgéalni a twinfilin aktin monomer kis doménjének
intramolekularis flexibilitasara gyakorolt hatasat. Meghataroztunk egy specialis paramétert, az
f-t (11. egyenlet), ami az alkalmazott fluoroforokat koriildleld fehérjematrix flexibilitasarol ad
informaciot [86,87]. A relativ flexibildsi paraméter értéket abrdzolva a homéréséklet
figgvényében egy novekvd tendencia figyelhetd meg twinfilin hidnyaban (16. abra). Egy
flexibilisebb fehérjerész esetén meredekebb Osszefliggést lathatunk egy rigidebb

fehérjematrixszal Osszehasonlitva. Twinfilin jelenlétében nincs szignifikans kiilonbség az
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egyes homérsékleti értékeken (/6. dabra), ramutatva arra, hogy a twinfilin aktinhoz valo

kotésével az aktin monomer kis doménjének fehérjematrixa rigidebbé valik [76].

T (°C) | Ry (nm) E (%) R (nm)
G-aktin G-aktin + twinfilin G-aktin G-aktin + twinfilin
5 5,31 67,65 £2,48 71,42 £1,26 4,74 +£ 0,06 4,6 0,07
10 5,23 66,15 +1,99 70,30 £ 0,48 4,66 + 0,06 4,56 + 0,06
15 5,15 68,70 £ 1,32 66,44 £ 1,77 4,57 +£0,05 4,58 +£0,06
20 5,07 67,46 + 1,87 66,73 £ 1,41 4,53 +£ 0,05 4,53 £ 0,04
25 4,98 65,38 £ 0,64 66,07 £ 1,69 4,47 £ 0,03 4,47 £ 0,08
30 49 62,69 +£ 0,55 63,92 £ 1,48 4,45+ 0,07 4,46 + 0,05
35 4,82 62,02 + 1,58 61,6123 4,44 + 0,05 4,39 +£ 0,05

2. tablazat: Homeérsékletfiiggdé FRET mérések eredményeinek osszefoglalo tablazata.

Roaz IAEDANS-FITC parra vonatkoztatott Forster-féle kritikus tavolsag , E a szazalékban

kifejezett transzferhatasfok, R pedig a szamolt donor-akceptor koézotti tavolsagérték

magnézium kotott aktin monomernek twinfilinnel alkotott komplexére vonatkoztatva.

1,35
1,20 {3
G—
=
=
)
[} 0]
o 1,05 <{>
0,90 -
T T v T v T T T T T
5 10 15 20 25 30 35

Homérséklet ("C)

16. dbra: A Mg’* - G-aktinhoz tartozé relativ f° hémérsékletfiiggése twinfilin hianydban

(sziirke) és jelenlétében (kék).

A FRET kisérletek soran meghataroztuk a relativ f értéket twinfilin hianydaban és jelenlétében

eltéro homerseékleteten (5 — 35 °C kozott). A mérések soran az aktin koncentracioja 2 uM, a

twinfiliné pedig 8 uM volt. A hibaértékek a standard devidaciot mutatjak legalabb harom,

egymastol fiiggetlen mérésbol szarmazo adatokra vonatkoztatva.
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5.1.5. Az aktin monomer termodinamikai stabilitasanak vizsgalata

A fluoreszcencia spektroszkdpias méréseink azt mutattdk, hogy twinfilin-1 jelenlétében
megvaltozik az aktin monomer konformacidja. A konformécidé valtozas gyakran tarsul a
fehérjek stabilitasdnak megvaltozasaval, ezért vizsgaltuk a G-aktin termodinamikai stabilitasat
twinfilin jelenlétében differencidlis pasztazd kaloriméter alkalmazasaval. Referenciaként
MOPS tartalmt A puffert hasznaltunk, melyet a mintacellatol termikusan elkiilonitett cellaba
helyeztiink. Az alkalmazott aktin monomer koncentracié 23 puM volt és az olvadasi
hoémérsekletre 56,33 ° C-os értéket kaptunk, mely jol korrelal a korabban leirt eredményekkel
[92,93]. 23 uM twinfilin esetén az olvadasi homérséklet 54,01 °© C-nak adodott. A fehérje
komplex vizsgélata soran a twinfilint eldinkubéltuk a G-aktinnal, jégen legalabb 1 o6ran at (17.
abra). A komplexképzddés soran 23 - 23 uM volt a koncentracid, ami azt jelenti, hogy az aktin
monomerek 93%-a vett részt a komplex képzddésben a korabbi kisérleteink soran kapott Kp
értéket alapul véve [76]. Aktin-twinfilin komplex esetében egy magasabb olvadasi hdmérséklet
(Tm=59 °C) volt megfigyelhetd, egy termodinamikailag stabilabb komplex jott létre

Osszehasonlitva a kapott értéket az aktinra mért olvadasi hdmérséklettel [76,93].
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17. dbra: A Ca’* - G-aktin twinfilinnel alkotott komplexének hédenaturdciés gérbéje.
Az dbra a Ca’* - G-aktin (fekete), a twinfilin-1 (sététkék) és a Ca’" - G-aktin twinfilin-1
komplex (pink) reprezentativ hddenaturdcios gorbéit mutatja. A fehérjék koncentracioja

mindharom esetben 23-23 uM volt.
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Részleteiben kivantuk vizsgélni, hogy az aktin kotd fehérje jelenléte milyen tovabbi valtozast
okozhat az aktin monomer termodinamikai tulajdonsagaiban. Ezért az olvadasi homérséklet
mellett meghataroztunk az aktin monomerre jellemzé félértékszélességet (T12) és aktivalasi
energia (Ea) értékét twinfilin hianyaban és jelenlétében. A Ty, érték a hdaram gorbe Gauss
illesztéséhez tartozd  félértékszélesség, ami az aktin molekula denaturacidjanak
kooperativitasarol nyujt informaciot. Az aktivalasi energia az a minimalis energiamennyiség
(energia gat), ami egy reakcid lezajlasdhoz/eldérehaladasdhoz sziikséges. Meghataroztuk az
aktin monomer héaramgorbéjének félértékszélességét twinfilin hidnyaban és jelenlétében. A
Ca-kotott aktin monomerre a Tz érték 4,76 K-t adott, mig twinfilin jelenlétében ez az érték 5,
8 K-re emelkedett, ami 22%-o0s novekedésnek felel meg [94]. Ez a ndvekedés kisebb
kooperativitasra utalhat. Az aktivalasi energia meghatarozasahoz a In(In(dHka/dHka-dH))
paramétert abrazoltuk a Kelvinben kifejezett hdmérsékleti értékek reciprokanak fliggvényében
¢s az egyes adatpontokra illesztett egyenesek meredekségébdl hataroztuk meg a 9. egyenlet
alapjan. A twinfilin jelenléte az aktivalasi energia értékében is valtozast okozott, 372 kJ mol™'-
18l 355 kJ mol'-ra csokkent. Az aktivalasi energia értékében megfigyelt kismértékii (4,6%)
csokkenés arra utalhat, hogy a twinfilin -G-aktin komplex esetében kevesebb energia sziikséges
a denaturécio elindulasahoz 6sszehasonlitva az aktin monomerre kapott eredménnyel (/8. dbra)

[94].
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18. abra: Az aktin monomer aktivacios energiajanak (E4) meghatarozasa twinfilin -1
hianyaban (sziirke) és jelenlétében (vilagoskék).
Kalcium-kétott G-aktinra a szamolt aktivaldsi energia 372 kJ mol!, ami twinfilin jelenlétében

355 kJ mol 1-ra csokkent.

5.1.6. A twinfilin aktin kolcsonhatasanak vizsgalata koszedimentacios kisérletekkel

Szamos tanulmény igazolja, hogy a twinfilinnek szerepe van az aktin monomer ¢€s filamentum
sejten beliili aranyanak a fenntartasdban azaltal, hogy megkdti a szabad aktin monomereket,
emellett pedig képes az aktin filamentum gyorsan novd végéhez is kapcsolodni [58]. A
szekvesztralo aktivitas, valamint a twinfilin F-aktin kdlcsonhatas igazolasara koszedimentacios
kisérleteket végeztiink. A kisérletekben a 2 uM F-aktinhoz adtuk ndvekvd koncentracioban
(0-4 uM) a twinfilint. Ultracentrifugdlast kovetéen a mintak két részre oszthatok.
Elkiilonithetiink egy iiledék és egy feliiluszé frakcidt. Ezen kisérletnél az varhatd, hogy
tomegiiknél fogva az aktin filamentumok a pelletben, mig a monomerek a feliiliszoban lesznek

megtalalhatok. Az elkiilonitett liledék ¢és a feliiluszo fehérjetartalmat a 19/4. dbra szemlélteti.
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19. abra: A) Aktin koszedimentdcios esszé eredmeényekeént kapott pelletek (P) és feliiluszok (SN)
SDS-PAGE gél felvétele. B) Az eredmények denzitometrias analizise. Twinfilin - 1

crer

c gy

novekedett a feliiliszoban, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az aktin monomerek
koncentracioja novekedett. Az iiledéket elemezve elmondhatd, hogy az iiledék denzitasa a
csokkend tendenciat mutat. Magasabb twinfilin koncentraciot alkalmazva az aktin mellett
megjelent a twinfilin is az liledékben, dnmagaban viszont nem pelletalodott (/9/B. dbra). Az
irodalmi adatokkal 6sszhangban a szedimentécids vizsgélatok eredményei arra utalnak, hogy a
twinfilin-1 képes az aktint monomer forméban tartani, valamint kdlcsonhatasba tud Iépni az

aktin filamentummal is.

52



5.2. Egér twinfilin-1 koélcsonhatasanak vizsgélata F-aktinnal

Korabbi tanulmanyokbo6l ismert, hogy a twinfilin nemcsak az aktin monomerhez, hanem az
aktin filamentumhoz is képes kotni, melyet koszedimentacidés kisérleteinkkel is
alatamasztottunk. Leirtdk tovabba, hogy az élesztd twinfilin aktin filamentum darabold
funkcidval rendelkezik [58,60]. A fentieket alapul véve vizsgédlni kivantuk az altalunk
létrehozott rekombindns egér twinfilin 1-es izoforma - aktin filamentum kolcsonhatés
természetét. Doktori munkam soran meghataroztuk a twinfilin F-aktinhoz val6 affinitasat,
vizsgéltuk az aktin filamentum depolimerizacidjat és termodinamikai tulajdonséagait

twinfilin - 1 jelenlétében.

5.2.1. Az eger twinfilin-1 aktin filamentumhoz valo kétésének vizsgalata

,,Steady-state” fluoreszcencia anizotropia méréseket végeztiink, hogy vizsgaljuk a twinfilin
aktin filamentum-kotését. A kisérletek soran IAEDANS jeldlt Mg?* - F-aktint hasznaltunk,
melynek koncentracioja 5 uM volt és ehhez adtuk névekvd koncentracidban (0 - 60 uM) a
twinfilint. Meghataroztuk a jelolt F- és - G-aktin anizotropia értékét, elébbi 0,245 + 0,001,
utdbbi pedig 0,147 + 0,003. Az F-aktin anizotropia értékeiben egy csokkend tendencia volt
megfigyelhetd a novekvo twinfilin koncentracidjatol fliggden, 60 uM twinfilin mellett a mért
anizotropia érték 0,188 £ 0,005 értékre esett vissza (20. dbra). Az 5. egyenletet alkalmazva
meghatdroztuk az egyensulyi disszociacids allandot az F-aktin twinfilin komplexre, ami 25,7 +
8,5 uM lett. Kordbbi tanulmanyokat figyelembe véve megéllapithatod, hogy az anizotropia
értékben bekovetkezd csokkenés a twinfilin szekvesztrald funkcidjanak tulajdonithatd. Az sem
kizarhatd, hogy a szekvesztralas mellett a twinfilin esetleges filamentum darabolé hatasa is

kozrejatszik a ,, steady-state” anizotropia érték csokkenésében.
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20. abra: A twinfilin aktin filamentumhoz valo kotésének vizsgalata.
twinfilin koncentracio (0-60 uM) mellett. Az 1. egyenletet alkalmazva az adatpontokra valo
illesztésbol meghataroztuk a twinfilin — F-aktin kotést jellemzo Kp értéket, ami 25,7 = 8,5 uM.

A hibaértékek a legalabb harom fiiggetlen mérési pont alapjan szamolt szordst (SD) mutatjak.

5.2.2. A twinfilin-1 hatasa az aktin filamentum depolimerizaciojanak dinamikajara

Higitds indukalta depolimerizacids teszttel vizsgaltuk a twinfilin hatasat a filamentum
depolimerizaciojara. Irodalombol ismert, hogy az €élesztd twinfilin pH-fiiggd aktin filamentum
fragmentald funkcioval (,,severing”) is rendelkezik [60], ezért pH fiiggd higitas-indukalt
depolimerizacios kisérleteket végeztiink az egér twinfilin esetleges ,,severing” funkciojanak a
20 nM-ra higitottuk, ezaltal az aktin koncentracioja a kritikus koncentraci6 ala csokkent, ezzel
eldsegitve a filamentum depolimerizacidjat. A kisérletben a pirén fluoreszcencia intenzitasanak
fehérje filamentum darabolo hatasa teljes mértékben kizarhato, ugyanis ilyen funkcié esetén az
aktin-koto fehérje altal megkotott és monomer formdban tartott aktin monomerek nem
befolyésoljak a depolimerizaciot. A mérések soran a pirén jelolt aktin filamentumhoz adtuk a
twinfilint és nyomon kovettiik a pirén fluoreszcencia emisszidjanak a valtozasat. A pirén aktin
jelolési aranya ~50% volt és 1,3 uM twinfilin volt jelen a reakcié soran, ami megkdzelitdleg

5% twinfilin-aktin komplexnek felel meg. A kisérleteket kiilonb6z6 pH értéken (5,0 - 7,8)
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végeztiik el, majd meghataroztuk a depolimerizacid sebességi allandojat a pirén fluoreszcencia
intenzitas valtozasara illesztett egyenes meredekségébdl. A mérések soran meghataroztuk a
sebességi allando értékét twinfilin hianyaban, jelenlétében (1,3 uM), valamit latrunkulin A (5
uM) alkalmazasa mellett is (21/4. abra). Ez utdbbi képes az aktint monomer formaban tartani,
tehat egy szekvesztralo pozitiv kontrolnak hasznaltuk. Twinfilin hidnyaban a sebességi allando
értéke 8,7x10%+3,5x10* s'rol 4,2x10*+23x 10" s're csokkent. Twinfilin
jelenlétében a novekvd pH-val az érték 17,7 x 104 £ 3,4 x 10%-r61 3,8 x 104+ 2,7 x 10*s7!-re
csokkent (21/B. abra). Aktin esetén a sebességi allando értéke jelentésen nem valtozik,
twinfilin jelenlétében egy csokkend tendencia figyelhetdé meg a pH érték novelésével és pH=5,5
¢s 6,0 értékeken szignifikans kiilonbség (p<0,05) volt megfigyelhetd, melyet kétmintas t-probat
alkalmazva hataroztuk meg (21/B. dbra). Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az

egér twinfilin-1 izoforma pH érzékeny aktin filamentum darabol6 funkcidval rendelkezik.
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21. abra: A twinfilin hatdsa az aktin filamentum depolimerizaciojara.

A) Higitas indukdlta F-aktin  depolimerizaciojanak reprezentativ — gorbéi, aktin
(1 uM—0,02 uM) partnerfehérje nélkiil (sziirke), 5 uM latrunkulin A (zold) vagy 1,3 uM
twinfilin (kék) jelenlétében (pH=6,0).

B) Az aktin depolimerizaciojat jellemzo sebességi dllando pH-fiiggése twinfilin hianyaban
(sziirke) és jelenlétében (kék). A sebessegi allando értékét a depolimerizacios gorbere illesztett
egyenes meredekségebol hataroztuk meg. Twinfilin jelenlétben az depolimerizacio pH-fiiggeést
mutat, pH=35,5 és 6,0 értéken szignifikans a kiilonbség (p<0,05) a twinfilint is tartalmazo minta

sebességi dllandoja és az aktinra meghatarozott sebességi allando értékek kozott.
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5.2.3. A twinfilin-1 egyedi aktin filamentumokra gyakorolt hatisanak vizsgalata

Teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia alkalmazasaval tettiik
lathatova a twinfilin valos idejii egyedi filamentumokra kifejtett hatdsat. Az el6zd részben
targyalt depolimerizacios kisérletek azt mutattdk, hogy a twinfilin hatasa pH 6.0 értéknél
érvényesiil leginkabb, igy a mikroszkopos kisérletek pH 7,8 és 6,0 kornyezetben végeztiik el.
Elsd 1épésként 0,5 pM 10%-ban Alexa488SE — G-aktint tartalmazé Mg?' - G-aktint
polimerizaltunk miozinnal bevont felszinen dramlasi celldban 400 masodpercig. Ezt kovetden
a szabad monomereket mosassal eltavolitottuk, majd F-puffer hozzaadasaval eldsegitettiik a
depolimerizaciot. Meghataroztuk az aktin filamentumok hosszat és a depolimerizacio6 sebességi
allandgjat twinfilin hidnyaban és 1,53 uM jelenlétében eltéré pH értéken [95]. Az atlagos
filamentum hossz 3,7 £1,49 pum volt twinfilin hidnydban és 3,48 £ 1,56 pum twinfilin
jelenlétében pH 7,8-on. Az alacsonyabb pH értéken twinfilin jelenlétében az aktin
filamentumok hossza 3,05 +£1,27 pum-rél 1,69 +0,74 pm-re csokkent (3. tablazat).
Meghatéaroztuk tovabba a depolimerizacid sebességét is. A depolimerizacid sebessége twinfilin
hianyadban 6,41 + 1,89 alegység/masodperc volt, mig twinfilin jelenlétében 7,24 + 3,14
alegység/masodperc pH 7.8-on. Ezzel szemben pH 6,0 értéknél a twinfilin jelenlétének hatdsara
a depolimerizaci6 sebessége 6,18 +1,49 alegység/masodpercrél 9,29 +2,69
alegység/masodpercre novekedett. Megfigyeltiik tovabba, hogy az alacsony pH értéknél az
aktin filamentumok szama 47%-kal csokkent (3. tablazat) (22. dbra). A mikroszkopos
vizsgélatok eredményeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a twinfilin effektiv fragmentalé
hatassal rendelkezik alacsony pH kornyezetben alatdmasztva a fluoreszcencia spektroszkopiai
kisérleteinket.

Mind a spektroszkopiai, mind a mikroszkdpiai eredményeink azt mutatjak, hogy a twinfilin
filamentumrol és/vagy feldarabolja azt. Ezen eredmények alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy
olyan esetekben, mikor az intracellularis pH érték jelentdsen lecsokken, példaul bizonyos
betegségek vagy stressz esetén, a twinfilinnek kulcsfontossagu szerepe lehet az aktin

filamentum szétszerel6désében.
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Aktin

Aktin + 1,53 uM

Aktin + 1,53 uM

22. abra: A TIRF mikroszkopos kisérleteink reprezentativ dsszehasonlito felvételei.

Az aktin depolimerizaciojat kovettiik nyomon twinfilin hianyaban és jelenlétben eltéeré pH
koriilmények mellett. A méretvonal 10 um. A kiserletekben a fehérjék végkoncentracioja aktin
esetén 0,5 uM (10% Alexa488SE jelolt aktin), twinfilin-1 esetén 1,53 uM. A depolimerizacio
folyamatat 10 masodpercenkeént régzitettiik. A) Az aktin depolimerizacioja twinfilin hianyaban
és jelenlétben eltéré pH értékeken (pH=7,8 vagy 6,0). B) Twinfilin-1 pH-fiiggo filamentum

darabolo hatasanak vizualizalasa TIRF mikroszkoppal.
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. G-aktin + . G-aktin +

el twinfilin-1 el twinfilin-1

Filamentum hossz (um) 3,05+ 127 1,69 + 0,74 3,7+1.49 3,48+ 1,56

Digpolliingiiaion 6,18 4 1,49 9.29 + 2,69 6,41+ 1,89 7.4+ 3,14
sebessége (alegység/s)

3. tablazat: TIRFM mérések osszefoglalo tablazata.

5.2.4. Az aktin filamentum termodinamikai stabilitasanak vizsgalata

Korabbi méréseinket kiegészitve differencialis pasztazd kalorimétert alkalmazva vizsgaltuk a
twinfilin hatasat a Mg?" - F-aktin termodinamikai stabilitdsara. A mérések soran az F-aktin
koncentracidja 46 pM volt, ami 2 mg/ml-nek felel meg. Eldszor felvettiik az F-aktin
hédenaturacids gorbéjét és meghataroztuk az olvadasi homérsékletet, ami 66,5 °C-nak. Ez az
irodalomban aktin filamentumra jellemz6 olvadasi homérsékletnek megfeleld érték (23/4.
abra) [96,97]. Azonos korilmények kozott megismételtik a mérést 7,5 uM twinfilin
jelenlétében. Itt egy komplex, harom komponensbdl 4ll6 gérbe volt megfigyelhet6 (23/B. dbra).
Az egyes komponensekhez az aldbbi olvaddsi homérsékleteket hatdroztuk meg: 54,6° C;
59,2° C ¢és 63,23° C. A legalacsonyabb olvadéasi hdmérséklet az aktin monomernek feleltethetd
meg. A twinfilin aktin monomer komplexre kordbban meghatiroztunk egy 59,04° C-es
olvadési hémérsékletet, igy a masodik érték ehhez a komplexhez tartozhat. A legmagasabb
hémérsékleti értéket kordbbi méréseink soran nem figyeltik meg. Feltételezziik, hogy a
twinfilin jelenléte az aktin filamentumhoz tartoz6 olvadasi homérséklet értékét csokkenti, igy
valoszintlileg ez a twinfilin — F-aktin komplexhez tartozo6 érték. Tudott, hogy a twinfilin képes
az F-aktinhoz kotni és a kapott eredményiink alapjan elgondolhatd, hogy a twinfilin képes
lazitani F-aktin molekuldn beliil a szomszédos protomerek kozotti kdlcsonhatast, aminek az

alacsonyabb olvadasi hdmérséklet tulajdonithato.

59



0,00 - R 8y S

-0,01 1

o
N
1

H&éaram (mW)
=}

=}

o

@
1

)

'0,04 v T v T v T v T T T
80

0,000
-0,005 A

-0,010

(mW)

-0,015

6aram

N
N

-0,020

H

-0,025

-0,030 A

T T T T T T T T T T T

45 50 55 60 65 70
Hémérséklet (°C)

23. abra: A Mg-kétott F-aktin valamint twinfilin-1-el alkotott komplexének reprezentativ
hédenaturacios gorbéi.

A) 46 uM (2 mg/ml) F-aktin koncentrdaciot alkalmazva az olvadadsi homérséklet 66,5 °C. B)
Twinfilin-1 jelenlétben (7,5 uM) a B abran lathato tobb komponensbol allo eredményt kaptuk.
Azonositottunk egy 54,57 °C-os olvaddsi homérséklettel rendelkezé komponenst, ami az aktin
monomernek felel meg (fekete). A rendszerben megjelenik egy korabban azonositott komplex,
a G-aktin - twinfilin, aminek a T,, értéke 59,2° C (sotétkék). A harmadik komponens esetén a
meghatarozott Ty értek 63,23 °C lett. Feltételezziik, hogy ez csucs a twinfilin F-aktin

komplexként azonosithato (rozsaszin).
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6. OSSZEFOGLALAS ES KOVETKEZTETES

A doktori munkam f6 kérdése, hogy az emlds twinfilin-1 milyen szerepet tolthet be az aktin
citoszkeleton dinamikajanak szabalyozasaban. A twinfilinek evoliciosan konzervalddott aktin
kotd fehérjek, melyek két kofilin-szeri alegységbdl épiilnek fel. Képesek mind az aktin
monomerhez, mind a filamentumhoz koétni. Annak ellenére, hogy nagyszdmut tanulmany
vizsgalta mar az egyes twinfilin izoformdk hatasait és biologiai szerepét in vitro és in vivo
rendszerekben, az egyes funkciok hatterében allo molekularis valtozasok és kolcsonhatasok
maig nem tisztazodtak.

Az altalam végzett kisérletes munka két egymassal szorosan Osszefliggd egységre oszthato.
Vizsgaltam a twinfilin hatasat az aktin monomer szerkezeti és dinamikai tulajdonsagaira, ezt
kovetden pedig twinfilin F-aktin kdlcsonhatésra fokuszaltam.

FObb eredményeimet az alabbiakban ismertetem:

1) Sikeresen expresszaltuk az egér twinfilin-1 aktin kotd fehérjét Escherichia coli
rendszerben, majd meghataroztuk az aktin monomerhez valé affinitasat fluoreszcencia
anizotropia kisérletekkel, ami 0,12 £ 0,04 uM lett.

2) Az ADF/kofilin fehérje csaladra jellemzd, hogy befolyasoljak az aktin nukleotid-k&to
tulajdonsagait, ezért gyorskinetikai modszerrel vizsgaltuk a twinfilin hatasat a nukleotid
kicserélddésére. A kisérletekben e-ATP- jelolt aktint hasznaltunk és meghatdroztuk az
elsérendli disszociacios sebességi allandd értékét (Kiiszoiagos). Megéllapitottuk, hogy
twinfilin jelenlétében a kiiss:siag0s lecsokkent. A sebességi allando értékeket abrazolva a
a twinfilin G-aktinhoz val6 affinitasat, ami 0,49 + 0,27 pM-nak adddott.

3) Feltételezhetjiik, hogy a nukleotid-kicserélddés gatlasa egyiitt jar valamiféle
konforméciovaltozassal. Vizsgaltuk, hogy a twinfilin jelenléte milyen hatassal van
fluoreszcensen jelolt ATP hozzaférhetoségére a kioltd molekula (akrilamid) szamara.
Ezért fluoreszcencia kioltasi kisérleteket végeztiink és meghataroztuk a Stern-Volmer
allando értékét twinfilin hidnyaban és jelenlétében. Megallapitottuk, hogy aktin esetén
a Ksvs 0,33+0,11 M, mig twinfilin jelenlétében ez az érték 0,05+ 0,108 M'-re
csokkent. Tehat a twinfilin hatdsara a flourofor hozzaférhetdsége lecsokkent, amibol
arra kovetkeztethetiink, hogy a twinfilin aktinhoz val6 kotédése egy zartabb

konformacios allapotot hoz létre.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Forster-féle rezonancia energia traszfer méréseket végeztiink annak megéllapitasara,
hogy a twinfilin jelenléte milyen hatissal van az aktin monomer kis doménjénak
szerkezeti ¢s dinamikai tulajdonsdgaira. Az aktin monomert IAEDANS ¢és FITC
fluoroforokkal jeloltiik €s a kisérletek elvégzése utan kiszamoltuk az energiatranszfer
hatasfokat twinfilin jelenléte nélkiil és jelenlétében, valamint meghataroztuk a két
fluorofor kozotti tdvolsdgot. A twinfilin jelenléte 1ényegi eltérést nem okozott. Ezt
kovetéen homérsékletfliggd FRET méréseket végeztiink ¢és meghataroztuk az f°
paraméter értékét. Twinfilin jelenlétében nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget
az egyes homérsékleti értékeken, ami arra utalhat, hogy a twinfilin aktinhoz valo
kotésével az aktin monomer kis doménjének fehérjematrixa rigidebbé valik.
Vizsgaltuk az aktin monomer termodinamikai tulajdonsagait és a twinfilin hatasat ezen
paraméterekre. Hodenaturacids gorbék segitségéval meghataroztuk az aktin monomer
olvadasi hdmérsékletét twinfilin hidnyaban és jelenlétében. Az tapasztaltuk, hogy a
twinfilin jelenléte egy magasabb olvadasi hémérsékletet eredményez, ami egy
kompaktabb szerkezetre utal.

Koszedimentacios kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a twinfilin képes az aktint
monomer formaban tartani, ugyanakkor az F-aktinhoz is tud k&tédni.

,,Steady-state” fluoreszcencia anizotropia kisérletekkel meghataroztuk a twinfilin F-
aktinhoz val¢ affinitasat, ami 25,7 + 8,5 uM lett.

Vizsgaltuk a twinfilin hatasat a filamentum depolimerizacidjara higitas indukalta
depolimerizaciods tesztekkel. Leirtuk, hogy a depolimerizaciot jellemzd sebességi
allando aktin esetén jelentésen nem valtozik a pH érték valtoztatdsaval, mig twinfilin
jelenlétében egy csokkend tendencia figyelhetd meg a pH érték ndvelésével.
Bizonyitottuk tovabba, hogy a twinfilin pH-fliggd filamentum darabolé funkcioval
rendelkezik.

Teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia alkalmazasaval
tettiik lathatova a twinfilin valos idejli egyedi filamentumokra kifejtett hatasat.
Meghataroztuk az aktin filamentumok hosszat €s a depolimerizacio sebességi allandojat
twinfilin hianyaban ¢és jelenlétében eltéré pH-n. Magasabb pH értéken a twinfilin
jelenléte nem okozott jelentds eltérést. Mig pH 6,0 esetén az aktin filamentumok hossza
lecsokkent twinfilin jelenlétében, addig a depolimerizici6 sebessége ndvekedett.

Sikeriilt vizualizalnunk a twinfilin filamentum fragmental6 aktivitasat is.

10) Kiegészitd kisérletként vizsgaltuk a twinfilin hatdsat a Mg?" - F-aktin termodinamikai

stabilitasara. Leirtuk, hogy a twinfilin F-aktinhoz valé kotésének hatisara az aktin
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filamentum olvadasi homérséklete lecsokkent, ezaltal feltételezhetd, hogy az F-aktin

egy lazabb konformacios allapotba keriil twinfilin jelenlétében.

Az aktin egy nagyon sokoldalu fehérje, 1étfontossdgi a sejtek szamadra, szamos bioldgiai
folyamat kulcsfehérjéje. Feltételezhetd, hogy attol fiiggden, hogy milyen funkciot kell ellatnia,
képes adaptalodni a kornyezetéhez, a kdtOpartnerhez és véltoztatja a lokalizacidjat és/vagy a
szerkezetét. A mi kisérletes eredményeink azt tamasztjak ala, hogy a twinfilin jelenléte képes
megvaltoztatni mind az aktin monomer, mind az aktin filamentum szerkezeti és dinamikai
tulajdonsagait, ezen ismeretek pedig segitenek a sejten beliil lejatszodo biologiai folyamatok

megértéschez.
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The effect of twinfilin-1 on the structure and dynamics of monomeric actin was investigated with fluorescence
spectroscopy and differential scanning calorimetry experiments. Fluorescence anisotropy measurements proved
that G-actin and twinfilin-1 could form a complex. Due to the formation of the complexes the dissociation of the
nucleotide slowed down from the nucleotide-binding pocket of actin. Fluorescence quenching experiments
showed that the accessibility of the actin bound e-ATP decreased in the presence of twinfilin-1. Temperature de-
pendent fluorescence resonance energy transfer and differential scanning calorimetry experiments revealed that

Actin the protein matrix of actin becomes more rigid and more heat resistant in the presence of twinfilin-1. The results

Mouse twinfilin-1
Fluorescence spectroscopy
Differential scanning calorimetry

presence of twinfilin-1.

suggest that the nucleotide binding cleft shifted into a more closed and stable conformational state of actin in the

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The actin cytoskeleton of eukaryotic cells plays a key role in many
processes like cell motility and cytokinesis [1]. The structure and dy-
namics of the cytoskeleton are regulated by a large number of proteins
that interact with monomeric (G) actin and/or filamentous (F) actin.
Several actin binding proteins can directly regulate the nucleation and
the elongation of actin filaments. The members of the ADF/cofilin family
can regulate the turnover of actin in many ways [2]. This family consists
of three phylogenetically distinct classes: the ADF/cofilins, the drebrin/
Abp1s and the twinfilins [3]. Based on sequential analysis the residues
that have been indicated to be essential for actin binding in the ADF/
cofilin family are also well conserved in other classes, which led to the
conclusion that all the ADF-H domain containing proteins can interact
with actin. ADF/cofilins can bind both G- and F-actins, drebrin/Apb1s
seems to bind to filamentous actin, and twinfilins are capable to bind
to the actin monomers and filaments as well [3-5].

Twinfilin (TWF) was described first by Goode and co-workers in
budding yeast in 1998 [2]. They also identified human, mouse and
Caenorhabditis elegans homologues of twinfilin from their sequence da-
tabase. This result further supported that twinfilins are evolutionarily
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School, Pécs, Szigeti Str. 12, H-7624, Hungary) and the Department of Radiology
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conserved actin binding proteins [3]. Twinfilins are ~40 kDa proteins
composed of two ADF-homologue domains connected by a short linker
region plus a C-terminal tail.

The crystal structure of twinfilin's C-terminal ADF-H domain in com-
plex with an actin monomer was presented in 2008 [6]. This domain
binds between actin subdomains 1 and 3 through an interface that is
conserved among ADF-H domain proteins. Based on this structure a
mechanism is suggested by which ADF/cofilin and twinfilin inhibit the
nucleotide exchange on actin monomer and a model is presented for
how ADF/cofilin induces filament depolymerisation by weakening
intrafilament interactions [6].

Twinfilins have a crucial role in the polymerisation/depolymerisation
cycle of actin. They can effectively inhibit actin filament assembly by hin-
dering the nucleotide exchange on actin monomers [2,7]. Yeast twinfilin
can bind and sever actin filaments to accelerate filament disassembly
under in vitro conditions and promotes rapid turnover of actin structures
invivo [8]. It was reported recently that the depolymerisation at the ends
of the actin filament can be catalysed by twinfilin and Srv2/CAP [9]. Al-
though in bulk assays twinfilin-1 had no effect on the disassembly rate
at the pointed end of actin filament, in time-lapse TIRF microscopy ex-
periments twinfilin alone or in the presence of Srv2 protein could induce
rapid depolymerisation from the ends of the filaments with no visible
severing [9]. TWF-1 and the N-terminal region of Srv2 increased the
speed of the actin filament disassembly ~17 times at the pointed ends
and ~3 times at the barbed ends. Furthermore, in the recent work it
was revealed that twinfilin-1 has at least three distinct domains which


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bbapap.2016.04.002&domain=pdf
mailto:gabor.hild@aok.pte.hu
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbapap.2016.04.002
www.elsevier.com/locate/bbapap

V. Takdcs-Kolldr et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1864 (2016) 840-846 841

are required for the acceleration of pointed-end depolymerisation [9].
According to latest investigation with electron microscopy analysis the
twinfilin-1 decorated filaments could be transformed into a supercoiled
structure [9].

Like ADF/cofilin, twinfilin binds ADP-G-actin (Kp = 0.05 pM) with
~10-fold higher affinity than ATP-G-actin (Kp = 0.47 uM) under physi-
ological ionic conditions [10]. Twinfilins can form a 1:1 complex with G-
actin despite they have two potential actin binding sites (ADF-H do-
mains) [2,11,12]. The two ADF-H domains of mammalian twinfilins in-
teract independently with G-actin in a competitive manner. The C-
terminal domain of twinfilin has a similar affinity for G-actin as the
full-length protein and approximately 10 fold higher affinity, than the
N-terminal domain alone. The C-terminal ADF-H domain might be re-
sponsible for the initial monomer binding, whereas the N-terminal
ADF-H domain can mediate filament severing [8]. The linker and the
tail region do not take part in the actin binding [10].

Twinfilin also interacts with the capping protein (CP) via its con-
served C-terminal tail region. Capping protein is a heterodimeric
regulatory protein and it binds the barbed end of the actin filaments.
The interaction between TWF and CP does not affect the actin binding
and capping activity, however, this interaction is essential for correct
subcellular localization and function of twinfilin in yeast in living cells
[12,13].

Despite comprehensive studies the exact biological roles of twinfilin
remained unclear. In budding yeast TWF1 deficient cells are viable, but
show poorly enlarged cortical actin patches and synthetic lethality
when combined with certain cofilin and profilin mutants. This observa-
tion supports that twinfilin has a role in the regulation of actin dynamics
in yeast cells together with profilin and cofilin [2,13,14]. Twinfilin has
only one isoform in unicellular organisms and invertebrates, while
three twinfilin isoforms (TWF-1, TWF-2a, TWEF-2b) are expressed in
mammalian cells. Despite the similarity in their biochemical properties
these isoforms display distinct expression patterns. Twinfilin-1 and
twinfilin-2a are the major isoforms in embryos and in most adult
mouse non-muscle cells, whereas twinfilin-2b is the predominant iso-
form in adult heart and skeletal muscles [7]. In cultured murine non-
muscle cells overexpression of twinfilin-1 leads to fewer stress fibres
and the appearance of abnormal wormlike actin-filament structure
[11]. Twinfilin-1 was described as a suppressor of lymphoma cell migra-
tion and it can enhance the action of the chemotherapeutic vincristine,
which supports the role of TWF in cell migration [15]. Recent results
demonstrate that twinfilin has a role in heart diseases as well [16].
The levels of twinfilin-1 were increased in cardiac hypertrophy,
supporting the role of this protein in cell morphogenesis [16]. Recent
study identified twinfilin-2 as a novel stereociliary protein. Actin fila-
ments in stereocilia are uniformly oriented with their barbed ends to-
ward the tips of the stereocilia. In the mouse cochlea the barbed end
capping protein twinfilin-2 is present at the tips of middle and short
rows of stereocilia. Twinfilin-2 was suggested to have a role in suppress-
ing the elongation of actin filaments. Overexpression of twinfilin-2 in
cochlear inner hair cells resulted in a significant reduction of stereocilia
length. The presence of twinfilin-2 in adult stereocilia suggests that it
might play a role in controlling the mature length of the middle and
short rows of stereocilia [17].

Our aim was to describe and understand the effects of mouse
twinfilin-1 on the conformational dynamics of actin monomer. We de-
termined the affinity of TWF1 to the ATP-actin monomer with fluores-
cence anisotropy measurements. Steady-state and time dependent
fluorescence, stopped-flow and DSC experiments were performed to
characterize the molecular detail behind the twinfilin binding to mono-
meric actin. The results showed that twinfilin could reduce the accessi-
bility of the nucleotide binding cleft, which suggests that the cleft
shifted to a more compact conformational state. The TWF1 increased
the thermodynamic stability of the monomeric actin. The increased ri-
gidity of actin in the presence of twinfilin-1 was also observed with
temperature dependent FRET experiments.

2. Experimental procedures
2.1. Protein preparation and fluorescent labelling of the samples

Acetone-dried muscle powder was obtained from rabbit skeletal
muscle as was described earlier by Feuer et al. [18]. The calcium
bound G-actin was prepared according to the method of Spudich and
Watt modified by Mossakowska et al. [19,20]. The G-actin was stored
in buffer A, containing 4 mM Tris-HCl, 0.1 mM CaCl, (Sigma-Aldrich),
0.2 mM ATP, 0.5 mM MEA and 0.005% NaN5 (Merck) at pH 8.0. The con-
centration of the G-actin was determined spectrophotometrically with a
Jasco V-550 spectrophotometer by using the absorption coefficient of
111 mgml~' cm™! (46,090 M~ cm™ 1) at 280 nm [21]. The relative
molecular mass of 42,300 Da was used for G-actin [22].

During the whole study mainly Ca-ATP G-actin was used in the ex-
periments. The Ca-G-actin is more stable which makes it possible to re-
duce the influence of nonspecific environmental effects. Parallel to the
reduced experimental errors the reproducibility of the results can be
improved. Mg-G-actin was only used in the temperature dependent en-
ergy transfer measurements to describe the effect of twinfilin-1 on the
flexibility of the small domain of actin because the flexibility parameter
of Ca-G-actin is not sensitive on the applied temperature range (5 and
35 °C) [23]. Another reason that can support our decision to work
with Ca-actin is that it was suggested before that in some cells and in
some intracellular regions of cells calcium-actin pools may be present
temporary, which can be locally important in the dynamics of actin cy-
toskeleton [24]. The Mg-G-actin was prepared from Ca-G-actin accord-
ing to the method of Strzelecka-Golaszewska and colleagues [25].

The plasmid for expression of His-tagged twinfilin-1 in Escherichia
coli was digested with Ncol and HindIII and the cDNA fragment was
cloned into the pHAT2 vector to create plasmid pPL144. E. coli
BL21(DE3) pLysS cells were transformed with the pHAT2-TWF1 con-
struct and grown in Luria broth medium in the presence of 100 pug/ml
ampicillin (Sigma-Aldrich) until the OD of the culture at 600 nm
reached 0.6. Expression was induced by addition of 0.2 mM isopropyl-
3-p-thiogalactopyranoside (Sigma-Aldrich) and performed for 3 h at
37 °C. Harvested cells were washed once with 20 mM Tris (pH 7.5), re-
suspended to 40 ml of 20 mM imidazole, 50 mM NaCl, 10 mM Tris
(pH 7.5), supplemented with 0.01 mg/ml DNasel (ApliChem,
Germany), and were lysed by pulsed sonication (5 min, 80% intensity,
Bandelin Sonopuls HD3100). Cell debris was removed by centrifugation
for 1 h at 30,000 x g at 4 °C. The supernatant was loaded onto a nickel-
nitrilotriacetic acid-agarose column (Qiagen) and eluted with a linear
20 mM-1 M imidazole gradient. The fractions containing the His-
tagged twinfilins were then further purified with Q-Sepharose anion-
exchange column what was equilibrated with 20 mM Tris (pH 7.5),
and the proteins were eluted with a 0-1 M NaCl gradient. The peak frac-
tions were concentrated to 1 ml in Vivaspin 10-kDa cut off device
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Germany) and loaded onto a
Superdex-75 HiLoad gel filtration column (GE Healthcare), which had
been equilibrated with ATP free buffer A (pH 8.0). The peak fractions
containing twinfilins were pooled, concentrated to a final concentration
of 100-300 pM, frozen in liquid Ny, and stored at — 70 °C. Protein con-
centration was determined spectrophotometrically, using the molar ex-
tinction coefficient of 39,100 M~ ! cm™! determined with the
ProtParam tool.

The labelling of actin monomers with e-ATP was performed as de-
scribed previously [26]. A fluorescent nucleotide analogue etheno-
ATP (Invitrogen) was attached to the Ca-G-actin according to the
method of Perelroizen et al. [27]. The actin concentration was deter-
mined spectrophotometrically by using the absorption coefficient of
1.11 mg ml~' cm™ 'at 280 nm [21] and it was corrected with the ab-
sorbance of the fluorophore.

The labelling of cysteine in 374 position on actin monomers with
IAEDANS (N-(lodoacetaminoethyl)-1-naphthylamine-5-sulfonic acid)
(Sigma-Aldrich) was performed as described by Miki and co-workers
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[28].The concentration of the labelled G-actin was calculated by using
the absorption coefficient of 0.63 mg ml~! cm™! at 290 nm to correct
with the contribution of the light absorption of IAEDANS to the actin ab-
sorption at 290 nm. The fluorophore concentration was determines by
using extinction coefficient 6100 M~ cm~! at 336 nm [25]. For FRET
measurements double labelled actin monomers are needed therefore
the certain amount of IAEDANS-G-actin was labelled with fluorescein-
5-isothiocyanate (FITC) (Sigma-Aldrich) at Lys-61 according to the
method of Burtnick modified by Miki and co-workers [28,29]. The con-
centration of FITC-IAEDANS-actin was determined with the Bradford
protein assay reagent. The FITC concentration was determined spectro-
photometrically with an absorption coefficient of 74,500 M~ ' cm™ "' at
493 nm [30]. The extent of labelling was 80-100% of actin monomer
in both cases.

2.2. Fluorescence anisotropy measurements

Steady-state fluorescence measurements were performed with a
Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluorimeter (Longjumeau Cedex,
France) which contains a thermostated cuvette holder. The &-ATP la-
belled actin was used in ATP free buffer A solution for these experi-
ments. The applied concentration of e-ATP-actin was 1 uM in these
experiments. The fluorescence anisotropy of e-ATP-actin was measured
in the presence of increasing twinfilin concentration (0-8 puM).

The affinity of the twinfilin for actin was determined by using the
following equation:

Ar — Tactual — T min

Ar max T'max —T min

([Ltatal] + [Ptoml} + KD) _\/( [Ltotal} + [Ptatal] + KD)2_4[P[otal] [Ltotal}

Z[Ptotal]
(1)

where Ar is the difference of the measured anisotropy value (4¢qq) and
the anisotropy value for the fluorescently labelled un-complexed pro-
tein (Tmin), 'max 1S the highest signal from the complexed protein, Leo¢q
is the total ligand concentration, P, is the total protein concentration
and Kp is the equilibrium dissociation constant.

2.3. Nucleotide exchange assay

For the nucleotide exchange measurements an Applied
Photophysics stopped-flow equipment was used. We applied 2 pM Ca-
G-actin labelled with €-ATP and varying concentration of twinfilin
from O to 8 uM. The protein sample was mixed with an ATP free buffer
A supplemented with 1 mM ATP. The fluorescence intensity was follow-
ed for at least 1000 s. The nucleotide exchange rate is monitored by fol-
lowing the decrease of fluorescence intensity of &-ATP as it was
dissociated from the actin monomers. The fluorophore was excited at
320 nm and the fluorescence emission was filtered with an FG 385
cut-off filter.

2.4. Fluorescence quenching measurements

Steady-state fluorescence measurements were carried out with a
Perkin-Elmer LS50B (Waltham, MA) and a Horiba Jobin Yvon
Fluorolog-3 (Longjumeau Cedex, France) spectrofluorometer equipped
with a thermostated cuvette holder. 5 UM &-ATP bound actin was titrat-
ed at 22 °C with acrylamide from 0 to 0.3 M. The excitation wavelength
was 320 nm and the emission spectra were recorded between 330 nm
and 600 nm with 5 nm slits on the excitation and emission side as well.

With the fluorescence quenching experiments it is possible to test
the conformational changes around the actin bound fluorophore in
the presence of twinfilin. When more than one fluorophore population
affected in the sample (e.g. actin bound and free e-ATP is in the solution)

with different quenching mechanisms this complex situation can be re-
solved by using a complex form of the Stern-Volmer equation:

-1
Fo_ (Y f
Fo (Zl (1+ Ksr, [@))(1 +1<svw[Q1)> @

where Ksy s; and Ky p; are the static and dynamic Stern-Volmer con-
stant of the i population represented by the fraction of f, respectively.
The Ky values can inform us about the accessibility of the fluorophore to
the quencher molecules [31]. A decrease in the Ky value can indicate a
decreased accessibility, which can suggest a more closed nucleotide
binding cleft [26].

The time-resolved fluorescence quenching measurements were per-
formed on an ISS K2 Multifrequency Phase Fluorometer (ISS Fluores-
cence Instrumentation, Champaign, IL) at 22 °C. The excitation light
was provided by a 300-W Xe-arc lamp, and was modulated with a
double-crystal Pockel cell. The modulation frequency was varied in 10
steps from 2 to 64 MHz. The excitation wavelength was 320 nm and
the emitted light was observed through an FG 385 high-pass filter. We
used freshly prepared glycogen solution as a reference (lifetime = 0 ns).

2.5. Temperature dependent FRET experiments

FRET measurements were carried out with Horiba Jobin Yvon
Fluorolog-3 fluorimeter (Longjumeau Cedex, France) spectrofluorime-
ter equipped with a thermostated cuvette holder. Actin was labelled
with IAEDANS (donor) in subdomain 1 at Cyss74 and with FITC (accep-
tor) in subdomain 2 at Lysg; as described by Miki and co-workers [28].
The donor fluorescence intensity was monitored in the absence and in
the presence of the acceptor. The excitation wavelength was 350 nm
whist the fluorescence intensity of IAEDANS was registered at 475 nm,
where the contribution of acceptor to the measured fluorescence was
insignificant. The measurements were performed at different tempera-
tures from 5 to 35 °Cin steps of 5 °C by employing dehumidifier machin-
ery. The fluorescence intensities were corrected for inner filter effect by
using the following equation modified by own experimental setup [32]:

Feorr = Fopsantilog[(ODex/2) 4 (ODein /10)] (3)

where F, is the measured fluorescence intensity, and OD.y and OD,,,
are the absorption of sample at the excitation and emission wave-
lengths, respectively.

The transfer efficiency for IAEDANS-FITC FRET pair was calculated as
follows:

E=1—(Fpa/Fp) (4)

where Fp and Fp, are the fluorescence intensities of the donor molecule
in the absence and the presence of the acceptor, respectively, taking ac-
count of the labelling ratio of acceptor. It is possible to calculate the dis-
tance between the donor and acceptor molecules by knowing the
energy transfer from the equation below:

E—R/(RS+R°) (5)
where R is the Forster's critical distance defined as the donor-acceptor
distance where the fluorescence resonance energy transfer efficiency is

50%.
The f parameter can be calculated as described earlier [23,33].

f =E/Fpa (6)

The flexibility of protein can be characterized by flexibility parame-
ter f. To determine the f parameter between the donor and acceptor for
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actin molecule as a function of increasing temperature we can get infor-
mation about the relative fluctuation of the fluorophores.

2.6. Differential scanning calorimetry (DSC) experiments

DSC measurements were carried out with a Setaram Micro DSC-III
(Longjumeau Cedex, France) calorimeter. The applied temperature
range was 0-100 °C and the heating rate was 0.3 K min~ . The Buffer
A prepared with MOPS served as a reference solution during the DSC
measurements. The actin concentration was 23 pM (0.97 mg/ml) in
the experiments and the concentration of twinfilin was also adjusted
to 23 pM. All the DSC data were analysed with the Microcal Origin soft-
ware (version 6.0). In all cases, the samples were heated twice. The
measurements after the second heating indicated that the denaturation
of the actin during the first run was fully irreversible.

3. Results and discussion

In the present work the effect of twinfilin-1 on the structure and dy-
namics of monomeric actin was studied by fluorescence spectroscopy
and DSC measurements. The first goal was to determine the affinity of
twinfilin for Ca-G-actin. Steady-state fluorescence anisotropy is sensi-
tive to changes in the rotation of the investigated fluorophore. One of
the common sources of these changes is the change in the rotation of
the whole protein to which the fluorophore is attached. The binding of
a partner to a protein can thus be monitored through the change of
the anisotropy of the protein bound fluorophores. We used this method
to characterize the concentration of twinfilin-actin complexes under
various conditions following the signal from the actin bound fluorescent
ATP analogue. The anisotropy was 0.028 + 0.007 in the absence of
twinfilin. The relatively small steady-state anisotropy measured for
the actin bound e-ATP indicates that the fluorophore retained a relative-
ly large degree of motional freedom even after binding to the protein.
The measured steady-state anisotropy value for the unbound &-ATP
was 0.0012 + 2 - 10~4. This very small anisotropy value reflects the
free and rapid rotation of the fluorophore. The anisotropy was
0.028 + 0.007 in the absence of twinfilin-1. The observed relatively
small steady-state anisotropy of actin bound €-ATP was potentially
due to the presence and contribution of free e-ATP. When &-ATP labelled
actin monomers (1 uM) were mixed with twinfilin in different concen-
tration (0-8 uM) the measured fluorescence anisotropy gradually in-
creased to 0.047 + 0.007 (Fig. 1). As the increase of fluorescence
anisotropy can be related to the complex formation, the binding affinity
of twinfilin for the actin monomers was determined from the
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Fig. 1. Binding of mouse twinfilin-1 to G-actin. The change of fluorescence anisotropy of &-
ATP labelled G-actin in the presence of increasing twinfilin concentration (0-8 uM). The
applied actin concentration was 1 uM (n = 3). The error bars represent the standard
deviation (SD) values. The obtained Kp value is 0.12 4= 0.04pM.

concentration dependence of anisotropy by fitting Eq. (1) to the data
points. The resolved equilibrium dissociation constant is 0.12 +
0.04 uM, indicating that twinfilin-1 can tightly bind to the Ca-actin
monomers.

The interaction of actin with ADF/cofilin family proteins often result-
ed in the change of its nucleotide binding properties [26]. To test the
functional properties of twinfilin we carried out nucleotide exchange
experiments. Actin monomers (1 M) were incubated with e-ATP to
allow equilibrium nucleotide binding, and then unlabelled ATP was
added at a greater concentration (1 mM). Due to its large concentration
it could replace the fluorescent nucleotide on actin. The displacement
was accompanied by a fluorescence intensity change allowing the mea-
surement of the dissociation rates. When the experiments were carried
out in the absence of twinfilin the first order dissociation rate constant
was found to be 0.012 s~ . The experiments were repeated in the pres-
ence of twinfilin in various concentrations (0-8 uM). We observed that
the binding of twinfilin decreased the rate of dissociation to 0.003 s~ ! at
the maximal twinfilin concentration (Fig. 2). Applying Eq. (1) we also
attempted to determine the affinity of twinfilin-1 for actin. The affinity
was found to be 0.49 4 0.27 pM which is in good correlation with the
affinity (0.12 4 0.04 pM) we found in fluorescence anisotropy measure-
ments (Fig. 1).

It was suggested previously that the nucleotide binding region be-
tween the small and large domains of actin is sensitive to the presence
of actin binding proteins [34]. The nucleotide binding region was proved
to be closed in the presence of cofilin and toxofilin [26,35] while profilin
was related to the open structure of the binding region [22]. The change
of the nucleotide dissociation rate in the presence of twinfilin can be due
to the altered conformation of the nucleotide binding pocket. To test
this idea fluorescence quenching experiments were performed to de-
scribe the accessibility of the actin bound fluorescently labelled ATP in
the presence of twinfilin. The fluorescence intensity of actin (5 uM)
bound &-ATP was recorded in the presence of acrylamide in various con-
centrations (0-0.3 M). The experiments were carried out either in the
absence or presence (5 M) of twinfilin. Based on the determined affin-
ity more than 90% of the twinfilin bound actin under these conditions.
With the fluorescence intensities Stern-Volmer plots were created
and the plots were analysed by fitting Eq. (2) to the experimental data
[26]. The calculated Kgy p value for the free e-ATP was 48.02 +
8.35 M. The results of the fluorescence lifetime measurements
showed that dynamic quenching components were not present and
the fluorescence of the actin bound &-ATP was only quenched by static
quenching processes in the presence of twinfilin.

0.016
0.014 4

0.012 4

Twinfilin-1 (UM)

Fig. 2. Effect of twinfilin-1 on nucleotide exchange on G-actin. The nucleotide exchange
experiment on e-ATP labelled monomeric actin (1 uM) versus 1 mM ATP in the absence
and presence of increasing twinfilin concentration (0-8 puM). Errors presented are
standard deviation from three independent experiments.
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While the Ksy was 0.33 & 0.11 M~ ! in the absence of twinfilin, its
value decreased by almost ten-fold to 0.05 & 0.108 M~ in the presence
of twinfilin (Fig. 3). The relative abundance of the bound etheno-ATP
was 64 4+ 21% and 85 + 9% in the absence and presence of twinfilin-1
respectively. The large decrease of the Ky reflected the decrease of the
accessibility of the fluorophore to the solvent and suggested that the nu-
cleotide located in a more compact, closed nucleotide-binding pocket.
The structure of the actin-twinfilin complex is not available yet. Al-
though the change of the overall structure of actin and the nucleotide
binding pocket in actin is the likely explanation for our observation,
we cannot exclude the possibility that the accessibility of the nucleotide
pocket decreased because the N-terminal domain of twinfilin sterically
blocked the nucleotide binding cleft on actin.

FRET experiments were performed to study the structure and dy-
namics of the small domain of monomeric actin in the presence of
twinfilin-1. The temperature sensitive energy transfer measurements
were completed with Mg-G-actin. The actin monomer was labelled
with the fluorescent donor IAEDANS on cysteine 374 in subdomain 1.
FITC as a fluorescent acceptor was attached to lysine 61 in subdomain
2. The donor emission spectrum was recorded between 345 nm and
650 nm, and the corrected fluorescence intensities at 475 nm were
used to calculate the energy transfer. The contribution of acceptor to
the measured fluorescence intensity was negligible at this wavelength.
The concentration of the labelled actin was 2 pM, while the twinfilin
concentration was 8 uM in these experiments. The binding site of
twinfilin on actin monomer is close to the position of IAEDANS. The af-
finity of twinfilin for IAEDANS labelled G-actin was determined by
steady state fluorescence anisotropy measurements to exclude the ad-
verse effect of labelling on complex formation. In these experiments
the G-actin concentration was 2 uM while the twinfilin concentration
was changed from 0 to 10 pM. Eq. (1) was applied to calculate the Kp
value for the complex of IAEDANS labelled G-actin with twinfilin-1.
The calculated Kp value was 0.16 £ 0.1 pM which is similar to the Kp
value that was obtained for twinfilin binding to the &-ATP labelled
actin monomers (0.12 £ 0.04 uM). Based on the calculated equilibrium
constant around 97% of actin was in complex with twinfilin-1 in the
measurements.

Then fluorescence resonance energy transfer efficiency was calculat-
ed by using Eq. (4). The R values for the IAEDANS-FITC fluorophore pair
was taken from the work of Nyitrai and colleagues (Table 1) [23]. In the
measurements the FRET efficiency and the R values slightly decreased
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Fig. 3. The Stern-Volmer plots of the steady-state quenching measurements with &-ATP
labelled actin monomers. The Stern-Volmer plot of €-ATP labelled monomeric actin
(5uM) in the absence (grey circle) and in the presence of twinfilin (white circle) with
acrylamide (0-0.3 M). Solid lines represent the fits obtained with Eq. (2). The calculated
Ksy s value is 0.33 = 0.11 M~ for the actin bound &-ATP molecules, and the Ksy s value
is 0.05 4 0.11 M~ 1 in the presence of twinfilin. The plot contains individual data sets
from at least three independent measurements in the presence and absence of twinfilin-1.

Table 1

Temperature dependence of the transfer efficiency (E) of the IAEDANS-FITC pair, the cal-
culated donor-acceptor distances (R) and the Forster's critical distance (Ro) values for
G-actin (Mg?*) and G-actin-twinfilin complex.

T(°C) Ro(nm) E (%) R (nm)

G-actin G-actin:TWF G-actin G-actin:TWF
5 5.31 67.65 +248 7142 +126 4.744+0.06 4.60 + 0.07
10 523 66.15+ 199 7030+ 048 4.664+0.06 4.56 + 0.06
15 5.15 68.70 £ 1.32 66.44 +£1.77 4.57 +:0.05 4.58 £ 0.06
20 5.07 6746 +1.87 66.73 £ 141 453 4+0.05 453 +0.04
25 498 65.38 £ 0.64 66.07 +£1.69 4.474+0.03 447 +0.08
30 49 62.69 £ 0.55 6392 + 148 4.4540.07 446 £0.05
35 4.82 62.02 +£158 61.6+123 4444+0.05 439+005

while the temperature increased from 5 to 35 °C (Table 1). The compar-
ison of the data obtained in the presence and absence of twinfilin-1 in-
dicated that the donor-acceptor distance was not sensitive to the
binding of the actin-binding protein at any of the applied temperatures
(Table 1). The calculated distance and the tendency of its change were
similar to the results of our previous measurements [29]. To assess the
effect of twinfilin-1 on the intra-molecular flexibility of the small do-
main of actin the temperature dependent FRET measurements were fur-
ther analysed. The temperature dependence of a special FRET
parameter, f, provides information regarding the flexibility of the pro-
tein matrix between the applied labels. A steeper temperature depen-
dence can be related to a more flexible protein matrix [23,33]. The f'
flexibility parameter was calculated by using Eq. (6). The relative
change of the f increased in case of Mg-G-actin as the temperature in-
creased from 5 to 35 °C. In the presence of twinfilin-1 the f’ did not sig-
nificantly change as the temperature increased (Fig. 4), indicating that
the binding of twinfilin made the protein matrix of the actin monomers
more rigid.

Our fluorescence experiments showed that the binding of twinfilin-
1 changed the conformation of the Mg-actin monomer. Local conforma-
tional changes often correlate with the overall stability of proteins [35,
36]. To investigate the twinfilin induced changes in the global heat resis-
tance of actin, differential scanning calorimetry experiments were car-
ried out. The heat transitions of 23 pM Ca-G-actin was recorded in the
absence or presence of 23 uM twinfilin (Fig. 5). Under these conditions
approximately 93% of actin was in complex with twinfilin-1 based on
the determined Kp values (0.12 &+ 0.04 pM). We found that the melting
temperature of twinfilin bound actin (T,, = 59.04 °C) was higher than
that of the twinfilin free actin monomers (T,,, = 56.33 °C) and higher
than twinfilin alone (T,;, = 54.01 °C). These data suggest that parallel
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Fig. 4. Temperature dependence of relative f' of Mg-G-actin in the presence of twinfilin-1.
The temperature dependent FRET experiments were completed with 2 LM actin monomer
in the absence (grey circle) or presence of 8 uM twinfilin (empty circle). The presented
error bars are the standard deviations from at least three independent experiments.
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Fig. 5. The thermal denaturation curve of Ca-G-actin in complex with twinfilin. The figure
shows the representative experimental data for the 23 pM Ca-G-actin (empty triangle),
23 pM twinfilin (empty square) and 23 pM actin-twinfilin complex (empty circle).

to the conformational transitions responsible for the more compact nu-
cleotide binding cleft of actin the thermal stability of the actin increased
after the binding of twinfilin. However, as we obtained a single heat
transition peak for the twinfilin—actin complex, we cannot exclude the
possibility that the stability of twinfilin-1 has also changed in this com-
plex. Our observation is different from the results of Pivovarova and col-
leagues as they found that twinfilin-1 did not change the melting
temperature of ATP-G-actin significantly [37]. The incoherence between
the data can be resolved considering that they used Mg-ATP-actin in
their work, while in the present work Ca-ATP-actin was applied in the
DSC measurements.

Profilins, ADF (actin depolymerizing factor)/cofilins and twinfilins
are evolutionarily conserved actin binding proteins and exist in organ-
ism from yeast to mammals. Profilins form an individual actin binding
protein family while ADF/cofilins and twinfilins are the members of
ADF/cofilin family [2]. Cofilin and twinfilin are able to bind to monomer
and/or filamentous actin but profilin exclusively binds to the G-actin
[38]. Cofilin contains one ADF domain while twinfilin consist of two
cofilin-like domains. As they have similar structure they produce similar
biochemical functions. Cofilins and twinfilins also inhibit spontaneous
nucleotide exchange on G-actin [10,26]. They bind to ADP-G-actin
with a significantly higher affinity than ATP-G-actin (cofilins: Kp_app-c-
actin = 0.02-0.15 pM, Kp_atp-G-actin = 0.6-8.0 uM; twinfilins: Kp_app-c-
actin = ~0.05 UM, Kp_atp-G-actin = 0.5-2 uM) [10,39,40]. Consequently
twinfilins show similar binding characteristics to G-actin than cofilins.
In contrast to the functions of cofilins and twinfilins, profilin is very dif-
ferent. Profilins are small (12-16 kDa) actin binding proteins and they
have a higher affinity for ATP-G-actin (Kp = 0.1 uM) than ADP-G-
actin (Kp = 0.5 pM). Profilin catalyses the nucleotide exchange on G-
actin as well [41].

Profilins have a distinct structure and function compared to the ADF/
cofilins and twinfilins. Profilins can shift the nucleotide binding cleft on
actin into an open position [26]. They can bind between the subdomains
1 and 3 on the actin monomer but their function is mainly to prepare the
monomers for the incorporation into the actin filaments. To this sub-
class of the G-actin sequestering proteins an uncovering function can
be related. Both the ADF/cofilins and the twinfilins probably due to
their similar structural elements can shift the nucleotide binding region
on actin into a closed conformation [26]. Beyond their structural and
functional similarities there is an overlap between their binding sites
on actin as well [42]. In cells they are partly responsible for carrying
the actin monomers. During this transportation it seems they try to
keep the central and functionally important actin bound nucleotide in
an enclosed position. Based on these they can be considered as a sub-
class within the G-actin sequestering proteins with sheltering function.

4. Conclusion

In living cells actin is responsible for many biological functions. To
fulfil these functions actin has to be properly localized and structurally
adapted to the requirements. It is a well-established idea that actin
can adopt and change its conformation by reacting to the changes of
various environmental conditions or to the binding of its partner
proteins. The present work can support this idea by characterizing the
intramolecular changes in actin monomers upon the binding of
twinfilin-1. The rapid and well-designed structural response of actin
to the binding of its partners is central in the efficient control of the cy-
toskeletal actin network. The key molecular mechanisms behind the re-
action of the actin cytoskeleton can help to understand the nature of the
interactions of these proteins, and thus deserves future investigations.
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The effect of mammalian twinfilin-1 on the structure and dynamics of actin filaments were studied with steady
state fluorescence spectroscopy, total internal reflection fluorescence microscopy and differential scanning calo-
rimetry techniques. It was proved before that the eukaryotic budding yeast twinfilin-1 can efficiently bind and
severe actin filaments in vitro at low pH values. In the present work steady-state anisotropy measurements re-
vealed that twinfilin can bind efficiently to F-actin. Dilution-induced depolymerization assay proved that mam-
Keywords: malian twinfilin-1 has an actin filament severing activity. This severing activity was more pronounced at low pH
Actin values. Total internal reflection fluorescence microscopy measurements could support the severing activity of

Twinfilin mouse twinfilin-1. The average rate of depolymerization was more apparent at low pH values. The differential
Cytoskeleton scanning calorimetry measurements demonstrated that mammalian twinfilin-1 could reduce the stiffness within
Fluorescence the actin filaments before the detachment of the actin protomers. The structural and dynamic reorganization of
Calorimetry actin can support the twinfilin-1 induced separation of actin protomers. The measured data indicated that mam-
Spectroscopy malian twinfilin-1 was able to accelerate the monomers dissociation and/or sever the filaments effectively at low

pH values.
It was concluded that twinfilin-1 can affect the F-actin in biological processes or under stress situations when the

pH is markedly under the physiological level.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Actin cytoskeleton is involved in several cellular processes in eu-
karyotic cells like cytoskeletal formation, cell division, motility and po-
larization of cells [1]. Based on the cell type and localization in cells
the actin cytoskeleton can be stable or very dynamic [2,3]. Actin has mo-
nomeric (G-actin) or filamentous (F-actin) form. Under physiological
ionic conditions actin filaments are evolved from actin monomers dur-
ing the process of polymerization.

The ratio of intracellular monomeric and/or filamentous actin is
maintained by the control of the actin-binding proteins. The actin bind-
ing proteins can effectively modify the structural and dynamic proper-
ties of actin [4-13]. Actin is highly sensitive for the changes in the
environmental properties and to the presence of its binding partners
[1,2,6-10,12-18]. The actin filaments are generally susceptible to pH de-
pendent reorganization by several actin regulatory proteins. The ADF/
cofilin [19], the cyclase-associated protein 1 (CAP1) [20] and the actin-

* Corresponding author at: University of Pécs, Medical School, Department of
Biophysics, Pécs, Szigeti u. 12, H-7624, Hungary.
E-mail address: gabor.hild@aok.pte.hu (G. Hild).

http://dx.doi.org/10.1016/j,jphotobiol.2016.09.044
1011-1344/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

interacting protein 1 (AIP1) [21] can efficiently modify the actin fila-
ment dynamics in a pH dependent way. The ADF/cofilin can promote
the disassembly of actin filaments at higher pH values [19] and the
CAP1 and AIP1 can effectively support the disassemble of the ADF/
cofilin bound F-actin in a pH sensitive mode [20,21]. Proteins that inter-
act with G- and/or F-actin originate from several protein families. The
members of the actin depolymerizing factor homology domain (ADF-
H) proteins can regulate actin turnover in many ways [7]. This family
is divided into three phylogenetically variant classes: the ADF/cofilins,
the drebrin/Abp1s and the twinfilins [6,11,22]. ADF-H domains show a
collective fold that consist of five internal beta-strands and at least
four alpha-helices [23].

Twinfilins (TWFs) are evolutionarily conserved actin binding pro-
teins that can be found from yeast to mammals [11]. Twinfilins are ~
40 kDa proteins consisting of two ADF-H/cofilin-like domains connect-
ed by a short linker region and a C-terminal tail. The two domains of
twinfilins display approximately 20% sequence similarity to each other
and also to other cofilin-like domain containing proteins [11]. Both
ADF-H domains of mammalian twinfilins are able to bind G-actin inde-
pendently. The C-terminal region is capable of binding actin monomer
with similar affinity as the full-length protein and about 10-fold higher
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than the N-terminal ADF-H domain [24]. Although twinfilins have two
potential actin-binding sites the ratio of G-actin:twinfilin is usually 1:1
in in vitro experiments. Apparently the N-terminal domain of twinfilin
binds an actin monomer and through conformational changes the G-
actin binding is transmitted to the C-terminal domain [24]. Twinfilins
are actin monomer binding and sequestering proteins and so they are
key proteins in the regulation of polymerization/depolymerization
cycle of actin filaments. They can efficiently inhibit actin filament as-
sembly by reducing the nucleotide exchange on G-actin [25]. Twinfilins
can form more stable complex with ADP-G-actin (Kp = 0.05 pM) than
ATP-G-actin (Kp = 0.47 uM) similarly to ADF/cofilins [24]. Mammalian
twinfilins can interact with the barbed-ends of actin filaments by both
of the ADF-H domains [26,27]. During this process the N-terminal do-
main interacts with the terminal G-actin while the C-terminal domain
- with weak affinity to the filament's sides - binds between two adjacent
subunits on the side of the filament [26,28]. Through the capped barbed
ends of the filaments twinfilins can efficiently prevent further filament
assembly/disassembly. Yeast TWF displays actin severing activity at
acidic pH under in vitro conditions [29]. The severing activity can be-
come more noticeable in tissues where the intracellular pH decreases
under pathological conditions. Severing function is not related to
other twinfilin isoforms so far.

Twinfilins are able to bind capping proteins (CP) as well [30]. The in-
teraction between TWF and CP is required for proper localization of
twinfilin in yeast but has no effect on twinfilin-actin binding [30,31].

Twinfilins have only one isoform in organisms with less complexity
and three isoforms (twinfilin-1, twinfilin-2a and twinfilin-2b) are dif-
ferentiated in mammals [25,27]. In muscle cells twinfilin-2b is
expressed whereas twinfilin-1 and 2a isoforms are mainly expressed
in non-muscle tissues. Furthermore twinfilin-1 isoform can be found
in lamellipodial actin meshes and in cell-cell connections as well [25].

Several biological roles of twinfilins have been described to date. In
yeast twinfilin deficiency showed extended cortical actin patches and
lethality together with several cofilin and profilin mutations [30,32].
Mammalian TWF-1 was identified as a suppressor of lymphoma cell mi-
gration and a stimulator of the chemotherapeutic vincristine to confirm
the role of this actin binding protein in cell migration [33]. Furthermore
twinfilin-1 has a role in heart disease as well. Increased twinfilin-1 level
was exhibited in cardiac hypertrophy. This observation supports the
role of TWF in cell morphogenesis [34]. Twinfilin-2a depletion inhibited
the growth of neurons, whereas the overexpressed TWF-2a elevated
neurite length and stimulated the varicosities development [35].
Twinfilin-2 is known to bind myosin VIla under both in vitro and in
vivo conditions, hereby TWF may regulate the length of stereocilia [36].

Despite the numerous comprehensive studies several biological
function and actin cytoskeleton modifying effect of twinfilin and the
corresponding molecular interactions have not been clarified yet. In
our study we define the affinity of TWF-1 to Mg-F-actin. We demon-
strate that the depolymerization of actin filaments is accelerated in
the presence of mouse twinfilin-1 in a pH dependent manner. In addi-
tion twinfilin-1 can sever the actin filaments at pH 6.0. DSC experiments
were also performed to characterize the molecular details behind the
regulation of actin cytoskeleton by twinfilin.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

KCl, CaCl,, Trizma Base (tris-(hydroxy-methyl) amino-methane),
MgCl,, Luria broth medium, ampicillin, acrylamide, isopropyl-3-D-thio-
galactopyranoside, imidazole, MOPS, laedans and pyrene were pur-
chased from Sigma-Aldrich (Budapest, Hungary). ATP, MEA
(mercaptoethanol), and NaN3 were supplied by Merck (Budapest, Hun-
gary). DNase I was taken from AppliChem, Germany. The Vivaspin 10-
kDa cut-off centrifugal concentrator was obtained from Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Germany.

2.2. Protein Preparation and Fluorescent Labelling of the Samples

2.2.1. Actin preparation

Acetone-dried muscle powder was obtained from rabbit skeletal
muscle as was described earlier by Feuer and colleagues [37]. The calci-
um bound G-actin was prepared according to the method of Spudich
and Watt modified by Mossakowska and co-workers [38,39]. The G-
actin was stored in buffer A (4 mM Tris, 0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl,,
0.5 mM MEA, and 0.005% NaNs, pH 8.0). The concentration of the G-
actin was defined spectrophotometrically with a Jasco V-660 spectro-
photometer by using the absorption coefficient of 1.11 mg/ml cm™!' at
280 nm [40]. The relative molecular mass of 42.3 kDa was used for G-
actin [41].

2.2.2. Twinfilin Preparation

Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS cells were transformed with the
pHAT2-TWF1 construct and grown in Luria broth medium in the pres-
ence of 100 pg/ml ampicillin until the OD of the culture at 600 nm
reached 0.6. Expression was induced by addition of 0.2 mM isopropyl-
[-D-thiogalactopyranoside and performed for 3 h at 37 °C. Harvested
cells were washed once with 20 mM Tris (pH 7.5), suspended to
40 ml of 20 mM imidazole, 50 mM NaCl, 10 mM Tris (pH 7.5), supple-
mented with 0.01 mg/ml DNase I, and were lysed by pulsed sonication
(5 min, 80% intensity, Bandelin Sonopuls HD3100). Cell debris was re-
moved by centrifugation for 1 h at 30,000 x g at 4 °C. The supernatant
was loaded onto a nickel-nitrilotriacetic acid-agarose column (Qiagen)
and eluted with a linear imidazole gradient. The fractions containing
the His-tagged twinfilins were then further purified with Q-Sepharose
anion-exchange column and Superdex-75 HiLoad gel filtration column
(GE Healthcare). The peak fractions containing twinfilins were pooled,
concentrated in Vivaspin 10-kDa cut-off device to a final concentration
of 100-300 pM, frozen in liquid N5, and stored at —80 °C. Protein con-
centration was determined spectrophotometrically, using the molar ex-
tinction coefficient of 39,100 M~! cm™' determined with the
ProtParam tool.

2.2.3. Fluorescence Labelling of Actin

The labelling of actin monomers with IAEDANS (N-
(Iodoacetaminoethyl)-1-naphthylamine-5-sulfonic acid) was per-
formed as described by Miki and co-workers [42]. G-actin solution
(50 uM) was polymerized in B-mercaptoethanol free (Mea-free) buffer
A for 2 h at room temperature. The F-actin was incubated with 15-fold
molar excess of fluorophore for 1 h at room temperature. The labelling
was stopped by adding 2 mM -mercaptoethanol. The sample was cen-
trifuged (Beckman Coulter Optima Max Ultracentrifuge, 32,800 x g for
40 min at 4 °C). The pellet with the fluorescently labelled actin was dis-
solved, homogenized and dialyzed overnight in buffer A. The concentra-
tion of IAEDANS labelled G-actin was calculated by using the absorption
coefficient of 0.63 mg/ml cm ™! at 290 nm to correct with the contribu-
tion of the light absorption of IAEDANS to the actin absorption at
290 nm. The fluorophore concentration was determined by using the
extinction coefficient of 6100 M~ ! cm™! at 336 nm [43]. The extent of
actin monomers' labelling was 0.80-1.

To typify the depolymerization process actin was labelled with N-(1-
pyrene) iodoacetamide as described previously [44]. 23 pM G-actin was
polymerized for 1 h at room temperature in mercaptoethanol free buff-
er A. F-actin was kept with 1.1-fold molar excess of pyrene
iodoacetamide for 18 h at room temperature. To separate the labelled-
actin from the free dye the sample was ultracentrifuged at 32,800 x g
for 45 min at 4 °C. After homogenization and dialysis the concentration
of actin was determined with a Jasco V-660 spectrophotometer by using
the extinction coefficient of 0.63 mg™! ml cm™ ! at 290 nm. The absorp-
tion coefficient of 45,000 M~ ! cm ™' at 344 nm was used for calculation
of actin-bound pyrene iodoacetamide in solution. The labelling ratio
was 0.7-0.9.
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Actin was labelled with Alexa Fluor 488 Succinimidyl Ester
(Alexa488SE) to monitor actin depolymerization with TIRF microscopy.
Briefly G-actin (50 uM) was dialyzed against in F-buffer (20 mM Pipes,
0.2 mM CaCl,, 0.2 mM ATP, 0.1 M KCl, pH 6.9) overnight at 4 °C. F-
actin was incubated with 6-fold molar excess Alexa488SE (Invitrogen)
dissolved in DMF (dimethylformamide) for 1 h. The reaction was termi-
nated with 10 mM Tris-HCl (pH 7.8). After ultracentrifugation
(32,800 x g, 40 min, 20 °C) of the sample the pellet was resuspended
and homogenized. Actin was kept for 1 h on ice to depolymerize by it-
self. By applying of PD-10 column (GE Healthcare) unbound dye was re-
moved. The labelled G-actin was polymerized by adding 100 mM Kdl,
1 mM MgCl, for 30 min at room temperature. F-actin was centrifuged
(328,000g, 40 min, 20 °C) and the pellet was dissolved in G buffer
(5 mM Tris-HCl, 0.1 mM CaCl,, 0.2 mM ATP, 1 mM DTT, 0.01% NaNs3)
and dialyzed overnight in G buffer at 4 °C in dark. Labelled G-actin con-
centration was defined with Jasco V-660 spectrophotometer (extinction
coefficient of 1.11 mg ™! ml cm™ ! at 280 nm) by using 0.46 as a correc-
tion factor at 280 nm. Concentration of Alexa488SE was calculated spec-
trophotometrically (extinction coefficient at 495 nm 71,000 M~!
cm™ ). The labelling ratio was 0.4-0.6.

2.3. Fluorescence Anisotropy Experiments

Steady-state fluorescence measurements were performed with a
Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluorimeter (Longjumeau Cedex, France),
which contains a thermostated sample holder. The IAEDANS labelled
Mg-G-actin in buffer A was polymerized in the presence of 2 mM
MgCl, and 100 mM KCl for two hours at room temperature. The applied
concentration of IAEDANS labelled Mg-F-actin was kept on a constant
level (5 uM). The steady fluorescence anisotropy of F-actin was moni-
tored in the presence of increasing twinfilin concentration (0-60 uM)
while the excitation and emission wavelength was 350 and 479 nm, re-
spectively. The affinity of the twinfilin for Mg-F-actin was determined
by using the following equation [45]:

Ar =T

ATmax  Tmax—Tmin

(Leor + Pror + Kp) + \/(Ltat + Pro¢ + KD)2_4'Ptot'Ltat

— 1
2Pur M

where Ar is the difference of measured anisotropy value (r) and anisot-
ropy value for the fluorescently labelled uncomplexed protein (),
the Arpqy is the difference of the highest anisotropy for the fluorescently
labelled protein in complex with its ligand (rmqx) and rmin, Leoe is total li-
gand concentration, Py, is total protein concentration and Kp, is the equi-
librium dissociation constant.

24. Actin Depolymerization Assay

Pyrene labelled G-actin was applied to monitor the actin filament
depolymerization kinetics. Mg-G-actin labelled with pyrene was poly-
merized in the presence of 2 mM MgCl, and 100 mM KCl in the sample
cuvette. The actin filaments (1 uM) depolymerization was followed in
the absence or presence of twinfilin-1 (1.3 uM) after diluting the actin
to 0.02 puM at different pH values while the excitation and emission
wavelength was 365 and 407 nm, respectively. The depolymerization
rate was defined from the slope of the linear fit to the initial part of
the time dependence (the first 120 s) of the pyrene fluorescence curves.

2.5. Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM)

TIRFM experiments were performed as it was described previously
[46]. Flow cells were incubated with N-ethylmaleimide myosin and
washed extensively with myosin buffer (F buffer supplemented with
0.5 M KCl) two times. As a next step 0.1% (w/v) BSA (in F buffer) was
added and equilibrated with TIRFM buffer (0.5% (w/v) methylcellulose,

10% (w/v) BSA, 10 mM 1,4-diazabicyclo- [2,2,2]octane (DABCO) and
100 mM DTT in F buffer). Depolymerization of 0.5 uM Mg?*-F-actin
(containing 10% Alexa488SE-G-actin) was followed in the absence and
presence of twinfilin-1 (1.53 uM) in buffer F (0.5% methylcellulose,
100 mM DTT, 10 mM DABCO, 0.5% BSA, 100 mM KCl and 2 mM
MgCl,). Images were recorded in every 10 s with an Olympus [X81 mi-
croscope equipped with a laser-based (491 nm) TIRFM system using an
ApoTIRFM 60 x NA 1.45 oil objective and a Hamamatsu CCD camera.
Time lapse images were analyzed with Fiji software. The depolymeriza-
tion rates of actin filaments in pum/s were determined using the Multiple
kymograph plugin and the length of filament in subunits per second
was transformed by using 370 subunits per micron of filament as a ref-
erence [47].

2.6. Differential Scanning Calorimetry (DSC) Experiments

The DSC measurements were carried out with a Setaram Micro DSC
II (Longjumeau, France) calorimeter. The heat denaturation curves were
recorded between 0 °C and 100 °C with 0.3 K/min scanning rate. The G-
actin was polymerized in G buffer (4 mM MOPS, 0.2 mM ATP, 0.1 mM
CaCly, 0.5 mM MEA, and 0.005% NaNs, pH 8.0) in the presence of
100 mM KCl and 2 mM MgCl, for 2 h and the F-actin was incubated
with twinfilin at least 1 h at room temperature. The Mg-F-actin concen-
tration was 46 uM (2 mg/ml) while the concentration of twinfilin was
7.5 UM. The heating of the sample was repeated after a cooling phase
to check the reversibility of the thermal denaturation of the sample pro-
teins. The data obtained from the first heating was adjusted by
subtracting the second calorimetric trace from it. The heat flow was
plotted against the temperature and was further analyzed by using
the Origin Pro 8 software. The melting temperatures (T,;,) of the proteins
were determined from the peak of the heat denaturation curves of the
samples.

3. Results and Discussion

To investigate the effect of mouse twinfilin-1 on the structure and
dynamics of rabbit skeletal muscle actin fluorescence spectroscopy,
TIRF microscopy and DSC measurements were performed.

The binding of TWF to F-actin was tested by steady-state fluores-
cence anisotropy. 5 UM IAEDANS labelled Mg-actin filaments were ti-
trated with increasing concentrations of twinfilin from 0 to 60 uM in
15 steps. The steady-state anisotropy value for [AEDANS labelled G-
actin and F-actin was 0.147 £ 0.003 and 0.245 4 0.001, respectively.
During the titration the fluorescence anisotropy of F-actin decreased
to 0.188 4 0.005 in the presence of 60 uM twinfilins-1 (Fig. 1). The affin-
ity of the applied actin binding protein to actin can be revealed by fitting
Eq. (1) to the data points. The calculated equilibrium dissociation con-
stant (Kp) for the Mg-F-actin - twinfilin complex is 25.7 4 8.5 uM.
The decrease of the steady-state anisotropy can be related to the bind-
ing of twinfilin to F-actin. Extrapolating to infinite twinfilin concentra-
tion resulted in a limiting anisotropy value of 0.155 + 0.012. This
value is close to that observed in separate experiments for the anisotro-
py of G-actin (I qein = 0.147 £ 0.003). In agreement with previous re-
ports [48] we concluded that the decrease of the anisotropy was related
to the sequestering function of twinfilin. Parallel to the isolation of the
actin fragments the direct severing activity of twinfilins can also be in-
volved in the appearance of the decreased steady state anisotropy
values.

Dilution-induced depolymerization assay was also performed to
verify the effect of twinfilin-1 on the dynamics of actin depolymeriza-
tion. During the experiments 1 uM pyrene labelled F-actin was diluted
to 20 nM to trigger the net disassembly of the actin filaments. As the
20 nM is below the critical concentration of actin (actin, ~ 100 nM)
the actin filaments are depolymerized. Under these conditions the re-
versal effect of the free G-actin on the kinetics of F-actin depolymeriza-
tion can also be excluded [49]. During the experiments the fluorescence
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Fig. 1. Binding of mouse twinfilin-1 to the F-actin is monitored by fluorescence anisotropy.
The steady-state fluorescence anisotropy of IAEDANS labelled F-actin (5 uM) was plotted
against the increasing twinfilin-1 concentration (0-60 uM). The curve was fitted to the
data points by using Eq. (1). In the presence of increasing twinfilin concentration the
anisotropy of F-actin decreased to the level of 0.188 4 0.005, that is typical for the
IAEDANS labelled G-actin. The error bars represent the standard deviation (SD) values
calculated from the results of at least three independent experiments. The calculated Kp
value is 25.7 + 8.5 uM.

intensity of pyrene decreases proportionally to the decrease of the actin
filament concentration. As the actin monomers do not affect the depoly-
merization the sequestering function of an actin binding protein can
also be eliminated by these experiments. The severing function of an
actin binding protein can be more specifically explored by this assay.

It was described previously that yeast twinfilin can function as an
actin filament severing protein at pH values below 6.0 [29]. In our mea-
surements the effect of mouse twinfilin-1 on actin depolymerization
was studied at different pH values. In these experiments mouse
twinfilin was added to pyrene labelled actin filaments (pyrene labelling
ratio was ~50%) and the change in the fluorescence emission of pyrene
was monitored (Fig. 2). The concentration of twinfilin was 1.3 uM which
suggest that about 5% of actin was in complex with twinfilin-1 and
about 96% of the twinfilin-1 was unbound in the solution. The measure-
ments were performed at six different pH values between pH 5.0 and
7.8.

With the depolymerization experiments we focused on the effect of
twinfilin-1 on the depolymerization process instead of the local changes
induced by the complex formation by twinfilin-1 and F-actin. Moseley
and colleagues concluded before that twinfilin-1 might affect the
pyrene fluorescence in depolymerization assays but the main effect of
twinfilin-1 is related to the changes induced after the binding to actin
filaments [29].

The depolymerization rate constants were determined from the
slope of a linear fit to the initial part of the exponentially changing fluo-
rescence of pyrene.

Latrunculin-A (Lat-A) was used as a control with sequestering func-
tion. In our measurements the Lat-A (5 uM) did not causes any effect in
the depolymerization of actin filament as we expected (Fig. 2A).
Twinfilin induced a more prominent decrease in the fluorescence signal
compared to sample where actin was present alone.

In the measurements the rate constant has changed from 8.7 x
1074 £35x107%s 't042 x 107 % £ 23 x 10~ *s~ ' in the absence
of twinfilin-1 as the pH increased from 5.5 to 7.8. When twinfilin-1
(1.3 uM) was also present in the sample the rate constant changed
from 17.7 x 1074 £ 3.4 x 10745 1t03.8 x 1074 £ 2.7 x 10~ 45!
with the increasing pH values (Fig. 2B). These results suggest that the
applied twinfilin isoform has a pH sensitive actin filament severing
activity.
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Fig. 2. The effect of twinfilin-1 on the depolymerization of actin. A. The figure represents
the typical experimental data for dilution-induced depolymerization of F-actin (1 uM to
0.02 uM) alone (empty triangle) or in the presence (black squares) of twinfilin-1
(1.3 uM) or Lat-A (filled circle) at pH 6.0. B. The rate constant of actin depolymerization
is determined by the slope of a linear fit to depolymerization curves in pH dependent
manner. The rate constant of actin alone (20 nM) (grey circle) does not show significant
change as a function of pH, while the actin rate constant (20 nM) (grey squares)
changed significantly in the presence of twinfilin-1 (1.3 pM). The presented error bars
represent the standard deviation (SD) values calculated from the results of at least three
independent experiments.

TIRF microscopy was used to allow real-time visualization of the di-
rect effect of twinfilins-1 on individual actin filaments. The spectroscop-
ic experiments (Fig. 2B) showed that the twinfilin-1 dependence of the
depolymerization was most prominent at pH 6.0 while no twinfilin de-
pendence was observed at pH 7.8 (Fig. 2B). To see the maximum differ-
ence in the effect of twinfilins-1 the TIRFM measurements at these two
pH values. The length of actin filaments and the rate constants of actin
depolymerization were determined in the absence and presence of
twinfilin-1. At first 0.5 uM Mg? *-G-actin (containing 10% Alexa488SE-
G-actin) was polymerized for 400 s in flow cells. The free monomers re-
maining after the polymerization were washed out and F-buffer or
twinfilin in F buffer were added to promote the depolymerization of
the actin filaments. The actin filaments disassembly was monitored for
400 s with 10 s long gaps between the images. The average filament
lengths were compared in the absence and in the presence of 1.53 pM
twinfilins-1. At pH 7.8 the average filament length was 3.7 £ 1.49 pm
and 3.48 4 1.56 pm after depolymerization in the absence and presence
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of twinfilin-1, respectively. At pH 6.0 the value of this parameter signif-
icantly decreased from 3.05 4+ 1.27 ym to 1.69 + 0.74 ym in the pres-
ence of twinfilin-1. The average rate of depolymerization was
calculated based on the length change during the available time period
in the absence and presence of twilfilin-1 at both pH values.

The average rate of depolymerization was 6.41 + 1.89 subunits/s
without and 7.24 + 3.14 subunits/s with twinfilin-1 at pH 7.8. The
mean filamental depolymerization rate was 6.18 & 1.49 subunits/s in
the absence and 9.29 + 2.69 subunits/s in the presence of twinfilin-1
at pH 6.0. Based on these results it was concluded that twinfilin-1 can
effectively severe the actin filaments at low pH values. The total number
of the actin filaments decreased by ~47% at pH 6.0 as a result of effective
depolymerization of the actin filaments at this low pH value. This
change was not observed at pH 7.8. With these TIRFM experiments it
is possible to verify the existence of the pH dependent severing activity
of mouse twinfilin-1.

Differential scanning calorimetry measurements were completed to
describe the effect of twinfilin on the thermodynamic stability of Mg-F-
actin. When only 46 pM (2 mg/ml) F-actin was present in the solution
only a single denaturation peak was identified at 66.5 °C (Fig. 3A).
This T,,, value is in good agreement with our previously recorded data
[50].

The heat denaturation curve of actin filaments was also recorded in
the presence of twinfilin-1. When 7.5 pM twinfilin was added to 46 pM
(2 mg/ml) F-actin a complex peak was obtained that could be resolved
into the three individual curves of the components (Fig. 3B).

The peak with the lowest melting temperature (54.6 °C) can be re-
lated to the presence of actin monomers [13] while the peak with
59.2 °C can be connected to the G-actin-twinfilin complex [13]. The
peak with the highest T, value (63.23 °C) is a new component that
was not observed before. It is reasonable to assume that this peak is a
descendant of F-actin based on the close proximity of its T,, value to
that observed for the actin filaments in the absence of twinfilin
(66.5 °C).

Twinfilin has to bind to F-actin at first when it start to decompose
the actin filaments. A binding equilibrium can probably be reached
when the supply of twinfilin is limited. In this case the severing activity
cannot be completed effectively. The result would be a population of
actin polymers which are partially disintegrated and bind the effector
molecule in a certain quantity. Based on these considerations the
63.23 °C Ty, value probably belongs to the twinfilin-F-actin complex
and the partially disintegrated actin filament in the sample.

As the T, in this case is lower than in case of the F-actin it seems that
twinfilin loosen the molecular connections between the neighboring
actin protomers within the actin filaments just before the separation
of the protomers from the polymeric actin. Compared to the twinfilin-
G-actin complex where the T,, value was 59.04 °C [13], it seems that
the twinfilin-F-actin complex (T, = 63.23 °C) is in a thermodynamical-
ly more stable conformation.

4. Conclusion

It was proved before that budding yeast twinfilin (Twf1) can effi-
ciently bind and severe actin filaments in vitro at low pH values [29)].
In the present work the effects of mammalian twinfilin-1 on the struc-
ture and dynamics of actin filaments were studied with different bio-
physical techniques.

Steady-state anisotropy revealed that twinfilin can bind to F-actin
with a Kp of 25.7 + 8.5 uM.

To test the effect of twinfilin-1 on the dynamics of actin's depoly-
merization as well dilution-induced depolymerization assay was also
performed. The calculated rate constant of the actin depolymerization
clearly showed that the depolymerization rate decreased as the pH
changed from 5 to 7.8. These results indicated that mammalian
twinfilin-1 has a pH sensitive actin filament severing activity as well.
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Fig. 3. The denaturation curve of Mg-F-actin in complex with twinfilin-1. A. The melting
temperature (T,,) of actin filament was 66.5 °C when 46 puM F-actin was used in the DSC
measurements. B. 46 uM F-actin was measured in the presence of 7.5 uM twinfilin. The
original denaturation curve (filled circle) was decomposed into three individual
components with distinct T,, values. The T,, 54.57 °C (empty circle) can be related to
the presence of actin monomers, while the peak with 59.2 °C can be connected to the G-
actin-twinfilin complex (empty square). The T,,, value of 63.23 °C most probably belongs
to the twinfilin affected F-actin components (empty triangle). The figures show the
representative denaturation curves for the Mg-F-actin in the absence and presence of
twinfilin-1.

TIRFM measurements further supported the existence of the pH depen-
dent severing activity of mouse twinfilin-1.

One would assume that twinfilin and other actin severing proteins
can change the conformation of the actin filaments to prepare them
for efficient severing. Little has been published previously regarding
this transient conformational state of actin filaments. Our DSC measure-
ments demonstrated that the transient actin conformation can co-exist
with the conformation characteristic for the filaments in the absence of
severing proteins. We observed that after binding the filaments mam-
malian twinfilin-1 reduced the rigidity within the actin filaments. This
conformational state of actin is probably the transient conformation
that foster actin filament severing. Our observation can be explained
by assuming weaker connections between the neighboring actin
protomers in the filaments. This structural reorganization of actin can
support the twinfilin induced separation of actin protomers.
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All the measured data indicate that mammalian twinfilin-1 is able to
accelerate the monomers dissociation and/or sever the filaments effec-
tively at low pH values. Interestingly, significant effect of twinfilin-1 was
not detected at high pH values. This behavior of the mammalian
twinfilin-1 is similar to that observed for yeast twinfilin-1 [29].

One feasible explanation for the observed effect of twinfilin-1 may
be related to situations when the intracellular pH is lower that the phys-
iological values. The role of twinfilin-1 was successfully proved in some
pathological situations [34,51,52]. In case of some ischemic diseases the
decrease of the intracellular pH was detected [53]. Based on these con-
siderations we propose that twinfilin can have an important regulatory
effect on F-actin decomposition in some special biological processes or
under stress situations where the pH is markedly lower than the phys-
iological value.
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Abstract Differential scanning calorimetry was applied to
compare the effects of mammalian twinfilin-1 or toxofilin
on the thermodynamic properties of actin monomer.
Although twinfilin and toxofilin have different structure
and actin-binding sites, they similarly increased the ther-
modynamic stability of monomeric actin. The mammalian
twinfilin increased, while the toxofilin did not significantly
change the T;, value (the width at half-height of the
transition peak) during the complex formation between the
actin and the monomer binding proteins. In case of tox-
ofilin, the E, value (activation energy) significantly
increased compared to twinfilin where the activation
energy was nearly insensitive to the complex formation. It
seems that toxofilin can achieve its main function as an
actin monomer sequestering protein by more effectively
and consistently modifying the basic thermodynamic
properties of the monomeric actin.
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Introduction

Actin is one of the most important components of
cytoskeleton which determines many processes in cells and
as an essential part of the skeletal muscle that transmits
force from the myosin filaments. Actin exists in monomeric
(G-actin) and/or filamentous (F-actin) form and has large
number of interacting partners [1—4]. Major functions of
actin are regulated by actin-binding proteins. The thermo-
dynamic properties of actin monomer were investigated
with thermoanalytical techniques before. These studies
revealed that the thermodynamic properties of G-actin
depend largely on the bound ions and nucleotides [5-7].
The actin-binding proteins can efficiently adjust the ther-
modynamic stability of actin [8—10].

Twinfilins are ~40 kDa proteins composed of two ADF
(actin-depolymerising factor)—homologue domains con-
nected by a short linker region plus a C-terminal tail. They
are evolutionarily conserved actin-binding proteins that exist
from yeast to mammals [11]. During the complex formation,
the ratio of actin—twinfilin is 1:1 although they have two
potential actin-binding sites. Twinfilin can bind between
actin subdomains 1 and 3 based on the crystal structure of
twinfilin’s C-terminal ADF-H domain in complex with
G-actin [12]. Twinfilins are actin monomer binding and
sequestering proteins and inhibit actin filament assembly by
inhibiting the nucleotide exchange on actin monomers
[11, 13]. Like ADF/cofilin, twinfilin binds ADP-G-actin
(Kp = 0.05 uM) with ~tenfold higher affinity than ATP-
G-actin (Kp = 0.47 uM) under physiological ionic condi-
tions [14]. Twinfilins have only one isoform in unicellular
organism and invertebrates, and three isoforms (twinfilin-1,
twinfilin-2a and twinfilin-2b) are in mammals [15, 16].

Toxofilin is a 27 kDa protein that is able to bind to actin
monomer (Kp = 2.3 uM) and to the ends of actin filaments
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as well [17, 18]. Toxofilin has three independent actin-
binding regions and forms a ternary complex with an
antiparallel actin dimer. This toxofilin—actin complex can
bind to the barbed end of the actin filaments [19]. Toxofilin
decreases the nucleotide exchange on G-actin and the actin
polymerisation rate [18, 19]. Presumably, toxofilin disin-
tegrates the cytoskeleton of host cells hereby increases the
ratio of actin monomers [19].

In this study, our aim was to characterise and compare the
effects of mouse twinfilin-1 and toxofilin on the thermal
unfolding of Ca—G-actin. Although they have very different
crystal structure, the two actin-binding proteins show many
similarities in their effects on actin monomer. Both twinfilin
and toxofilin inhibit the nucleotide exchange on G-actin
[16, 19-21], and in the presence of twinfilin or toxofilin, the
nucleotide binding cleft is shifted to a closed conformational
state [20, 21]. Here, we present a comprehensive study about
the details behind the effect of twinfilin and toxofilin on the
thermodynamic properties of Ca—ATP-G-actin.

Materials and methods
Chemicals

MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid], Tris—HCI,
NaCl, CaCl,, MgCl,, imidazole, Luria broth medium, 2X YT
Microbial Medium EZMix™ Powder, ampicillin, kanamycin,
IPTG (isopropyl-b-p-thiogalactopyranoside), sucrose and
thrombin were purchased from Sigma-Aldrich (Budapest,
Hungary). ATP (adenosine-5'-triphosphate), MEA (mercap-
toethanol), DTT (dithiothreitol) and NaN; (sodium azide)
were supplied by Merck (Budapest, Hungary).

Sample preparation

Acetone-dried muscle powder was purchased from rabbit
skeletal muscle as was described earlier by Feuer et al.
[22]. The calcium bound actin monomer was prepared
according to the method of Spudich and Watt modified by
Mossakowska et al. [23], and Spudich and Watt [24]. The
G-actin was stored in buffer A (4 mM Tris—HCI, 0.1 mM
CaCl,, 0.2 mM ATP, 0.5 mM MEA and 0.005% NaN3) at
pH 8.0. The G-actin concentration was defined spec-
trophotometrically with a Jasco V-550 spectrophotometer
by using the absorption coefficient of 1.11 mg mL™" cm™'
at 280 nm [25]. The relative molecular mass of 42,300 Da
was applied for G-actin [26]. During the whole study, Ca—
ATP-G-actin was used in the experiments.

His-tagged mammalian twinfilin-1 and toxofilin were
obtained in Escherichia coli expression system as we
described earlier [20, 21]. His-tagged twinfilin construct
was grown in Luria broth medium in the presence of

@ Springer

100 pg mL~" ampicilin until the OD of the culture at
600 nm reached 0.6. After induction with 0.2 mM iso-
propyl-B-p-thiogalactopyranoside, the expression was per-
formed for 3 h at 37 °C. In the next step, the collected cells
were lysed, and the supernatant was purified in three steps.
Nickel-nitrilotriacetic acid-agarose column (Qiagen),
Q-Sepharose anion-exchange column and Superdex-75
HiLoad gel filtration column (GE Healthcare) were applied
to reach the purified proteins. Purified twinfilins were
stored in 10 mM Tris buffer (pH 7.5) with 50 mM NaCl
and 1 mM DTT at —70 °C. In case of toxofilin, the actin-
binding fragment, amino acids 69-196, was used. Tox-
ofilingg_19¢ was grown in 2X YT Microbial Medium
EZMix™ Powder in the presence of 30 pg mL~' kana-
mycin and induced by 1 mM IPTG and performed for
overnight at 20 °C. The clarified cell lysated was purified
in two steps. At first, a nickel-nitrilotriacetic acid-agarose
column (Qiagen, Hungary) was applied. In the next step,
His-tag was removed by digestion with thrombin at 4 °C
overnight. The concentrated protein loaded onto a Super-
dex-75 HilLoad gel filtration column (GE Healthcare) to
remove thrombin and the cleaved His-tag peptides. Tox-
ofilingg_19¢ Was stored in 50 mM Tris (pH 7.3), 50 mM
NaCl, 5 mM DTT and 3% sucrose at —70 °C. Proteins
concentrations were determined spectrophotometrically,
using the molar extinction coefficient of 39,100 M~' cm™"
for twinfilin and 4470 M~ cm™" for toxofilin determined
with the ProtParam tool.

DSC measurements

The thermal unfolding of the G-actin and actin treated
with twinfilin or toxofilin samples was monitored by
SETARAM Micro DSC-II calorimeter. All experiments
were conducted between 0 and 100 °C. The heating rate
was 0.3 K min~' in all cases. Conventional Hastelloy
batch vessels were used during the denaturation experi-
ments with 850 pL sample volume in average. Reference
sample was normal actin buffer prepared with MOPS.
The sample and reference vessels were equilibrated with
a precision of £0.1 mg, so there was no need for any
heat capacity correction between the sample and refer-
ence. The repeated scan of denatured sample was used as
baseline reference, which was subtracted from the orig-
inal DSC curve.

Calculating the activation energy of thermal
denaturation

The method of Sanchez-Ruiz et al. [27] was applied before
to explore the activation energy requirement of the pro-
tein’s thermal denaturation. The analysis was based on the
model of Lumry and Eyring [28] whose model was
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previously efficiently used to explore the thermodynamic
properties of muscle proteins [7, 29, 30]. They interpreted
the irreversible protein denaturation process with a two-
step kinetic model where a reversible denaturation step is
followed by an irreversible phase:

N{LHD kol (1)
-1

where N is the natural, D is the reversibly denatured, while
I is the irreversibly denatured form of the protein. The k.,
and k_, are the forward and backward rate constants of the
reversible, while the k, is the forward rate constant of the
irreversible step.

Useful thermodynamic information can be achieved
about the reversible unfolding of the protein if &, is much
smaller compared to the outcome of the reversible step or
when the irreversible denaturation is achieved at a different
temperature than the melting temperature (7,,) of the
thermodynamic conversion of the protein. The activation
energy of the protein denaturation can be related to the
calorimetric enthalpy change through the following
equation:

dHey CEa (1 1
In <ln(dHcal —dH)) R (Tm T) 2)

where dH,, is the total calorimetric enthalpy change in the
denaturation, the dH is the calorimetric enthalpy change
until the 7 temperature point, Ty, is the melting temperature
of the denaturation, E 4 is the activation energy and R is the
universal gas constant (8.314 J mol ™! Kil).

Results and discussion

Actin is highly sensitive for the physico-chemical changes
in its environment [2, 31-37]. The change in the dynamics
of actin due to different effectors can have a substantial
effect on the functionality of cells. The actin-binding pro-
teins can efficiently affect the basic dynamics and structure
of actin [1-3, 8, 10, 38-41]. The most frequently seen
effect of actin monomer binding proteins on the dynamics
of actin is the increase in the thermodynamic stability of
the actin monomers [2, 8, 10, 21, 39]. In the present work,
the Ca—G-actin was characterised thermodynamically with
DSC technique. Also, the Mg—G-actin is thought to be a
more physiological species; it was indicated before that
under certain conditions at some parts of cells calcium-
actin pools may be present transiently, and this pool can
affect the function of the actin cytoskeleton locally [42].
The main thermodynamic quantity that was studied so far
is the melting temperature (7,,) of the actin monomers. In
our study, we further investigated the basic changes behind
the complex formation between the actin and two

representatives of actin-binding proteins, the twinfilin and
toxofilin. In the present measurements, the mammalian
twinfilin-1 and the toxofilin69-196 fragment were used as
the binding partner of actin monomers. As the main
activities of the toxofilin (monomer sequestration and
barbed-end capping) can be associated with the applied
toxofilin69-196 fragment, it is reasonable to think that
studying this part can give valuable information about the
function of the whole protein as well. Beside the melting
temperature, the 7'/, (the denaturating temperature width at
half-height of the of the heat flow at the transition peak)
and the activation energy were also studied to explore the
fundamental changes behind the main thermodynamic
changes induced by the actin monomer binding proteins on
actin.

The 23 uM Ca-G-actin exhibited a usual unfolding
transition at around 56 °C, while the pure 23 pM twinfilin
at 54 °C (Fig. 1). In case of the un-complexed twinfilin at
around 63 °C, an exothermal transition can be seen that
should be clarified in further studies. The Ty, value for the
actin monomer is in good agreement with our previous
results [8]. The complex of the 23 uM Ca—G-actin with
23 uM twinfilin resulted a single transition peak with a
shifted Ty, value to 59 °C, suggesting a thermodynamically
stable Ca—G-actin—twinfilin complex compared to the un-
complex actin monomers. Considering that the K, value is
0.12 £ 0.04 uM for the Ca—G-actin—twinfilin complex,
approximately 93% of actin (21.4 pM) was in complex
with twinfilin-1 during the DSC measurements [21]. The
T, values of the heat denaturation curves are defined as

Effect of twinfilin

0.005 +
7\
O
0.000 4
=
E —0.005 - § 23 uM G-actin
= \ F
o \ Ll
= N Ly
8 _oot0 | i
T 23 uM twinfilin i
\ L
endo N
\ 7 K
—0.015 54°C :’, /23 uM G-actin+
i/ 23 pM twinfilin
o0
-0.020 - r - r Tt r 1 1 T

40 45 50 55 60 65 70 75
Temperature/°C

Fig. 1 Thermal denaturation curve of Ca—G-actin alone and in
complex with twinfilin. The figure shows the representative heat
denaturation curve of 23 uM Ca—-G-actin (thick solid line) 23 pM
twinfilin (dashed line) and the 23 pM Ca—G-actin + 23 pM twinfilin
complex (dotted line). The melting temperature (7,,,) is 56 °C for the
Ca—-G-actin, 54 °C for twinfilin and 59 °C for the Ca-G-actin—
twinfilin complex
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the width of the transition peak at its half-height value. The
T, values were used to get information about the coop-
erativity of the melting of actin [43]. The T}/, of 4.76 K of
Ca—G-actin shifted to 5.8 K as the Ca—G-actin formed a
complex with twinfilin. The 22% increase in the T, can
suggest that the cooperativity during the phase transition is
smaller for the actin-binding protein bound actin monomers
compared to the un-complexed ones. The activation energy
of the phase transitions were also calculated for the
Ca—G-actin and the twinfilin as well by using Eq. 2 (Fig. 1).
The calculated E, value for Ca—G-actin is 372 kJ mol !,
This value is a bit higher than the calculated values of
others (200-290 kJ molfl) [44], but it can be due to the
different methods that were used (DNase I-inhibition assay
vs DSC). The calculated E4 value for Ca—G-actin—twinfilin
complex was 355 kJ mol~! (Fig. 3). This small 4.6%
decrease in the activation energy may suggest that in case of
the actin—twinfilin complex, a little bit less energy is needed
to initiate the denaturation process than in the case of the
un-complexed Ca-bound actin monomers.

In the case of toxofilin (Fig. 2), the T}, value for the free
toxofilin was 53.1 °C (experimental not shown), and the
denaturation temperature of the Ca—G-actin complex is
around 64 °C. The change in Ty, for the Ca—G-actin—tox-
ofilin complex similarly to twinfilin suggest that the actin
monomers got into a thermodynamically more stable state
due to the complex formation with the actin monomer
binding protein. Considering that the Kp value is
41+ 1.7 uM for the Ca—G-actin—toxofilin complex,
approximately 47% of actin (14.1 uM) was in complex
with toxofilin during the DSC measurements. The T,
decreased about 4% due to the Ca—G-actin—toxofilin

0.008 - ,
Effect of toxofilin W ,"\ '
- A
0.004 30 uM Ca-G actin A "‘ul ‘\,I v
0.000 - \
. !
~0.004 - '
£ g
= |
2 -0.008 - !
© endo !
(0] 1
T —0.012 - .
!
!
1
—0.016 A 56.5°C | | 30 uM Ca-G actin+
v 17 uM toxofilin
~0.020 - vy
' J{64 °C
T T r T T T T T T T
30 40 50 60 70 80
Temperature/°C

Fig. 2 Heat denaturation curve of Ca—G-actin (solid line) and Ca-G-
actin in complex with toxofilin (dashed line). 30 uM G-actin was
used in the DSC measurements alone or in complex with 17 uM
toxofilin. The melting temperature (7,,) of actin monomer was
56.5 °C and in the presence of toxofilin this peak shifted to 64 °C
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Fig. 3 Calculation of activation energy (E,) for Ca—G-actin
monomers alone (filled square) or in complex with twinfilin
(filled circle) or toxofilin (filled triangle) based on the method of
Sanchez-Ruiz et al. [27]

complex formation which suggest that the cooperativity
during the phase transition of actin was insensitive for the
presence of toxofilin. The calculated activation energy for
Ca—G-actin—toxofilin complex is 449 kJ mol~' (Fig. 3).
The 21% increase in the E, may suggest that for the actin—
toxofilin complex more energy is needed to initiate the
denaturation process than in the case of the un-complexed
Ca-bound monomeric actin.

Conclusions

The actin-binding proteins can effectively modify the
dynamics and structure of actin [1-3, 8, 10, 38—41]. The
thermodynamic stability of actin monomers in their com-
plex with the actin monomer binding proteins is usually
increased [2, 8, 10, 21, 39]. In the present study, beside the
melting temperature (7},), the T, and the activation
energy (E,) were also studied to explore the detailed
thermodynamic changes behind the complex formation
between two representatives of the actin monomer binding
proteins and G-actin.

The mammalian twinfilin-1 shifted the T, value from 56
to 59 °C while the relative increase in T4, was around 22%
and the E, value decreased by 17 kJ mol™' during the
complex formation with the mammalian Ca—G-actin.

The toxofilin from a parasitic protozoan (Toxoplasma
gondii) shifted the T}, to 64 °C while the relative decrease
of Ty, was around 4% and the E, value increased by
94 kJ mol™' during the complex formation with the
mammalian Ca—G-actin.

The change in the T,, values suggests that toxofilin
increased the thermodynamic stability of actin monomers
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more efficiently. The complex between the monomer
binding proteins and actin responded less cooperatively to
the thermal denaturation than the un-complexed actin
monomers in case of twinfilin. The E, values indicate that
to initiate and drive the thermal denaturation of the actin—
actin-binding protein complex, more energy is needed in
case of the toxofilin than twinfilin.

It was suggested before that the closed conformation of
the nucleotide binding cleft can be related to the increased
thermal stability of G-actin [8]. As the nucleotide binding
cleft of actin is shifted to a closed conformation in the
presence of toxofilin and twinfilin [20, 21], it is reasonable
to assume that this closed conformational state can con-
tribute to the increased thermodynamic stability of mono-
meric actin in the presence of the investigated actin-
binding proteins. Based on the presented data, it seems that
a protozoan originated actin monomer binding protein can
achieve its main function as an actin monomer sequestering
protein by more effectively and consistently modifying the
basic thermodynamic properties of the monomeric actin.
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