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BEVEZETES

A Flightless-1 (Fli-I) egy viszonylag Gjonnan azonositott fehérje, melyet eldszor a
Drosophila melanogaster-ben fedeztek fel 1993-ban, majd kés6ébb a human valtozatat 1997-
ben (Campbell et al, 1993, Campbell et al, 1997). A fehérjét érinté6 génmutaciok miatt a
repiiléizmok miofibrillumaiban rendellenességek johetnek létre, melyek ropképtelenséget
okozhatnak az ecetmuslicdkban (Campbell et al, 1993). A Fli-1 a gelsolin (GSN) szupercsalad
tagja, amely magaba foglal mas aktin k6t6 fehérjéket is, mint a gelsolin, villin, adseverin, capG,
advillin és a supervillin. Ezek az aktin koté fehérjék valtozatos funkcidval rendelkeznek, és
fontos szerepet jatszanak az aktin citoszkeleton szervezésében. Kilonb6z6 mobddokon
szabalyozhatjdk az aktin dinamikat: meglévé filmentumok fragmentélasa (severing),
elsegitése révén (Cowin et al., 2006, Kopecki and Cowin, 2007). A csalad alapito tagjat, a
gelsolint jellemezték eddig a legrészletesebben; a fehérje részt vesz az aktin filamentumok
2006, Kopecki and Cowin, 2007).

Az aktin citoszkeleton minden él61ényben megtalalhato az archeaktol az eukariotakig;
fontos szerepet jatszik a sejtek alakjanak és funkcidinak a fenntartasaban (Kopecki and Cowin,
2007). A gelsolin csalad tagjaihoz hasonl6an, a Fli-I is egy nagymértékben konzervalt fehérje,
amely arra utal, hogy létfontossagu funkcidkkal rendelkezik. A fehérje mind a gerinces, mind
a gerinctelen allatokban megtalalhaté (Kopecki and Cowin, 2007). Korabbi tanulmanyok
kimutattak, hogy a Fli-1 hianya homozigdta egerekben méar az embriogenezis korai szakaszaban
letalitast okoz, ami jelzi a fehérje elengedhetetlen szerepét az egyedfejlodés soran (Campbell et
al., 2002). A Fli-1 mutéciodja ecetmuslicak esetében nem okoz letalitast és valoszinii, hogy az
egyedek normalis embrionalis fejlédésen mennek keresztiil, viszont a repiildizmok
abnormalitasa miatt ropképességiik csokkenhet (Davy et al., 2000). A Fli-I széleskorti szoveti
eloszlast mutat, féleg a vaz-, és szivizom, valamint az idesejtekben fordul el6 (Campbell et al.,
1997). A Fli-1 megtaldlhatd a sejtmagban, ahol hormon-aktivalt nuklearis receptor ko-
aktivatorként miikodik (Davy et al., 2000). Szérum jelenlétében a fehérje transzlokalodik a
magbdl a citoplazmaba, ahol szerepet jatszik a sejtmigracioban, mely 6sszefliggésben lehet a
sebgydgyulasra és a szdveti regeneraciora gyakorolt negativ hatadsaval (Cowin et al., 2007).
Vizsgalatok igazoltak, hogy a Fli-1 mennyisegének a csokkentése akar genetikai uton, akar Fli-
| neutralizald antitest alkalmazésaval csokkentheti a fibrozis és a tlzott hegszovetképzodés

sulyossagat (Jackson et al., 2012, Cameron et al., 2016).
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A Fli-1 egyedi felépitessel rendelkezik, amely két fehérjecsalad, a leucine-rich-repeat
(LRR) és gelsolin homolog (GH) fehérjék szerkezeti jellemz6it 6tvozi. Kimutattak, hogy a Fli-
I més fehérjékkel kdlcsonhatva részt vehet jelatviteli folyamatokban, befolyasolhatja az aktin
dinamikat vagy a sejtmigraciot (Kopecki and Cowin, 2007). A Fli-1 LRR régi6é 16 tandem 23
aminosavbol allé motivumot tartalmaz (Liu and Yin, 1998, Matsushima et al., 2010). Goshima
és munkatarsai (1999) vizsgalatai kimutattak, hogy a C. elegans Fli-l LRR szakasza ko6tédik a
Ras fehérjéhez és ez altal kozremikodhet a citoszkeleton szabalyozasaban. A Ras fehérjék a
génexpresszio, a sejtproliferacio és differenciacidé szabalyozoOi, de szerepet jatszanak az
onkogenezisben is. A Fli-l hat GH domént tartalmaz, amelyek eltéréen befolyasolhatjak az
aktin dinamikéat (Arora et al.,2015). Habar a Fli-T aktin kot6 képességét igazoltak, a funkcionalis
hatdsa még nem tisztazott (Goshima et al., 1999, Mohammad et al., 2012). A C. elegans
fehérjével végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy az Fli-1 EGTA (10 mM) jelenlétében is képes
kolcsonhatast kialakitani az aktinnal, ami Ca?*-fiiggetlen interakciét jelez (Goshima et al.,
1999). Szedimentéacion alapuld kisérletekben a Fli-1 az aktin filamentumokkal egyiitt
megfigyelhetd volt a pelletben, valamint a nem polimerizalt aktin mennyisége novekedett a
feluliszéban, amit F-aktin fragmentalo aktivitasként értelmeztek (Goshima et al., 1999). Pirén
jelolt aktin alapu fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben a Fli-I koncentraciofiiggéd modon
gatolta az aktin filamentumok Osszeszerel6dését, ugyanakkor a szétszerelodésiiket nem
befolyasolta jelentésen (Mohammad et al., 2012). Ez arra a kdvetkeztetésre vezetett, hogy a
Fli-1 rendelkezik aktin filamentumvég sapkazd aktivitassal, de nem rendelkezik severing
aktivitassal. Arora és mtsai (2015) kimutattak, hogy az Fli-1 GH16 doménjei gatoljak az aktin
polimerizaciot, mig a trunkalt Fli-l GH26 nem volt hatassal a folyamatra, ami arra utal, hogy a
Fli-1 aktinnal kapcsolatos funkcidja a GH1 doménjéhez kothet6. Az aktinnal kialakitott direkt
kolcsonhatasai mellett a Fli-1 befolyasolhatja az aktin koté formin fehérjék, koztiik a Daam1 és
keresztil (Higashi et al., 2010).

Bar szamos tanulmanyt foglalkozott az Fli-1 aktin dinamikéra gyakorolt hatasaval, a
fehérje bioldgiai funkcidinak hatterében all6 molekularis mechanizmusok még mindig
ellentmondésosak és hianyosak. A Fli-I miikodésének részletesebb megismerése érdekeben
célul tiztiik ki a fehérje kiilonboz6 régiovinak (gelsolin homolog (GH) domének, leucin gazdag

szegmens (LRR)) aktin aktivitasainak vizsgalatat biokémiai és biofizikai eszkézokkel.



CELKITUZESEK

Kutatasunk célja az volt, hogy a Flightless-I citoplazmatikus bioldgiai funkciojanak
hatterében all6 molekularis mechanizmusokat megismerjiik és bovitsiik az ezzel kapcsolatos
ismereteket. A vizsgalatok sordn tanulmanyoztuk a fehérje egyes szakaszainak aktinnal
kialakitott kolcsonhatésat in vitro rendszerekben. A Fli-1 gelsolin homoldg doménjei felel6sek
az aktinkoté aktivitasért, ezért elsésorban a GH domének hatasait vizsgaltuk az aktin
dinamikara.

Profilin egy aktin k6t6 fehérje, amely fontos szerepet jatszik a cellularis aktin struktarak
felépitéseben. Kisérleteket végeztiink, hogy Kideritsiik a profilin milyen médon befolyasolja a
Fli-T aktin ko6t6 aktivitasat. A Fli-1 és a gelsolin aktin aktivitasainak sszehasonlito vizsgalatat

szintén elvégeztlk, hogy feltarjuk a GH domének kdzotti hasonldsagokat és kiillonbségeket.

Munkéam soran az alabbi kérdesekre kerestem a vélaszt:

e Milyen aktivitasokkal bir a Flightless-1 fehérje az aktin dinamika szabalyozésaban?

e Hogyan jarulnak hozza a fehérje egyes régidi (LRR és GH domének) az aktin
aktivitdsokhoz?

e Milyen hasonldsagok és kilonbségek mutathatok ki a gelsolin és a Flightless-I aktinnal
kialakitott kolcsonhatasaban?

e Befolyasolja a profilin a Flightless-I aktin aktivitasait? Milyen hatassal van a profilin a
Flightless-l:aktin kdlcsonhatéasra?



ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgélt fehérjék eldallitasa és fluoreszcens jelolése

A Flightless-1 (Fli-1, D. melanogaster, GenBank accession no. Q24020) fehérje
fragmentumait rekombinans GST-faziés fehérjeként E. coli expresszids rendszerben
termeltettik meg. A preparaladshoz a plazmidokat Mihaly Jozsef és munkacsoportja (Szegedi
Bioldgiai Kutatokozpont, Genetikai Intézet) készitette el a szdmunkra; a GH16 domén
szekvenciat pGEX-6P1, mig az LRR, a GH13 és a GH46 doméneket tartalmazé génszakaszt
PGEX-2T vektorba inszertaltdk. A plazmidokat E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen)
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A Fli-1 fehérjét affinitds kromatogréfids modszerrel
tisztitottuk, melynek soran Glutathione Sepharose 4B (Sigma-Aldrich) oszlopot hasznaltunk.
Az aktint nyul vazizombol nyert acetonforgacsbdl tisztitottuk (Feuer et al., 1948). A
fluoreszcencia spektroszkdpiai és mikroszkdpiai vizsgalatokhoz az aktint fluoreszcens
jelolokkel (pirén, Alexad88NHS és Alexa568NHS) modositottuk standard eljarasok szerint
(Bugyi et al, 2006; Barko et al., 2010; Bugyi et al, 2010; Bugyi, Didry et a., 2010; Toth et a.,
2016). A gelsolin (human) és a profilin 1 (egér) a mar korabban leirt mddszerek szerint kerlltek
tisztitasra (Perelroizen et al., 1994; Nag et a., 2009). A DAAM (D. melanogaster) fehérje
fragmentumait Vig és munkatérsai (2017) alapjan izolaltuk.

Fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgalatok

A polimerizaciés/depolimerizacios Kisérletekben gél filtralt aktin hasznaltunk,
polimerizaciot 1 mM MgCl, és 50 mM KCI hozzaadasaval inditottuk. A mérés soran a Fli-I
fehérjét kiilonb6z6 koncentraciokban adtuk a mintakhoz. A profilint tartalmazé mintédkban a
profilin koncentracioja 6 UM volt, az aktin pedig 2%-ban volt pirén jel6lt. A polimerizacio
nyomon kovetésére Safas Xenius FLX spektrofluorimétert hasznaltunk (Agerjesztes = 365 nm,
Aemisszio = 407 nm). A polimerizacio sebessegét ugy szamoltuk, hogy egyenest illesztettiink a
polimerizacios gorbék linearis szakaszara és meghataroztuk ezeknek az egyeneseknek a
meredekségét.

A steady-state anizotropia Kisérletek soran a Fli-1 és a G-aktin kdlcsonhatasat
tanulmanyoztuk. A vizsgalat soran Alexa488NHS jel6lt aktint (0,2 uM) hasznaltunk, melyet
LatranculinA-val (LatA, 4 uM) inkubaltunk. A Fli-1 fehérjét kiilonb6zé koncentracidkban

adtuk az aktinhoz és mértiik az anizotropiaban bekovetkezd valtozast. Egyes esetekben profilint



(4 M) is adtunk a mintakhoz a LatA-val torténd inkubalast kovet6en. A vizsgalatokhoz Horiba

Jobin Yvon Fluorolog 3 spektrofluorimétert hasznaltunk (Agerjesztes = 488 NM, Aemisszio = 516 nm).

Teljes belsé visszaverddésen alapulo fluoreszcencia mikroszkopiai (TIRFM)
vizsgalatok

TIRFM modszerrel vizsgéltuk a Fli-1 aktinnal kialakitott kdlcsonhatésait. Az
»egyszinl”, azaz egy adott spektralis tulajdonsagu fluoroforral jelolt aktin alkalmazédsan alapulo
TIRFM  kisérletek  atfogé  képet adtak a  fehérjek  aktin  dinamikéara
(polimerizacid/depolimerizacio) gyakorolt hatasairdl az egyedi filamentumok szintjén. Az
aktint (0,5 uM, 10%-ban Alexa488NHS jel6lt) 1 mM MgCl, és 50 mM KCI hozzdadasaval
és Alexab68NHS jelolt aktin egylttes alkalmazasan alapuld TIRFM Kkisérletekben
specifikusabban tudtuk vizsgalni az aktin filamentum végeken torténé kolcsonhatasokat. G-
aktint (0,5 uM, 10%-ban Alexa488NHS jel6lt) polimerizaltuk az aramlasi celldban, amig
“z61d” filamentumokat nem kaptunk, majd a be nem polimerizalt aktint kimostuk a cellabdl.
Ezutan a ,,piros” aktin (0,5 uM, 10%-ban Alexa568NHS jeldlt), profilin (2 puM) és Fli-1
keverékét mértiik a celldba. A depolimerizacios kisérletekben G-aktint (0,5 uM, 10%-ban
Alexad488NHS jelolt) polimerizaltunk, majd kiilonb6z6 mennyiségii Fli-1-t, illetve gelsolint
mértink a mintdkhoz. A filamentumok vég-veg kapcsolddéasat vizsgald, annealing
kisérletekben G-aktint (1 uM, 10%-ban Alexa488NHS, illetve 10%-ban Alexa568NHS jeldlt)
1 oran keresztiil szobahdmérsékleten polimerizaltunk. A keletkezett aktin filamentumokat
falloidinnel (1:1 molaris arény) stabilizaltuk éjszakén &t. A kiilonb6z6 fluoroforral jelolt
filamentumokat 6sszekevertiik, majd fecskend6vel (26G, 10x) fragmentaltuk Fli-1 jelenlétében
(120 nM) és hianyaban. A mintakat kihigitottuk F-pufferben (2 nM F-aktin) és poly-L-lysine-
el kezelt fed6lemezre vittiik fel a mikroszkopiai elemzés céljabdl. Az aktin filamentumok
steady-state szdmanak meghatarozasdhoz G-aktint (2 pM) polimerizaltunk Fli-l GH16
jelenlétében (800 nM) és hianyaban, éjszakan at; a filamentumokat Alexa Fluor™ 488
falloidinnel (1:1) stabilizaltuk. A mintakat kihigitottuk F-pufferben (5 nM F-aktin) és poly-L-

lysine-el kezelt feddlemezre vittiik fel a mikroszkopiai elemzés céljabol.

Keépalkotés és képelemzés

Az aktin polimerizacio/depolimerizacio folyamatarol a felvételeket egy TIRF modullal
felszerelt Olympus 1X81 inverz fluoreszcencia mikroszkdppal készitettiik (Iézer vonalak: 491
nm, 561 nm; 60x objektiv, NA1.45; Hamamatsu Orca-ER high-resolution digital B/W CCD
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kamera). A Kkinetikai elemzeshez a képeket 10,5 masodpercenkent rogzitettik. A
képelemzéshez a Fiji szoftvert hasznaltuk. Az aktin filamentumok sz&maét és hosszat a képek

egy 66x66 pum? teriiletére vonatkozdan hataroztuk meg.

Statisztikai analizis
A disszertacioban bemutatott adatok legalabb két fiiggetlen mérésb6l szarmaznak. A
statisztikai elemzést Microsoft Excel programmal végeztiik (ns p > 0.05, * p < 0.05, ** p <

0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A Flightless-1 aktin kolcsonhatéasa és aktin dinamikara kifejtett hatasa Ca?* fliggetlen

A Fli-I aktin dinamikara gyakorolt hatasat vizsgaltuk Ca?* hianyaban és jelenlétében
fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben. Méréseink soran vizsgaltuk mind a hat GH
domént tartalmazo szakaszt (Fli-1 GH16), valamint az N-és C-terminalis fragmenteket is (Fli-1
GH13 és GH46).

A Fli-l GH domének G-aktinnal valé kodlcsonhatasat steady-state anizotrdpia
méresekben vizsgaltuk fluoreszcensen jeldlt G-aktin alkalmazasaval (0,2 uM, Alexa488NHS
jelolt). A kontrol mintdkban a gelsolin gyengén; viszonylag kis affinitassal kotédott az aktin
monomerekhez Ca2* ion hianyaban (1 mM EGTA), mig 1 mM CacCl; jelenlétében jelentds volt
az interakcio. A Fli-1 GH16 aktin monomerekhez torténé hozzaadasa, még CaCl. hidnyaban is,
az anizotrdpia ndvekedését eredményezte, ami a G-aktin és a Fli-1 GH doménjeinek kozvetlen
kotésére utal. Hasonld megfigyelést tettiink a Fli-1 GH13 esetében is, mig a Fli-1 GH46 nem
befolyasolta az anizotrdpiét.

A kontroll kisérletekben, Ca?* mentes kdrnyezetben (1 mM EGTA) a gelsolin nem
befolyasolta szamottevden az aktin polimerizaciot, mig Ca?" jelenlétében (1 mM CaCly)
jelentdsen gyorsitotta azt. A Fli-1 GH16 és GH13 (5 nM) géatolta az aktin polimerizaciot Ca?*
hidnyaban és jelenlétében is. Ezzel szemben az Fli-I GH46 (5 nM) a kalcium jelenlététol
fuggetlenl nem volt hatdssal az aktin filamentumok 6sszeszerelédésére.

Eredmeényeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a Fli-1 kalcium hianyaban is képes
kotddni az aktin monomerekhez és befolyasolni a polimerizaciot, amely azt jelzi, hogy szemben

a gelsolinnal, a Fli-1 aktin aktivitasa kalcium fuiggetlen.

A Flightless-1 aktin polimerizaciora kifejtett hatasa bifazisos, ami a Fli-1 GH13 régiéhoz
kotheto

A Fli-1 GH doménjeinek az aktin dinamikara gyakorolt hatasat vizsgaltuk pirén aktin
alapy polimerizacios kiserletekben. A Fli-I GH16 a koncentracié fliggvényében kiilonb6z6
maodokon befolyasolta az aktin polimerizaciot. Alacsonyabb koncentracidban (< 10 nM)
lassitotta a polimeriz&ciét, mig magasabb koncentracioban (> 25 nM) gyorsitotta azt. A
tovabbiakban azt is vizsgaltuk, hogy a fent emlitett hatasokért a Fli-1 mely szakaszai felelések.
A Fli-1 GH13 hatasa mind kvalitativ, mind pedig kvantitativ moédon megegyezett a Fli-1 GH16
hatasaval. Ezzel szemben, a Fli-1 GH46 jelentds hatassal nem volt a polimerizéciora. Ahhoz,

hogy a valtozasokat az egyedi filamentumok szintjén is megvizsgaljuk TIRF mikroszkopiai
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maodszert alkalmaztunk. A Fli-1 GH16 (10 nM) jelenlétében rovidebb aktin filamentumok jottek
létre és a filamentumok szdma is jelentdsen csdkkent. Osszhangban a polimerizacios
vizsgalataink eredményével, a Fli-l GH13 (10 nM) ugyanolyan gatlé hatéssal volt aktin
polimerizaciora, mint a Fli-1 GH16 (10 nM). A Fli- GH46 nem volt hatassal sem az aktin
tobbféle médon; aktivitason keresztil is befolyasolhatja az aktin dinamikat, ami a Fli-1 GH13
régionak tulajdonithato.

AFli-1 LRR régiojanak a hatasat is vizsgaltuk az aktin dinamikara. Az aktin monomerek
nem volt kimutathaté szignifikans valtozds. A Fli-l LRR nem befolyéasolta az aktin
polimerizacio kinetikajat sem. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Fli-1 LRR régidja nem

hat kdlcson az aktinnal.

A Flightless-1 szoges vég sapkazo aktivitasa réven akadalyozza az aktin filamentumok
novekedését

A polimerizacio soran az aktin filamentumok széges vég elongacioja a meghatarozé. A
TIRF mikroszkopiai eredmények alapjan viszonylag alacsony, nM-os koncentracidban a Fli-I
gatolja az aktin filamentumok Gsszeszerel6dését. Ez nagy affinitasd kolcsonhatést feltételez és
a monomerek filamentumba épulésének gatlasabdl adddhat (monomer szekvesztralas, szoges
veég sapkazas). Figyelembe véve a Fli-1:G-aktin kdlcsonhatas disszociacids allandojat (steady-
state anizotropia mérések, Kp ~ 500 nM), 10 nM Fli-l1 — amely a TIRF mérésekben gétolta a
polimerizaciot (0,5 uM G-aktin) — az aktin monomerek kb. 1%-val alkot komplexet, ami
megkozelitéleg 5 nM-t jelent. Ez viszont a polimerizacio sebességeben elhanyagolhatd (~
1.4%) csokkenést eredményezne. A Fli-I aktin monomerhez valo kotédése tehdt nem
magyardzza azt a polimerizacié gatlast, amit mar viszonylag alacsony fehérje koncentracio
mellett megfigyeltiink a pirén fluoreszcencia spektroszkopiai és TIRFM mérésekben. Mindezek
alapjan feltételezziik, hogy a Fli-1 az aktin filamentumok szoges végén, sapkazé aktivitasa révén
akadalyozza az oOsszeszerelodést. A Fli-1 sapkdzo aktivitasat TIRFM alapu annealing
kisérletekben vizsgaltuk, melynek soran mechanikusan fragmentalt filamentumok vég-vég
kapcsolodasat mértuk. Fli-1 hianyaban a filamentumok hossziranyu novekedése, azaz az
annealing megfigyelhet6 volt. Mind a Fli-1 GH16, mind pedig a GH13 jelenlétében (120 nM)
a filamentumok roévidek maradtak, nem kapcsolodtak 6ssze egymassal. Fli-1 GH4-6 esetén nem
észleltink ilyen gatl6 hatast. Eredményeink arra utalnak, hogy a Fli-1 a sz6ges véggel kialakitott



kolcsonhatasan keresztlill, a sapkazo aktivitasa réven gatolja a filamentumok vég-veg

kapcsolodasat.

A Flightless-1 nem befolyasolja az aktin filamentumok szétszerelédését, de elésegiti a
nukleacios intermedierek kialakulasat

A pirén polimeriz&cios kisérletekben a Fli-1 viszonylag nagy koncentracioban (105 nM)
elésegitette a polimerizaciot, ami fokozottabb nukledcidval és/vagy az aktin filamentumok
fragmentacios aktivitas vizsgalatara az aktin filamentumok depolimerizaciojanak kinetikajat
kovettik nyomon pirén fluoreszcencia spektroszkopiai és TIRFM kisérletekben. A
filamentumok spontan depolimerizacioja viszonylag lasst, mig a gelsolin Ca?* fiiggd modon
gyorsitja az aktin filamentumok szétszerel6dését. A Fli-1 konstruktok jelenlétében (105 nM) a
filamentumok depolimerizaciojaban szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a spontan
szétszerel6déshez képest. A Fli-l aktin filamentumok szétszerelddésére gyakorolt hatasat
TIRFM kisérletekben is megvizsgaltuk; a kvantitativ elemzés érdekében a filamentumok altal
lefedett terliletet hataroztuk meg. A gelsolin esetén (0,5 nM, 1 mM CaCl; jelenlétében) a
filamentumok teriilete jelentdsen csokkent a kontrollhoz képest, ami 6sszhangban van azzal,
hogy a gelsolin aktivan eldsegiti a filamentumok szétszerel6dését (fragmentécid, severing). A
Fli-1 GH16 és GH13 szakasza (105 nM) azonban nem befolyésolta szignifikdnsan ezt a
paramétert. A gelsolinnal ellentétben tehat a Fli-I GH doménjei nem képesek elsegiteni az
aktin filamentumok szétszerelédését; nem rendelkeznek szevering aktivitassal.

Az anizotrépia méréseink igazoljak a Fli-I aktin monomer koté képeségét, ezert azt
feltételezziik, hogy a Fli-1 polimerizaciot eldsegité hatasa a de novo nukleécios aktivitasabol
fakad. Ennek vizsgalatara TIRFM mérések soran a filamentumok steady-state szamat
hataroztuk meg. Fli-1 GH16 jelenlétében (800 nM) lényegesen tdbb filamentum volt
megfigyelheto a kontroll mintahoz képest. Ugyanakkor ezek hossza is jelentdsen rovidebb volt,
mint a kontroll mintdban, ami 6sszhangban van a Fli-l1 sz6ges vég sapkazd aktivitasaval.
Eredményeink alapjan a Fli-I nem az aktin filamentumok fragmentacioja révén segiti elé a
polimerizaciot, hanem az aktin monomerekkel valé kdlcsonhatasa révén, katalizadlva a

nukleacios intermedierek képzddeését.

A Flightless-1 sapkafehérjeként miikodik profilin jelenlétében
A sejtekben a profilin:G aktin komplex fontos szerepet jatszik az aktin sejtvaz

felépitésében, ezért vizsgalatokat végeztiink, arra vonatkozdan, hogy a profilin milyen hatéassal
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van a Fli-l:aktin kolcsonhatasra. A Fli-l GH16 és GH13 gatolta a profilin:G aktin
Osszeszerel6dését, azonban a szabad G-aktin polimerizacidja esetén megfigyelt gyorsitd hatast
magas Fli-1 koncentraciokon nem tapasztaltuk. A profilin jelenlétében észlelt polimerizaciot
elésegité hatas hianya azt jelzi, hogy a profilin befolyasolja van a Fli-1 és a G-aktin
kolcsonhatasat. Ezt megerdsitik steady-state anizotropia meréseink, amelyek szerint a Fli-1
GH13 G-aktin affinitasa lényegesen kisebb profilin jelenlétében (Kp ~ 4500 nM), mint annak
hidnyaban (Kp ~ 500 nM). Eredményeink arra utalnak, hogy a profilin nem befolyasolja a Fli-
| szbges vég sapkazo aktivitasat, viszont gatolja annak nukleécios aktivitasat. Ez arra enged

kovetkeztetni, hogy a profilin és a Fli-1 kompetitiv médon kétédnek az aktin monomerhez.

A Flightless-1 GH46 szakasza kolcsonhat a DAAM C-terminalisaval és gatolja annak
aktin polimerizaciora gyakorolt hatasat

A vizsgéalatainkban azt tapasztaltuk, hogy a Fli-1 GH46 nem befolyasolta az aktin
dinamikat, ezért kivancsiak voltunk, milyen kdlcsénhatasokban jatszhat szerepet. Kutatdsok
kimutattak, hogy a fehérje GH46 doménjén keresztiil kozvetleniil kotédik a human DAAM
fehérjehez, ezaltal befolyasolva annak aktin aktivitasait (Higashi et al., 2010). Megvizsgaltuk a
Fli-l GH46 és a D. melanogaster DAAM fehérje kolcsdnhatasast pirén polimerizacios
kisérletekben. Ezek soran a DAAM N termindlisan trunkalt/mutalt konstitutivan aktiv formait
hasznaltuk (DAAM FH1FH2, cDAAM = DAAM FH1FH2-DAD-CT). A Fli-l GH46 nem
befolyasolta a DAAM FH1FH2 aktin Gszeszerelédést elosegitd hatasat, viszont koncentracio
fuggé modon gatolta a cDAAM dltal katalizalt aktin polimerizaciét. Eredményeink
0sszhangban vannak az eddigi irodalmi adatokkal, mi szerint a Fli-I GH46 kétddik a DAAM
DAD-CT régidjahoz és ezaltal befolyasolja az aktin polimerizaciot. Azon kivil, hogy
kozvetlenil is képes kdlcsonhatni az aktinnal, ez a folyamat a Fli-1 hatasmechanizmusanak akar
egy alternativ Gtvonala is lehet, melynek révén a Fli-l1 képes aktivalni a DAAM-ot és ezaltal

kozvetetten befolyasolni aktin dinamikat.
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OSSZEFOGLALAS

Munkam sorén a Flightless-1 fehérje aktin dinamikara gyakorolt hatdsat vizsgaltam. A fehérje

a gelsolin szupercsalad tagjaihoz hasonldéan szamos funkcidval rendelkezik és fontos szerepet

jatszik az aktin sejtvdz szabalyozdsaban. A Fli-1 citoplazmatikus bioldgiai funkcidinak

hétterében 4ll6 molekuldris mechanizmusok megértéséhez a fehérje kiilonbozd régidinak

aktinnal kialakitott kdlcsdnhatasait vizsgaltam in vitro rendszerekben.

Elért Uj eredmények 6sszefoglalasa:

A Flightless-I1 LRR és GH szakaszait sikeresen allitottuk el6 E.coli rendszerben.

A Flightless-1 kdlcsdnhat mind az aktin monomerekkel (kis affinitast kdlcsonhatas),
mind pedig a filamentumokkal (nagy affinitasd kdlcsonhatas).

affinitasu kélcsonhatas), ugyanakkor sapkafehérjeként gatolja azok elongaciojat (nagy
affinitast kolcsonhatas).

A Flightless-1, szemben a gelsolinnal, nem rendelkezik fragmentalé (severing)
aktivitassal.

A Flightless-1 aktin aktivitasaiban meghatarozok a GH13 domének; az LRR és a GH46
szakasznak nincs kdzvetlen hatdsa az aktin dinamikéra.

A profilin feltehetéen nem befolyasolja a Flightless-I sapkdzd hatasat, azonban gétolja
a fehérje nukleéciods aktivitasat.

A Flightless-1:aktin kdlcsonhatas kalcium fliggetlen, ellentétben a gelsolinnal, melyek
aktivitisat jelentds mértékben befolyasolja a Ca?* ion koncentracidja. Ez
feltételezhetSen azzal magyarazhatd, hogy a legfobb Ca?* kot helyek nem konzervaltak
a két fehérjében.

A Flightless-1 GH46 képes direkt kdlcsonhatast kialakitani DAAM C-terminélis DAD-
CT régidjaval, ezaltal kozvetett mddon gatoljaa DAAM aktin polimerizacidra gyakorolt

hatasat.

Eredményeink bioldgiai jelent6ségét hangstlyozva feltételezziik, hogy az intracellularis

kornyezetben a Flightless-1 sapkazé aktivitasan keresztill gatolhatja az aktin filamentumok

novekedeset es ez altal negativ modon befolyasolhatja a sejtmigraciot, amely kulcsfontossagu

a sebgyogyulas es szoveti regeneracio folyamataban.
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