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1. Bevezetés
Az aktin fehérje, tobb mint 80 évnyi folyamatos inspiracio

Az aktinkutatas torténete az 1940-es évek elején a II. vilaghabor alatt kezd6dott Szent-Gyorgyi
Albert laboratériumaban a Szegedi Tudomanyegyetem Orvosi Kémiai Intézetben (1. dbra). Az
aktin fehérjét Szent-Gyorgyi munkatarsaival, Banga Ilonaval ¢és Straub F. Brunoval
azonositotta és izolalta els6ként nyul vazizombol [1-7]. Korszakalkoto eredményeiket a Studies
harom kotetében publikaltak. A tanulmanyok facsimile kiadasa a kozelmultban latott
napvilagot [8]. A felfedezés az izom biokémiai és orvosbiologiai kutatasok egyik mérfoldkove,
tobbek ko6zott azért is, mert az aktin azonositasa és izolalasa mellett els6ként mutatott ra az
aktin és a miozin Il kozotti ATP-fiiggd kdlesonhatas jelentéségére az izomkontrakcioban.
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1. abra: Szent-Gyorgyi Albert laboratériumaban legkozvetlenebb munkatarsaval, Banga Ilonaval.
Az abra forrasa: SZTE Klebelsherg Konyvtar Képtar és Médiatéka, létrehozo: Liebmann Béla [9].

Az ezt kdvetd tobb mint 80 évnyi kutatbmunka az aktin funkcionalis sokszintiségét tarta fel (1.
tablazat). Mara ismert, hogy az aktin nem csupan az izom, de a nemizom sejtekben is
nélkiilozhetetlen alkotd. Az aktin sejtvaz meghatarozé joforman minden sejtfunkcidban,
sokrétli mikodését az aktinkotd fehérjék tarhaza finomhangolja [10-12]. Az aktin
sokoldalusaga boviilt annak felismerésével, hogy a citoplazma mellett a fehérje a sejtmagban
is eléfordul [13-16]. Itt szerepet jatszik tobbek kozott a transzkripcid szabalyozasaban, a
kromatin atrendezédésben, a DNS hibajavitasban és import/export folyamatokban. A
kovetkezO attorést a bakterialis genom altal kodolt aktin homolog fehérjék (pl. MreB, FtsA,
MamK, ParM) azonositasa jelentette, amelyek a sejtosztodasban, a sejtmorfologia
kialakitéséban a sejtfal bioszintézisében a DNS szegregéciéban és a magnetotaxisban
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az Archaea domén Asgard rendszertani csoportjanak genomikai elemzése, amely szamos
eukariota homolog fehérjét, igy aktint és aktinkoté fehérjéket kodolo gént is (pl. profilin,
gelsolin, cofilin) azonositott [20-23]. Emlitésre mélto tovabba, hogy az aktin inherens sajatsagai
tavolinak tiing teriiletek szakembereit, mérnokoket és matematikusokat is inspiralnak, akik 3D
aktin halozatok alkotta elektromos kapcsolatok [24] vagy az aktomiozin gépezet alapu
nanofabrikalt bioszamitogépek [25] épitését valdsitottak meg.

1941 - 1943 aktin felfedezése és extrakcioja izomszovetbdl
izom sejtek - er6kifejtés/kontrakcio
Studies

1950-es évek aktin a nemizom sejtekben

nemizom sejtek - erékifejtés/motilitas

a funkcionalis polimorfizmus alapja: ,,egy aktin minden funkciora” elv
1977 sejtmagi aktin
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2000-es évek bakterialis aktin homologok/aktinszerii fehérjék
a funkcionalis polimorfizmus alapja: ,,minden funkciora egy aktin” elv

2015, 2017 Archaea domén aktin és aktinkoté fehérjéi

2013, 2016 miiszaki alkalmazasok
3D aktin halézatok alkotta elektromos kapcsolatok
aktomiozin gépezet alapti nanofabrikalt bioszamitogépek

1. tablazat: Az aktinkutatas mérfoldkovei.
A mérfoldkovek rovid leirasat és az azokhoz tartozé irodalmi hivatkozasokat a szoveg részletezi.

Az aktin inherens fiziko-kémiai sajatsagai

Az aktin géncsalad, feherje izoformak

Az emlésok (Mammalia) genomja hat aktint kodolo gént tartalmaz, ezek mindegyikérél egy
fehérje izoforma képzddik (kanonikus izoformak, 2. tdblazat, sziirke hattér) [26-28]. Az
izoformak eloszlasa szovetspecifikus: két izoforma a nemizom sejtekben (B-citoplazmatikus
(Actb), y-citoplazmatikus (Actgl)), négy izoforma pedig az izomsejtekben fejezédik ki (a-
vazizom (Actal), a-szivizom (Actcl), a-vaszkularis simaizom (Acta2), y-enterialis Simaizom
(Actg2)). A gerinces altorzs (Vertebrata) aktin géncsaladhoz tovabbi két ortolog tartozik (aktin
o4 (Actad), aktin €1 (Actel)) [28].

1 https://nuclear-actin-symposium.webnode.hu/



https://nuclear-actin-symposium.webnode.hu/

NCBI gén UniProt azonosito

eldfordulas/sejttipus Jelilés fehérje humdn
. . Actb B-citoplazmatikus aktin P60709
citoplazmatikus ) ) .
Actgl y-citoplazmatikus aktin P63261
Actal a-vazizom aktin P68133
harantcsikolt Actcl o-szivizom aktin P68032
_ 'Acta4 aktin o4 #P04752
1zom
) Acta2 o-vaszkularis simaizom aktin P62736
Sima
Actg2 y-enterialis simaizom aktin P63267
L2Actel aktin £1 aktin #D3YYH9

2. tablazat: A gerincesek aktin génallomanyanak nomenklatuaraja.

kanonikus aktin izoformak: sziirke hattér

az eml6s géncsaladban nem eléfordulé ortolog

23 haréantcsikolt- és simaizom aktin fehérjecsoporttol kiilénallo csoportot képez filogenetikai tekintetben
# Xenopus laevis, #Mus musculus

Az aktin szerkezeti sajatsagai

Az aktin fehérje intracellularisan és extrakciojat kovetden két formaban fordulhat eld:
gombszert, illetve inkabb lapos, a szalagosfank alakjara emlékezteté monomerként (globularis,
G-aktin) és a monomerek dsszekapcsolodasa révén 1étrejott polimerként (filamentalis, F-aktin)
(2. abra) [29, 30]. A két forma leirasa els6ként Straub viszkozimetriai mérései alapjan tortént
meg, a G-aktin és F-aktin elnevezés Szent-Gyorgyit6l szarmazik [31]. A G-aktin elsé atomi
felbontasu  szerkezetét Kenneth Charles Holmes kutatocsoportja hatarozta meg
rontgenkrisztallografia segitségével 1990-ben (PDB 1ATN, felbontas=2.80A [32]).
Napjainkban az aktin molekulanak tobb mint 100 kristalyszerkezete érhet6 el (pl. vad tipusu és
mutaciot hordozoé formak, kiilonboz6 ligandokkal alkotott komplexek), igy a szerkezeti
sajatsagai jol ismertek. Az F-aktin els6 szerkezeti modelljét ugyancsak a Holmes laboratorium
készitette el olyan moddon, hogy a filamentumok szaldiffrakcios képét a G-aktin
kristalyszerkezetével illesztették (felbontds = 8.4 A [33]). A felbontasban jelentds attdrést a
2010-es években értek el [34, 35]. Ez egyrészt a rontgendiffrakcid és egy specialis
mintakészitési  eljaras  (kontrollalt = hosszusagh ~ F-aktin  szol)  otvozésének
(felbontdssadianis = 3.3 A,  felbontdsekvitor =5.6 A [34]), masrészt pedig a kriogén
elektronmikroszkopia (Krio-EM) fejlddésének koszonhetd (felbontis = 6.6 A [35]). A krio-EM
technika alkalmazasaval napjainkban elérhetové valt az F-aktin kozel atomi felbontasa
(~3.0-4.2 A) szerkezete kiilénbdzd nukleotid allapotokban (ATP, ADP.Pi, ADP [36-40],
toxinokkal (jasplakinolide [37], falloidin [41, 42], fluoreszcens jelz6vegyiiletek (N-(1-pirén)-
jodacetamid [38]) és aktinkoté fehérjékkel kialakitott komplexeiben is (lifeAct [41, 43, 44],
utrophin [41], tropomiozin izoformak [45-47], miozin [42, 46], Arp2/3 komplex [48], formin
Cdc42, INF2 és mDial [49]).

Erdemes megjegyezni, hogy a polimeriziciéra valo hajlam, illetve a polimer geometriai
sajatsagai az F-aktin atomi felbontast szerkezetének meghatarozasa tekintetében kihivasok elé
allitottdk a tudomanyos kozosséget. Az aktin szerkezeti sajatsdgainak és konformacios
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dinamikajanak megismerésében kiemelt szerepet kaptak a spektroszkopia (pl. elektron
paramagneses rezonancia spektroszkopia (EPR), fluoreszcencia és foszforeszcencia
spektroszkopia) vagy a termikus analizis modszerei (pl. differencialis pasztazo kalorimetria
(DSC)). Az aktin konformacidés dinamikai sajatsagainak vizsgalatara alkalmazott
spektroszkopiai modszerekrol rovid attekintést ad dsszefoglald kozleményiink [50].
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2. abra: Az aktin monomer (G-aktin) és polimer (F-aktin) szerkezeti sajatsagai.

G-aktin. Az aktin monomer rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezete (PDB 1ATN) [32].

F-aktin. Az aktin filamentum Oda féle szerkezeti modellje [34]. Az egyszala, balmenetes, kis menetemelkedésii
hélixet egymast kovetd vilagos és sotét szinnel jeldlt alegységek alkotjak. A duplaszald, jobbmenetes, nagy
menetemelkedésii hélixet rendre a vilagos, illetve sotét szinnel jelolt alegységekbdl felépiilé lancok alkotjak.

1. G-aktin

A monomer két nagy doménre (a filamentumbeli elhelyezkedésiik alapjan belsd és kiilsé
domén) o0szthato, amelyeket rendre 2-2 szubdomén alkot (S1-2 és S3-4) (2. dbra). A G-aktin
egy kétértéki fémionnal (Ca?*, Mg?*) komplexalt adenozin nukleotidot (ATP, ADP.Pi, ADP)
kot. A kotéhely az S2 és S4 szubdomének kozotti medialis, viszonylag mély hasadékban
talalhato (nukleotidkoto arok, hegyes (-) vég). A kétértékii kation intracellularisan magnézium,
mig in vitro, a fehérjetisztitas soran kalcium. Az S1 és S3 szubdomének kozotti mélyedést
tulnyomorészt hidrofob aminosavak alkotjak (pl. Tyr143, Alal**, G|y146, Thri*8, G|y168, [1e341
1e3%, Leu®, Leu®*®, Thr3®, Met355). A régid Kkitlintetett szerepet jatszik az aktinkotd
fehérjékkel vald kolcsonhatasban (targetkoto barazda, szoges (+) vég) [12, 51].

2. F-aktin
A filamentum egy egyszalu, balmenetes, kis menetemelkedésti hélixként irhato le (2. dbra). A
G-F transzformacié soran az alegységek ezen hélix mentén épiilnek a polimerbe. A hélix
mentén egy alegység a szomszédjahoz képest ~ 2.76 nm-rel eltolva és ~ 167°-kal elfordulva



helyezkedik el. Mivel az alegységenkénti fordulat (~ 167%alegység) kozel 180° a filamentum
tekinthetd egy duplaszala, jobbmenetes hélixnek is. Ennek félmenetemelkedése ~ 36 nm
(~ 13.9 fordulat/um), ami 13 alegységet (tridekamer) foglal magaba. Az aktin filamentumban
a monomerek rendezett orientacioja annak szerkezeti polaritasat eredményezi. A miozin |l
nehéz meromiozin fragmentumaval (heavy meromyosin, HMM) dekoralt aktin filamentumok
negativ festéssel készitett elektronmikroszkdpos képe a miozin szembeotld, nyilhegyszertien
iranyitott elrendez6dését fedte fel [52]. A mintazat alapjan a filamentum két végét szoges
(barbed, (+)), illetve hegyes (pointed, (-)) végnek nevezték el. A filamentum szerkezeti
stabilitasaban longitudinalis (E = 12-20 KT) és lateralis (E = 4-8 KT) kapcsolatok is szerepet
jatszanak [53]. Hosszanti iranyban az egyik alegység DNaz I-kot6 régioja (D loop, 2. dbra)
kolcsonhatast alakit ki a soron kovetkezo alegység targetkotd zsebével és S3 szubdoménjével
(Tyr'®9). A hossztengelyre meréleges iranyban az egyik alegység hidrofob régiéja (H plug, 2.
dbra) inzertalodik a masik szal két szomszédos alegysége kozé, a kolcsonhatasban az egyik
alegység DNaz I-koto régidja is szerepet jatszik.

Az aktin ATPaz

A G-aktin nem hatékony ATPaz (Knidrolizis ~ 10°s?). Az ATPaz aktivitdst a monomerek
filamentumba szervezddése soran bekovetkezd szerkezeti valtozasok triggerelik [36, 37, 54-
56]. Az aktin Ossze-, és szétszerel6dési folyamatai és ATPaz aktivitasa az alabbi ciklus szerint
kapcsolodnak [39].

1. ATP-G — ATP-F
A monomer filamentumba épiilése soran az aktin kiils6 és belsé doménje ~ 15-20°-kal elfordul
egymashoz képest a csuklopant régio (hinge, 2. dbra) koriil és a molekula kilaposodik [34].

2. ATP-F — ADP.Pi-F
A két nagy domén (kiilsd és belsé) egymashoz képesti rotacidja a Katalitikus zseb GIn'¥" és
His®®! oldallancainak elmozdulasat és a vizmolekuldk atrendezédését (W1 tamado és W2
segit6) eredményezi [36, 37]. Ezek a szerkezeti valtozasok facilitaljak az ATP hidrolizist
(Knidrolizis ~ 0.1 s72).

3. ADP.Pi-F — ADP-F
és az att6l tavolabbi filamentumszegmenseken (Kpidisszociacio ~ 0.001 1) Az alegységek
nukleotid tartalma igy inhomogén a filamentum mentén (ATP, ADP.Pi vagy ADP) [57].

4. ADP-F — ADP-G
kihatnak a DNaz I-k6t6 hurokra (D loop) az S2 szubdoménben. A D loop mind az oldaliranyu,
mind a hossziranyu kapcsolatokban meghatarozo, az abban bekovetkezd szerkezeti valtozasok
alegységrdl alegységre attevodve, kumulativ modon a filamentum integritdsanak megbomléasat
és destabilizaciojat eredményezhetik.

5. ADP-G — ATP-G
Az alegységek filamentumrdl torténd levalasat kdvetden a kotott nukleotid cseréje az aktin
monomeren torténik.



Az aktin onszervezddésének mechanizmusai

Az aktin sejtmentes kornyezetben és aktinkotd fehérjék hianyaban is képes filamentumokba és
filamentumokbdl allé magasabb rendi struktarakba szervezdédni (3. dbra).

1. De novo nukledcio és szekvencialis alegység beépiilés (elongacio) - polimerizacio

Az aktin filamentumok kialakulasa megfelelé biokémiai kérnyezetben (pl. ionerésség, aktin
koncentracid) spontan médon végbemegy. A nukleacio soran két (dimer), illetve harom (trimer)
sebességmeghatarozo 1épése. A Brown-dinamikan alapuld szimulacioval becsiilt kinetikai
paraméterek szerint a nukleacios intermedierek asszociacioja viszonylag gyors (k+ ~ 1-10 uM-
1s'1), azonban a disszociacid valosziniisége nagy (K- ~ 10-10%° s2) [58]. A nukleaciot kovetden
a monomerek diffuzidogatolt filamentumba épiilése azok hossznovekedését (elongaciod)
eredményezi. A szerkezeti sajatsagok miatt az alegységek asszociacids é€s disszocidcios
sebességi allandoi eltéréek a filamentum szoges és hegyes végén, ami annak Kinetikai
polaritasat eredményezi [59, 60] (3. tdbldzat). Egyensulyban a monomer:filamentum arany
allando. Az egyensulyi szabad G-aktin koncentracio a kritikus koncentracio (cc), ami az aktin
ATPaz aktivitdsa miatt nem klasszikus értelemben vett disszociacios egyensulyi allando
(Kb = k/k+).

asszocidcios disszocidacios kritikus
nukleotidallapot filamentumvég sebességi allando sebességi allando koncentracio
ks (uM1sh) k- (s1) Ce = k/K+ (M)
szoges vé 11.6 14 0.12
ATP serves
hegyes vég 1.3 038 0.62
szoges vé 3.4 0.2 0.06
ADP.Pi sesves
hegyes vég 0.11 0.02 0.18
szoges vég 2.9 54 1.80
ADP
hegyes vég 0.14 0.25 1.80

3. tablazat: Az aktin filamentumok oOssze-, és szétszerelodését jellemzd sebességi allandok és Kritikus
koncentracid.

2. Longitudindlis vég-vég asszociacié - annealing
A filamentumok egymas végeihez parallel iranyitottsaggal kapcsolodhatnak, ami azok
hossznovekedését eredményezi (annealing).

3. Transzverzalis oldal-oldal asszociacio - bundling/crosslinking
A filamentumok oldaliranyu 6sszekapcsolodasa parallel és/vagy antiparallel iranyitottsaggal
azok megvastagodasat eredményezi (kotegelés (bundling)/keresztkotés (crosslinking)).
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3. abra: Az aktin onszervezédésének mechanizmusai.

Az aktin filamentumok &sszeszerelddésének megjelenitése az egyedi polimerek vizualizacidjaval teljes belsd
visszaver6désen alapul6 fluoreszcencia mikroszkopiaval (TIRFM). Az abra forrasa: [4].

(1) De novo nukledcio és szekvencidlis alegység beépiilés (elongdcid) - polimerizacio. Egyedi filamentumok

filamentumhossz, At: id6.

(2) Longitudindlis vég-vég asszocidcié - annealing. Az eltéré spektralis tulajdonsaghi fluoroforokkal jeldlt
filamentumok vég-vég kapcsolodasat a filamentumok hosszndvekedése és inhomogén fluoreszcencia emisszioja
tiikrozi.

(3) Transzverzdlis oldal-oldal asszocidcio - bundling/crosslinking. A vastagabb, magasabb intenzitast
szegmensek az oldaliranyban 6sszekapcsolodott filamentumoknak, mig a vékonyabb, alacsonyabb intenzitasu
szakaszok az egyedi filamentumoknak felelnek meg.

Az intracellularis aktin halozatok funkcionalis polimorfizmusa

Az élesztotol az emberig az evolucids tavolsag 1.3 milliard év, mégis az aktin fehérje
szekvenciaazonossaga > 90% (Fiiggelék, F1. dbra). Az cukaridta aktinnal Osszevetve a
bakterialis aktin homoldgok/aktinszerli fehérjék viszonylag alacsony szekvenciaazonossagot
»egy aktin minden funkciora” elvet koveti, mig a baktériumok esetén a ,,minden funkciora egy
aktin” tinik inkabb helyénvalonak.
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Az intracellularis kornyezetben az aktin sejtvaz szervezddése soran a mukddésiikben eltérd
filamentumhalézatok Osszeszerelodésének térbeli ¢€s idébeli szabalyozasa, valamint
funkcionalis specializacioja kell megvalosuljon. Egy adott sejtfunkcioban meghatarozo aktin
halézatok az arra optimalizalt geometriai, mechanikai és dinamikai sajatsdgokkal kell
rendelkezzenek. Az ,.egy aktin minden funkciéra” elv alapjan a viszonylag kis szamu aktin
izoformara ¢€piilé eukaridta sejtvaz bioldgiai komplexitasanak egyik meghatarozo pillére az
asszocialt fehérjék aktivitdsainak a sokszinlisége. Az aktin hal6zatok molekularis identitdsanak

crcr

szerepet jatszhat (4. abra) [62].

(1a) elagazé  (1b) egyenes
Arp2/3 komplex formin

2a) aktin izoformdak
(20) (3a) kooperativitas

W (2¢) Tpm izoformak /t

.:'\/(3b) kompeticié

(1) héalézat geometria (2) filamentumidentitas (3) biokémiai szabalyok
filamentumok
mechanikai sajatsagai

fehérjeszegregdcié/molekul@ris mintézat
funkciondlis specializécié/polimorfizmus

4. dbra: Az aktin halézatok funkcionalis specializaciojanak mechanizmusai.
PTM: poszttranszlacidés modosulas, Tpm: tropomiozin. Az abra forrasa: [62].

1. Halozat geometrialfilamentumok mechanikai sajdtsdgai
Az aktin halozatok geometriai sajatsagai (pl. elagazo/egyenes, parallel/antiparallel orientacio,
kotegelési tavolsag), az aktin filamentumok mechanikai sajatsagai (pl. rugalmas/merev,
rugalmassagi modulus, perzisztenciahossz) [63-67].
(1a) Arp2/3 komplex katalizalt nukleacio (elagazo filamentumok, dendritikus halozat)
(1b) Formin katalizalt nukleacio és processziv elongacio (egyenes filamentumok)
A PhD munkam egyik meghatarozo eredményeként leirtuk, hogy a forminok (pl. mDial)
komplex modon befolyasolhatjak az aktin filamentumok mechanikai sajatsagait [66, 67].
Hipotézisiink szerint az aktinkotd fehérjék szegregaciojaban és igy az aktin halozatok
funkciondlis specializdcigjdban meghataroz6 szerepet jatszanak az 0Osszeszereld faktorok
(Arp2/3 komplex, formin). Az Arp2/3 komplex és formin fehérjék aktivitasuk természeténél
fogva elsoként keriilnek kapcsolatba a filamentumokkal, azok mechanikai sajatsagai révén
pedig szabalyozhatjak a kolcsonhatasaikat. Az Osszeszereld faktorok vezérelt sorting-ot
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nemrégiben hasadd ¢lesztOben ¢&s tisztitott fehérjerendszerekben egyedi filamentumok
vizualizacidjan alapuld kisérletekben is alatamasztottak [65].

2. Filamentumidentitas
(2a) Aktin izoformak, csendes kod (silent code) mechanizmus
Az aktin izoformai egymas és a fajok kozott is nagyfoku aminosav-szekvenciabeli
konzervaltsagot mutatnak [26], ugyanakkor az mRNS ko6dolo régidoban 1ényegesen nagyobb az
eltérés [68]. Az aktin izoformak eltéré funkcionalis sajatsagait nem a kodolt fehérje, hanem a
kodold génszekvenciaban valo eltérések biztosithatjak a kodolo régiot érintd szinonim/csendes
(samesense) pontmutaciok révén [68, 69].
(2b) Kovalens modosulas, poszttranszlacios médosulds (PTM) [70]
(2c) Tropomiozin (Tpm) izoformdk
A Tpm izoformék azimutalis pozicidja az aktin filamentumon eltérd lehet, ami az aktin sejtvaz
Tpm izoforma specifikus szabalyozasanak alapjait jelentheti [47, 71-76].

3. Biokémiai szabalyok
Az aktinkotd fehérjek
(3a) kooperativ/szinergikus, vagy
(3b) kompetitiviantagonisztikus kotédése [65, 77-79].

A sejt motilis sajatsagaiban meghatarozo citoszkeletalis polimer rendszerek

A sejtek motilis sajatsdgaiban meghatarozok a protrizios, adhézids és kontraktilis erdkifejtésre
specializalodott citoszkeletalis polimer rendszerek kozotti mechanikai csatolasok [10, 11, 80-
82] (5. dbra). A vezetd élen a lamellipodium, az aktin filamentumok polarizalt dinamikaja altal
vezérelt vékony, lemezszerli membrankitiiremkedés a migralo sejtek egyik fémjele. A
lamellipodium mogott a sejttest felé hizodo lamella talalhato. A filopodiumok a vezetd €l
ujjszerti projekcioi. Ezek a protrazios aktin halézatok morfologiai és dinamikai sajatsagaikban,
valamint molekularis mintdzatukban is heterogenitast mutatnak. Az aktin sejtvdz ugyanakkor
funkcionalis csatolasokon keresztiil kapcsolt a mikrotubulusokhoz is, a két polimer rendszer
miitkodésének koordinacidja szamos sejtfolyamatban meghatarozo [83-89].

1. Lamellipodium
A lamellipodium iniciatora a membran belsé felszinéhez asszocialt WAVE (Wiskott-Aldrich
syndrome protein (WASP)-family verprolin homologous):Arp2/3 komplex fehérjerendszer, a
Cdc42 és Racl Rho GTPazok effektora [80]. A WAVE altal aktivalt Arp2/3 komplex az aktin
filamentumok de novo képzddését segiti el ugy, hogy egy meglévo filamentum oldalardl (anya
filamentum) egy j filamentumot (leany filamentum) nukleal (autokatalitikus branching) [10,
12, 59, 90]. Az Arp2/3 komplex altal létrehozott aktin haldzat karakterisztikus, elagazo
mintazatot mutat (dendritikus halozat) [48, 91-93]. A vezetd €Inél az aktin filamentumok
tranziensen nodvekednek, elagazasok kialakitasaban (branching) vesznek részt, majd az
elongaciojuk befejezédik a filamentumvégek sapkazasa révén (capping). A membrankozeli,
proximalis zoéndban a polimerizaciéhoz kapcsoldodd erdhatdsok hozzdjarulnak a protraziok
kialakulasahoz. A lamellipodium szétszerel6dését a membrantol tavolabbi, disztalis régidban
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az ADF/cofilin fehérje katalizalja. A lamellipodium egy gyors és a taposomalom egyensulynak
(treadmilling) megfelelden iranyitott dinamikaja halozat [94, 95].

2. Lamella
A lamella elagazasoktol mentes, egyenes aktin filamentumokat tartalmaz és lassabb dinamika
jellemzi [90]. Eredete, valamint a szerkezeti és dinamikai sajatsagainak kialakitasat iranyito
mechanizmusok nem pontosan ismertek. Nem tisztazott példaul, hogy a lamellipodium és a
lamella két eltéré nukleacios faktor (pl. Arp2/3 komplex, forminok) és szervezddési elvek altal
vezérelt aktin halozat, vagy egy aktin hélozatbol tobblépesds kinetikai folyamat révén
onszervezddd morfologiai és dinamikai gradienst mutatd rendszer.

3. Filopodium

A filopodiumokban az aktin filamentumok elagazasoktol mentes, parhuzamos lefutasu
kotegekbe (bundle) rendezédnek szoges végiikkel a membran felé. A filopodium 1étrejottéért
felel6s mechanizmusok nem pontosan ismertek [96]. A konvergens elongacio modell szerint a
(uncapping) és az igy szabadda valt filamentumvégek elongacioja révén ered. Mas elképzelések
alapjan a lamellipodium és a filopodium kialakuldséért kiilonb6zd, egymastol fiiggetlen
utvonalak altal vezérelt molekularis mechanizmusok feleldsek. Tobb megfigyelés is bizonyitja
a formin fehérjék szerepét a filopodiumok képzddésében [80].

4. Az aktin és mikrotubulus sejtvaz funkciondlis koordinacioja

Az aktin és mikrotubulus alapt citoszkeletalis polimer rendszerek sokrétli szerepe mara
viszonylag jol ismert. Az is nyilvanvalova valt, hogy ezek az alstrukturak nem figgetlenek,
hanem miikodéstik funkciondlis csatolasokon keresztiil kapcsolt és dsszehangolt. Az aktin és
mikrotubulus sejtvaz kozotti koordinécio fontos példaul a sejtalak és polaritas kialakitasaban, a
sejtmigracio és osztddas soran, valamint az idegsejtek miikodésében [83-89].

Az axonok iranyitott novekedésében meghatarozo szerepet jatszik a sejttestdl tavol, disztalisan
elhelyezked6 novekedési kup (growth cone) (5. dbra). A novekedési kup citoszkeletalis
rendszere harom f6 doménre oszthatd: egy periférias, aktin-gazdag kompartmentre a protruzios
aktin képletekkel (P-domén; lamellipodium, lamella, filopodium), az axon nyélbdl eredd
mikrotubulusokban gazdag centralis régiora (C-domén) és a kettdé kozott huzodd atmeneti
tartomanyra (T-domén). A mikrotubulusok disztalis végei behatolhatnak a P-domén aktin-
gazdag zondjaba, ahol a két polimer rendszer asszocialt fehérjéken keresztiil kolcsonhatasba
1ép. A periférias aktin és kozponti mikrotubulus halozat citolinkerek (pl. microtubule plus-end
tracking proteins (+TIP fehérjék, +TIPs), spektraplakin, tau, tumor-szuppresszor
adenomateous polyposis coli (APC), forminok) altal kozvetitett funkcionalis integracidja
meghataroz6 a ndvekedési klip sejtvazanak miikodésében €s igy az axonndvekedés és navigacio
folyamataban [83, 85, 88, 89, 97].

13



Lamellipodium

Lamella ‘ ,K_/‘

C-domén

Filopodium

aktin
mikrotubulus

, T-domén
migralé sejt névekedési kap

protr(ziés aktin halézatok " aktin:mikrotubulus

: : integracio
(1) lamellipodium (2) 1amella (3) filopodium ; ' (4) F-aktin:mikrotubulus
=iniciacio: autokatalitikus branching  =iniciacioé: ? =iniciacio: ? i | = molekularis marker:
= dendritikus halézat *egyenes filamentumok  =filamentumkéteg i \ citolinkerek
=treadmilling = processziv polimerizacié ' | spektraplakin, +TIPs, formin, ...
*molekul@ris marker: = molekularis marker: = molekuléris marker: ! '
N-WASP/WAVE, Arp2/3 komplex. tropomiozin formin, fascin, IRSP53-£ps8 | :

Eo; FA:MT oldalkotés/keresztkotés

. sapkafehérje, ADF/cofilin b) MT végkotés

5. abra: A migralo sejt és a novekedési kip sejtvazanak szervezédése.

Migralo sejt. B16 melanoma sejt (EGFP-aktin fluoreszcencia) [98].

Novekedési kup. Drosophila primer idegsejt (aktin5C::GFP fluoreszcencia) [99].

Sematikus dbra. A ndvekedési kiip aktin és mikrotubulus sejtvazanak szervez6dése [80, 88].
FA: F-aktin, MT: mikrotubulus
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2. Motivacio, hipotézis, célkitiizések

Az aktin sejtvaz Osszehangolt egységében az egyes funkcidkra specializalodott kompartmentek
kiilonb6z6 szerkezeti és dinamikai sajatsagokkal rendelkeznek és molekularis mintazatukban is
eltérének mutatkoznak. Az aktin sejtvaz biologiai komplexitasanak egyik meghatarozo pillére
az aktinkoto fehérjék aktivitasainak soksziniisége és az azok kozotti additiv vagy interaktiv
(szinergikus ¢és antagonisztikus) funkcionalis csatolasok megléte. Az aktin haldzatok
molekularis identitdsdnak kialakitasiban szerepet jatszO mechanizmusok vizsgalata a
témateriilet egy napjainkban is intenziven kutatott kérdéskore [62].

A tudomanyos munkamat 6sszefogd motivacio és célkitiizések az alabbi hipotézis és kérdések
mentén fogalmazdédnak meg.

Hipoteézis
Az aktin halozatok funkciondlis specializacidjdban alapvetd az aktinkotd fehérjék révén
meghatarozott molekularis identitasuk.

Kérdések
= Milyen fiziko-kémiai sajatsagokkal és aktivitasokkal rendelkeznek az aktinkotd
fehérjék?

= Miként nyilvanulnak meg ezek az aktivitasok az aktin sejtvaz miikodésében?
= Milyen mechanizmusok hatarozzak meg az aktink6td fehérjék szegregacidjat és ez altal
az aktin hal6zatok molekularis identitdsat és funkcionalis sajatsagait?

Kutatdsaim célja az aktin sejtvaz szervezddésében tetten érhetd fehérje:fehérje kdlcsonhatasok
azonositasa, valamint azok szerkezeti aspektusainak és funkciondlis kovetkezményeinek
leirasa. Megkozelitésként aktin polimer sokasagon végzett bulk fluoreszcencia spektroszkopiai
¢s szedimentaciés méréseket, egyedi polimerek megjelenitésén alapuld teljes belsd
visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkdpiai kisérleteket, valamint mezoszkdpikus
aktin haldzatokra kiterjedd biomimetikus modelleket 6tvoz0 modszertani stratégiat alkalmazok.

A problémakor vizsgalatara kiilonbozd bioldgiai rendszerekhez kapcsoldddan tobb, egymassal
nem rokon aktink&td fehérje (tropomiozin, formin és gelsolin homolédg fehérjecsalad) szerepét
tanulmanyoztam
= asejt motilis sajatsagaiban meghatarozo protrazids aktin halézatok, a lamellipodium, a
lamella és a filopodium szervezddésében, illetve
= andvekedési kap aktin és mikrotubulus sejtvaza kozotti funkcionalis integracidban.
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3. Eredmények és megbeszélésiik

3.1. A tropomiozin izoformak a protruziés aktin halozatok, a lamellipodium és a lamella
koordinaciojaban

A tropomiozin fehérjecsalad

Az aktin meghatarozo partnerfehérjéi a tropomiozin (Tpm) csalad tagjai. A tropomiozin, a
miozint kovetden az elséként azonositott olyan fehérje, ami aktink6té sajatsaggal bir. Ennek
felismerésében meghatarozo szerepe volt Laki Kalmannak? [3, 4, 100].

A tropomiozinok az Allatok (Metazoa/Animalia) és Gombak (Fungi) rendszertani orszagaban
fordulnak el6, nem ismert képviseldjiik a novények, egysejtiick vagy a prokariotak korében.
Erdemes megjegyezni, hogy az eukariotik fejlédése soran az aktin izoformak szama csokkent
(human citoplazmatikus aktin izoformak =2), amit a tropomiozin izoformak szamanak
novekedése kisért (human citoplazmatikus Tpm izoformak > 20). Ez a negativ korrelacio jelenti
az alapjat annak az elképzelésnek, mi szerint a Tpm izoformak meghatarozdak az aktin sejtvaz
funkcionalis polimorfizmusanak kialakitasaban [62, 71-74, 101].

Emlésokben a tropomiozint négy gén kodolja (Tpm1-4), amelyekrdl alternativ splicing révén
tobb mint 20 fehérje izoforma képzddik. Az izoformak diverzitasat az la/b, 2a/b, 6a/b és
9a/b/c/d exonvariansok biztositjak (4. tablazat).

Lo exon oOsszetetel
kromoszomalis

5 lokalizdcis 1a 3 4 5 6a 6b 7 8 9 9d
Tpml 15922.2 1a 3 4 5 6a 6b 7 8 9c 9d
Tpm2 9p13.3 la - 3 4 5 6a 6b 7 8 - - o
Tpm3 1021.3 la - 3 4 5 6a 6b 7 8 - 9 od
Tpm4 19p13.12-11 1a - 3 4 5 - 6b 7 8 - - - od

, fehérje jellemzo szoveti . .,
gen izoforma eldfordulas splice varidns
w4 144 membrey  OONL SOz eens oo

4. tablazat: A tropomiozin izoformak exon dsszetétele és nevezéktana.

Taz 1, 2, 6 exonnak két (a, b), mig a 9 exonnak négy (a, b, ¢, d) splice varidnsa 1étezik
%hidnyz6 2 exon: rovid Tpm izoforma, meglévé 2 exon: hosszi Tpm izoforma

3st: vazizom, sm: simaizom, br: agy, cy: citoplazmatikus

2 A publikacidkon a Koloman Laki név jelenik meg.
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Az izoformék nagy szamara valo tekintettel 2015-ben egységes nevezéktan keriilt bevezetésre
(4. tablazar) [102, 103]. Példaként a vazizom Tpm o izoformaja az \ij nevezéktan szerint
Tpml.1st(a.b.b.a). Ez a fehérje tehat a Tpm1 génrdl atir6do elsé izoforma, vazizomban fordul
el6 és az 1a, 2b, 6b, 9a exonvariansokat tartalmazza. A korabbi nevezéktan szerinti Tpom5NM1
izoforma a Tpm3.1cy(b.-.a.d) koddal adhato meg: a Tpm3 génrdl atirddd elsé izoforma,
citoszkeletalis lokalizacidt mutat és az 1b, 6a, 9d exonvariansokat tartalmazza, mig a 2 exon
hianyzik. A vizsgalt Tpm izoformak régi €s 0j elnevezéseit az 3. tablazatban foglaltam 6ssze.

régi nevezéktan uj nevezéektan exon dsszetétel
Tm skau Tpml.1st(a.b.b.a) la 3 4 5 6b 7 8
skTpm
Tm sk Tpm2.2st(a.b.b.a) la 3 4 5 6b 7 8
Tpm5NM1 Tpm3.1cy(b.-.a.d) 3 4 5 6a 7 8 o
TpmBr3 Tpm1.12br (b.-.b.c) 3 4 5 6b 7 8 9

5. tablazat: A vizsgalt tropomiozin izoformak régi és jj ndmenklatira szerinti elnevezése és exon dsszetétele.

Az o-helikalis Tpm molekulak parhuzamos dimerként tekercselddnek 6ssze egy coiled-coil-t
alkotva (6. abra). A Tpm dimerek a nagy menetemelkedésti hélix mentén tekerednek az aktin
filamentum koré, vég-vég kolcsonhatasuk révén egy pszeudofolytonos lancot alkotva, ami
molekularis vazként szolgalhat a filamentum kolcsonhatasainak szabalyozasara [76]. A Tpm
izoformék azimutalis pozicidja a filamentumon eltérd lehet, ami az aktin sejtvaz Tpm izoforma
specifikus szabalyozasanak szerkezeti alapjait biztosithatja [47, 75]. Gondoljunk csak az
izomkontrakcio klasszikus térbeli kizarasos modelljére, mely szerint a miozin Il:F-aktin
kolcsonhatast a vazizom Tpm azimutalis pozicidja szabalyozza [45, 104].

6. abra: A tropomiozin:F-aktin komplex szerkezete.
A Tpm (felbontas = 6.5 A, rekombinans egér a-Tpm, Uniprot P58771) és F-aktin (felbontas = 3.7 A, 5 alegység,
nyal vazizom) komplexének krio-elektronmikroszkopiaval meghatarozott szerkezete (PDB 3J8A) [45].

A tropomiozinok élettani szerepe az embriogenezistél a morfogenezisen keresztiil, specidlis
sejtes (pl. kontrakcio, adhézio, migracio, trafficking) és szoveti funkciokig, valamint klinikai
allapotokig (pl. daganatos megbetegedések, katarakta) széles skalat 6lel fel [101]. A Tpm
izoformak kozotti funkcionalis redundancia meglepOen kicsi. A protrazids aktin halozatok
tekintetében a Tpm lokalizacidjaval és aktivitasaival kapcsolatban ellentmondasos eredmények
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sziilettek [105-109]. Fontos megjegyezni, hogy a Tpm izoformak kozotti nagyfoku
exonazonossag miatt az antitestek vagy reagensek jellemzden egynél tobb izoformat céloznak,
ami nehézkessé teszi az izoforma specifikus sajatsagok pontos leirasat. Bizonyos endogén Tpm
izoformék a lamellipodium dendritikus hal6zatanak membrantol tavolabbi, disztalis zonaiban
fordulnak eld, nem mutatva atfedést az Arp2/3 komplex és ADF lokalizaciojaval (PtK1,
Drosophila S2 sejtek) [107, 108]. A Tpm izoformak csendesitése a lamellipodialis halozat
Kiterjedését és a lamella eltinését okozta (Drosophila S2 sejt, II tipustt Tpm izoforma) [107].
A vazizom eredeti Tpm (SkTpm) mikroinjektalasa (PtK1 sejt) a lamellipodiumra jellemz6
dinamikai ¢és molekularis sajatsagok eltiinését és egy lamellara emlékeztetd halozat
megjelenését eredményezte a membrankézeli régioban [108]. Erdekes modon, a lamellipodium
hianyaban dinamikusabb membrankitiiremkedések és gyorsabb sejtmozgas volt megfigyelhetd.
A vazizom izoforma nemizom sejtekben vald expresszioja fiziologias tekintetben nem relevans,
ugyanakkor modellként szolgalhat az aktin sejtvaz funkcionalis specifikaciojat iranyito elvek
vizsgalatahoz. A képet arnyalja a nemizom Tpm izoformak valtozatossaga. Az skTpm-hoz
hasonloan a TpPm5NM1 gatolta a lamellipodium formalasat és a sejtmozgést, mig a TpmBr3
fokozott lamellipodidlis aktivitaishoz ¢és sejtmozgashoz vezetett (transzfekcio, B35
neuroepitélialis sejtvonal) [109]. A TpmSNMI1 nem, mig a TpmBr3 kolokalizalt az ADF
régidival.

Hipotézis, célkitlizések, kérdések

A tropomiozinok szerepe a protrizidés aktin halozatok szervezddésében egyértelmiien
megfogalmazodik. A Tpm izoformak az aktin héalozatok aktinkotd fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatasainak specifikacidja révén azok molekularis dsszetételében és igy funkcionalis
sajatsagaiban meghatarozo szerepet jatszhatnak.

Hipotézis
A Tpm izoformak a lamellipodium ¢és a lamella kozotti egyensuly koordinacidjanak
meghataroz6 szabalyozoi.

Munkank soran a Tpm szovetbol és rekombinans uton eléallitott izoformait vizsgaltuk in vitro.
Célunk volt az aktinnal kialakitott kdlcsonhatasok és azok funkciondlis kovetkezményeinek
leirésa.

Kérdések
1. Az aktinkotd fehérjék milyen aktivitasai allnak a tropomiozin protrazids fenotipusanak
a hatterében?
2. Milyen mechanizmus révén jon létre a lamella? A lamellipodiumtdl fliggetlen halézat,
vagy a lamellipodiumnak a szabalyozdfehérjék altal iranyitott gradualis szerkezeti €s
dinamikai atrendezddése soran alakul ki?

19



Eredmények és kovetkeztetések

Az skTpm hatasa az Arp2/3 komplex dltal katalizalt filamentumképzddésre: fluoreszcencia
spektroszkopiai tanulmanyok

Az skTpm-nak az Arp2/3 komplex altal katalizalt polimerizaciora (autokatalitikus branching)
kifejtett hatasat els6ként pirén jel6lt aktin alkalmazasan alapuld bulk fluoreszcencia
spektroszkopiai kisérletekben vizsgaltam polimer sokasagon (7., 8. dbra). Az Arp2/3
komplexet az N-WASP C-terminalis VCA régiojaval aktivaltam. A kisérletekben az skTpm
koncentraciofiiggé modon gatolta az Arp2/3 komplex aktivitasat (7. dbra), Osszhangban
korabbi megfigyelésekkel [55]. Kontroll mérésekben az skTpm nem befolyasolta a filamentum-
Osszeszerel6dés kinetikajat a VCA-Arp2/3 komplex hianyaban (nem bemutatott adatok,
Supplemental Figure 1 [110]). Az skTpm hatasanak kvantitativ jellemzésére a pirén tranziens
féltelitéséhez illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztattam a polimerizacios sebességet (V).
A Vv([skTpm]) adatsort a Michaelis-Menten modell szerint illesztve (7. dbra, 1. egyenlet) a
féltelitési koncentracio K =0.295 + 0.131 uM-nak adodott. Ez az érték &sszhangban van az
skTpm:F-aktin komplex disszociacios egyensulyi allandojaval [111].

K

= Dy —————— +
V= Vmax ey [skTpm]

Umin 1)
1. egyenlet: Michaelis-Menten modell

v: polimerizacids sebesség

Vmax: az skTpm hianyanak megfeleld sebesség

K: az 50%-os gatlashoz tartoz6 (féltelitési) [skTpm]

[skTpm]: az skTpm koncentracidja

4.0
2.5 uM aktin
’J 297 nM His-VCA 3 5.,
- 30 50 M ATP2I3 et et b i
£ e S N st e,
° 30@
5, 25+ =
@2 25
qE) 20+ 21 \
o © 20+ N\ <
015} = [ ~
S | [skTpm] (uM) x 1.5 o -
H 0 ~ L -~ _Q -
n 107 0.07 40!
g b 0.21 L
kontroll — .49
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0 ) His-VCA —_—21 0.0 ) ) ) . . )
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7. abra: Az skTpm gatolja az Arp2/3 komplex altal katalizalt elagazasok kialakulasat.

Az aktin filamentumok Arp2/3 komplex altal katalizalt dsszeszerelddésének kinetikdja skTpm hidnyaban és
jelenlétében. [aktin] = 2.5 uM (2% pirén jeldlt), [Arp2/3] = 50 nM, [His-VCA] = 297 nM.

A pirén tranziensek féltelitéséhez illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott polimerizacids sebesség (v) az
[skTpm] fiiggvényében. A szaggatott vonal az adatokra illesztett fiiggvényt jelzi a Michaelis-Menten modell
szerint (1. egyenlet).
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Az skTpm gatl6 hatdsanak hatterében all6 mechanizmus vizsgélatara a méréseket tobb skTpm
és Arp2/3 komplex koncentracion is elvégeztem. A V([Arp2/3]) adatsor kettds reciprok
abrazolasa (Lineweaver—Burk abrazolas) novekvé meredekségli és azonos fliggdleges

cres

novelésével (8. abra, bal oldali panel, 2. egyenlet).

1 K 1 1
—= + @

v B vmax [SkTpm] vmax

2. egyenlet: Lineweaver-Burk (kettds reciprok) abrazolas
V: polimerizacios sebesség

Vmax: az skTpm hianyanak megfeleld sebesség

K: az 50%-os gatlashoz tartoz6 (féltelitési) [skTpm]
[skTpm]: az skTpm koncentracidja

K/Nmax: meredekség (8. abra, bal oldali panel)

1Vmax: fliggbleges tengelymetszet (8. dbra, bal oldali panel)

Az illesztési paraméterekbdl az 50%-os gatldshoz tartozd Arp2/3 komplex koncentriciot
szarmaztattam (K = [Arp2/3]1s, klasszikus jeloléssel: Km,app). Az [Arp2/3]u2([skTpm]) adatsor
linearis trendet kovetett, amit a klasszikus kompetitiv kotési modell alapjan illesztettem (8.
dabra, jobb oldali panel, 3. egyenlet):

il
Kj

[skTpm] 3)
[Arp2/3]1/2 = [ATP2/3]1/2,0 (1 + —>

klasszikus jelolés: Ky gpp = K (1 +

KskTpm

3. egyenlet: Klasszikus kompetitiv gatlas modellje

[Arp2/3]iz: az 50%-os gatlashoz tartozd [Arp2/3] (8. dbra, bal oldali panel, meredekség és fiiggdleges
tengelymetszet hanyadosa)

[Arp2/3]i2,0: az skTpm hianyanak megfeleld [Arp2/3]12 (8. dbra, jobb oldali panel, fiiggdleges tengelymetszet)
Kskrpm: 8z SkTpm:F-aktin komplex disszociacios egyensulyi allandoja (8. dbra, jobb oldali panel, meredekség)
[skTpm]: az skTpm koncentracioja

Az illesztés alapjan az  skTpm:F-aktin  disszociacios  egyensulyi  allandodja
Ksktpm = 0.418 + 0.092 uM-nak adodott. Ez az érték Osszhangban van az irodalomban
fellelhet6 adatokkal [111]. A fenti eredmények arra utalnak, hogy az skTpm és az Arp2/3
komplex kompetitiv médon befolyasoljak és antagonisztikus hatast fejtenek ki az elagazasok
kialakuldsara. A funkcionalis kompeticid szerkezeti magyarazatdul szolgalhat, hogy a két
fehérje kotohelye részleges atfedést mutat az aktin filamentum felszinén [112].
Megjegyzendd, hogy egy korabbi tanulmanyban a Tpm hatasa fliggetlennek bizonyult az
Arp2/3 komplex koncentraciojatol [55]. Az ellentmondast feloldja, hogy abban a munkaban
Iényegesen alacsonyabb Arp2/3 komplex koncentracion torténtek a mérések (10-60 nM).
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8. abra: Az skTpm és az Arp2/3 komplex kompetitiv médon befolyasoljak az elagazasok kialakulasat.

A Vv([Arp2/3 komplex]) adatsor dupla reciprok abrazolasa SkTpm hianyaban és jelenlétében. A szaggatott vonalak
az adatokra illesztett linearis fiiggvényt jelzik (2. egyenlet). [aktin]=2.5uM (2% pirén jelolt), [His-
VCA] = 297 nM.

Az Arp2/3 komplex féltelitési koncentracidja ([Arp2/3]12) az [skTpm] fliggvényében. A szaggatott vonal az
adatokra illesztett linearis fiiggvényt jelzi (3. egyenlet). Az egyenes flggéleges tengelymetszete
[Arp2/3]120 = 73.536 = 9.123 uM-nak, meredeksége Kskrpm = 0.418 +0.092 pM-nak adodott, Gsszhangban az
skTpm:F-aktin disszociacios egyensulyi allandéjaval [111]. Atlag + SD, n = 2-3.

Az skTpm hatasa az Arp2/3 komplex altal katalizalt filamentumképzodésre: rekonstrukcios
tanulmanyok

Az skTpm-nak a fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben, bulk polimer sokasagon
felderitett inhibitor hatasa magyarazhatja azokat a sejtbiologiai megfigyeléseket, mi szerint
tobblet skTpm jelenlétében a lamellipodium kialakulasa gatolt [108]. Ugyanakkor az skTpm
mikroinjektalt sejtekben a gatolt lamellipodium ellenére perzisztens membrankitiiremkedések
¢és gyorsabb sejtmozgas volt megfigyelhet6 [108]. Az skTpm hatasait a tovabbiakban komplex
fehérjekornyezetben, mezoszkopikus aktin halozatokra kiterjedé biomimetikus modellben
vizsgaltam.

A lamellipodium szerkezeti, dinamikai és molekularis sajatsagait rekonstrualo biomimetikus
modell

A standard biomimetikus rendszerben 6t esszencidlis fehérje aktivitisa rekonstrualja a
lamellipodium legfbb szerkezeti és dinamikai sajatsagait, valamint molekularis mintazatat (9.
abra) [90, 95, 113-115]. A sejtmembrant és az Arp2/3 komplex aktivatoranak
membranlokalizaciojat az N-WASP funkcionalizalt polisztirén mikrogydngyok felszine
modellezi. A lamellipodialis kitiiremkedések vonatkozasaban az endogén Arp2/3 komplex
aktivatora a WAVE fehérje [90, 95]. A nukleaciot eldsegité faktorok (nucleation promoting
factor, NPF) kozos sajatsaga egy C-terminalis VCA régid, ami egy aktink6té Wiskott-Aldrich
szindroma homolog domén 2 szakaszt (Wiskott-Aldrich syndrome homology domain 2, WH2,
V), valamint az Arp2/3 komplex kotéséért felels bazikus centralis (central, C) és savas (acidic,
A) szegmenst tartalmaz. Ez az Arp2/3 komplex aktivalasaban meghatarozo katalitikus VCA
szakasz konzervalt a fehérjecsaladban, igy az N-WASP ebben a tekintetben alkalmazhat6 a
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modellben. Az intracellularis milliének egy F-aktint, szabalyozo fehérjéket (Arp2/3 komplex,
sapkafehérje, profilin, ADF) és ATP-t tartalmazo oldat felel meg, ami jol kontrollalhato
biokémiai kdrnyezetet biztosit. A funkcionalizalt gyongyok felszinén az N-WASP:Arp2/3
komplex elagazo aktin filamentumok létrejottét katalizalja (branching), ami révén egy aktin
halozat (csova) épiil fel. Az elagazasokkal az Arp2/3 komplex is az aktin halézatba épiil. A
polimerizaciohoz kapcsolodo er6hatasok a gyongyok iranyitott mozgasat eredményezik, ami a
(capping). Az aktin halézat proximalis végén torténd felépiilését annak a gyongyfelszintdl
tavolabbi, disztalis végén az ADF depolimerizacios aktivitasa ellensulyozza, igy az aktin
halézat hossza allandd (taposomalom egyensuly, treadmilling). A Kkvantitativ elemzés
érdekében fénymikroszkopia (fazis-kontraszt, fluoreszcencia) alkalmazasaval meghatarozhatd
a gyongymozgas sebessége ¢és idotartama, az aktin hal6zat morfologiaja és fehérjedsszetétele a
kiilonbo6z6 kisérleti paraméterek fiiggvényében.

funkcionalizalt aktin szabdlyoz6 fehérjék
mikrogyéngy + ATP Arp2/3
WAVE-VCA sapka fehérje
profilin
. ADF
biokémiai kérnyezet W/ m&w
szabdlyozott ADP ATP )

aktin dinamika
D DMS

ﬁ mikrogyéngy

gyongyrelszin aktin halozat
aktin polimerizacid =
% ,»;3"3, &‘q g‘,!,g . = "f’f erp2/3 komﬂpl?x
D N4 V.4 Osszeszerel6dés
b Rl o ¥ branching
"3’ e,"‘ A VR & B y 4
¥ . }fi} X
B A% ff’%’
) b X R
cséva '3”3&’2» 'y .
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9. abra: A lamellipodium szerkezeti, dinamikai és molekularis sajatsagait rekonstrualo biomimetikus
modell.
Az dbra az alabbi publikiciokban bemutatott 4brak nyoman késziilt [10, 90].

A gyongydk mozgéasat/membrankitiiremkedések létrejottét biztositd erdhatdsok eredetére
mikroszkopikus szinten az Alex Mogilner és George Oster altal javasolt két-kompartmentes
elasztikus-panyvazott kilincskerék/racsni modell (elastic-tethered ratchet) adhat magyarazatot
(10. dbra) [116, 117]. A modell szerint a gyongymozgast a felszinhez kotott (mozgast
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akadalyoz6) és szabad (mozgast segitd) aktin filamentumokhoz kapcsolédd erdhatasok
egyensulya hatarozza meg. A gyongyfelszinhez kotott aktivator (pl. N-WASP) altal aktivalt
Arp2/3 komplex egy leany filamentumot nukleal egy meglévo filamentum oldalan (branching).
Ez az 4j filamentum az aktivator:Arp2/3 komplexen keresztiili direkt fizikai kapcsolat révén a
gyongyfelszinhez van panyvazva (kotott filamentum, attached, fi). A kotott filamentum a
gyongyok mozgasat fékként gatolja, ugyanakkor szerepe van a gyongy ¢és az aktin haldzat
kozotti kapesolat fenntartasaban/integritdsaban, a mozgas folytonossagaban. A gyongyfelszin
¢s a filamentum kolcsonhatdsa tranziens. A gyongyfelszinrdl disszocialt filamentum (szabad
filamentum, working, fw) elasztikus sajatsagai miatt a termikus fluktuacioi altal vezérelt
novekedése/elongacidja révén erdt fejt ki, ami a gyongyok mozgasat segiti. Végiil a
filamentumvég sapkazasara keriil sor (capping), ami igy az erdkifejtés tekintetében inaktivva
valik (inaktiv filamentum, fi). Az elasztikus-panyvazott racsni hatékony mitkodésében az aktin
filamentumok mechanikai tulajdonsagai is meghatarozoak [117, 118]. A modell alapjan a
hatékony erdkifejtés tekintetében optimalis aktin filamentumhossz (a szdges vég és az elsd
elagazéds tavolsaga) a ~ 10-100 nm-es nagysagrendbe esik. A rovidebb filamentumok tul
merevek, kismértékli termikus fluktudcidjuk limitalja a filamentumvég ¢és a gyongyfelszin
kozotti rés méretét, és ezaltal a monomerek beépiilését. A hosszabb filamentumok ugyanakkor
kisebb terhelés (kisebb, mint a megallashoz sziikséges erd, stall force) hatasara is hajlamosak
lehetnek az oldaliranyt kihajlasra (buckling).

i]

gyongy
I\

felszin F 1 | aktivator : Arp2/3 komplex
M sapkafehérje

{ aktin filamentum

i

[, kotott filamentum

akti n

halézat f; inaktiv filamentum

10. abra: A elasztikus-panyvazott racsni modell.
1. Az Arp2/3 komplex altal katalizalt nukleacidé (elagazasok kialakulasa/autokatalitikus branching, koétott

.....

monomerek beépiilése/elongacio, 4. a filamentumvég sapkazasa (capping, inaktiv filamentum), 5. a filamentum
hossziranyu kihajlasa (buckling). fa: a k6tott (a: attached) filamentumvégekhez kapcsolddé eréhatas, fu: a szabad
(w: working) filamentumvégekhez kapcsolddd erdhatds, a: a kotott filamentumok szama, w: a szabad
filamentumok szama, F: teher. A gydngyok egyenletes mozgasat feltételezve (v = allandd) az eréegyensuly az
alabbiak szerint irhato fel: wxfy —axf, — F = 0 [116].

Az skTpm lassitja vagy gyorsitia a gyongyok mozgasat az N-WASP gyongyfelszini tavolsagatol
fiiggden

Tropomiozin hidnyaban a gyongyok sebessége kétfazisu karakterisztikat mutatott az N-WASP
atlagos gyongyfelszini tavolsaganak (d), és igy az aktivalt Arp2/3 komplex stiriségének a
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fiiggvényében (11. B dbra) [113, 119]. A kiiszob tavolsag (d ~ 15 nm) alatt az elagazasok
kialakulasanak alacsony frekvencidgja miatt a gyongy mozgasat biztositani képes
filamentumszam és kohéziv aktin hal6zat nem alakul ki, a gyongyok csova nélkiil, csupaszok
maradnak (nem bemutatott adatok) [118]. A tavolsag csokkenésével a gydongymozgas
sebessége nd. A maximalis sebességet biztositd optimalis tavolsagot (d ~ 6 nm) meghaladva az
elagazdsok kialakuldsanak viszonylag nagy frekvencidja miatt a gyongymozgas sebessége
csokken.
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11. abra: Az skTpm a gydongymozgias negativ, vagy pozitiv szabilyozéja az N-WASP gyongyfelszini
tavolsagatol fiiggéen.

Reprezentativ fazis-kontraszt mikroszkopiai felvételek a biomimetikus modellrdl alacsony (A1, d =6 nm, [N-
WASP] |) és magas (A2, d=3nm, [N-WASP] 1) N-WASP gyongyfelszini siriiség esetén. Az N-WASP
funkcionalizalt mikrogyongyok (@ 2 um) fehér korként, mig az Arp2/3 komplex altal 1étrehozott aktin halozat
fehér nyilak jelolik. Méretvonal = 20 um, id6 = min : s, d: az N-WASP atlagos gyongyfelszini tavolsaga. (Al) [F-
aktin] =7 puM, [profilin] = 2.6 uM, [ADF] = 6.5 uM, [gelsolin] = 100 nM, [Arp2/3] = 100 nM, d = 6 nm. (A2) [F-
aktin] =7 uM, [profilin] = 2.6 uM, [ADF] = 6.5 uM, [gelsolin] = 100 nM, [Arp2/3] =50 nM, d = 3 nm.

(B) A gyongymozgas sebessége az N-WASP gydngyfelszini stiriségének fliggvényében skTpm hianyaban és
jelenlétében. Atlag £ SD, Ngyongy = 10-30, Nminta = 2-5, d: az N-WASP atlagos gyongyfelszini tavolsaga.

(C) A gyongymozgas sebessége az [skTpm] fiiggvényében alacsony (d = 6 nm) és magas (d = 3 nm) N-WASP
gyongyfelszini siirtiség esetén. Atlag + SD, Ngyongy = 11-28, Nminta = 2-6. A szaggatott vonalak az adatokra illesztett
fiiggvényeket jelzik a Michaelis-Menten modell szerint (4.1., 4.2. egyenletek).
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A biomimetikus modell milyen fenotipusai figyelhetéek meg az SkKTpm jelenlétében?

Az skTpm jelenlétében a gyongymozgis sebessége, az aktin halozat szerkezetének
mezoszkopikus sajatsagai, Ossze-, és szétszerelddésének dinamikdja, valamint molekularis
Osszetétele is eltérd volt a standard rendszerhez képest (/1. abra).

Az skTpm a gyongymozgas negativ, vagy pozitiv szabalyozoja az N-WASP gyongyfelszini
tavolsagatol fliggéen (/1. B, C dabra). Az optimalis N-WASP tavolsag (d ~ 6 nm) esetén a
gyongyok mozgasat az skTpm lassitotta, magas skTpm koncentracion (> 3 uM) a gyongyok
aktin halozatot nem hoztak létre, mozdulatlanok maradtak. Ellentétben, kis N-WASP tavolsag
esetén (d ~ 3 nm) a gyongyok sebessége nagyobb volt skTpm jelenlétében, mint hianyaban. Az
skTpm hatasa mindkét esetben koncentraciofiiggének bizonyult. A v([skTpm]) adatsort a
Michaelis-Menten modell szerint illesztettem (4.1. és 4.2. egyenletek):

K

vzvmaxK_I_[

Tpm] + Vnin (41)

4.1. egyenlet: Michaelis-Menten modell, d =6 nm
v: a gyongymozgas sebessége
Vmax: az skTpm hianyanak megfeleld sebesség

crer

K: az 50%-os gatlashoz tartozo (féltelitési) [skTpm]
[skTpm]: az skTpm koncentracidja
[skTpm]

17=vmaxK_|_[

] . 4.2.

4.2. egyenlet: Michaelis-Menten modell, d =3 nm
v: a gyongymozgas sebessége

srer

Vmin: @Z SKTpm hianyanak megfelel6 sebesség
K: az 50%-os gatlashoz tartoz6 (féltelitési) [skTpm]
[skTpm]: az skTpm koncentracioja

A féltelitési skTpm koncentracid K(d =6 nm) =0.295 + 0.005 uM-nak és
K(d =3 nm) =0.156 + 0.030 uM-nak adédott (11. C dbra), ami Osszhangban van a bulk
polimer sokasagon végzett mérésekbol szarmaztatott értékekkel. Ez arra utal, hogy az skTpm
gyongymozgasra kifejtett hatasainak hatterében, mint inhibitor, az Arp2/3 komplex
aktivitasanak gatlasa all.

......

Az aktin halézat molekularis Osszetételét fluoreszcensen jelolt aktin és Arp2/3 komplex
alkalmazasaval vizsgaltam (12. dbra). A fluoreszcencia mikroszkopiai vizsgalatok kvantitativ
elemzése alapjan az egységnyi id6 alatt 1étrejott halozatban az Arp2/3:aktin arany csokkend
tendenciat mutatott ndvekvo skTpm jelenlétében. Az ardny azonban allandd volt a hélozat
mentén skTpm hianyaban és jelenlétében (12. dbra). A fehérjemennyiség csokkenését
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eredményezheti az, hogy az skTpm gatolja az Arp2/3 komplex aktivitasat és az elagazasok
kialakulasat a gyongyfelszin kozelében és/vagy eldsegiti az Arp2/3 komplex és az elagazasok
héalozatrol vald disszociaciojat. A kérdés vizsgéalata érdekében tropomiozin hidnyaban
létrehozott aktin halézatok Arp2/3 komplex tartalmat vizsgéltam skTpm hozzdadasat kvetden
(13. abra). Az Arp2/3 komplexnek a halozat egységnyi hosszara vonatkozo mennyisége nem
valtozott az SkTpm de novo hozzéadéséval ami arra utal hogy az skTpm nem képes az Arp2/3

rrrrrr

kozelében gatolja.
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12. abra: Az skTpm hatasa az aktin hal6zat molekularis osszetételére 1.

(Al) Reprezentativ fluoreszcencia mikroszkopiai felvételek a biomimetikus modellrél. Z6ld fluoreszcencia
emisszid:  Alexa488M-Arp2/3 komplex, piros fluoreszcencia emisszi6: TAMRA-aktin. [TAMRA-F-
aktin] =7 uM, [profilin] = 2.6 uM, [ADF]=6.5uM, [gelsolin] =100 nM, [Alexa488M-Arp2/3] =100 nM,
[skTpm] =0, 1.8 uM, d =6 nm. Méretvonal = 10 um. (A2) alsé panel: TAMRA-aktin és Alexa488M-Arp2/3
komplex fluoreszcencia emisszidja a gyodngyfelszintdl mért tavolsag fliggvényében skTpm hianyaban és
jelenlétében ([skTpm] = 1.8 uM). felsé panel: Az Arp2/3:aktin fluoreszcencia emisszié arany a gyongyfelszintdl
meért tavolsag fliggvényében. A fliggbleges, sziirke pontozott vonalak a gyongyfelszint jelzik.

(B1, B2) TAMRA-aktin és Alexa488M-Arp2/3 komplex fluoreszcencia emisszidja az aktin haldzat egységi id6
alatt 1étrejott hanyadara vonatkoztatva skTpm hidnyaban és jelenlétében alacsony (B1, d = 6 nm) és magas (B2,
d =3 nm) N-WASP gyongyfelszini sliriiség esetén. Ngysngy = 8-19. (B1) [F-aktin] =7 uM, [profilin] = 2.6 uM,
[ADF] = 6.5 uM, [gelsolin] = 175 nM, [Arp2/3] = 208 nM, d = 6 nm. (B2) [F-aktin] = 7 uM, [profilin] = 2.6 uM,
[ADF] = 6.5 uM, [gelsolin] = 105 nM, [Arp2/3] = 45 nM, d = 3 nm.
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13. abra: Az skTpm hatasa az aktin halézat molekularis dsszetételére 2.

Az Arp2/3 komplexnek az aktin halézat egységnyi hosszara (um) vonatkozd mennyisége az skTpm de novo
hozzaadasaval. [TAMRA-F-aktin] =7 uM, [profilin] = 2.6 uM, [gelsolin] =175 nM, [Alexa488M-
Arp2/3] =50 nM, d = 6 nm. Atlag = SD, n = 2-3. Az ADF jelenlétében az aktin halozat Arp2/3 komplex tartalma
alacsonyabb az ADF-nek a haldzat szétszerelédését katalizalo hatasa miatt.

Hogyan értelmezhet6 az skTpm gyongymozgdasban tetten érheto kettos fenotipusa az inhibitor
sajatsaga alapjan?

Az elasztikus-panyvazott racsni modell alapjan a gyongyok mozgasat két filamentumvég tipus,
a kotott (az N-WASP:Arp2/3 komplexen keresztiil a gyongyhoz kapcsolt) és a szabad (az N-
WASP:Arp2/3 komplexrél disszocialt) kozotti kinetikai egyensuly hatarozza meg. Nagyobb N-
WASP tavolsagok ¢és igy alacsony aktivalt Arp2/3 komplex gyongyfelszini siirliség esetén a
szabad, elongaciora képes filamentumvégek dominalnak. Ezek polimerizacidjahoz kapcsolddo
erOhatasok a gyongyok mozgasat segitik. Ezen a tartomanyon, amikor a szabad
filamentumvégek szdma limitdlja a gyongyok mozgéasit az skTpm az Arp2/3 komplex
aktivitasat gatolva lassitja a gyongyok mozgasat. Kisebb N-WASP tavolsagok, és igy magas
aktivalt Arp2/3 komplex gyongyfelszini slirliség esetén a kotott, elongaciora nem képes
filamentumok domindlnak és limitaljdk a gyongyok mozgasat. Ezen a tartomanyon az skTpm
az Arp2/3 komplex aktivitasat gatolva, a fékként hato kotott végek szamat csokkentve gyorsitja
a gyongyok mozgasat.

.....

szabdlyozza

Az skTpm aktin halozathoz valo lokalizaciojat fluoreszcensen jelolt fehérjék segitségével
vizsgaltam (14. dbra). Erdekes modon az skTpm eloszldsa az aktin halézat mentén
inhomogénnek mutatkozott, mennyisége novekedett a gyongyfelszintél a halozat disztalis
régidi felé. A mintdzat alland6 volt a gyongyOk mozgéasa soran, ami arra utal, hogy az
elagazasok kialakuldsa ¢és az skTpm kotddése olyan reakcion keresztiil csatolt, ami a
filamentumok 6sszeszerelddését koveti €s kinetikai hatart szab az skTpm halozathoz valo

rrrrrr

valo fiiggését az alabbi egyenlettel illesztettem:
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L
(L) =19+ R(1 —exp (— E)) )

5. egyenlet

r: az skTpm:aktin vagy az skTpm:Arp2/3 komplex arany

ro: az L = 0-nak megfelel6 arany

ro + R: a maximumnak megfelel6 arany

L12: az 50%-os telitésnek megfeleld tavolsag (féltelitési tavolsag)
L: a gyongyfelszintdl mért tavolsag

Az 50%-0s skTpm:aktin és skTpm:Arp2/3 aranynak megfelelé gyongyfelszintdl mért tavolsag
(féltelitési tavolsag, Lip) csokkent az [skTpm] fiiggvényében (6. tdbldzat). Az skTpm-nak a
gyongyok sebességére (v) kifejtett hatasat figyelembe véve a féltelitési tavolsagnak megfeleld
féltelitési id6 (tu2 = Lz X v ~ 13-17 min) fliggetlennek bizonyult az skTpm koncentraciojatol
(6. tdabldzat). A koncentraciotol valo fliggetlenség arra utal, hogy az érték nem az skTpm aktin
filamentumokhoz vald asszociacios sebességi allandgjat tikrozi. Ugyanakkor az érték jol

------
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kotddését az Arp2/3 komplex altal létrehozott aktin halozathoz az eldgazdsok stirlisége
szabalyozza. Ez az eredmény Osszhangban van az N-WASP/WAVE2 knockdown sejtes
fenotipusaval, amennyiben az Arp2/3 komplex mennyiségének csékkenése és a tropomiozin
(LC24 Ab: human tropomiozin, alfa-4 specifikus antitest) mennyiségének novekedése volt
jellemzo a vezetd élnél [121].

skTpm:aktin skTpm:Arp2/3
[skTpm] (M) : :
Lis (um) = SD tye (min) £ SD Lis (um) £ SD ty (min) £ SD
0.27 32.36 £9.18 13.47 £3.82 51.32 £ 16.82 15.65 £5.13
0.54 26.74 £6.16 15.17+3.50 11.72 £ 3.41 17.12 +4.98

6. tablazat: Az skTpm aktin halézathoz valé asszociaciéjat jellemzo paraméterek.
Féltelitési tavolsag: L1y és id6: tip = Lyp X V. Az értékek az skTpm:aktin(L) és az skTpm:Arp2/3 komplex(L)
adatsorok illesztésébél keriiltek meghatarozasra (14. dbra, 5. egyenlet). Atlag + SD, n = 14-19.
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14. abra: Az skTpm hatasa az aktin hal6zat molekularis 6sszetételére 3.

(Al, B1) Reprezentativ fluoreszcencia mikroszkodpiai felvételek a biomimetikus modellrél skTpm hianyaban és
jelenlétében. Zold fluoreszcencia emisszio: Alexad88NHS-aktin (Al) vagy Alexa488M-Arp2/3 komplex (B1),
piros fluoreszcencia emisszio: Alexa568M-skTpm. Az skTpm:aktin arany (A2) és az sSkTpm:Arp2/3 arany (B2) a
gyongyfelszint6l mért tavolsag fiiggvényében. A szaggatott vonalak az adatokra illesztett fliggvényt jelzik (5.
egyenlet). (A1, A2) [F-aktin] =7 uM, [profilin] = 2.6 uM, [ADF] = 6.5 uM, [gelsolin] = 175 nM, [Alexa488M-
Arp2/3]=84nM, d=6nm. (Bl, B2) [F-aktin]=7puM, [profilin] =2.6 uM, [ADF]=6.5puM,
[gelsolin] = 105 nM, [Alexa488M-Arp2/3] = 60 nM, d = 6 nm. Méretvonal = 10 pum.

Az skTpm és az ADF kompetitiv modon szabalyozzak és antagonisztikus hatast fejtenek ki az
aktin hdlozat szétszerelodésére

A standard biomimetikus rendszerben az aktin csova szétszerelodését az ADF katalizalja [90,
119]. Az aktin halozat Gssze-, és szétszerelédése a taposomalom egyensulynak megfeleléen
szabalyozott, igy annak hossza 4llando. Az skTpm jelenlétében az aktin csova
szétszerelddésének gatlasa volt megfigyelhetd a disztalis végen, ami annak meghosszabbodasat
eredményezte (15. dbra). A méréseket tobb skTpm és ADF koncentracion is elvégezve az
eredmények arra utalnak, hogy az skTpm és az ADF kompetitiv mddon befolyésoljak és
antagonisztikus hatast fejtenek ki az aktin halozat szétszerelddésére. A megfigyelések
Osszhangban vannak a bulk polimer sokasagon végzett vizsgalatokkal, mi szerint az skTpm és
az ADF kompetitiv modon szabalyozza az aktin filamentumok szétszerelédését (nem
bemutatott adatok, Supplemental Figure 4, 5 [110]). Megjegyzendd, hogy az ADF
gyongymozgas sebességére kifejtett kvalitativ hatasa fliggetlennek bizonyult az skTpm
jelenlététdl (15. B. dbra).
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15. abra: Az skTpm és az ADF kompetitiv médon befolyasoljak az aktin halézat szétszerel6dését.
Reprezentativ fazis-kontraszt mikroszkopiai felvételek a biomimetikus modellrél skTpm és ADF hidnyaban és
jelenlétében. Az N-WASP funkcionalizalt mikrogyongyok (9 2 um) fehér korként, az aktin halozat sziirke,

cres

jelolik.  Meéretvonal =20 um, id6 =min:s. [F-aktin] =7 uM, [profilin] =2.6 uM, [gelsolin] = 175 nM,
[Arp2/3] =90 nM, d = 4 nm.

A gyongymozgis sebessége az [ADF] fiiggvényében skTpm hianyaban és jelenlétében. Atlag £ SD, Ngyongy = 9-
20, nminta = 2‘4

A tropomiozinok izoforma specifikus modon befolyasoljak az Arp2/3 komplex aktivitasat

A sejtbiologiai megfigyelések nyoman [109] a TpmBr3 és a TpmSNMI nemizom
izoformaknak az Arp2/3 komplex aktivitasara gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk (/6. dbra).
Pirén aktin alkalmazasan alapul6 bulk kinetikai kisérletekben megmutattuk, hogy a Tpm5SNM 1
az skTpm-hoz hasonléan gatld hatast fejt ki. Ezzel szemben a TpmBr3 nem befolyasolja az
Arp2/3 komplex altal katalizalt filamentumképzddést. A TpmBr3 eddig az egyetlen olyan Tpm
izoforma, amely nem gétolja az Arp2/3 komplex aktivitasat. Ezek az eredmények dsszhangban
vannak a sejtes megfigyelésekkel [109]. A Tpm5NMI és a TpmBr3 kotdfelszine az aktin
filamentumon nem ismert. Azonban tudjuk, hogy a tropomiozinok azimutalis pozicidja az aktin
filamentumon izoforma specifikus sajatsagokat mutat, ami magyarazhatja az Arp2/3 komplex
aktivitasara kifejtett izoforma specifikus hatasokat [47, 75]. Feltételezéseink szerint a
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TpmSNMI1 filamentumon elfoglalt pozicidja, az skTpm-hoz hasonléan atfedést mutat az
Arp2/3 komplex kotohelyével, mig a TpmBr3 pozicidja a komplex kotését nem befolyasolja.
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16. abra: A tropomiozinok izoforma specifikus médon befolyasoljak az Arp2/3 komplex aktivitasat.
Tpm izoformak hatisa az Arp2/3 komplex altal katalizalt filamentum-6sszeszerelédés kinetikajara. [G-aktin]
= 2.5 uM (5% pirén jeldlt), [Arp2/3] = 100 nM, [His-VCA] = 200 nM.

relativ polimerizdcios sebesség

- Tpm

spontan polimerizacid 0.199
Arp2/3 komplex katalizalt polimerizacio 1.000 + 0.005
+ Arp2/3 komplex + Tpm ([Tpm])

Tpm5NM1 (17 uM) 0.749 + 0.002
TpmBr3 (40 uM) 1.033 +£0.003
skTpm (4.76 pM) 0.532 + 0.006

7. tabliazat: A spontian és az Arp2/3 komplex altal katalizalt filamentum-o6sszeszerelodést jellemzo
polimerizacids sebesség.
Atlag + SD, n = 2-4,

Osszefoglalas
A tropomiozin protrizids fenotipusanak modellje

Mikeént magyarazzak a biomimetikus rendszerben tett megfigyeléseink a Tpm protriuzios
fenotipusat?

Tobblet tropomiozin jelenlétében, az skTpm injektalt sejtekben megfigyelt protruzids fenotipus
jellemzoit [108] rekonstrualja a biomimetikus modelliink, feltételezve az skTpm és az Arp2/3
komplex, valamint az skTpm és az ADF ko6zotti kompetitiv antagonisztikus hatast (17. dbra).
A fenotipus magaban foglalja a lamellipodium dendritikus aktin halozatanak gatlasat és egy

crer

(Arp2/3 komplex, ADF) mennyiségének csokkenését, valamint a Tpm jelenlétében megfigyelt
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gyorsabb sejtmozgast is, aminek a magas N-WASP striségti gyongyok skTpm indukalta
sebességnovekedése feleltetheté meg. Az skTpm injektalt sejtekben a vezeto él flirészfogszerii
megjelenést mutatott [108], ami az erdkifejtés hatterében allo aktin nukleacios régiok

crer

crer

kialakitott Arp2/3 komplex kozvetitett tranziens kapcsolatai korlatozzak, ami az aktin és az N-
WASP koszegregaciojahoz vezet [122, 123]. Az skTpm inhibitor aktivitasa (az Arp2/3 komplex
aktivitasanak ¢és az elagazasok létrejottének gatlasa), az Arp2/3 komplex aktivatoranak
(WAVE/N-WASP) difftzios sajatsagai és az elagazasok létrejottének autokatalitikus
természete egylittesen a WAVE/N-WASP inhomogén membranbeli eloszlasahoz, diszkrét
dendritikus alhalozatok kialakulasahoz és igy erdkifejtéshez vezet. A magas WAVE/N-WASP
stirliségli régiokban az skTpm az elagazasok 1étrejottének gyakorisagat csokkentve a branching
reakciot az erdkifejtést tekintetében optimalizalja, ami a membrankitiiremkedéseknek kedvez.
Az alacsony WAVE/N-WASP siirtiségli régiokban az skTpm az elagazasok létrejottének
egyébként is  alacsony  frekvenciajat  csokkentve az  erdkifejtést, igy a
membrankitiiremkedéseket negativ moédon befolyasolja, tovabba egy lamella-szerti halozat
kialakulasanak kedvez.

crer

crer

vonatkozasaban?

Endogén Tpm jelenlétében, kontroll sejtekben az Arp2/3 aktivatora (WAVE/N-WASP)
homogén eloszlast mutat a sejtmembranban a vezetd élen. A membran kozelében aktivalt
Arp2/3 komplex egy dendritikus aktin haldzat kialakulasat katalizalja. Az elagazasok stirlisége
miatt a Tpm kotddése a membrankozeli, proximalis régiokban gatolt, igy az ADF a
filamentumokhoz kotddve eldsegiti azok szétszerelddését. Ezen aktivitasok révén alakul ki a
lamellipodium eldgazasokban gazdag, gyors turnover-rel jellemezhet6 hal6zata. A membrantol
mentes filamentumszegmensekhez kotddik, ezzel gatolja az ADF aktivitasat, ami lassabb
turnover-t eredményez. Ez a régio felel meg a lamella egyenes filamentumokbol 4116, kevésbé
dinamikus halozatanak. Osszességében tehat az skTpm és a WAVE/N-WASP-Arp2/3
nukleacios komplex, valamint az skTpm ¢és az ADF kompetitiv antagonisztikus hatasai
rekonstrudld modell definidlja azt a minimalis biomimetikus rendszert, amely egy aktin
halozatbol a rendszer Onszervezddése révén két eltéré tulajdonsaga kompartment, a
lamellipodium és a lamella kialakul4dsahoz sziikséges.

Megjegyzendd, hogy az skTpm izoforma nemizom sejtekben valo eléfordulasa nem fizioldgias.
Ugyanakkor eredményeink alapjan egyes nemizom Tpm izoformdk (pl. Tpm5SNM1) a vdzizom
tropomiozinhoz hasonldan az Arp2/3 komplex aktivitasat gatoljak, mig masok (pl. TpmBr3) a
branching reakciot tamogatjak. Ezek a funkcionalis sajatsagok az aktin sejtvaz Tpm izoforma
specifikus szabalyozésara adnak lehetdséget és tamogatjadk a modelliink relevancidjat a
nemizom sejtek kontextusaban.

33



membrén —

F-aktin

N-WASP | WAVE e

tropomiozin Bl
sebesség ﬂ
LP: lamellipodium

kontroll, endogén Tpm /[ - skTpm tébblet Tpm / + skTpm

intracelluldris
koérnyezet

biomimetikus
modell

LP Y/ .

LM

erer

lehetséges mechanizmusai.
Az intracellularis kornyezetet bemutato abra forrasa: [108].

Tudomanyos szempontbol 1) eredmények

r

74

Az eltérd szerkezeti €s dinamikai sajatsagokkal rendelkez6 kompartmentek, a lamellipodium és

a lamella egy aktin halozatbol, a rendszer Onszervezddése révén alakulhat ki, amelyben

meghat
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arozoak a tropomiozin fehérjecsalad izoforma specifikus kdlcsonhatésai.

Az skTpm és az Arp2/3 komplex kompetitiv moédon befolyasoljak és antagonisztikus
hatast fejtenek ki az elagazasok kialakulasara (branching) és ez altal a dendritikus aktin
halézat 6sszeszerelddésére.

Az skTpm kotédését az Arp2/3 komplex altal 1étrehozott dendritikus aktin hal6zathoz
az elagazasok stirtisége szabalyozza.

Az skTpm és az ADF kompetitiv modon befolyasoljak és antagonisztikus hatast
fejtenek ki a dendritikus aktin halozat szétszerelddésére.

Az skTpm ¢és az Arp2/3 komplex, valamint az skTpm és az ADF kozotti kompetitiv
antagonisztikus hatds elegendé a tobblet skTpm indukédlta protruzidés fenotipus
kialakulasahoz, illetve a lamellipodium ¢€s a lamella szegregacidjahoz.

Az skTpm-nak a sejt protraziés aktin halozataira kifejtett hatasat rekonstrualod
biomimetikus modell definialja azt a minimalis fehérjerendszert, amely egy aktin



halozatbdl a rendszer onszervezodése révén két eltérd sajatsdgokkal rendelkezd aktin
kompartment, a lamellipodium és a lamella kialakuldsahoz sziikséges.

6. A tropomiozinok izoforma specifikus modon befolydsoljadk az Arp2/3 komplex
aktivitasat, aminek szerkezeti magyarazatat adhatja az izoforma specifikus azimutalis
pozicidjuk az aktin filamentumon.
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3.2. ADAAM formin az aktin sejtvazdinamika szabalyozasaban
A formin fehérjecsalad

A formin csalad (8. tdbldzat) névado tagjat, a formin-1 fehérjét (formin, FMN) egérben
azonositottak [124]. Az elnevezés a formin-1 gén mutacioja altal okozott limb deformity
fenotipusbdl szarmazik. Habar a késObbiekben kideriilt, hogy a fenotipus nem a formin-1
fehérje diszfunkcidjabol ered, hanem egy, a szomszédos gremlin gén funkcidjat érintd
pontmutaciéo eredménye [125]. A forminok széles korben el6fordulnak, a novényektdl az
¢lesztOkon at az emldsokig megtalaljuk Oket. A fominokat modularis doménfelépités jellemzi
(18. dbra). A leginkabb konzervalt, a fehérjecsaladot definiald régiok a formin homologia
domének (FH1, FH2). Az FH2 domén filogenetikai elemzése alapjan az Allatok
(Metazoa/Animalia) rendszertani orszagaban a forminokat kilenc alcsaladba sorolhatjuk [126-
129] (8. tabldzat). A kilencbdl hét altipus az emberben is el6fordul, 15 formint kodold génnel,
amelyek koziil tobb esetben klinikai relevancia is ismert.

fehérje el;:::le(zlés hu;zzzsien klinikai relevancia
Formin FMN1 15q13.3 polidaktilia, intellektualis
limb d_eformity protein homolog EMN2 1q43 fogyatékossag
kanonikus formin
. Dial 5031.3 siketség, kérgi vaksag,

g:zs:::zaz-related formin Diaz Xq21.33 mikrokefalia

Dia3 13921.2
Dishevelled-associated activator of Daam 1 14023.1 Gw"a”,]-]?arre,sm.lq,r o,m.a ’

. skizofrénia, szivfejlédési
morphogenesis Daam 2 6p21.2 .
rendellenesség
Delfilin -
Glutamate receptor ionotropic delta 2- - 7p22.1
interacting proteins (GRID2IP)
. - . FHOD1 16922.1 hipertrofias kardiomiopatia

FH1/FH2 domain containing protein FHOD3 18q12.2
Formin-like protein FMNL1 17921.31 -
Formin-related proteins identified in FMNL?2 2023.3
leukocytes (FRL) FMNL3 12g13.13

INF1 4931.3 Charcot-Marie-Tooth
Inverted formin betegség, fokalis
FHDC1 INF2 14932.33 szegmentalis

glomeruloszklerdzis

Multiple wing hairs-related formin MWHF - -
Pleckstrin homology (PH)-domain- PHCE i i

containing formin

8. tablazat: A formin fehérjecsalad.
Drf forminok: sziirke hattér

A formin fehérjecsalad szignaturaja a kdzponti FH2 domén, valamint az attdl N-terminalis
iranyban talalhat6 prolin gazdag FH1 domén. Az FH1-FH2 modulhoz szerkezetileg és
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funkciondlisan is eltéré domének csatoltak az egyes alcsaladokban. Az FH2 aktink6té domén,
mig az FH1 az aktin monomerk&td profilinnel alakit ki kdlesonhatast [10, 12, 59, 79, 130]. A
PhD munkamhoz kapcsolodd kutatasok egyik meghatarozo eredménye, hogy az FH2
funkcionalis forméja a homodimer €s a dimerizdcidohoz nélkiilozhetetlen az FH2 és az FHI
doméneket 0Osszekotd linker szakasz [131]. Az FH1-FH2 modul katalizdlja az aktin
modon aktin polimerazként mikodik [12]°. Az egyes formin altipusok FH1-FH2 moduljanak
aktin aktivitasai kvalitativ modon nem, csak kvantitativ jellemz6ikben térnek el.

A Diaphanous-related formin (Drf) alcsaladba tartozé fehérjék (Dia, Daam, FMNL) tovabbi
konzervalt doménekkel rendelkeznek, amelyek a fehérje aktivitdsanak szabalyozasaban
vesznek részt (8. tablazat, 18. dbra). Az N-terminalis DID (diaphanous inhibitory domain) és
a C-terminalis DAD (diaphanous autoregulatory domain) domének kozotti intramolekularis
kolcsonhatés a fehérjét zart konformacidban, inaktiv allapotban tartja. A Drf forminok GTPaz-
koté doménjének (GTPase-binding domain, G) Rho GTPaz kotése az autoinhibicios
kolcsonhatds felolddsat ¢és a fehérje aktivaciojat eredményezi. Az autoinhibicios
kolcsonhatdsban részt vevé domének (G, DID, DAD) hidnyaban vagy funkcidjuk sériilése
esetén a forminok konstitutivan aktivak [132, 133].

autoinhibicié

inaktiv DID:DAD
[ FH2 | [t ~ oktivécio
RhoGTPGz:G
[FH1 [ ¢cc DD | DID "6
[ ]
sejtvaz
Y
sejtvaz
aktiv
G | DID [BO | cC | FH1 | FH2 | [blC}
profilin aktin

18. abra: A Drf forminok doménszerkezete és szabalyozasuk egyszeriisitett sémaja.

szignatura formin homoldgia domének: FH1, FH2

Drf specifikus domének: G: GTPaz-koté domén (GTPase-binding domain), DID: diaphanous inhibiciés domén
(diaphanous inhibitory domain), DAD: diaphanous autoregulacios domén (diaphanous autoregulatory domain)
DD: dimerizaciés domén, CC: coiled-coil, C: CT régio

A Dishevelled-associated activator of morphogenesis formin

A Dishevelled-associated activator of morphogenesis (DAAM) alcsaladot éleszt kettds hibrid
kisérlet sordn azonositottdk, amikor az egér Dishevelled2 (mDvl2) PDZ doménjével
kolcsonhato partnereket kerestek [134]. A Daam ortologok (Drosophila, Xenopus, csirke, egér)
magas szinten expresszalodnak a tranchearendszerben (apikalis aktin kotegek) [132], a

3 polimerdz: a polimerizacié folyamatat katalizalé fehérje
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szivizomban ¢és a harantcsikolt izomban (szarkomer) [135, 136], valamint a kozponti
idegrendszerben (aktin gazdag filopodialis nyulvanyok) [133, 137]. Az adatok korrelalnak a
human fehérje expresszids mintazataval* és funkcioival, amelyek az izomrendszer [138] és az
idegrendszer [139-141] normal és patologias mitkodéséhez (pl. Guillain-Barré szindroma,
skizofrénia, szivfejlodési rendellenesség) kapcsolodnak.

Az idegrendszeri funkciokat illetéen a DAAM meghatarozd6 az axonok novekedésében
embrionalis korban és feln6tt allatokban is (Drosophila, egér) [133]. Sejtes szinten a DAAM
jellemzéen a novekedési kap periférias régioiban, az aktin gazdag filopodialis
kompartmentekhez lokalizal és azok képz6dését segiti elé. Kolcsonhat a Rac GTPazokkal, az
Ena és profilin fehérjékkel. A DAAM idegrendszeri funkcioinak konzervaltsagat a human
fehérje agyi diszfunkciokban valo érintettsége is alatamasztja [139-141].

Hipotézis, célkitlizések, kérdések

A DAAM meghatarozo szereppel birhat az aktin sejtvaz szabalyozasaban, azonban a fehérje
ezen funkcidjanak fiziko-kémiai hatterét nem vizsgaltak.

Hipoteézis
A DAAM az aktin sejtvaz, azon beliil is a filopodialis nyulvanyok meghatarozo szabalyozoja.

Munkank soran a DAAM rekombinans uton eldallitott, nativ, trunkalt és mutaciot hordozé
fragmentumait vizsgaltuk in vitro. Célunk volt az aktinnal kialakitott kdlcsonhatasok és azok
funkcionalis kovetkezményeinek leirasa.

Keérdeések
1. Milyen fiziko-kémiai sajatsagokkal és aktivitasokkal rendelkeznek a DAAM egyes
szakaszai?

2. Milyen szerkezeti aspektusai vannak a DAAM aktivitasainak?
3. Milyen sejtvazszabalyozo6 funkcidkkal rendelkezik a DAAM?

Eredmények és kovetkeztetések
A DAAM FH1-FH2 egy profilin kapcsolt aktin dsszeszereld faktor
Az aktin sejtvaz szabalyozasaban potencialisan a DAAM formin homoldgia doménjei vesznek

részt, ezért elséként az FH2 és a tandem FHI1-FH2 szakaszok fiziko-kémiai sajatsagait
vizsgaltuk (19. abra).

4 Human Protein Atlas: https://www.proteinatlas.org/
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G| DID [BD ™ CC | FH1 | FH2 | [DIC]
DID DID
FH2 FH2
FHI-FH2 FH1 FH2
cDAAM FH1 FH2 DI C

19. 4bra: A vizsgialt DAAM konstruktok doménszerkezete.

A DAAM FH domének vizsgalatara Drosophila S2 sejteket transzfektaltuk az FH2 és az FH1-
FH2 fluoreszcensen jelolt (YFP::FH2, YFP::FH1-FH2) valtozataival (20. abra) [142]. A Drf
DID:DAD szabalyozo modul hianyaban ezek a DAAM konstitutivan aktiv fragmentumai [132,
133]. Az izolalt FH2 domén latszolag semmilyen valtozast nem okozott az aktin sejtvazban.
Ugyanakkor az FH1-FH2-t kifejezé sejtek morfologiai valtozast és megndvekedett F-aktin
szintet mutattak. A kvantitativ elemzés szerint tobblet FHI-FH2 jelenlétében a filopodidlis
sejtnyulvanyok szdma szignifikdnsan (~ 25%) megnovekedett, mig az FH2 nem befolyasolta
jelentésen ezt a paramétert. In vivo (Drosophila kozponti idegrendszer) és in vitro (ko-IP,
Drosophila S2 sejt) vizsgalatok is arra utalnak, hogy a DAAM FH1 doménje kolcsonhat a
profilinnel [133]. Az FH1-FH2 hatasat profilin csendesitett sejtekben megvizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy az kevésbé hatékonyan volt képes sejtalak valtozasokat el6idézni.
Osszegezve, a DAAM elésegiti a filopodidlis sejtnyulvanyok képzoédését és ebben az
aktivitasaban meghataroz6 az FH1 domén és a profilin.

filopodidlis nydlvanyok
eléforduld@si gyakorisaga (%)

FHI-FH2
» 30 n=978 n=1001 n=1386 » 90 n=2021 n=2550
s s
3 3
2 25 o € 40
& &
s s c
[} (-] —
YFP::FH2 B 20 b = c
a 2 30 4 = =
g 2 o) =
: £1 £ A= (o}
E S » 3 5 3 o =
& 2 o~ 2 20 4 .. o
g10 T § = =%
. v/ i/ 8 o~ s 8 o (%)
5> 17 1 @ ] Z
- € T € 10 4 )
; o - .. g5 s = £ c &
o "“ & f'i” il W A
. » R —
/ f M- / e > YFP YFP:FH2  YFP:FH1-FH2 YFP:FH1-FH2 YFP:FH1-FH2+

RNAI (chic)
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20. abra: A DAAM FH2 és FH1-FH2 taltermelésének fenotipusai Drosophila S2 sejtekben.®
A DAAM FH2 és FH1-FH2 transzfektalt Drosophila S2 sejtek reprezentativ konfokalis mikroszkopiai felvételei
és a filopodialis nyulvanyok eléfordulasanak kvantitativ analizise. Az abra forrasa: [142].

Az in vivo [133] és az in vitro [142] vizsgalatok is alatamasztjdk a DAAM filopodiumok
képzddésében betdltott szerepét. A sejtes fenotipus hatterében allé molekularis mechanizmusok
feltarasa érdekében a DAAM FH2 és FH1-FH2 fragmentumait rekombinans tton allitottuk el
¢és aktivitasaikat sejtmentes kornyezetben irtuk le. A DAAM filamentum-osszeszerelédésre

5 A vizsgélatokat egylittm(ikodd partneriink Dr. Mihély Jézsef (HUN-REN SZBK, Szeged) és kutatécsoportja
végezte el.
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kifejtett hatasat egyedi polimereken, TIRFM kisérletekben vizsgaltam (21. dbra, 9. tdbldzat).
A DAAM FH2 jelenlétében a filamentumszam szignifikans novekedése, ugyanakkor az
elongacié sebességének jelent6s csokkenése volt megfigyelheté a kontroll mintahoz képest
(spontan filamentum-6sszeszerel6dés). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a DAAM izolalt FH2
doménje kettds aktivitassal bir az aktin dinamika szabdlyozasaban:

1. katalizalja a nukleaciot a monomerekkel valo kolcsonhatasa révén,

2. gatolja az elongaciot a filamentumvégekkel kialakitott kolcsonhatasan keresztiil.
Az FH1-FH2 hatasa profilin hianyaban kvalitativ és kvantitativ szempontbol is azonosnak
mutatkozott az FH2 doménével. Profilin jelenlétében azonban lényegi aktivitasbeli
kiilonbségek voltak kimutathatok, ugyanis az FH1-FH2 tamogatta a profilin:aktin

rrrrrr

Eredményeink arra utalnak, hogy a profilin molekularis kapcsoloként mitkodik a DAAM aktin
aktivitasaiban: a profilin:FH1 modul az FH2 domént az elongacidt gatld sapkafehérjébol
Osszeszerel6 faktorra alakitja.

aktin profilin:aktin

aktin + DAAM FH2

2160 s

aktin + DAAM FH1-FH2

> aktin > aktin ® aktin profilin:aktin  profilin:aktin profilin:aktin
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21. abra: A DAAM FH2 és FH1-FH2 hatasa a filamentum-osszeszerelodésre: egyedi polimereken alapulé
TIRFM vizsgalatok.

Profilin hianydban (aktin). [aktin] =1.2 uM (10% Alexad88NHS jelslt), [DAAM FH2] = [DAAM FH1-
FH2] = 2.4 uM. Lépték = 10 um. A filamentumnévekedés sebessége (atlag = SD):
Vaktin = 12.68 + 0.96 alegységxs? (n=10), Vpaam rH2=0.59=+0.22 alegységxs? (n=10), Vpaam FHi-
rH2 = 0.99 £ 0.32 alegységxs™ (n = 10).

Profilin jelenlétében (profilin:aktin). [aktin] = 0.3 pM (10% Alexa488NHS jelslt), [DAAM FH2] = [DAAM FH1-
FH2] = 2.4 uM, [profilin] =0.72 uM. Lépték =10 um. A filamentumndvekedés sebessége (atlag+ SD):
Vakiin = 3.98 + 0.61 alegységxs? (n=32), Vprofilin:aktin = 2.91 + 0.50 alegységxs? (n =69), VDAAM
rH2 = 0.20 = 0.05 alegységxs™ (n = 31), Vpaam rri-rrz = 2.35 + 0.28 alegységxs™? (n = 62).
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asszocidcios sebességi allando

ks (uM1sh)
aktin forma szabad FH2 kotort FH1-FH2 kotott
filamentumvég filamentumveég filamentumveg
. "11.52+0.87 . x
aktin #1088 4 0.67 0.59+£0.22 1.05+0.33
profilin:aktin #7.28 £ 0.58 #0.09 = 0.06 %9.54+£0.14

9. tablazat: A DAAM FH2 és FH1-FH2 altal katalizalt filamentum-osszeszerel6dés Kinetikai paraméterei.
A monomer:szdges vég kolcsonhatast jellemz6 asszocidcios sebességi allandok a fentiekben bemutatott TIRFM
kisérletek (*) [142], illetve a dolgozathan nem bemutatott fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek (*) (Figure 4D
[142]) alapjan keriiltek meghatarozasra.

A forminok sajatsaga, hogy processziv Osszeszereld faktorként mikodnek: a polimerizacio
soran a filamentumok szoges végéhez kotddnek és ezzel egyiddben lehetdveé teszik az
processziv sajatsagat, illetve az FH1, az FH2 és a profilin egyiittmiikodését komplex
fehérjerendszerben, biomimetikus modszertan alkalmazasaval vizsgaltam (22. abra). A DAAM
FH2, vagy FH1-FH2 fragmentumaival funkcionalizalt mikrogyongyok aktivitasat figyeltem
meg aktint tartalmazo kornyezetben epifluoreszcens mikroszkopiaval. Kontrollként az mDial
formin szolgalt [143, 144]. A profilin és/vagy az FH1 domén hianyaban a DAAM
funkcionalizalt gyongyok inaktivak voltak, aktin halozat Gsszeszerelddése és a gyongyok
mozgasa nem volt megfigyelhetd (22. abra, AI). A kontroll kisérletek szerint ennek nem az az
oka, hogy a gyongyfelszin nem kotott fehérjét vagy a fehérje a funkcionalizaciot kdvetéen
inaktivva valt (22. dbra, A2, A3). Profilin:aktin jelenlétében az FH1-FH2 funkcionalizalt
gyongyok aktin halozatot hoztak létre ¢és tartottak fent, a gyongyfelszinhez kapcsolt
polimerizaciot kiséré eréhatasok pedig a gyongydk iranyitott mozgasat eredményezték (22.
abra, B). Ezek az eredmények alatamasztjak a DAAM processziv sajatsagat, tovabba
0sszhangban vannak az in vivo és in vitro megfigyelésekkel, mi szerint a profilin:FH1 modul
nélkiilozhetetlen ahhoz, hogy az FH2 hatékony aktin dsszeszereld faktorként miikodjon (20.,
21. abra) [133, 142].

A DAAM funkcionalizalt gyongyok alkalmazasan alapuld biomimetikus modell segitségével
definialtam azt a minimalis fehérjerendszert (formin FH1-FH2, profilin), ami egy
filopodiumszert aktin halozat 1étrehozasahoz sziikséges (23. dbra). A biomimetikus rendszer
rekonstrudlja a DAAM FH1-FH2 aktivitasat a filopodialis nyulvanyok kialakulasaban.
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22. abra: A DAAM FH2 és FH1-FH2 hatasa a filamentum-osszeszerelédésre: biomimetikus tanulmanyok.

(Al) DAAM FH2/FH1-FH2 funkcionalizalt gyongyok profilin hianyaban. (A2) A formin funkcionalizalt
gyongyok fehérjetartalmanak SDS-PAGE analizise. (A3) A formin funkcionalizalt gyongyok aktivitasa pirén jelolt
aktin alkalmazasan alapuld polimerizacios kisérletekben. t.e.: tetszéleges egység. (B) mDial/DAAM FH1-FH2
funkcionalizalt gyongyok aktivitasa profilin jelenlétében. A gyongyok trajektoriaja és annak kimograf elemzése.
A gyongyok kezdeti pozicidja: z6ld haromszog, végpozicioja: piros haromszég. A gyongyok sebessége
(étlag + SD)Z VmDial FH1-FH2 = 24.1+6 HIIIXS’1 (n = 26), VDAAM  FHL-FH2 = 5.54 +£0.97 }lmXS'l (n = 23).
Lépték = 20 pm. [F-aktin] =7 uM (5% TAMRA jelolt), [profilin] = 16 uM, [ADF] = 15 pM.
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funkcionalizalt aktin szabadlyozo fehérjék
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23. abra: A filopodium szerkezeti, dinamikai és molekularis sajatsagait rekonstrualé biomimetikus modell.
Az é4bra az alabbi publikaciokban bemutatott abrak nyoman késziilt [10, 90].

A DAAM FH2:aktin kélcsonhatast a DID:DAD modul szabdlyozza

Vizsgalataink szerint a DAAM FH2 és FH1-FH2 kolcsonhat az aktinnal, ezek tehat a DAAM
konstitutivan aktiv formai [133, 145]. A DID:DAD modulnak a DAAM FH domének aktin
aktivitasaban betoltott szerepének részletesebb vizsgalatara a fehérje izolalt DID szakaszat,
illetve egy olyan fragmentumat allitottuk el6, ami az FH domének mellet a C-terminalis DAD
domént és a CT régiot is tartalmazza (c(DAAM) (19. dbra). Pirén aktin alapt bulk fluoreszcencia
spektroszkopiai vizsgalatokban a DID nem befolyasolta a spontan vagy az FH1-FH2 katalizalt
aktin polimerizaciot, ugyanakkor koncentraciofiiggd modon gatolta a cDAAM katalizalt
filamentum-osszeszerelodést  (24. abra). Magas DID koncentraciokon a spontan
polimerizaciéra jellemzd kinetikat detektaltuk. A relativ polimerizacidos sebesség([DID])
adatsor illesztése a bimolekularis kotési egyenlet alapjan nem volt megfeleld josaga
(Modszerek, 9., 10. egyenlet). Az adatsor inkabb linearis, toréspont felé hajlo jellege arra utal,
hogy a mérésekben alkalmazott [cDAAM] joval meghaladja a Kp értékét
([cDAAM] =510 nM >> Kp, ‘titrdlasi tartomany’). fgy a titralasi gorbe a komplex
sztochiometriajanak becslését teszi lehetové a disszociacios egyensulyi allandé meghatarozasa
helyett ([cDAAM] << Kp, ’kotési tartomany’) [146]. Ugyanakkor eredményeink egyértelmiien
alatamasztjak, hogy a DAAM DID ¢és DAD-CT régioi egy viszonylag nagy affinitasu
(Kp ~ 1 nM-10 nM) kolesonhatast alakitanak ki, ami az FH2 domén aktin aktivitasanak negativ
szabalyozdja, azaz igazoljak a DAAM Drf természetét.
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24, abra: A DAAM FH2:aktin kolcsonhatast a DID:DAD modul szabalyozza.

A filamentumok spontan, az FH1-FH2 és a CDAAM altal katalizalt 6sszeszerelddésének kinetikaja DID hianyaban
és jelenlétében. A pirén tranziensek kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott
relativ polimerizacids sebesség a [DID] fliggvényében. [aktin] =2 puM (5% pirén jelolt), [FH1-FH2] =5 uM,
[cDAAM] = 0.51 puM. Atlag = SD, n = 1-4.

A DAAM C-terminalis DAD-CT regioja az aktiv FH2 domén aktin aktivitasainak
finomhangoloja

A DAAM Drf formin, a C-terminalisa a DID:DAD modul elemeként részt vesz az FH domének
aktivitasanak Rho GTPaz-fliggd szabalyozasaban. A fentiekben bemutatott vizsgalatainkban a
DAD-CT jelenlétében (cDAAM) a DAAM hatékonyabban volt képes eldsegiteni az aktin
filamentumok 0Gsszeszerelddését, mint annak hianyaban (FH1-FH2) (24. dbra). Hasonld
mikodést irtak le az éleszté Bnil és Bnrl, az egér Dial [147], az egér FMNLS3 [148], az egér
INF2 [149], a Drosophila Cappuccino [150], valamint a human Daam1 esetén [147]. A funkcio
tehat konzervaltnak tiinik az evolicié sordn, azonban a C-terminalis szakasz aktin
kolcsonhatasa és aktivitasa forminonként valtozo lehet (/0. tabldazat). Felmeriil tovabba az is,
hogy az izolalt C-termindlis aktivitdsai miként nyilvanulnak meg az FHI1-FH2

funkcionalitasaban.
formin N . nukledcios o
(hivatkozds) aktinkoté modul Kp (G-aktin) aktivitds tovabbi hatdsok
R B
Mm[ﬂg;\' L3 WH2-DAD-CT ';3 ;ﬂzv'ISK”C'\I" + elongcié gatlésa
M[”If?i]al DAD-CT 2*;% ~mll\5l) ONP;'\é'I " elongici6 fokozsa
Dm C[i%%liccmo tail ;)Dn:hioNihgl - elongacio gatlasa
Dm [[g)giAM DAD-CT Ko :5§Arfn£|1\/|il\?a8csl KM - elongécio gatlasa

10. tablazat: A forminok izolalt C-terminalisanak sajatsagai az aktin dinamika szabalyozasaban.
Mm: Mus musculus, Dm: Drosophila melanogaster
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25. abra: A vizsgalt DAAM konstruktok doménszerkezete.
x: mutacid, FH2 domén: 1732A mutacio, CT szakasz: R-A mutacid

A cDAAM hatékonyabb ésszeszereld faktor, mint az FH1-FH2

Hipotézisiink szerint a DAAM DAD-CT az autoregulacios kélcsonhatas mellett az aktiv FH2
domén aktin aktivitasanak szabdlyozasaban is meghatarozo.

A kérdés vizsgalatara kiilonb6z6 DAAM fragmentumok aktivitasainak atfogobb vizsgalatat
végeztiik el (25. dbra). Megerdsitve korabbi eredményeinket koncentraciofiiggé pirén aktin
alapu fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalataink szerint a cDAAM mintegy 36x
hatékonyabban segiti el6 a filamentum-Gsszeszerel6dést, mint az FH1-FH2 (26. dbra).
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26. abra: A DAAM Kkonstruktok aktin aktivitasainak oGsszehasonlité vizsgalata: bulk fluoreszcencia
spektroszkopiai tanulmanyok.

A filamentum-6sszeszerelédés kinetikaja DAAM hianyaban és jelenlétében. [aktin] =2 uM (5% pirén jelolt),
[profilin] = 6 uM, [DAAM] =200 nM. A pirén tranziensek kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes
meredekségébdl szarmaztatott polimerizacios sebesség (v) a [DAAM] fiiggvényében. A szaggatott vonalak az
adatokra illesztett linearis fiiggvényt jelzik. Atlag + SD, n = 3-5.

Az eltérd polimerizacids hatdsfok szarmazhat a nukleédciora és/vagy az elongaciora kifejtett
hatas kiillonbozéségébdl. A mechanizmus részletesebb tanulmanyozasara a filamentumok
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Osszeszerel6dését egyedi polimereken, TIRFM kisérletekben vizsgaltuk (27. dbra). A cDAAM
jelenlétében a filamentumok szama szignifikansabb nagyobb volt, mint az FH1-FH2 estén. Ez
arra utal, hogy a cDAAM hatékonyabb nukleacios faktor, azaz a DAD-CT az FH2:aktin
monomer kolcsonhatas pozitiv szabalyozoja. Ugyanakkor az elongacid sebességében
szignifikans eltérést nem talaltunk.
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27. abra: A DAAM konstruktok aktin aktivitasainak osszehasonlité vizsgalata: egyedi polimeren végzett
TIRFM tanulméanyok.

A filamentumszam (n = 20-62) és az elongacio sebessége (v) (n = 30-89) DAAM hianyaban és jelenlétében.
[aktin] = 0.5 uM (10% Alexa488NHS jelolt), [profilin] = 2 uM, [DAAM] = 100 nM. A reprezentativ TIRFM
felvételeket és a képelemzés részleteit a Modszerek fejezet mutatja be.

A DAAM a filamentumvég kolcsonhatas tekintetében nem szokvéanyos formin. Ugyanis bar az
FH1-FH2 kotddik a filamentumvégekhez, ott a profilin:aktin asszociacios sebességi allandojat
nem befolyasolja (9. tablazat [142]). A DAD-CT szerepét a DAAM:filamentumvég
kolcsonhatasban igy alternativ modon, a sapkafehérjével valdo kompeticids kisérletekben
vizsgaltuk (28. dbra). Az o/ heterodimer sapkafehérje (capping protein, CP) nagy affinitassal

------

------

polimerizaciot kiillonboz6 DAAM fragmentumok jelenlétében inditottuk el, majd adott id6
elteltével (~ 120 s) a mintahoz sapkafehérjét adtunk. A sapkafehérje koncentraciofiiggd modon
gatolta a DAAM katalizalt polimerizaciot, azonban a hatékonysaga eltérd volt az egyes DAAM
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fragmentumok esetén. A relativ polimerizacios sebesség([CP]) adatsor illesztésébdl az 50%-0s
gatlashoz tartozo [CP]-t hataroztuk meg (1Cso, 28. dbra, 11. tablazat, 6. egyenlet) [152].

Vg — V [1]

= 6
Vo — Vmin [1] +IC50 ( )

6. egyenlet
v: a polimerizaci6 sebessége
Vo: a polimerizacid sebessége az inhibitor hianyaban

V4

ICs0: az 50%-os gatlashoz tartozo inhibitor koncentracio, félmaximalis gatldo koncentracié
[1]: az inhibitor fehérje koncentracioja

Megjegyzendd, hogy a DAAM ¢és a CP filamentumvég kotése nem irhatd le egyszeri
kompetitiv modellel, amit a 6. egyenlet nem vesz figyelembe [152, 153]. A szarmaztatott ICso
értékek igy kozelitésnek tekinthetok, ha abszolut értékiik nem feltétlentil, de relativ értékiik
alkalmazhatd6 a DAAM konstruktok hatasainak Osszevetésére. Az 1Cso értékek alapjan a
cDAAM hatékonyabban képes fenntartani a filamentumok elongacidjat a sapkafehérje
jelenlétében, mint az FH1-FH2. Ez arra utal, hogy a monomer kolcsonhatas mellett a DAD-CT
a DAAM FH2 filamentumvéggel kialakitott kdlcsonhatasanak is pozitiv szabalyozoja.
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28. abra: A sapkafehérje hatasa a DAAM Kkatalizalt profilin:aktin polimerizaciéra.

A DAAM Kkatalizalt profilin:aktin polimerizacio kinetikaja sapkafehérje (CP) hidnyaban és jelenlétében.
[aktin] =2 uM (5% pirén jelolt), [profilin] = 6 uM, [DAAM] = 200 nM, [CP] = 68 nM. A pirén tranziensek
kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott polimerizacios sebesség (v) [CP]
fliggése. A szaggatott vonalak az adatok illesztését mutatjak (6. egyenlet). Atlag = SD, n = 2-4, t.e.: tetszleges

egység.

DAAM (nativ) ICso + SD (nM) DAAM (trunkdlt/mutdcio) ICs0 £ SD (nM)
FH1-FH2 345.9 + 27.60 cDAAMACT 108.6 + 19.35
cDAAM 47.7 +16.97 cDAAMCTRA 03.7 + 19.06

11. tablazat: A DAAM Kkatalizalt profilin:aktin polimerizacié sapkafehérje altali gatlasat jellemzé 1Cso
értékek.
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A DAAM DAD-CT FH2-fiiggé modon jarul hozza az aktin dinamika szabdlyozasahoz

A cDAAM ¢és az FH1-FH2 kozotti kiilonbség a C-terminalis DAD-CT régi6. Eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a DAD-CT befolyasolja az aktiv FH2 domén:aktin
kolcsonhatast, mind a monomerek (nukleacios aktivitas (27. abra)), mind pedig a filamentumok
(elongacios aktivitas (28. dbra)) vonatkozasaban. Ugyanakkor az izolalt DAD-CT, az FH2
hianyaban nem befolyasolja szignifikansan a filamentum-o6sszeszerel6dést pirén aktin alapu
fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatainkban (nem bemutatott adatok, Figure 3D [99]).
nem volt hatassal a TIRFM kisérleteinkben (29. dbra) és a sapkafehérje gatld hatasat sem volt
képes ellenstilyozni (28. dbra).
Kisérleteinket elvégeztiikk két olyan DAAM fragmentummal is, amelyek az FH2 domén
732 aminosavat cseréltiik alaninra
(cDAAM'T3A " EH1-FH2'32A) (25. dbra) [131, 147, 148, 154, 155]. Az aktivitasok
Osszehasonlitd elemzése alapjan a DAD-CT nem volt képes kompenzalni a funkciovesztéses
mutacio altal okozott defektusokat az FH2 aktin aktivitasaiban (nem bemutatott adatok, Figure
5, 6 [99]). Ez arra utal, hogy az izolalt DAD-CT nem képes befolyasolni a filamentum-
Osszeszerelddést funkciondlis FH2 domén hianydban. A DAAM DAD-CT tehat FH2-fliggd
modon jarul hozzé az aktin dinamika szabalyozéaséhoz.
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29. abra: A DAAM izolalt DAD-CT régidjanak aktin aktivitasainak vizsgilata: egyedi polimeren végzett
TIRFM vizsgalatok.

A filamentumszam (n = 16-20) és az elongacio sebessége (v) (n = 24-79) DAAM hianyaban és jelenlétében.
[aktin] = 0.5 uM (10% Alexad88NHS jelolt), [profilin] =2 uM, [DAAM] =42 uM. A reprezentativ TIRFM
felvételeket és a képelemzés részleteit a Modszerek fejezet mutatja be.

A DAAM DAD és CT régioja additiv modon jarul hozza a DAAM aktin kélcsonhatdasaihoz és
aktivitasaihoz

A DAD ¢és CT szakaszok szerepének tovabbi vizsgalatara a CDAAM nativ FH2 domeént
tartalmazo, de a C-terminalison modositott valtozatait allitottunk elé (CT trunkalt valtozat:
cDAAMACT, CT régioban mutaciot hordozd valtozat: cDAAMCTRA) (25. dbra). A
cDAAMCTRA esetén a CT régié toltéseloszlasat modositottuk a pozitivan toltdtt arginin
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aminosavak alaninre valo cseréjével. A két C-terminalison modositott fehérje ekvivalensnek
mutatkozott mind a pirén aktin alapt fluoreszcencia spektroszkopiai (26. dbra, 28. dbra), mind
pedig a TIRFM kisérleteinkben (27. dbra). A cDAAMACT és cDAAMCTR* hatékonyabban
(~ 6%) segitette el6 az aktin filamentumok Osszeszerelédését, mint az FH1-FH2, de hatasuk
elmaradt (~:6) a nativ C-terminalissal rendelkez6 cDAAM-étol. A sapkafehérjével vald
kompeticids kisérletekben is hasonld trend mutatkozott.

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a DAD és a CT régio is szerepet jatszik a DAAM FH1-FH2
aktin monomerekkel (nukleacids aktivitas) ¢és filamentumokkal (elongacios aktivitas)
kialakitott kdlcsonhatasaban. Adataink azt is jelzik, hogy a DAD és a CT régiok hozzajarulasa
a DAAM aktin aktivitasaihoz additiv és nem-kooperativ.

A DAAM C-terminalis DAD-CT régidja WH2-szerii kotési modot alakit ki az aktinnal

Az mDial DID:DAD autoregulaciés komplexének rontgenkrisztallografidval meghatarozott
szerkezete ismert (PDB 2BAP [156]). Ugyanakkor a forminok C-terminalisinak aktin
aktivitasaihoz kapcsolodo szerkezeti vizsgalatok nem allnak rendelkezésre. A DAAM DAD-
CT:aktin kolcsonhatas szerkezeti aspektusainak leirasara bioinformatikai analizist végeztiink
(30. dbra). Az oOsszehasonlitdo szekvenciaelemzés szerint a DAAM DAD-CT régidja az
aktink6td WH2 doménekkel mutat hasonlosagot. A WH2 egy ~ 20-50 aminosavbol all6 aktin
monomerkoté domén [79, 157-160]. A WH2:aktin komplex szerkezete jol ismert (30., 50.
dbra). A WH2 N-terminalisan talalhato révid, amfipatikus a-hélix az aktin molekula szoges
végének hidrofob barazdajaval alakit ki kolcsonhatast, amelyben meghataroz6 a domén
konzervalt izoleucin, leucin és/vagy metionin, valin alkotta hidroféob aminosav
dublettje/triplettje (LLxxI/L). A masik fontos eleme a kdlcsonhatasnak az LKKT/V konszenzus
szakasz, amely az aktin monomer nukleotidk6td zsebének iranyaba nyulik. A WH2 domének
C-terminalisa valtozatos hossziisagi ¢€s 0Osszetételli, valamint jellemzden rendezetlen
szerkezetli, az aktinnal valo kolcsonhatéasa elsdsorban elektrosztatikus jellegii. A DAAM DAD-
CT a fenti harom elembdl kettovel rendelkezik (30. dabra):

1. a DAD régidban talalhat6 egy hidrofob aminosav triplett,

2. a C-terminalis viszonylag hosszu, toltott aminosavakban gazdag és rendezetlen

szerkezetl,

3. azonban az LKKT/V szakasz nem konzervalt.
A DAAM-hoz hasonl6 sajatsagokat mutat az mDial [147] és az FMNL3 [148] DAD doménje,
amelyek viszonylag gyengén hatnak kolcson az aktinnal (Kp > uM) (Z0. tablazat). Az INF2
ugyanakkor rendelkezik az LKKT/V szakasszal és aktin affinitasa is 1ényegesen nagyobb
(Ko ~nM) (10. tablizat) [149]. Erdemes megjegyezni, hogy az mDial DAD peptidje o-
helikalis szerkezetii, hasonléan a WH2 domének N-terminalisahoz (30. B dbra) [156].
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30. abra: A DAAM C-terminalisanak in silico elemzése.

(A) Aktinkot6 fehérjék WH2 doménjeinek és forminok C-terminalisainak 6sszehasonlito szekvenciaelemzése. (B)
A DAAM DAD-CT:G-aktin kolcsonhatas szerkezeti modellje. (WIP WH2:G-aktin PDB 2A41 [161], mDial DAD
PDB 2BAP [156]). (C) WH2 domének és forminok C-terminalisanak rendezetlenségi becslése. Uniprot
azonositok: Hs Th4, P62328; Hs WASP, P42768; Hs WAVE2, Q9Y6WS5; Hs WIP, 043516; Dm SALS, Q9VGN4;
Dm DAAM, Q8IRYO0; Hs DAAML1, Q9Y4D1; Hs DAAM2, Q86T65; Mm FMNL3, Q6ZPF4; Hs INF2, Q27J81;
Mm Diaphl, Dm Capu, Q24120. Dm: Drosophila melanogaster, Hs: Homo sapiens, Sc: Saccharomyces
cerevisiae, Mm: Mus musculus.

Hipotézisiink szerint a DAAM DAD-CT WH2-szerii kotési modot alakit ki az aktinnal.

Feltételezésiinket steady-state fluoreszcencia anizotropia kisérletekben vizsgaltuk (31. dbra).
Ennek érdekében a WH2 domén:G-aktin kolcsonhatds vizsgalatara alkalmas fluoreszcencia
spektroszkopiai modszert validaltunk (Modszerek, Fluoreszcencia spektroszkopiai modszer
validalasa a G-aktin kélcsonhatas vizsgalatara fejezet [162]). Elsoként igazoltuk, hogy az
izolalt DAD-CT képes mind a szabad aktin monomerekhez, mind pedig a profilin:aktinhoz
kotédni az FH2 jelenlététdl fiiggetleniil (31. 41, A2 dbra). Az anizotropia([DAD-CT]) adatsor
illesztésébdl a DAD-CT:G-aktin komplex disszociacios egyensulyi allanddja Kp ~ 3-4 pM-nak
adodott (Mddszerek, 9., 10. egyenlet, 12. tabldzat).
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31. abra: G-aktin és komplexeinek steady-state fluoreszcencia anizotropiaja.

(Al-2) Alexad488NHS-G-aktin és profilin:Alexa4d88NHS-G-aktin anizotrdpidjanak fliggése a nativ (DAD-CT),
trunkalt (DAD) és mutaciot hordozd (DAD-CTRA) DAD-CT koncentracidjatdl. A szaggatott vonalak az adatok
illesztését jelzik a kvadratikus kotési egyenlet szerint (Mddszerek, 9., 10. egyenlet). [Alexad88NHS-G-
aktin] = 0.2 uM, [profilin] = 0.8 uM. (B1) bal panel Alexa568M-profilin:G-aktin anizotrépidjanak [DAD-CT]
fliggése. A szaggatott vonal az adatok illesztését jelzi a kvadratikus kotési egyenlet szerint (Mddszerek, 9., 10.
egyenlet). jobb panel A profilin:G-aktin komplex rontgenkrisztallografias szerkezete (PDB 1HLU [163]). (B2) bal
panel Alexa4838NHS-G-aktin:DAD-CT anizotropiajanak [SALS-WH2] fiiggése. jobb panel A G-aktin:WH2
komplex rontgenkrisztallografias szerkezete (WIP WH2:G-aktin, PDB 2A41) [161]. Atlag+ SD, n=2-4. FL:
fluoreszcensen jelolt.

Kp £ SD (IUM)
G-aktinF- rofilin:G-aktin™ rofilintt:G-aktin
p p
[NaCI] (mM) (31. Al dbra) (31. A2 dbra) (31. BI dbra)
5 3.78+0.19 3.54 +£0.22 471+0.53
17 9.71+0.51 - -
50 4443+ 2.85 - -

12. tablazat: A DAAM DAD-CT:G-aktin komplex disszociacios egyensilyi allandéjanak ionerdsségfiiggése.
FL: fluoreszcensen jeldlt

Az ionerdsség novelése (ndvekvo [NaCl]) az affinitas gradudlis csokkenését eredményezte, ami
a kolcsonhatas elektrosztatikus természetére enged kovetkeztetni (31. A1 abra, 12. tablazat). A
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CT trunkalt (DAD), illetve a CT régioban arginin-alanin mutaciét hordozé (DAD-CTRA)
konstruktok mar alacsony ionerésségen ([NaCl] = 5 mM) sem mutattak szamottevo kotddést az
aktinhoz (31. Al, A2 dbra). Ez arra utal, hogy az DAD-CT:G-aktin kolcsonhatasban
meghatarozo a CT régio és a bazikus arginin aminosavai.

Megjegyzendd, hogy a néhdny aminosavban megvéltoztatott CT szakasznak (DAD-CTRA) a
komplex stabilitasara kifejtett hatasa szamottevébb, mint a teljes hianya (DAD). A latszolagos
ellentmondas feloldasa a C-terminalis toltéseloszlasaban rejlik (13. tabldazat). A nativ CT
szakasz izoelektromos pontja viszonylag magas (pl = 11.47), igy a pH7.4 tartomanyban netto
toltése pozitiv (+ 6). Az arginin-alanin mutacié révén a CTR izoelektromos pontja jelentdsen
csokken (pl = 4.77), igy nett6 toltése negativ (- 3). A nativ CT pozitiv toltésii aminosavai és az
aktin negativ felszine kozott vonzo elektrosztatikus kolesonhatdsok alakulhatnak ki, ami
hozzéjarul a DAD-CT:aktin komplex stabilitasahoz. A CT teljes hianyaban a DAD viszonylag
gyenge affinitdsa a meghatarozd. A negativ t6ltésti CTR” és az aktin negativ felszine kozott
taszitd eréhatasok 1épnek fel, ami a nativ CT-vel ellentétben a viszonylag gyenge DAD:aktin
kotést még inkabb destabilizalhatja az affinitds csokkenését eredményezve. A CT teljes
hianyahoz képest a CTR tehat nem kevésbé pozitivan befolyasolja a DAD-CT:aktin komplex
integritdsadt, hanem éppen ellenkezdleg, negativ hatassal bir. Ezek a megfontoldsok jol
illeszkednek ahhoz a feltételezésiinkhoz, mi szerint a DAD-CT:aktin komplexben a CT az aktin
molekula hegyes vég felé nylo negativ felszinével alakit ki elektrosztatikus kolcsonhatast.

konstrukt aminosav-dsszetétel pl toltés (pH7.4)
DAD GDNKGEFDDLISALRTGDVFGEDMAKFKRS 4.46 -2.1
CT RKARVLNGGGSSTGHTSPPRHGSLQREESGRERERTVRRQ  11.74 +6
CTRA AKAAVLNGGGSSTGHTSPPAHGSLQAEESGAEAEATVAAQ 4.77 -3

13. tablazat: A DAAM DAD, CT és CTRA szakaszanak izoelektromos pontja (pl) és toltése a kisérleteinkben
alkalmazott pH értékhez (pH7.8) kozeli tartomanyon (pH7.4).

A helyspecifikus mutagenezis soran kicserélt aminosavakat piros szin jeloli. Az izoelektromos pont (pl) és a toltés
becslését az IPC — Isolelectric Point Calculator segitségével szamoltuk [164].

A DAD-CT:aktin kélcsonhatast megvizsgaltuk aktinkotd fehérjék jelenlétében is (31. B1, B2
abra). 1smert, hogy a profilin az aktin monomer S1 és S3 szubdoménje kzotti hidrofob zsebbe
kotodik, ami atfed a WH2 domén LLxXI/L kdtéhelyével [163]. Fluoreszcensen jeldlt profilin: G-
aktin komplexet titralva a DAD-CT-vel az anizotropia novekedését tapasztaltuk (31. B/ dbra).
csokkenését eredményezte volna. Az ellenkezd tendencia a G-aktin, profilin és a DAD-CT
kozotti harmas komplex 1étrejottére utal. Egy masik kisérletsorozatban fluoreszcensen jelolt G-
aktin DAD-CT-vel alkotott komplexét titraltunk bona fide WH2 doménnel (31. B2 dbra). A
sarcomere lenght short (SALS) fehérje viszonylag hosszi C-terminalissal rendelkez6 WH2
doménjeit tartalmazo szakaszat hasznaltuk (SALS-WH2), amelynek G-aktin kdlcsonhatasat
korabbi munkank soran leirtuk (Modszerek [162]). A G-aktin anizotropidja [SALS-WH2]-
fiiggd modon csokkent, magasabb koncentraciokon az értéke azonos volt a SALS-WH2:G-
aktin komplexre jellemz6 értékkel.
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A profilin tehat nem befolyasolja a DAD-CT:G-aktin kolcsonhatast, mig a SALS-WH2 ¢és a
DAD-CT kompetitiv médon kotddik az aktin monomerhez. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy a DAAM DAD-CT

1. meghatarozo aktinkotd szakasza a CT régid,

2. kotési modja hasonlé a WH2 domének G-aktinnal kialakitott kdlcsonhatasahoz.

Osszefoglalas

A DAAM:aktin kélcsonhatas szerkezeti modellje, a DAD-CT FH2 kozvetitett aktin
osszeszerelodeésre kifejtett hatasanak molekularis alapjai

Mi a DAAM FH-DAD-CT aktin dsszeszerelddésre kifejtett hatdasanak molekularis alapja?

A DAAM FH1-FH2 egy profilin kapcsolt aktin 6sszeszereld faktor. A DAAM DAD-CT régioja
az aktiv FH2 domén aktin aktivitasainak finomhangol6ja, ami WH2-szer(i kotési modot alakit
ki az aktinnal. A DAD-CT egyrészt stabilizalhatja az FH2 szerkezetét és ez altal kozvetetten,
az aktinkoté képességétol fliggetleniil timogathatja annak aktin Osszeszerelédésre kifejtett
hatéasait. Alternativaként, az aktinkotd képességét figyelembe véve a DAD-CT kozvetlen
kolcsonhatast is kialakithat az aktinnal az FH2-DAD-CT:aktin komplexben. Ezt az elképzelést
alatamasztja a szerkezeti modelliink (32. dbra). A DAAM dimert alkot6 két FH2 domén altal
kotott aktin alegység (32. dbra, 1 és 2 alegység) mellett mindkét DAD-CT régio egy-egy
tovabbi aktin alegységet kothet (32. dbra, 3 és 4 alegység). A DAAM FH2-DAD-CT dimer
tehat egy négy aktin alegységbdl allo komplexet stabilizalhat. A modell egyrészt magyarazza a
DAD-CT FH2 katalizalt nukleéciora kifejtett pozitiv hatasat. A DAD-CT ugyanakkor segiti az
szerkezeti alapjat a8 DAD-CT-nek a filamentum négy terminalis/szubtermindlis alegységével
(32. dbra, 1-4 alegység) kialakitott kolcsonhatasa jelentheti. A DAAM:filamentumvég
kolecsonhatas processziv jellegét az FH2 és a DAD-CT disszociacid/asszociacid kinetikdja
hatarozza meg. A C-terminalis igy a processzivitasra is befolyassal lehet, ami nem feltétlenil
szembedtlo az elongaciora kifejtett kvantitativ hatasban [150].

A DAAM:aktin kdlcsonhatas altalunk javasolt monomer stabilizécion alapuldé modelljében a
DAAM:aktin asszociacioban és a komplex affinitdsdban az FH2 domén a meghatarozo, mig a
DAD-CT stabilizalo szereppel bir az FH2 altal rekrutdlt monomerek vonatkozasaban (33. dbra,
monomer stabilizacié modell). Alternativaként az FH2 domén mellett a DAD-CT is monomer
toborzo régioként szolgalhat (33. dbra, monomer toborzas modell) [147, 165]. Ez utobbi a
DAD-CT kotott monomerek hegyes végen valo beépiilését sejteti, ami a profilin altal gatolt kell
legyen. A DAAM DAD-CT ilyen hatasat kisérleteinkben nem tapasztaltuk. Masrészt a
forminok izolalt C-terminalisanak aktin affinitasa jellemzdéen alacsony (/0. tabldazat), ami a
toborzds hatékonysdgat negativan befolyasolja. A C-termindlis affinitasndvekedését
eredményezheti az FH2 domén jelenléte altal indukalt szerkezeti valtozas vagy az FH2 kotott
aktin monomerek kozelsége is. A monomer toborzason alapuld modell a nagy affinitasu, mig a
monomer stabilizacion alapuldé modell inkdbb a kisebb affinitdsu formin C-terminalis
miikodésével van 0sszhangban.
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32. abra: A DAAM FH2-DAD-CT:aktin kolcsonhatas szerkezeti modellje.

A modellhez felhasznalt szerkezetek: FH2:aktin (FMNL FH2:TMR G-aktin, PDB 4EAH) [165], WH2:G-aktin
(WASP-interacting protein (WIP) WH2, PDB 2A41) [161], DAAM1 FH2 (PDB 2Z6E) [166], mDial DAD (PDB
2BAP) [156], F-aktin Oda modellje [34].
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33. abra: A DAAM FH2-DAD-CT:aktin kdlcsonhatas funkcionalis modellje.
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A formin fehérjecsalad az aktin:mikrotubulus sejtvaz funkcionalis koordinacidjaban

A Bevezetés fejezetben targyaltak alapjan a ndvekedési kup aktin és mikrotubulus halézatanak
citolinkerek altal kdzvetitett funkcionalis integracioja meghatarozo a sejtvazmiikodésében, igy
az axonnovekedés és navigacid folyamataban is [83, 85, 88, 89]. A citolinkerek egyidejiileg
kolcsonhatnak az aktin és a mikrotubulus sejtvazzal. A kolcsonhatas megvaldsulhat direkt
modon, a két eltéré polimertipus egyidejii oldalkotése/keresztkotése révén vagy indirekt
modon, példaul a mikrotubulus +TIP fehérjékkel valo interakcion keresztiil (pl. EB1, CLIP-
170, APC) (5. dbra). A mikrotubulusokkal vald direkt vagy indirekt kolcsonhatas a formin
fehérjecsalad tobb tagja esetén is igazolt in vitro (pl. mDial, mDia2, Cappuccino, INF1, INF2,
DAAM1) [97, 167-170]. Az egyidejti aktin:mikrotubulus asszociacio a forminokat citolinker
tulajdonsaggal is felruhdzhatja.

Hipotézis, célkitlizések, kérdések

A DAAM meghatdrozo szereppel birhat az aktin és a mikrotubulus sejtvaz szabalyozédsaban,
azonban a fehérje ezen funkcidjanak fiziko-kémiai hatterét nem vizsgaltak.

Hipotézis
A DAAM meghatarozo a novekedési kup mikrotubulus sejtvazanak mitkodésében, valamint az
aktin és mikrotubulus sejtvaz kozotti koordinacidban és funkcionalis csatolasokban.

Munkank soran a DAAM rekombinans aton eldallitott fragmentumait vizsgaltuk in vitro.
Célunk volt az aktinnal és mikrotubulusokkal kialakitott kolcsonhatasok és azok funkcionalis
kovetkezményeinek leirasa.

Kérdések
1. Rendelkezik-e citolinker sajatsaggal a DAAM, azaz kolcsonhat-e egyidejlileg az aktin
filamentumokkal és a mikrotubulusokkal?
2. A DAAM mely szakaszai meghatarozoak a citolinker aktivitasban?

Eredmények és kovetkeztetések

A DAAM lokalizaciojat primer idegsejtekben immunfluoreszcencia segitségével vizsgalva a
kvantitativ elemzés alapjan a DAAM harom alpopulacidja volt elkiilonithetd (34. abra) [171].
1. Aktin sejtvaz lokalizacio
Korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban a DAAM egy jelentds része (~ 47%) az aktin
gazdag intracellularis kompartmentekhez lokalizal (pl. filopodium mentén és csticsanal,
lamellipodialis strukturdk, kortikalis aktin hal6zat).
2. Mikrotubulus sejtvaz lokalizacio
A DAAM kozel hasonldéan nagy hanyada (~ 37%) az axonalis mikrotubulusok mentén
detektalhato.
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3. Aktin:mikrotubulus sejtvdz kolokalizdcio
Erdekes modon a DAAM egy jelentés része (~ 20%) az aktin és mikrotubulus sejtvaz
atfed6 szegmenseiben jelenik meg.
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34. abra: Az endogén DAAM lokalizAciéja primer idegsejtekben.®

Drosophila primer idegsejtek (6 HIV) novekedési kipjanak aktin (Alexa Fluor™ 546 falloidin festés) és
mikrotubulus  (immunfluoreszcencia, egér anti-o-tubulin) sejtvaza, valamint az endogén DAAM
(immunfluoreszcencia, nyul anti-dDAAM) lokalizacidja. A DAAM lokalizaciojanak kvantitativ elemzése. Az dbra
forrasa: [171].

Az in vivo megfigyelések nyoman a DAAM F-aktin és mikrotubulus (MT)
oldalkotd/kotegeld/keresztkotd — aktivitasat vizsgaltuk in  vitro, tisztitott fehérjékkel.
Szedimentacion alapuld vizsgalatainkban azt taldltuk, hogy a DAAM kot az aktin
filamentumok oldalahoz és kotegeli azokat (nem bemutatott adatok, Figure 7, 8 [142], Figure
7 [99]), valamint a mikrotubulusokhoz is képes kotédni (nem bemutatott adatok, Figure 1H
[171]). A DAAM két polimertipussal valo egyidejii kdlcsonhatasat (keresztkoto aktivitas, direkt
citolinker aktivitas) egyedi polimereken TIRFM kisérletekben vizsgaltuk falloidin-stabilizalt F-
aktin és taxol-stabilizalt mikrotubulusok megjelenitésével (35. dbra). A kvantitativ elemzés
érdekében a két polimertipus kozotti kolokalizaciot mértiik. A kontroll mintakban, DAAM
adodo atfedésnek tudtunk be. Az FH1-FH2 jelenléte nem befolyasolta szamottevéen ezt az
értéket. A cDAAM azonban szignifikansan, ~ 40%-ra novelte a kolokalizacid mértékét.
Eredményeink szerint a DAAM tehat F-aktin:mikrotubulus keresztko6t6 aktivitassal rendelkezik
¢s a kopolimerek kialakulasaban meghatarozoé a fehérje C-terminalis DAD-CT szakasza.

6 A vizsgélatokat egylittm(ikédd partneriink Dr. Mihély Jézsef (HUN-REN SZBK, Szeged) és kutatécsoportja
végezte el.
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35. abra: A DAAM F-aktin és mikrotubulus keresztkotd/direkt citolinker aktivitasanak rekonstrukcidja:
egyedi polimereken alapulo TIRFM vizsgalatok.

Fluoreszcensen jeldlt aktin filamentumok (FA, Alexa Fluor™ 568 falloidin) és mikrotubulusok (MT, taxol-
stabilizalt, 10% HiLyte Fluor™ 488 jelolt tubulin) reprezentativ TIRFM felvételei DAAM hidnyban (kontroll,
n = 19) és jelenlétében (Ner1-rH2 = 18, Nepaam = 22). A binaris képek az atfed6 polimer teriiletet mutatjak.

Az egyedi polimerek vizualizacidjanak alternativajaként a DAAM keresztkoto aktivitasat bulk
polimer sokasagon alapuld szedimentacios kisérletekben is megvizsgaltuk (36. dbra). Ennek
érdekében els6ként egy olyan szedimentacios eljarast dolgoztam ki, ami lehet6vé teszi az F-
aktin:MT kopolimerek elvalasztasat az egyedi polimerekt6l/homogén polimerkotegektol
(Modszerek, Szedimentacion alapulé vizsgalatok fejezet). A mintat egy 30%-0S szachardz
gradiensre rétegezve, majd szedimentalva az egyedi polimerek és az aktin filamentumkotegek
a feliiliszoban maradnak, mig a nagyobb polimer komplexek (mikrotubulus kéteg és F-
aktin:mikrotubulus kopolimer) iilepednek és jelennek meg a pelletben. A modszerbdl adédoan
az aktin filamentumok csak abban az esetben pelletalodhatnak, ha fizikailag a
mikrotubulusokhoz vannak kotve. F-aktin és mikrotubulus egyiittes jelenlétében a cDAAM
tartalmi mintdkban az aktin filamentumok egy része megjelent a pelletben a
mikrotubulusokkal. Az F-aktin iilepedését DAAM hianyaban, FH1-FH2 vagy DAD-CT
jelenlétében nem tapasztaltuk. Megerdsitve a TIRFM eredményeinket ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy a cDAAM egyidejiileg képes kolcsonhatni a két polimer tipussal €s
elésegiteni a kopolimerek kialakulasat. Az izolalt FH2 és DAD-CT onmagukban nem
elégségesek a keresztkotd aktivitashoz, az a két szakasz kooperativ kdlcsonhatasan alapul.
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36. abra: A DAAM F-aktin és mikrotubulus keresztkoté/direkt citolinker aktivitasanak rekonstrukcioja:
bulk polimer sokasagon alapulé szedimentacios Kisérletek.

A feliiluszo (SN) és pellet (P) fehérjetartalmanak SDS-PAGE elemzése DAAM fragmentumok hianyban és
jelenlétében (FH1-FH2, cDAAM, DAD-CT). [F-aktin] =2 uM, [MT] =2 uM, [DAAM] =9 pM. FA: F-aktin,
MT: mikrotubulus.

Osszefoglalas

A DAAM biokémiai aktivitisai és biologiai funkcioja kozotti korrelacio a névekedési kup
sejtvazanak szabalyozdsaban

A rekombinans uton eldallitott fehérjék szerkezeti és miikodésbeli sajatsagainak in vitro
vizsgalata alapjan a DAAM koélcsonhatasainak komplex rendszere rajzolodik ki (37. abra) [99,
142, 171]. A DAAM aktin és mikrotubulus kapcsolt funkcioi meghatarozoak a novekedési kap
sejtvazanak szabalyozasaban, valamint az idegrendszeri fejlédés és az axonndvekedés soran
[99, 133, 171, 172]. A DAAM biokémiai aktivitasai és biologiai funkcidi kozotti lehetséges
korrelaciot az alabbi szakasz mutatja be (38. dbra).
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37. abra: A DAAM biokémiai aktivitasai és kolcsonhatastérképe.
A szamozas 6sszhangban van a 38. abran bemutatott szamozassal.

A DAAM mely in vitro kélcsonhatasai és aktivitisai relevansak a biologiai kornyezetben és
miként jarulnak hozza a novekedeési kup aktin és mikrotubulus sejtvazanak miikédéséhez?

Drosophila primer idegsejtekben a DAAM a novekedési kip periférias régidiban a
filopodiumokhoz lokalizalodik, egyiittmiikodik a Rho GTPazokkal és a profilinnel az axonalis
novekedés soran [133]. Funkcionalis tekintetben a DAAM DAD trunkalt formajanak (ADAD-
DAAM, konstitutivan aktiv) taltermelése az axonalis filopodiumok szamanak szignifikans
novekedését [99, 133]. A biomimetikus modelliink rekonstrualja a
filopodiumszerti aktin haldzat l1étrehozasahoz sziikséges fehérje:fehérje kolcsonhatasokat in
vitro kornyezetben [142]. Ezek alapjan a DAAM FHI1-FH2 és a profilin az a minimalis
fehérjerendszer, ami képes a filopodiumszerli nyulvanyok kialakulasat katalizalni. Az
eredményeink arra utalnak, hogy a DAAM ezen bioldgiai funkcidjaban meghatarozo az
FH2:aktin ¢és az FHI:profilin kolcsonhatas, az FH1-FH2 processziv sajatsiga és a

eredményezi

sapkafehérjével valo antagonisztikus mitkddése.

A primer idegsejtek filopodiumszamanak elemzése megerdsiti a DAAM CT régid szerepével
kapcsolatos in vitro vizsgalatainkat [99]. A DAD-CT trunkalt forma (ADAD-CT-DAAM)
kevésbé hatékonyan képes filopodiumszam novekedést eldidézni, mint a ADAD-DAAM. Tehat
a DAAM nativ FH2 domént tartalmazé formdja hatékonyabb a CT régio jelenlétében a
filopodialis nytlvanyok képzédésének vonatkozasaban. Erdekes médon a CT régidval
rendelkez6, de az FH2 tekintetében funkciovesztéses mutaciot hordozé fragmentum (ADAD-
DAAM'™32A) tiltermelése esetén a DAD-CT trunkalt forma (ADAD-CT-DAAM, nativ FH2
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domén) hatasaval 6sszemérhet6 a filopodiumszam névekedés. Ez alapjan, ugyan az in vitro
aktin aktivitasukban viszonylag nagy eltérések mutatkoznak, de mind az FH2 domén, mind
pedig a CT régid sziikséges a filopodiumok képzddéséhez. Ugyanakkor a ADAD-CT-
DAAM'732A hatasa a kontroll sejtekével osszemérhetd, azaz a CT hidnya az 1732A mutacidval
kombinalva teljes funkciovesztést eredményez a DAAM aktin aktivitasaiban. Az in vivo
vizsgalataink eredményei igazoljak, hogy a CT régio hozzajarul a DAAM kozvetitett axonalis
filopodiumképzddéshez, tehat a bioldgiai kontextusban is fontos szerepet tolt be a DAAM aktin
aktivitasaiban [99].

A DAAM a filopodialis aktin hal6zat szabdlyozasa mellett az axondlis mikrotubulus sejtvaz
mikddésének, illetve az aktin:mikrotubulus sejtvaz kdzotti csatolasoknak is egyik meghatarozo
eleme. A novekedési kupban az aktin asszociacié mellett a DAAM jelent6s része kolokalizal a
mikrotubulusokkal (racs mentén, (+) végen) és a DAAM:aktin:mikrotubulus harmas
kolokalizacio is megfigyelhetd [133, 171]. A DAAM mikrotubulus sejtvazhoz vald
alapjan az FH2 domén ¢és a C-termindlis is képes direkt kolcsonhatast kialakitani a
mikrotubulusokkal. A DAAM aktin:mikrotubulus keresztkot6 aktivitassal is bir, amit az FH2
¢s a DAD-CT szinergikus egyiittmiikodése biztosit [171]. Indirekt szabalyozasi moddokat
kinalhat a DAAM mikrotubulus (+) vég asszocialt fehérjékkel (+TIPS) valo kodlcsonhatasa. Ezt
tamasztja ala a DAAM mikrotubulus (+) vég lokalizacidja, valamint az EB1 fehérjével valod
kolcsonhatasa (ko-1P Drosophila S2 sejt [171], nem publikalt eredményeink rekombindns iton
eléallitott fehérjékkel). Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a DAAM esetén azonositott
mikrotubulus és aktin:mikrotubulus kolcsonhatas konzervalt a formin fehérjecsaladban [97,
173]. A mikrotubulusokkal kialakitott direkt interakcio tobb formin esetén is igazolt in vitro
(mDia2 [167, 168], mDial, INF2 [168], Cappuccino [169]). E mellett a +TIP:formin modul is
[173]. A forminoknak egy masik +TIP fehérjével, a CLIP170-nel kialakitott kdlcsonhatasat is
leirtak (mDial, mDia2, INF1, INF2, DAAML1 [170]). Megjegyzendd, hogy az mDial:CLIP-
170 az EB1-on keresztiil az képes az aktin polimerizaciot a mikrotubulus (+) véghez csatolni
in vitro, aminek bioldgiai relevanciaja is elképzelhet6 [170, 171, 173].
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38. abra: A DAAM biologiai funkciéi a novekedési kup sejtvazanak szabalyozasaban.

A DAAM lokalizacidjanak és funkcioinak sematikus modellje a névekedési kup sejtvazanak szabalyozasaban. Az
abra forrasa: [171]. A DAAM biokémiai aktivitasai és bioldgiai funkcidi kozotti korrelaciot az alabbiakban
foglaltam &ssze az abra szerinti szamozasnak megfelelden.

jelélés DAAM biokémiai aktivitds biologiai funkcio
0 G, DID, DAD autoinhibicios kolcsonhatas RhoGTPaz-fiiggd szabalyozas
la FH2-DAD-CT G-aktin, F-aktin kotés aktin Osszeszerelddes

N processziv szoges vég elongacid
1b FH1 profilin k6tés CP antagonizmus
2 FH2 F-aktin kotés és kotegelés F-aktin stabilizacio
3a FH2 MT kotés
MT stabilizacio
3b FH2-DAD-CT MT kotegelés
o indirekt F-aktin:MT keresztkapcsolat

4 T EBI kotes indirekt citolinker funckio
5 FH2-DAD-CT  F-aktin:MT keresztkotés direkt F-aktin:MT keresztkapcsolat

direkt citolinker funckid
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Tudomdanyos szempontbol 1j eredmények

A DAAM formin homolégia (FH1, FH2) domének, az aktin és a profilin tripartit kdlcsonhatasa
meghatarozoé a filopodiumszerii aktin halozat 1étrehozasaban. A DAAM C-termindlisa (DAD-
CT) az aktinnal kialakitott direkt kolcsonhatasaval az FH domének aktivitdsainak pozitiv
szabalyozoja, valamint citolinker funkciot tolt be az aktin és mikrotubulus sejtvaz miikodésének
Osszehangolasaban.

A DAAM formin homologia domének fiziko-kémiai sajatsagai

1. A DAAM FH1-FH2 fragmentuma bona fide Drf formin, aktin aktivitasat a DID:DAD
autoregulacios modul szabalyozza.

2. Az FH2 alapvet6 a DAAM:aktin kdlcsonhatasban.

3. A DAAM FH1:profilin kdlesonhatas molekularis kapcsoloként miikodik a fehérje aktin
aktivitasanak szabalyozasaban.

4. A DAAM FH1-FH2 processziv elongacios faktor, a polimerizécio soran a filamentum
szoges végéhez kotddik és ezzel egyidOben lehetdvé teszik az aktin alegységek

------------

crer

6. A DAAM FHI1-FH2 ¢s profilin az a minimalis fehérjerendszer, ami egy
filopodiumszer(i aktin halozat létrehozasahoz sziikséges.

A DAAM C-terminalis szakaszanak uj szerepe az aktin dinamika szabadlyozasaban

1. ADAD-CT a DAAM egy Gjonnan azonositott aktinkotd régioja.

2. A DAD-CT az FH1-FH2 aktin kolcsonhatasainak (monomer, filamentum) és
aktivitasainak (nukleéacid, elongacio) pozitiv szabalyozdja, amelyhez a DAD és a CT
szakaszok additiv mddon jarulnak hozza.

3. A DAAM DAD-CT WH2-szerti kotési modot alakit ki az aktinnal.

A DAAM az aktin és a mikrotubulus sejtvaz miikodésének 6sszehangolasaban

1. A DAAM egyidejiileg kolcsonhat az aktin filamentumokkal és a mikrotubulusokkal
(keresztkotd aktivitas, direkt citolinker funkcio).
2. A DAAM citolinker aktivitasa az FH2 és a DAD-CT szinergikus kdlcsonhatasan alapul.
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3.4. A Flightless-1 gelsolin homolog fehérje az aktin sejtvazdinamika szabalyozasaban
A gelsolin homolog fehérjecsalad

A gelsolin szupercsaldd az aktin sejtvaz szabalyozé fehérjéit foglalja magaba, melyek
szignatiraja a gelsolin homoldég (GH) domének jelenléte [174, 175]. Az emldsdkben és
emberben is el6forduld GH fehérjék a makrofag sapkafehérje (macrophage capping protein,
CapQG), az adseverin, a gelsolin (GSN), a Flightless-I (Fli-1), az advillin, a villin, a villin-szert
fehérje és a szupervillin. A prototipus GH domén szerkezetét tekintve egy 5-, vagy 6-szala p-
lemez alkotja, ami egy rovid (a szalakra kozel merdleges) és egy hosszl (a szalakkal kozel
parhuzamos) a-hélix kozé szendvicselodik (39. dbra). A GH domének 2. és 1. tipusu
kalciumkotd helyekkel rendelkezhetnek, amelyek a fehérjék aktivitasanak szabalyozasaban
vesznek részt. A fehérjecsalad névado tagja, a gelsolin 6 GH doménnel rendelkezik (39., 40.
dbra) [176-178]. A GSN egy multifunkcionalis fehérje, kdlcsonhat az aktin filamentumokkal
¢s monomerekkel, szoges vég sapkazd (capping), fragmentald (severing) és nukleacios
aktivitassal bir. A GSN aktivitdsa komplex modon szabalyozott a kalcium, a foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) és az ATP kotése, valamint a pH altal [179].

prototipus GH domén

2. tipust 1. tipusa
kalciumkétd hely kalciumkétd hely
N Eal
@ /) ® GSN
d MNo114
‘ | 116 / &
]
. ul"e D109
e’ -
b4 :
3 E167
Actin aktin

hosszl
hélix

inaktiv/aktiv GSN

39. abra: A gelsolin homolog domén és a gelsolin szerkezeti sajatsagai.

Prototipus GH domén. 2. tipust kalciumkétd hely: a kalciumion koordinalasaban egy glutaminsav (rovid o-hélix),
egy aszparaginsav és egy o-szénatom (B-lemez C szala) vesz részt, 1. tipust kalciumkdtd hely: a koordinacidban
a kotOpartner, az aktin (GIu®7) is részt vesz. Az 4bra forrasa: [174].
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Inaktiv/aktiv GSN. Az inaktiv GSN rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezete és az aktiv GSN:aktin
komplex szerkezeti modellje. A modellhez felhasznalt szerkezetek: inaktiv GSN GH16 (PDB 3FFN) [178], aktiv
GSN GH13:G-aktin (PDB 1RGI) [180], aktiv GSN GH46:G-aktin (PDB 1H1V) [181]. Az aktin monomerek
(sziirke, akting, aktiny) az F-aktin Oda féle szerkezeti modell szerinti elrendezésben lathatoak [34].

Flightless-I

A Flightless-I egyedi felépitése révén két fehérjecsalad szerkezeti jellemz6it 6tvozi [174, 182].
Az N-terminalisan tandem leucinban gazdag ismétlédést talalunk (leucine-rich repeat, LRR), a
C-terminalisa pedig 6 GH domént tartalmaz (40. dbra). A GH domének platformként
szolgalnak az aktin sejtvdz asszociacidhoz, mig az LRR molekularis mintafelismerd
motivumként kiterjedt kolcsonhatasi halézatot biztosithat [183]. Allatkisérletes modellekben
(egér, Drosophila, C. elegans) tortént vizsgalatok alapjan a Fli-l mutacidja és a Fli-I
diszfunkcioja mar az egyedfejlodés korai szakaszaiban letélis, az aktin sejtvazhoz kapcsolodo
folyamatok defektusat eredményezi [184-186]. A Fli-I alapvet6 szerepét tamasztja ala tovabba
az, hogy a GH fehérjecsalad tagjai koziil a legszélesebb szoveti eloszlast mutatja (Table I.
[178]). A human Fli-l a sebgyogyulds és a szoveti regeneracido negativ szabalyozdja,
megndvekedett expresszidjat kimutattak epidermolysis bullosa paciensekben [187, 188]. A Fli-
| megvaltozott értelmii (missense) pontmutacioja (rs8821, R1243H) a szarkomer szerkezeti és
kontraktilis sajatsagainak megvaltozasat és a kardiomiopatia fokozott kockazatat eredményezi
[189]. A Fli-l a 17-es kromoszoman a neurodevelopmentalis zavarokhoz tarsuld magatartasi
fenotipust okoz6 Smith-Magenis mikrodelécios szindroma kritikus régidjaban (17p11.2)
talalhat6 [190, 191]. A sejtbiologiai relevancia tekintetében a Fli-1 aktin asszociaciojat igazoltak
allatmodellekben (egér, Drosophila, C. elegans), sejtes modellrendszerekben és tisztitott
fehérjékkel végzett in vitro kisérletekben is [182, 192]. Ugyan tobb tanulmany is vizsgalta a
Fli-I aktin dinamikaban tetten érheté hatasait az eredmények ellentmondasosak ¢€s a hattérben
allé mechanizmusok nem pontosan tisztazottak.

Hipotézis, célkitiizések, kérdések
Hipotézis
A Flightless-1 a gelsolin homoldég doménjei révén meghatarozé az aktin sejtvazdinamika

szabalyozéasaban.

Munkank soran a Fli-I rekombinans uton eléallitott fragmentumait vizsgaltuk in vitro. Célunk
volt az aktinnal kialakitott kdlcsonhatasok és azok funkcionalis kovetkezményeinek leirasa.

Kérdések
1. Milyen kolcsonhatasokat alakit ki az aktinnal és milyen aktivitasokkal rendelkezik a
Fli-1?

2. Hogyan jarulnak hozzé ehhez a fehérje egyes szakaszai?
3. Milyen sejtvazszabalyozo6 funkcidkkal rendelkezik a Fli-1?
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Eredmények és kovetkeztetések

A Flightless-1 aktin kolcsénhatasa és aktivitasa kalciumfiiggetlen és a GHI13 doménekhez
kothetd

A GSN aktin kolcsonhatasanak ¢és aktivitasanak elofeltétele a fehérje aktivacidja, ami
megvalosulhat a kalciumkotése révén [174]. A GSN proteolitikus hasitasa a kaszpaz-3 helyen
egy kalciumfiiggetlen N-terminalis (GH13) és egy kalciumfiiggd C-terminalis (GH46)
fragmentumot eredményez (40. dbra). A szekvenciaclemzés alapjan a GSN kalciumfiiggd
szabalyozasaban meghatdrozo szerkezeti elemek (1. és 2. tipusu kalciumkotd helyek, C-
terminalis tail latch) nem konzervaltak a Fli-1-ben (40. dbra).
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40. abra: A gelsolin és a Flightless-I1 doménszerkezete és 6sszehasonlité szekvenciaelemzése.

Hs gelsolin (GSN: 1-782aa), Dm Flightless-1 (Fli-1 GH16: 461-1256aa, GH13: 461-881aa, GH46: 851-1256aa,
LRR: 1-460aa. UniProt azonositok: Q13045 (Hs Fli-1), Q9JJ28 (Mm Fli-1), Q24020 (Dm Fli-I), P06396 (Hs GSN),
P13020 (Mm GSN), Q07171 (Dm GSN). Hs: Homo sapiens, Dm: Drosophila melanogaster, GSN: gelsolin, Fli-1:
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Flightless-1, GH: gelsolin homolog, L: GH3-GH4 linker régio, LRR: leucine-rich repeat. Az elemzést a ClustalX
programmal készitettem.

A bioinformatikai elemzés kisérletes alternativajaként a Fli-I rekombindns uton eldallitott GH
doménjeinek (GH16, GH13, GH46) aktin kolcsonhatasait és aktivitasait irtuk le. A GH
domén:G-aktin kolcsonhatast steady-state anizotropia mérésekben fluoreszcensen jel6lt aktin
(Alexa488NHS) alkalmazasaval vizsgaltuk (41. dbra). A GSN esetén kalcium hianyaban
(1 mM EGTA) nem detektaltunk komplexképzdédést, mig CaCly (1 mM) jelenlétében
szignifikans anizotropia novekedést tapasztaltunk. Az adatsor linearis, torésponti jellege
O0sszhangban van az 1 GSN:2 G-aktin sztochiometridval és a komplex nagy affinitasaval
(Kp << ~100nM). A pirén aktin alapi kinetikai méréseinkben a GSN filamentum-
Osszeszerelddésre kifejtett hatasa is kalciumfiiggést mutatott (41. abra), 6sszhangban korabbi
eredményeinkkel [193]. Ezzel szemben a Fli-l1:G-aktin kolcsonhatas és a filamentumok
Osszeszerelddésére kifejtett hatasa is kalciumfiiggetlennek bizonyult.

Fontos megfigyelésiink, hogy a Fli- GH16 és GH13 hatdsa mind kvalitativ, mind pedig
kvantitativ moédon megegyezett. Ugyanakkor sem a Fli-I GH46, sem az LRR esetén nem
tapasztaltunk kdlcsonhatést a vizsgalt koncentracidtartoméanyon (41., 42., abra, nem bemutatott
adatok [194]). A anizotropia([Fli-1]) adatsor kvadratikus kotési egyenlet szerinti illesztése
alapjan a Fli-l1:G-aktin komplex disszociacios egyensulyi allandoja Kp ~ 500-600 nM-nak
adodott (Modszerek, 9., 10. egyenlet).

Eredményeink arra utalnak, hogy a Fli-I aktin kdlcsonhatasa €s aktivitasai kalciumfliggetlenek,
a Fli-I:aktin kdlcsonhatasban a fehérje GH13 szakasza meghatarozo.
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41. abra: A Flightless-1 aktin kélcsonhatasa és aktivitasai kalciumfiiggetlenek.

Steady-state anizotrdépia. Alexa488NHS-G-aktin steady-state anizotropiaja. [Alexad88NHS-G-aktin] = 0.2 uM,
[EGTA] =1 mM, [CaCl;] =1 mM. A piros szaggatott vonal az adatok illesztését jelzi a kvadratikus kotési
egyenletnek megfeleléen. Kp(Fli-l GH13:G-aktin) =576 £182nM (1 mM EGTA), Kp(Fli-l GH16:G-
aktin) = 638 + 152 nM (1 mM CaCl,). Atlag + SD, n = 3.

Aktin polimerizacié - bulk. A filamentum-6sszeszerelédés kinetikdja. A pirén tranziensek kezdeti, linearis

szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott relativ polimerizacios sebesség. [aktin] =2 uM (5%
pirén jelslt), [EGTA] = 1 mM, [CaCl;] = 1 mM, [GSN] = 5 nM, [Fli-1] = 5 nM. Atlag + SD, n = 2-4.

A Flightless-1 multifunkciondlis sajatsagokkal bir az aktin dinamika szabalyozasaban

A Fli-I GH domének aktin polimerizaciora kifejtett hatasanak atfogobb vizsgalatat végeztiik el
(42. dbra). A pirén aktin alapu kinetikai mérésekben azt talaltuk, hogy a Fli-l GH16/GH13
hatasa kétfazisu. Alacsonyabb koncentracion ([Fli-1] <10 nM) a polimerizaci6é gatlasa, mig
magasabb  koncentracion  ([Fli-I] >25nM) annak eldsegitése volt megfigyelhetd
(megjegyzendd, hogy magasabb Fli-l GH13 koncentracion ([Fli-1] > 100 nM) a polimerizacio
sebessége meghaladta a spontan Gsszeszerelddésre jellemz6 értéket). A kétfazisu trend a Fli-1
multifunkcionalis sajatsagara utal. A tovabbiakban célunk volt az ennek hatterében allo
aktivitasok azonositasa.
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42. abra: A Flightless-I hatasa az aktin filamentumok 6sszeszerelédésére.

A filamentum-6sszeszerel6dés kinetikaja Fli-I hidanyaban és jelenlétében. [aktin] = 2uM (5% pirén jelolt).

A pirén tranziensek kezdeti, linedris szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl szarmaztatott relativ
polimerizacios sebesség a [Fli-1] fiiggvényében. Atlag + SD, n = 2-7. Inzert: az adatok alacsony [Fli-1] < 15 nM-
nak megfelel6 tartomanya.
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A Flightless-1 gatolja az aktin filamentumok széges vég novekedesét. sapkdazo (capping)
aktivitas

A bulk fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletek alapjan, amit az egyedi polimerek
megfigyelésén alapulo TIRFM vizsgalataink is alatdmasztanak (43. dbra), egyértelmii, hogy a
Fli-1 alacsony, nM-os koncentracidban gatolja a filamentum-osszeszerelédést. Ez nagy
affinitast  kolcsOnhatast feltételez, aminek funkcionalis kimenetele a monomerek
szekvesztralasa és/vagy a szoges vég sapkazasa lehet. A TIRFM kisérletekben alkalmazott aktin
koncentracid ([Ao] = 0.5 uM < c¢(-)) mellett a filamentumok széges vég elongacidja jellemzo.
A Fli-1:G-aktin komplex disszociacios egyensulyi allanddja (Kp ~500-600 nM) és az
alkalmazott Fli-I koncentracio ([Fli-1] = 10 nM) alapjan a Fli-1 a G-aktin mintegy 1%-aval alkot
komplexet ([Fli-1:G-aktin] ~ 5 nM). Ez az elongacid sebességének elhanyagolhatd, minddssze
~ 1-2%-o0s csokkenését eredményezné (Modszerek, 12. egyenlet). A monomer kolcsonhatason
alapul6 szekvesztracio tehat nem magyarazza a Fli-1 aktin polimerizaciora kifejtett gatlo
hatasanak kvantitativ jellemzoit. Kovetkezésképpen adataink a szdges véghez kapcsolodo
aktivitasokat sejtetnek. A Fli-I filamentumvég sapkazé aktivitasat egyedi polimereken
vizsgaltuk, mechanikailag fragmentalt filamentumok vég-vég kapcsolodasat mértiik (dual color
annealing, 43. dbra). A Fli-I hianyaban a filamentumok hossznovekedése és az azok mentén
detektalhatd inhomogén fluoreszcencia emisszié a spontan annealing-re utal. A Fli-l
GH16/GH13 jelenlétében a filamentumok rovidek maradtak és homogén fluoreszcencia
emissziot mutattak, a vég-vég kapcsolodasuk gatolt volt.

Eredményeink alapjan a Fli-I a szoges véggel kialakitott kolcsonhatasan keresztiil
filamentumvég sapkazo aktivitassal rendelkezik és ez altal gatolja a filamentum-
Osszeszerelddést.
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43. abra: A Flightless-I gatolja az aktin filamentumok szoges vég novekedését: sapkazo (capping) aktivitas.

Aktin osszeszerelddés. A filamentumok elongacios sebessége (v) Fli-1 hianyaban és jelenlétében. [aktin] = 0.5 uM
(10% Alexa488NHS jelolt), [Fli-I] =10 nM. n =20-60. Reprezentativ TIRFM felvételeket és a képelemzés
részleteit a Modszerek fejezet mutatja be. Kontroll minta (aktin): Vain = 4.61 + 0.36 alegységxs?® és
k+ =11.53 £0.90 uMxs (n = 23) (Mddszerek, 12. egyenlet).

Dual color annealing. A ﬁlamentumok Vég—Vég kapcsolddasanak Vizsgélata reprezentativ TIRFM felvételek és a
Alexa488NHS jelolt, 10% Alexa568NHS jelolt), [Fli-1] =120 nM. Meretvonal =10 um. Nmina = 3-9,
Nfilamentum = 136-174.
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A Flightless-I eldsegiti a nukledcios intermedierek kialakuldsat: de novo nukledcios aktivitas

A pirén aktin alapu kinetikai vizsgalatainkban a Fli-I viszonylag nagy koncentracioban ([Fli-
I] >~100 nM) el6segitette a polimerizaciot. Ez kisebb affinitasti kolcsonhatast feltételez,
aminek funkcionalis kimenetele a filamentumok fragmentacioja (severing) és/vagy a de novo
nukleacié lehet. A GSN a filamentumok oldalaval kialakitott kdlcsonhatasa révén katalizalja
azok szétszerel6dését, 6sszhangban korabbi eredményeinkkel (44. abra) [193, 195]. Pirén aktin
alapti fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben a Fli-l GH16/GH13 (105 nM) nem
befolyasolta a filamentumok szétszerelddésének kinetikajat (44. dbra). Az aktivitas
vizsgalatara egy egyedi polimereken megfigyelésén alapuld TIRFM mérést is kidolgoztunk,
ahol a szétszerelddés mértékének kvantitativ leirdséra a filamentumok altal lefedett teriiletet
hataroztuk meg. A fluoreszcencia spektroszkopiai mérések eredményével 6sszhangban a Fli-I
GH16/GH13 nem befolyasolta szignifikansan ezt a paramétert (44. abra). A de novo nukleacios
aktivitas vizsgalatara a filamentumok egyensulyi szamat hataroztuk meg TIRFM mérésekben
(44. dbra). A Fli-I GHI16 jelenlétében (800 nM) szignifikansan tobb filamentum volt
megfigyelhet6 a kontroll mintahoz képest. Ugyanakkor ezek hossza Iényegesen rovidebb volt,
mint a kontroll mintdban, ami dsszhangban van a Fli-1 szoges vég sapkazo aktivitasaval.
Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a Fli-I a monomerekkel kialakitott kdlcsonhatasan
keresztiil de novo nukleacios aktivitassal rendelkezik és ennek révén katalizalja a filamentum-
Osszeszerelddést.
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44, abra: A Flightless-I elésegiti a nukleacios intermedierek kialakulasat: de novo nukleaciés aktivitas.
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Aktin szétszerelédés — bulk. A filamentumok szétszerel6désének kinetikaja GSN és Fli-I hidnyaban és jelenlétében.
A kvantitativ elemzés sordn a pirén tranziensek kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl
szarmaztatott relativ depolimerizacios sebességet hataroztuk meg. [aktin] =50 nM (50% pirén jeldlt),
[GSN] =5 nM, [Fli-1] = 105 nM, [CaCl,] = 1 mM. Atlag + SD. n = 2-3.

Aktin szétszerelodés — TIRFM. A filamentumok altal lefedett teriilet GSN és Fli-I hidnyéaban és jelenlétében. A t =
-1 és 5 min a GH domén fehérjék hozzaadasa elétti, illetve azt koveté idépontnak felel meg. [aktin] = 0.5 uM
(10% Alexa488NHS jelslt), [GSN] = 0.5 nM, [Fli-1] = 105 nM. n = 12-51. Reprezentativ TIRFM felvételeket és
a képelemzés részleteit a Mddszerek fejezet mutatja be.

Steady-state — TIRFM. A filamentumok steady-state sajatsagainak vizsgalata, reprezentativ TIRFM felvételek és
a filamentumszam és hossz kvantitativ elemzése. [aktin] =2 uM (10% Alexa488NHS jelolt), [Fli-1] = 800 nM.
Meéretvonal = 10 um. n = 69-73.

A profilin:G-aktin kélcsonhatas molekularis kapcsoloként szolgal a Flightless-1 aktin
aktivitasainak szabalyozdsdaban

Az aktin polimerizacié kompetens formaja intracellularis kornyezetben a G-aktin profilinnel
alkotott komplexe. A GSN vonatkozasaban a profilin hatasair6l nem allnak rendelkezésre
adatok. Ezért vizsgalatokat végeztiink, arra vonatkozoan, hogy a profilin milyen hatassal van a
Fli-1 aktin kolcsOnhatasara és aktivitasaira (45. dbra). Fluoreszcencia spektroszkopiai és
TIRFM alapu kinetikai vizsgalataink szerint a Fli-l GH16/GH13 gatolta a profilin:G-aktin
Osszeszerel6dését. Azonban a szabad G-aktin polimerizacidja esetén megfigyelt gyorsito hatast
magas Fli-I koncentraciokon nem tapasztaltuk. A relativ polimerizacios sebesség([Fli-1])
adatsor illesztése alapjan (6. egyenlet) a félmaximalis gatlo koncentracid az alabbiak szerint
adodott: ICso(Fli- GH16) =0.93 + 0.12 nM ¢és ICso(Fli-I GH13) =0.13+0.01 nM. A gatlo
hatast a szoges vég sapkazasnak tulajdonitva a Fli-l GH16/13 nagy affinitast kolcsonhatast
alakit ki a filamentumvégekkel. A profilin:G-aktin kolcsonhatas tehat molekularis kapcsoloként
miikddik a Fli-I aktin aktivitadsainak szabalyozéasaban: a profilin nem befolyasolja a Fli-I szoges
vég sapkazo aktivitasat, viszont gatolja annak de novo nukleacios aktivitasat.
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45. abra: A profilin:G-aktin kélcsonhatis molekularis kapcsoloként miikodik a Flightless-I aktivitasaiban:
funkcionalis kovetkezmények.

Aktin polimerizacié — bulk. A pirén tranziensek kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébol
szarmaztatott relativ polimerizacids sebesség (v) a [Fli-I] fliggvényében. A szaggatott vonalak az adatok illesztését
jelolik (6. egyenlet). I1Cso(Fli-I GH16) =0.93 +0.12 nM ¢és ICso(Fli-l GH13) = 0.13 + 0.01 nM. [aktin] = 2.5 uM
(2% pirén jelolt), [profilin] = 6 uM. Atlag = SD, n = 2-7.
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Aktin polimerizaciéo — TIRFM. Az aktin filamentumok Gsszeszerelddésének vizsgalata, reprezentativ dual color
TIRFM felvételek és az aktin filamentumok elongécids sebességének kvantitativ elemzése. [aktin] = 2 uM (10%
Alexa488NHS jelolt, 10% AlexaS68NHS jelolt), [profilin] =2 uM, [Fli-I] =10 nM. Id6 =mins:s.
Meéretvonal = 10 um. n = 37-62.

A polimerizaciot el@segitd hatas elmaradasa arra utal, hogy a profilin gatolja a Fli-1:G-aktin
kolcsonhatast. Ezt kisérletesen alatamasztjak anizotropia méréseink, amennyiben a Fli-1:.G-
aktin komplex affinitdsa szignifikdnsan csokkent profilin jelenlenlétében (Kp(Fli-I
GH13) =411.43 £ 22.69 nM (0 uM profilin), Kp(Fli-l GH13) =4511.6 + 631.92 nM (4 uM
profilin)) (46. dbra). A GSN GH domén:G-aktin, illetve a profilin:G-aktin
rontgenkrisztallografiaval meghatarozott szerkezete alapjan a GH domén, profilin és aktin
harmas komplex szerkezeti modelljét allitottuk el6 (46. dbra). A modell egyértelmiien josolja
a GH domének és a profilin szterikus iitk6zését a szimultan aktinkotés esetén, ami a profilin
gatld hatasanak szerkezeti magyarazataul szolgalhat.

0.175
© 0.170 s ©__ __ - o-9©
a - —.
00165 -
2 @ 5 = &0
.Eo.mo‘ ;e //.,f
20155 ! e
T | JP%ed
% 0.150 1 ®
%0145 aktinft
3 [profilin] (uM)
? 0.140 ® 0
® 4
0.135

0 2500 5000 7500 10000
[Fli-l GH13] (nM)

46. abra: A profilin:G-aktin kélcsonhatas molekularis kapcsoloként miikodik a Flightless-1 aktivitasaiban:
szerkezeti alapok.

Alexad88NHS-G-aktin anizotropidjanak [Fli-1 GH13]-fliggése profilin hianyaban és jelenlétében. A szaggatott
vonalak az adatok illesztését jelolik a kvadratikus kotési egyenlet alapjan (Mddszerek, 9., 10. egyenlet). Kp(Fli-1
GH13) =411.43+£22.69nM (0 uM profilin), Kp(Fli-l GH13) =4511.6 +631.92nM (4 uM profilin).
[Alexa488NHS-G-aktin] = 0.2 uM, [profilin] = 4 uM. Atlag + SD. n = 2-3. FL: fluoreszcensen jeldlt.

A profilin:GSN:aktin komplex szerkezeti modellje. A modellhez felhasznalt szerkezetek: GSN GH13:G-aktin
(PDB 1RGI) [180], GSN GH46:G-aktin (PDB 1H1V) [181], profilin:G-aktin (PDB 1 HLU) [163]. Az aktin
monomerek (sziirke, 1, 2) az F-aktin Oda féle szerkezeti modell szerinti elrendezésben lathatoak [34].

A Flightless-1 a DAAM aktin aktivitasainak negativ szabdlyozoja

A Fli-1 GH46 a kisérleteinkben a vizsgalt koncentracidtartomanyon nem befolyasolta
kozvetleniil az aktin dinamikat. Irodalmi adatok alapjan a Fli-I GH46 doménje k6tddik a human
mDial és DAAM forminokhoz in vitro [196]. Ennek nyoman megvizsgaltuk a Fli-l GH46
doménjeinek a DAAM (Drosophila) aktin aktivitasara kifejtett hatasat (47. abra). A Fli-1 GH46
a DAAM FH1-FH2-t nem, a cDAAM katalizalt aktin polimerizaciét viszont koncentraciofiiggo
modon gatolta. Ez arra utal, hogy a Fli-1 GH46 kotédik a DAD-CT régidhoz és ez altal
negativan szabdlyozza az aktiv DAAM aktin Osszeszerel6désre kifejtett hatdsat. A relativ
polimerizaciés sebesség([Fli-1 GH46]) adatsor kvadratikus kotési egyenlet szerinti illesztése
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(Modszerek, 9., 10. egyenlet) alapjan a DAAM:Fli-1 GH46 komplex disszociacids egyensulyi
allanddja Kp = 255 + 189 nM-nak adddott.
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47. abra: A Flightless-1 GH46 kolcsonhat a DAAM C-terminalis szakaszaval és negativan befolyasolja a
DAAM filamentum-osszeszerelédésre kifejtett hatasat.

A filamentum-osszeszerelddés kinetikaja. [aktin] =2 uM (5% pirén jelolt), [FH1-FH2] =250 nM,
[cDAAM] =250 nM. A pirén tranziensek kezdeti, linearis szakaszahoz illesztett egyenes meredekségébdl
szarmaztatott relativ polimerizacios sebesség (v) a [Fli-l GH46] fuggvényében. A szaggatott vonal az adatok
illesztését jelzi a kvadratikus kotési egyenlet szerint (Mddszerek, 9., 10. egyenlet). Kp(cDAAM:FIi-I
GH46) = 255 + 189 nM. Atlag + SD, n = 3-5.

Osszefoglalas
A Flightless-l biokémiai aktivitasai és biologiai funkcioi kozotti korreldacio

A Flightless-1 mely in vitro kolcsonhatasai és aktivitasai meghatdarozoak a biologiai
kornyezetben?

A GSN-nal szemben a Fli-I aktin kdlcsonhatasa és aktivitasa kalciumfiiggetlen, azonban a
fehérje aktivaciojanak molekularis mechanizmusa egyelére nem ismert. A kisérleti
eredményeink  Osszhangban vannak a  bioinformatikai  predikciokkal. A  GSN
kalciumszabalyozasért felel6s szerkezeti elemei (1. és 2. tipust kalciumkoté helyek, C-
terminalis tail latch) nem konzervaltak a Fli-l1-ben (40. dbra). Ez aldl kivétel a Fli-l GH6
doménjében taldlhatd 2. tipust kalciumkotd hely, ami feltételezhetden koti is a fémiont. A
kalciumszabélyozas hidnya arra utal, hogy a Fli-l GH doménjei a GSN-tdl eltérd szerkezetet
vesznek fel, amelyben az aktink6td helyek konstitutivan hozzaférhetéek’.

7 Fluoreszcencia spektroszkdpidn és limitalt proteolizisen alapuld nem publikélt vizsgdlataink megerésitik ezt a
hipotézistinket.
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48. abra: A Flightless-I biokémiai aktivitasai és kolcsonhatastérképe.

A Fli-I GH doménjei kolcsonhatnak az aktin monomerekkel és a filamentumokkal is, ugyan
lényegesen eltéré affinitassal ((Ko(Fli-1:G-aktin) ~ uM, Kp(Fli-l:F-aktin ~nM)). Az
interakcioban a Fli-1 GH13 szakasz meghatarozo, sem a GH46, sem pedig az LRR esetén nem
detektaltunk szignifikans kolcsonhatast. A szekvenciaelemzés alapjan a GSN:aktin
kolcsonhatasért felelés régiok csak kismértékii konzervaltsagot mutatnak a Fli-1-ban,
legnagyobb egyezést a GH1 doménben talalunk (40. dbra). A GHI1 szerepét a Fli-l:aktin
kolcsonhatasban alatamasztja, hogy a human fehérje GH1 trunkalasa (Fli-1 GH26, pirén aktin
alapu vizsgalatok [197]) vagy a GH1 domén E586K mutacioja (ko-1P 293T sejt [198]) az aktin
kolcsonhatés defektusat eredményezi.

A GSN katalizalja a filamentumok fragmentaciojat [178]. Az aktivitas szerkezeti alapjat az
jelenti, hogy a GHI1 és a GH4 domének a filamentum ellentétes oldalan kétddve szterikus
itk6zést indukalnak az alegység:alegység hatarfeliileten. Ugyanakkor az 1. tipusu kotéhely (a
GH1 és GH4 doménekben) és az aktin Glu'®’ aminosava 4ltal koordinalt kalcium jelenléte is
hozzajarul a fragmentald aktivitdshoz. A GH46 aktinkotésének és az 1. tipusu kalciumkotd
helyek hianya valoszinisiti, hogy a Fli-I nem képes elésegiteni a filamentum-szétszerelddést,
Osszhangban kisérletes eredményeinkkel.

A nagy affinitasa Fli-l1:F-aktin kolcsonhatas funkcionalis kdvetkezményeként a Fli-1 gatolja a
filamentumok szoges vég elongaciojat, sapkafehérjeként miikodik. A kisebb affinitast Fli-1:G-
aktin kolcsonhatas révén a Fli-1 de novo nukleacios aktivitassal rendelkezik. A profilin negativ
hatasa a Fli-1:G-aktin kolcsOnhatasra, valamint a profilin és Fli-1 részben atfed6 kotéhelye a két
fehérje kompetitiv kotési modjara enged kovetkeztetni. A profilin hatdsa a GSN:aktin
vonatkozasdban nem ismert. A profilin az aktin szdges végével az S1 és S3 szubdomének
kozotti targetkotd barazdaval alakit ki kdlcsonhatast [163], hasonléan a GSN N-terminalisahoz
(46. abra) [180]. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a Fli-1 aktinkoté GH13 szakaszanak
kolcsonhatasa is hasonlo szerkezeti elvek alapjan valosul meg.
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A FIi-I taltermelés hatasanak vizsgalata Drosophila fejlod6é petekamraban megerésiti a Fli-I
GH domének szerepével kapcsolatos in vitro eredményeinket (49. abra) [194]. A Fli-1 GH16
tultermelése sulyos zavart okozott a dajkasejtek aktin sejtvazaban. A jellemz6 aktin struktarak
(kortikalis aktin haldzat, gytriicsatorna, perinuklearis ketrec) nem voltak megfigyelhetok. A
diffuz fluoreszcencia emisszid az aktin sejtvaz integritdsanak megbomlasara, a multinukleéris
sejtek jelenléte pedig citoplazma-faziora utal. Hasonld fenotipus volt jellemzé tobblet Fli-I
GH13 esetén, mig a GH46 tultermelésének latszolag nem volt hatésa.

Osszefoglalva eredményeink arra utalnak, hogy a biolégiai kornyezetben a Fli-l fiziko-kémiai
sajatsagai koziil a nagy affinitdsu filamentumvég kotése meghatarozo, ami a fehérjét szoges
vég sapkazo aktivitassal ruhazza fel. Ez altal a Fli-1 a filamentum-6sszeszerel6dés inhibitora és
az aktin sejtvaz dinamikajanak negativ szabalyozdja.

Drosophila petekamra
dajkasejt(15)

1lis szomatikus eredet
gyurdcsatorna follikularis sejtek
perinukledris ketrec

citoplazmatikus aktin halézat

mat tub-Gal4/Fli-l GH46 | mat tub-Gal4/Fli-l GH13§ mat tub-Gal4/Fli-l GH16

49, abra: A Flightless-I taltermelés hatasa Drosophila fejlédé petekamraban.®

A petekamra és aktin halozatainak szervez0dését bemutatd sematikus abra. Az abra forrasa: [199]. A dajkasejtek
(10B stadium) aktin sejtvazanak reprezentativ konfokalis mikroszkopiai felvételei vad tipust egyedekben (A, A’),
illetve Fli-I taltermelés hatasara (C, C’: GH16, D, D’: GH13, E, E’: GH46). Méretvonal = 50 um. DAPI: sejtmag.
Sarga nyilak: kortikalis aktin halozat, piros nyilak: gyfirlicsatorna. Aktin: Alexa Fluor™ 546 falloidin. Az dbra
forrasa: [194].

A Fli-1 GH46 esetén aktin kolcsonhatast nem detektaltunk, ugyanakkor a Fli-1 ezen szakasza a
GH46:DAD-CT kolcsonhatason keresztiil befolyasolja a DAAM Kkatalizélt filamentum-
Osszeszerelddést. Eredményeink 6sszhangban vannak irodalmi adatokkal és jelzik a funkcio
konzervaltsagat a Fli-I fehérjékben (human és Drosophila [196]), ugyanakkor a konzervaltsag
hianyat is a GH domén fehérjecsaladban (Fli-I1 és GSN [196]). A Fli-I.DAAM interakci6 révén,
a direkt szabalyozas mellett a Fli-I kozvetett modon is befolyasolhatja az aktin dinamikat,
azonban a kolcsonhatas in vivo funkcionalis kdvetkezményei tisztazasra varnak. A DAAM C-

8 A vizsgélatokat egylittm(ikddd partneriink Dr. Mihély Jézsef (HUN-REN SZBK, Szeged) és kutatécsoportja
végezte el.
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terminalisa meghatarozO a DAAM aktivacid Rho GTPaz-fiiggd szabalyozasaban [145].
Elképzelhetd, hogy a Fli-1 GH46 az autoinhibicids kolesonhatas kompetitoraként eldsegiti a
DAAM aktivalasat [196]. A DAD-CT az aktiv FH1-FH2 aktin aktivitdsainak pozitiv
szabalyozdja, igy a Fli- GH46 a DAAM aktin dinamikara kifejtett hatasat negativ modon is
befolyasolhatja [99]. Tekintettel arra hogy a DAD-CT a DAAM:mikrotubulus kolcsonhatasban
is meghatarozo [171] a Fli-I:.DAAM koélcsonhatas szerepet jatszhat a mikrotubulus sejtvaz

crcr

Tudoményos szempontbol 1j eredmények

A Flightless-1 nagy affinitasu filamentumvég kotése révén az aktin sejtvazdinamika negativ
szabalyozdja, ugyanakkor a DAAM C-terminalisdval (DAD-CT) kialakitott direkt
kolesonhatésa a sejtvaz DAAM kozvetitett szabalyozasaban is szerepet jatszhat.

1. AFIli-1 aktin kolcsonhatasa és aktivitasai kalciumfiiggetlenek.

2. AFli-I1ko6lcsonhat az aktin monomerekkel (Ko ~ uM) és a filamentumokkal (Kp ~ nM).

3. A Fli-I aktin kolcsonhatasai révén eldsegiti a filamentumok de novo nukleacidjat,
ugyanakkor sapkafehérjeként gatolja azok elongaciojat (capping). A Fli-1 a gelsolinnal
szemben nem rendelkezik fragmentalo (Severing) aktivitassal.

4. A Fli-l aktin kolcsonhatasaban és aktivitdsaiban meghatarozo a GH13 szakasza.

5. A profilin molekularis kapcsoloként miikodik a Fli-1 aktin aktivitasainak
szabalyozasaban.

6. A Fli-1 GH46 direkt kolcsonhatast alakit ki a DAAM C-terminalisaval (DAD-CT), ez
altal a DAAM FH1-FH2 katalizalt aktin 0sszeszerelddés szabalyozoja.

Kapcsolodo publikaciok, az eredmények kozlési helyének megadasa

Vemula Venukumar, Huber Tamas, Usaj Marko, #Bugyi Beata M, #Mansson Alf &
Myosin and gelsolin cooperate in actin filament severing and actomyosin motor activity.
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 296 Paper: 100181 , 16 p. (2021)

IF: 5.485 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 7 Fiiggs idéz6: 3 Osszesen: 10

# megosztott levelez6/utolsé szerzds kozlemény

Pintér Réka, Huber Tamas, Bukovics Péter, Gaszler Péter, Vig Andrea Teréz, Toth Moénika Agnes, Gazs6-Gerhat
Gabriella, Farkas David, Migh Ede, Mihaly J6zsef, Bugyi Beata &

The activities of the gelsolin homology domains of Flightless-I in actin dynamics.

FRONTIERS IN MOLECULAR BIOSCIENCES 7 Paper: 575077 , 18 p. (2020)

IF: 5.246 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos
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4. Médszerek

Fehérjék eloallitasa és modositasa

A fehérjéket szovetbdl, illetve rekombinans uton (E.coli bakterialis rendszer) allitottuk el. A
fehérjék nagy szamara vald tekintettel az eldallitasukra vonatkozd protokollok részletes
bemutatasatol eltekintek, az azokra vonatkozd hivatkozasokat az 14. tablazat tartalmazza. A
tubulint kereskedelmi forgalombol szereztiik be (Cytoskeleton Inc.). A taxol-stabilizalt
mikrotubulusokat jeloletlen/HiLyte Fluor™ 488 jelolt tubulinbol polimerizaltuk a gyartd

protokollja szerint.

feherje eredet eloallitas hivatkozas
aktin Oryctolagus cuniculus SZ,OYet [200]
vazizom
ADF Homo sapiens EIIE'CI'?TG?)LH [201]
Arp2/3 komplex Bos taurus ch;vet [202]
DAAM Drosophila melanogaster EG(I:EO)I(IZB'IF 21 [99]
Flightless-1 Drosophila melanogaster EG(IZEO)I(IZID_ 211 [194]
gelsolin Homo sapiens Eé‘crcfgl?jul [178]
miozin Il Oryctolagus cuniculus sz’ox'/et [203]
vazizom
. High Five Sf9
N-WASP Homo sapiens DFastBac™HT B [202]
E. coli BL21
filin-1 (profili M I 201
profilin-1 (profilin) us musculus DET-16b [201]
SALS Drosophila melanogaster EG(I:EO)I(I-ZB'IF 21 [204]
tropomiozin, vazizom, SkTpm  Oryctolagus cuniculus SZ,OYGU [205]
vazizom
tropomiozin, TpmBr3 Mus musculus E";I_(?gSiLZl [193]
tropomiozin, Tpm5NM1 Mus musculus E;rffggiul [193]
tubulin Bos taurus Z;‘;Wt Cytoskeleton Inc.

14. tablazat: A vizsgalt fehérjék.

A fluoreszcencia spektroszkdpiai és mikroszkopiai vizsgéalatokhoz a fehérjék fluoreszcens
jelolését végeztiik el tiol (pl. jodacetamid; IAEDANS, pirén, Alexa Fluor™ Cs 488 vagy 568
maleimid) és amin (Alexa Fluor™ 488 vagy 568 NHS észter, 5(6)-TAMRA) reaktiv
jelzévegyiiletekkel (15. tablazat). A fluoreszcens jelolé hozzajarulasat a fehérje 280 nm-en
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mért abszorbanciajahoz (A2sonm mer) a fluorofor abszorpciés maximumahoz tartozod
fényelnyelést (Axmax) figyelembe véve az alabbi Osszefliggés alapjan korrigaltuk:

A280 nm, korrigalt = A280 nm, mért — KF280 nm X Almax (7)

7. egyenlet

Aogo nm, mart: @ fehérje 280 nm-en mért abszorbancidja

Aumax: a fluorofor abszorpcids maximumahoz tartozd abszorbancia
KF: korrekcios faktor

fuorofir MW Amax Smax korrekcios faktor
(Da) (nm) (Mt xcm?) KF280 nm

IAEDANS 434 336 6 100 0.21
pirén 297 344 22 000 0.127
Alexad88NHS 643 495 71000 0.11
Alexa568NHS 792 578 91 300 0.46
Alexa488M 721 493 72 000 0.11
Alexa568M 881 577 91 300 0.46
TAMRA 468 555 65 000 0.03

15. tablazat: A fluoreszcencia spektroszkopiai és mikroszképiai kisérletekben alkalmazott fluoroférok.

Az adatok forrasa: www.thermofischer.com.

IAEDANS: jodacetaminoetil-1-naftilamin-5-szulfonsav, pirén: N-(1-pirén)-jédacetamid, AlexaNHS: Alexa
Fluor™ karboxilsav  szukcinimidil észter, AlexaM: Alexa Fluor™ C5 maleimid, TAMRA: 5-
karboxitetrametilrodamin

Altalanos kisérleti koriilmények

Az értekezésben megadott koncentraciok a végkoncentracionak felelnek meg. A G-aktin
tarolasa Ca**-ATP-G formaban G pufferben tortént (4 mM Tris-HCI pH7.8, 0.1 mM CaCly,
0.2 mM ATP, 0.005% NaNs, 0.5 mM B-merkaptoetanol (BME)) jégen. A méréseket Mg?* és
ATP kotott aktinon végeztiik (Mg-ATP-aktin). Az aktin monomer altal kotott kalciumot 50 uM
MgCl> és 200 uM EGTA hozzaadasaval cseréltiik magnéziumra (~ 5 min, szobahd). Az aktin
polimerizacidjat 50 mM KCI és 1 mM MgCl, hozzaadasaval indukaltuk (F puffer: G puffer +
50mM KCI és 1 mM MgCl2). A koncentraciofiiggést vizsgalo mérésekban az egyes
koncentraciokhoz kiilon mintdkat készitettiink. Az allando pufferkoriilmény biztositasa
érdekében a mintdkban a vizsgalt fehérjék taroldpufferének és a fehérjét tartalmazd oldat
térfogatanak az dsszege allando volt.

Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok
Fluoreszcencia emisszio és anizotropia vizsgalatok

Az aktin és aktinkotd fehérjék kolcsonhatasanak fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgéalatara
elterjedt jelzévegyliletek a tiol reaktiv jelolok (pl. jodacetamid; IAEDANS, pirén, Alexa
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Fluor™ Cs 488 és 568 maleimid) [66, 67]. A tiol specifikus reagensek segitségével a fehérjék
elérhetd helyen 1évd/felszini cisztein aminosavainak jelolése gyorsan ¢€s szelektiven
elvégezhetd. Az aktin esetében ez a Cys>'# aminosav, ami a szdges végen a targetkotd barazda
szomszédsagaban talalhatd (50. abra). A TIRFM térhoditasaval az aktin jeldlésére az amin
reaktiv jelzévegyiiletek is elterjedté véltak (pl. aktiv észter; Alexa Fluor™ 488 és 568 NHS
észter, 5(6)-TAMRA) [206]. Az alkalmazasukat els6sorban a miiszeres infrastruktira elvarasai
tették sziikségessé, ugyanakkor fotofizikai tulajdonsagaik is kedvezéek (pl. kvantumhatasfok,
fotostabilitas). Az amin specifikus reagensek a hozzaférhet6 lizin aminosavak oldallancainak
nem-specifikus jelolését teszik lehetdve.

G-aktin
Ciboulot WH2
MIM WH2

WASP WH2
WAVE WH2

1
1
I
I
(

PR ——— P ———

Alexa Fluor™ NHS 5 IAEDANS
pirén

50. dbra: A Cys®" és Lys®?® aminosavak és a WH2 domén relativ poziciéja a WH2:G-aktin komplexben.
Ciboulot (PBD 1SQK [207]), WIP (WASP-interacting protein, PDB 2A41 [161]), MIM (Missing in metastasis,
PDB 2D1K [208]), Spire (PDB 3MN7 [209]), WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein, PDB 2A3Z [161]),
WAVE (WASP-family verprolin homologous protein, PDB 2A40 [161]). Az abra az alabbi publikaciok nyoman
késziilt: [79, 157].

Fluoreszcencia spektroszkopiai modszer validalasa a G-aktin kdlcsonhatas vizsgalatara

Az aktinkotd fehérjék aktin - monomerekkel kialakitott kolcsonhatasat —steady-state
fluoreszcencia emisszid és anizotropia vizsgalatokban jellemeztiik fluoreszcensen jelolt G-
aktin alkalmazasaval (IAEDANS, Alexad88NHS). Az alkalmazott kisérleti korilmények (pl.
ionok jelenléte, aktinkotd fehérjék aktivitdsai) a monomer-filamentum 4talakulést
katalizalhatjak, ami a jelold spektralis jellemzdinek valtozasat eredményezheti (pl. emisszios
sajatsagok valtozasa, anizotropia ndovekedése). A polimerizacio gatlasa érdekében a G-aktint
Latrunculin A (LatA)-val kezeltiik (G puffer, 4°C, 30 min) az aktink6té fehérjék és mas
mintadsszetevok hozzaadasa el6tt. A LatA a polimerizacio inhibitora, a G-aktint szekvesztralja
egy 1:1 sztochiometriaju, viszonylag nagy affinitasa komplexben (Kp = 0.2 uM) [210]. A LatA
szoges vég kritikus koncentracioja (Cc(+) ~ 100 nM) alatt legyen. A méréseket Horiba Jobin
Yvon spektrofluoriméteren végeztiik (IAEDANS: Aex = 350 nm, Aem = 460 nm, Alexa488NHS:
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Aex =488 nm, Aem =516 nm). Az elnyelési spektrumok jellemzoéit: az intenzitds maximalis
értékét (maximum intenzitas, 1) és a maximalis emisszidhoz tartozo hullamhosszat (maximum
hullimhossz, Amax) hataroztuk meg. Az anizotropia (r) vertikalisan polarizalt gerjeszté fény (lv)
alkalmazdsa mellett az emisszié vertikalisan (lvv) és horizontalisan (lvH) polarizalt
komponenseibdl keriilt meghatarozasra (8. egyenlet).

Iyy — Gl
4 VH ®)
Iyy — 2Glyy

8. egyenlet: steady-state anizotropia

r: steady-state anizotropia

lvv: vertikalisan polarizalt gerjesztd fény alkalmazasa mellett az emisszid vertikalisan polarizalt komponense
lvh: vertikalisan polarizalt gerjesztd fény alkalmazéasa mellett az emisszid horizontalisan polarizalt komponense
G = Inv/lun: a detektor vertikalisan és horizontalisan polarizalt fényre valé eltérd érzékenysége

Munkank elsd fazisaban megvizsgaltuk az IAEDANS és az Alexa Fluor™ NHS jelslsk
alkalmazhatdsagat a fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekben ¢és validaltuk a vonatkozo
modszert. Ennek soran a SALS (sarcomere lenght short) fehérje két WH2 doménjét tartalmazo
fragmentumanak (SALS-WH2) G-aktin kolcsonhatasat vizsgaltuk [162]. A SALS-WH2
jelenlétében az IAEDANS-G-aktin intenzitasmaximumanak csokkenését és a maximum
hullamhossz ndvekedését tapasztaltuk (51. dbra). A fluorofor spektralis sajatsdgainak valtozasa
arra utal, hogy a SALS-WH2 kolcsonhat az aktin monomerekkel. Ugyanakkor az
Alexad88NHS-G-aktin emisszidjara a SALS-WH2 nem volt hatassal (51. dbra).

186 105 1030 3 ~18 ‘
5 G-aktin (1 uM) = 5 % G-aktin (1 uM)
D14 [SALS-WH2] (uM) € 1.00@ - - 052 D18 [SALS-WH2] (uM)
S 16 3 -~ 3 £3%u 145
gxt £0095 4 1020 % § =
$ 2 @ 3 L o112
P N10 © / c (-? N
&g 3 0.90 10155 & B4
¥ E08 @ \ z T €
Zco N 085 10105 & © 8
g 5086 o 3 S8
25 S 080 10053 % &
= 80'4 = ] ~ o g § g 4
Bo2 Z 0756 - - @ - 1000 & o
= © ~ s 2
s e i s
=00 0.70 0.995 % 2 g
400 450 500 550 600 0 1 2 3 4 5 6 7 500 550 600 650
hullamhossz (nm) [SALS-WH2] (uM) hullamhossz (nm)

51. abra: IAEDANS-G-aktin és Alexa4d88NHS-G-aktin fluoreszcencia emissziéjanak sajatsagai SALS-WH?2
hianyaban és jelenlétében.

[IAEDANS-G-aktin] = 1 uM, [Alexa488NHS-G-aktin] = 1 uM, [LatA] = 4 uM.

Az |AEDANS-G-aktin és Alexa488NHS-G-aktin emisszios spektrumai. Az IAEDANS-G-aktin relativ
fluoreszcencia emisszio (I, a spektrum integralja 400 — 600 nm kozott) és maximum hulldamhossz (Amax) értékei a
[SALS-WH2] fiiggvényében. A szaggatott vonalak az illesztett fliggvényeket jelzik (9., 10. egyenlet). Atlag + SD,
n=2-3.

Disszociacios egyensulyi allando

I([SALS-WH2]) adatsor, (9. egyenlet): Kp = 0.24 + 0.1 uM

Amax([SALS-WHZ2]) adatsor, (9. egyenlet): Kp = 0.22 + 0.20 uM
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A kvantitativ elemzés soran a detektalt spektroszkopiai paraméter értékeit (Y: maximum
intenzitds, maximum hulldmhossz, anizotropia) az aktinkoté fehérje koncentracidjanak
fliggvényében abrazoltuk. Ennek illesztésébdl az aktinkotd fehérje kotott hanyada az alabbi

Osszefliggéssel hatarozhat6é meg:

Y — Ymin _ [AP ]
Ymax - Ymin [AO]

9)

9. egyenlet

Y: a detektalt spektroszkopiai paraméter egy tetsz6leges aktinkdtd fehérje koncentracion (maximum emisszio,
maximum hulldmhossz, anizotropia)

Ymin‘ a detektélt spektroszképiai paraméter aktinkétc’i fehérj e hiényéban mért értéke

s

[Ao]. az aktin koncentracidja
[AP]: az aktink6t6 fehérje:aktin komplex koncentracidja

Az aktinkotd fehérje:G-aktin komplex disszociacids egyensulyi allandoja (Kp) a kdlcsonhatas
természetét figyelembe vevé kotési modell alapjan szadrmaztathat6. Bimolekularis, 1:1
sztochiometridji, nem-kooperativ kdlcsonhatast feltételezve a Kp a kvadratikus kotési egyenlet
alapjan szamolhato (10. egyenlet).

ap] = Aol + [Po] + Kp = ([Ao] + [Po] + Kp)? — 4 Ao][Po] (10)

10. egyenlet: kvadratikus kotési egyenlet

[Ao]: az aktin koncentracidja

[Po]: az aktink6té fehérje koncentracioja

[AP]: az aktinkot6 fehérje:aktin komplex koncentracioja

Kp: az aktinkotd fehérje:aktin komplex disszociacios egyensulyi allandoja

Az IAEDANS az aktin Cys®’*-es aminosavéhoz kapcsolodik (50. dbra). Az Alexa488NHS
pozicidja nem volt ismert az irodalomban. Tomegspektrometriai elemzésiink a jel6ld
két(’ihelyeként az aktin Lys328-as aminosavét azonositotta (50. dbm) [162]°. AZ aminosavak
egyértelmii, hogy a Cys aminosav a WH2 kotShelyével atfedésben, mig a Lys®?® attol
tavolabb helyezkedik el (50. dbra). A fluoreszcencia spektroszkopiai megfigyeléseink
valdszinli magyarazata az, hogy a SALS-WH2 G-aktinhoz val6 kotodése az IAEDANS lokalis
kornyezetét igen, mig az Alexa488NHS kortili fehérjeszegmenst kozvetleniil nem befolyasolja.
A SALS-WH2:G-aktin kolcsonhatast steady-state fluoreszcencia anizotropia kisérletekben is
vizsgaltuk. Mindkét fluorofor esetén az anizotropia [SALS-WH2] koncentraciofiiggd
novekedését tapasztaltunk, ami a SALS-WH2:G-aktin komplex 1étrejottére utal (52., 53. dbra).
Az anizotropia([SALS-WH2]) adatsor kvantitativ elemzésekor az alabbi megfontolasokat
tettiik. A 9. egyenlet szerinti 6sszefliggés abban az esetben alkalmazhato, ha a spektroszkopiai

crer

jel linearis valaszfiiggvény, azaz eléall az egyes komponensek (n) koncentracidjaval (Ci)

9 Tovébbi témegspektrometriai vizsgélataink szerint az Alexa Fluor™ 488 NHS észter mellett az 568 és 647 jel616k
is az aktin Lys3?® aminosavahoz kotnek.
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stlyozott molaris spektroszkopiai karakterisztikajanak (yi) linearis kombinacidjaként (Y =

*ciyi) [211, 212]. Egy adott hullamhosszhoz tartozé intenzitas linearis valaszfiiggvény, a
maximum hullamhossz és az anizotrdpia azonban altalaban nem [211, 213]. Az anizotrépia
esetén a linearitas akkor teljesiil, ha az intenzitasban bekovetkezd valtozasokat is figyelembe
vessziik [211]. Az anizotropia additiv tulajdonsaga miatt egy keverék anizotropidja (r) az
Osszegeként adhatd meg (r =Y, fir;) [214, 215]. A fenti megfontolasok alapjan a Kp
meghatdrozasat célz6 anizotropia méréseinkben az Alexa488NHS jelold esetén az adatokat a 9.
egyenlettel illesztettiik. Az IAEDANS jel6l6 esetén mért adatok kvantitativ analizisét pedig a
szabad és a SALS-WH2 kotott IAEDANS-G-aktin eltérd intenzitasat figyelembe véve az alabbi
Osszefiiggés alapjan végeztiik el:

(rA - r)Imax _ [AP]
(TA - r)lmax + (T - rAP)Imin B [AO]

(11)

11. egyenlet
r: steady-state anizotropia
ra: az aktinkotd fehérje hianyanak megfelelé anizotropia

crer

crer

[Ao]: az aktin koncentracidja
[AP]: az aktinkot fehérje:aktin komplex koncentracidja

crer

valasztottuk meg, hogy az joval ([G-aktin] = 20 uM > 10 x Kp) meghaladja a SALS-WH2:G-
aktin komplex disszociacios egyensulyi allandojat (Kp ~ 0.2-0.3 uM) (53. dbra) [146]. A
titralas soran kapott anizotropia([SALS-WH?2]) adatsor nem kvadratikus, inkabb linearis,
toréspont felé hajlo tendenciat kovetett. A térésponthoz tartozé [SALS-WH2] alapjan a SALS-
WH2:G-aktin arany IAEDANS jel616 esetén 1:1-nek, mig Alexa488NHS jel616 esetén 1:2-nek
adodott. A titralasi tartomanyban végzett méréseink, dsszhangban a fluoroforok spektralis
sajatsagain alapulo kovetkeztetéseinkkel arra utalnak, hogy a fluorofor helyzete befolyasolja a
SALS-WH2:G-aktin kolcsonhatast. A Cys®’4-hez kapcsolt IAEDANS szterikusan gatolhatja a
SALS-WH2 G-aktin kotését, mig a Lys3?®-hoz kapcsolt Alexa488NHS a WH2 kotéhelyétol
tavolabb azt nem befolyasolja. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a SALS mindkét
WH2 doménje képes egy-egy monomerrel kdlcsonhatést kialakitani.
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52. abra: IAEDANS-G-aktin és Alexad88NHS-G-aktin steady-state anizotropiaja SALS-WH2 hidnyaban és
jelenlétében.

Kotési tartomany, [G-aktin] =1 pM ~ Kb

[IAEDANS-G-aktin] = 1 uM, [Alexa488NHS-G-aktin] = 1 uM, [LatA] = 4 uM. A szaggatott vonalak az adatok
illesztését jelzik (9., 11. egyenlet). Atlag + SD, n = 2-3,

Disszociacios egyensulyi allando

IAEDANS-G-aktin (11. egyenlet): Kp = 0.33 £ 0.00 uM

AlexaNHS488-G-aktin (9. egyenlet: Kp = 0.34 + 0.21 uM
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53. abra: IAEDANS-G-aktin és Alexad88NHS-G-aktin steady-state anizotropiaja SALS-WH2 hidnyaban és
jelenlétében.

Titralasi tartomany, [G-aktin] = 20 puM >> Kp

[IAEDANS-G-aktin] =20 uM, [Alexa488NHS-G-aktin] =20 uM, [LatA] =20 uM. A  sztéchiometriai
mérésekben az adatokra két egyenes illeszthet6, az ezek altal meghatarozott toréspont a SALS-WH2:G-aktin
molaranyrol ad informaciot. A toréspont értéke fliggdtt az alkalmazott fluorofortol. Atlag + SD, n = 2-3,
Sztdchiometria

SALS-WH2:IAEDANS-G-aktin ~ 20:20

SALS-WH2:Alexa488NHS-G-aktin ~ 10:20

kisérleti osszeallitds SALS-WH2:G-aktin
ﬂuoriiii?;sajrzl;oé‘;:fyulet Kp (dtlag + SD) sztochiometria
IAEDANS-G-aktin 0.24 +0.12 uM nm
maximum intenzitas ([SALS-WH2]) (9. egyenlet)
IAEDANS-G-aktin 0.22 +£0.20 uM nm
maximum hulldmhossz([SALS-WH2]) (9. egyenlet)
IAEDANS-G-aktin 0.33+0.00 uM 11
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anizotropia([SALS-WH2]) (11. egyenlet)

Alexad88NHS-G-aktin 0.34+£0.21 uM
anizotropia([SALS-WH2]) (9. egyenlet)

1.2

16. tablazat: A SALS-WH2:G-aktin kolcsonhatast jellemzo disszociacios egyensulyi allandé és
sztochiometria.
nm: nem meghatarozott

A fenti tanulmany validalja az Alexa488NHS-G-aktin alkalmazhatosagat a fluoreszcencia
spektroszkopiai kisérletekben. Megjegyzendd, hogy a Cys®™* az aktin molekula targetkotd
hasadékanal az asszocialt fehérjék (pl. WH2, profilin, gelsolin, D vitamin kotd fehérje, aktin)
jellemz6 kot6helyének kozvetlen kozelében helyezkedik el (2., 50. abra) [12, 51]. A tiol reaktiv
jelzévegyiiletekkel szemben tehat az Alexa Fluor™ NHS észter elénydsebb pozicidja (Lys32)
¢s fotofizikai sajatsagai (kvantumhatasfok) miatt is egyértelmii eldonydket kinal. A munkank
soran a G-aktin kolcsonhatas vizsgalatat célzo fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatokat
Alexa488NHS-G-aktin alkalmazasaval a fentickben bemutatott megfontolasok szerint
végeztik el.

Kinetikai vizsgalatok

Az aktin filamentumok 0Ossze-, és szétszerelddését jellemz6 Kinetikai és egyensulyi
paramétereket bulk polimer sokasagon fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatokban pirén
jeldlt aktin alkalmazasdval irtuk le. A pirén az aktin molekula Cys*’*-es aminosavéhoz
kapcsolodik (50. dbra). A fluorofor sajatsaga, hogy fluoreszcencia intenzitasa az aktin G
formajaban alacsony, mig a jelolt monomerek filamentumba épiilésével azok mennyiségével
aranyosan novekszik, ami lehetdséget ad az aktin dinamika kinetikai és egyensulyi jellemzésére
[216, 217]. A pirén jelolt F-aktin krio-elektronmikroszkoépiaval meghatarozott szerkezete
(felbontas (Mg?*-ADP.Pi-F-aktin) = 3.0 A, felbontas (Mg?*-ADP-F-aktin) = 3.2 A) alapjan az
intenzitas/kvantumhatékonysag novekedését a fluorofor oldoszer szamara vald kitettségének
markans csokkenése eredményezi (oldoszer altal hozzaférhet6 felszin: G-aktin ~ 99.5 A?, F-
5% (0sszeszerelddés), illetve 50% (szétszerelddés) volt, ami nem befolyasolta szignifikansan a
filamentumok spontin &ssze-, és szétszerel6désének kinetikajat. Erdemes ugyanakkor
megjegyezni, hogy bizonyos aktinkoté fehérjék (pl. profilin, miozin, ADF/cofilin, Leiomodin)
hatassal lehetnek a pirén emissziora [38, 218, 219]. A méréseket Safas Xenius FLX, illetve
Horiba Jobin Yvon spektrofluoriméteren végeztiik (Aex = 365 nm, Aem = 407 nm).

Az aktin filamentumok 0sszeszerelddésének kinetikai vizsgalata

A G-aktin (2.5 uM, 2-5% pirén jeldlt) polimerizaciojat 1 mM MgCl: és 50 mM KCI
hozzdadasaval indukaltuk. A filamentumok GOsszeszerelodésének kinetikajat a pirén
fluoreszcencia emissziojanak idobeli novekedésén keresztiil kovettilk nyomon. A kvantitativ
elemzés érdekében a polimerizacio/Osszeszerelddés sebességét (V) a pirén tranziens
kezdeti/linearis szakaszara illesztett egyenes meredeksége alapjan hataroztuk meg. Az
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egyszeriibb 6sszehasonlithatosag érdekében bizonyos vizsgalatok soran a relativ polimerizacios
sebességet hataroztuk meg. Megjegyzendd, hogy a polimerizacié sebesség, mint bulk kinetikai
paraméter magaban foglalja a nukleacio és az elongacio hatékonysagat is.

Az aktin filamentumok szétszerelddésének kinetikai vizsgalata

A G-aktint (1 uM, 50% pirén jelolt) polimerizaltuk (1 mM MgCl,, 50 mM KClI) éjszakan at. A
filamentumokat F pufferben a szdges végek kritikus koncentracioja ala (20 nM-ra) higitottuk.
A filamentumok szétszerelodés kinetikajat a pirén fluoreszcencia emisszidjanak idébeli
csokkenésén keresztiil kovettilk nyomon. A relativ fluoreszcencia emissziot a gorbék 1-re
normalasaval szarmaztattuk (a t=0s id6pillanatban mért emisszio értékével). A
depolimerizacio/szétszerelddés sebességét (V) a pirén tranziens kezdeti, linearis szakaszara
illesztett egyenes meredeksége alapjan hatdroztuk meg. Az egyszeriibb Gsszehasonlithatdsag
érdekében a vizsgalatok soran a relativ polimerizacios sebességet hataroztuk meg, mint az
aktinkoto fehérje jelenlétében és hidnyaban mért sebesség hanyadosa.

Fénymikroszkopiai vizsgalatok
Biomimetikus modellrendszerekke! tortent vizsgalatok

A biomimetikus modellrendszer alkalmazasan alapuld kisérletekben karboxilalt polisztirén
mikrogyongyok (@ 2 um, 2.5% wi/v, Polysciences) felszinét funkcionalizaltam az Arp2/3
komplex aktivatoraval (N-WASP), illetve forminokkal (mDial, DAAM) Xb pufferben
(10 mM HEPES, pH7.8, 100 mM KCI, 1 mM MgClz, 0.1 mM CaClz, 1 mM ATP) 1 h-n at
4°C-on. A szabad gyongyfelszint blokkoltam (100 mg/ml marha szérum albumin (bovine serum
albumin (BSA)) Xb pufferben oldva, 15 min, 4°C). A gyongyoket a nem kotott fehérjétol
centrifugalassal valasztottam el (Beckman Microfuge 22R, 21920 g, 4°C, 5min). A
funkcionalizalt mikrogyongyodket 1 mg/ml BSA-t tartalmazé Xb pufferben taroltam jégen. A
minta F-aktint (7 uM, 10% TAMRA jelolt), kiilonb6z6 aktinkotd fehérjéket (ADF/cofilin,
profilin, gelsolin, Arp2/3 komplex, tropomiozin) tartalmazott Xb™ pufferben (Xb puffer +
5mg/ml BSA, 0.2% metilcelluloz (w/v) (M-0512, Sigma-Aldrich), 6.6 mM DTT,
0.15 mM 1,4-diazabiciklo-[2,2,2]oktan (DABCO), 2 mM ATP, 4 mM MgCl,). A gydngyok
mennyisége a mintaban 0.01% (v/v) volt. A gyongyok és az altaluk 1étrehozott aktin halozat
sajatsagait (gyongymozgas sebessége, aktin halozat szerkezete €s molekularis Gsszetétele)
fazis-kontraszt és epifluoreszcens képalkotéssal vizsgéltam (Olympus AX70, 20x NAO.5, 60x
NA1.45, Orcall ERG Hamamatsu CCD kamera). A gyongyok nyomonkovetését és a
sebességlik meghatarozasat a Metamorph 6.0 (Universal Imaging) program Object Tracking
funkcidjaval végeztem. A gyongymozgds sebességének az atlaga 8-30 véletlenszeriien
véalasztott gyongy sebességébdl keriilt kiszamitdsra. Az aktin halézat molekularis
Osszetételének meghatarozasara fluoreszcensen jelolt fehérjék (Alexa488NHS-aktin, TAMRA-
aktin, Alexad88M-Arp2/3 komplex, Alexa568M-skTpm) fluoreszcencia emisszidjat
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hatdroztam meg az aktin haloézat hosszanti tengelye mentén a Fijil® Linescan plugin
segitségével.

Teljes belso visszaverodésen alapulo fluoreszcencia mikroszkopiai (TIRFM) vizsgalatok

Az aktin filamentumok szervez6dési folyamatait (de novo nukleacio és szekvencialis alegység
beépiilés (elongacid), szétszerelddés, vég-vég kapcsolodas (annealing)) valos idében egyedi
aktin filamentumok vizualizaciojaval TIRF mikroszkopia modszerével vizsgaltuk (54-57. dbra)
[220, 221]. A TIRFM Kkisérletekben ~ 50 pl térfogatu aramlasi celladk (18 x 18 mm és
24 x 60 mm; N#1.5) tivegfelszinét egyszeres térfogatnyi N-etilmaleimid (NEM) miozin I1-vel
inkubaltuk, majd kétszeres térfogatnyi miozin pufferrel (F puffer + 0.5 M KCI) és kétszeres
térfogatnyi 0.1% (w/v) BSA-val (F pufferben oldva) mostuk. Végezetiil kétszeres térfogatnyi
TIRFM pufferrel (F puffer + 0.5% metilcelluloz, 10% BSA, 1 mM 1,4-diazabiciklo-
[2,2,2]oktdan (DABCO), 100 mM DTT) ekvilibraltuk. A képalkotashoz 1ézer alapi TIRFM
rendszerrel felszerelt invertalt mikroszkdpot hasznaltunk (Olympus IX81, ApoTIRFM 60x
NA1.45, Hamamatsu CCD kamera, A =491 nm, A =568 nm). A képeket és time-lapse
felvételeket a Fiji programmal értékeltiik ki.

WF TIRFM

A filamentumok Osszeszerelddésének (nukleacid/elongacid) vizsgalatdra iranyulo
kisérleteinkben G-aktin ([Ao] =0.5uM vagy [Ao] =1.2 uM, 10% Alexa488NHS jelolt)
polimerizacidjanak kinetikajat kovettik nyomon time-lapse felvételeken (55. dbra). A
nukledcios aktivitds kvantitativ leirdsdra a filamentumok szdmat hataroztuk meg a

crer

crcr

sebességét (v, 12. egyenlet), feltételezve, hogy 1 um filamentum 370 alegységet tartalmaz [45,
222]:

v= o=y (] — ee(+)) (12)

10 http://fiji.sc/Fiji
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12. egyenlet

Al: a filamentum hossznévekedése At id6 alatt

K+: a monomerek filamentumba épiilését jellemz6 asszociacios sebességi allando a szoges végen
Cc(+): a szoges vég kritikus koncentracioja

[Ad]: a G-aktin koncentracioja

Profilin jelenlétében a filamentumok szoges vég novekedését két eltérd spektralis tulajdonsagu
fluoroforral jelolt aktin alkalmazasaval vizsgaltuk (dual color kisérletek) [142, 194]. G-aktint
(0.5 uM, 10% AlexaS68NHS jelolt) polimerizaltuk az aramlasi cellaban 10 percig. A
nempolimerizalt aktint 1 térfogatnyi TIRFM pufferrel kimostuk, majd G-aktin
(ce(+) <[A0] = 0.3 uM < ce(-), 10% Alexa488NHS jelolt), profilin (0.72 uM, 2 uM) és a
vizsgalt aktinkotd fehérje keverékét aramoltattuk a celldba. Az aktin filamentumok
elongacidjanak sebességét a fentiekben leirtak alapjan hataroztuk meg.

polimerizacio
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55. abra: Egyedi aktin filamentumok 6sszeszerelodésének (polimerizicio) idébeli nyomon kovetése.

de novo nukledcio: A nukleacid kvantitativ vizsgalata a filamentumszam meghatarozésa alapjan.

elongdcio: Az elongacio6 kvantitativ vizsgélata a filamentumhossz meghatarozésa alapjan (kimograf elemzés, piros
haromszoggel jelolt filamentum).

dual color TIRFM - szoges vég elongdcié: Az elongacio kvantitativ vizsgalata a dual color kisérletekben a

filamentumhossz meghatarozasa alapjan (kimograf elemzés, fehér haromszoggel jelolt filamentum). Idé = min : s.
Az aktin filamentumok szétszerelddésének vizsgalata

A filamentumok szétszerel6désének nyomon kovetésére az egyedi polimerek szintjén egy
TIRFM alapt modszert dolgoztunk ki (56. abra) [194]. G-aktint (0.5 uM, 10% Alexa488NHS
jelolt) polimerizaltuk az aramlasi cellaban (~ 35 min). A nempolimerizalt aktint 1 térfogatnyi
TIRFM pufterrel torténé mosassal tavolitottuk el, majd TIRFM puffer és a vizsgalt aktinkotd
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fehérje (GSN, Fli-I) keverékét aramoltattuk a cellaba. A depolimerizacié mértékének
kvantitativ leirdsara a filamentumok altal lefedett teriiletet hatdroztuk meg a depolimerizacio
elinditdsat kovetden 5 perccel egy 66 x 66 um?-es régioban sajat készitésii Fiji plugin-nel.

szétszerel6dés

4 10 pm

56. abra: Egyedi aktin filamentumok szétszerelédésének (depolimerizacio) idébeli nyomon kivetése.
A kvantitativ elemzéshez a filamentumok altal lefedett teriilet keriilt meghatarozasa a képelemzés soran.
Id6 = min : s.

Az aktin filamentumok vég-vég kapcsoldodasanak vizsgalata - annealing kisérletek

A filamentumok vég-vég kapcsolodasanak vizsgalatara (57. dbra) Alexad88NHS-, illetve
Alexa568NHS-G-aktinbol polimerizalt filamentumokat (1 uM, 10% AlexaNHS jelolt)
stabilizaltunk falloidinnel (1:1 molaris arany) éjszakén at. Ezt kdvetden az eltérd spektralis
tulajdonsagu fluorofdrral jelolt filamentumokat dsszekevertiik, fragmentéltuk (10 x, 26G x 2~
injekcios tit), majd TIRFM pufferrel higitottuk. Poly-L-lizinnel (0.01% oldat) kezelt targy-, és
fedélemezbdl késziilt cellat hasznaltunk. A vég-vég kapcsolodds mértékének kvantitativ
leirasara a filamentumok hosszat hataroztuk meg a fragmentaciot kovetéen (0 és 60 min) egy
66 x 66 pm?2-es régidban a Fiji Measure plugin segitségével.

dual color TIRFM - annealing

t=0min t =60 min

57. abra: Egyedi aktin filamentumok vég-vég kapcsolédasanak (annealing) vizsgalata dual color TIRFM
kisérletekben.

Szedimentacion alapul6 vizsgalatok

A DAAM egyidejii F-aktin és mikrotubulus kdlcsonhatasanak (keresztkoto/citolinker aktivitas)
vizsgalatara egy szedimentacios protokollt dolgoztam ki (58. dbra). Falloidin-stabilizalt F-aktin
(2 uM) és/vagy taxol-stabilizalt mikrotubulusok (2 pM) elegyét DAAM konstruktokkal (9 uM)
inkubaltam Britton-Robinson pufferben (BRB-K 80 mM PIPES, pH7.0, 2 mM MgClz, 0.5 mM
EGTA, 50 mM KCI, 40 min, szobah¢). A mintakat egy 30%-0S szachar6z gradiensre rétegezve
centrifugaltam (Eppendorf Centrifuge 5415 R, 4000 g, 10 min, 25°C). Az egyedi polimerek és
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az F-aktin kotegek a feliiliszoban maradnak, mig a nagyobb polimer komplexek (mikrotubulus
koteg, F-aktin:mikrotubulus kopolimer) lilepednek és a pelletben jelennek meg. A kvantitativ
elemzés érdekében a pellet €s a feliiluszo fehérjetartalmat SDS-PAGE modszerrel vizsgaltam.
Kontroll kisérletekben a mintakat nagy fordulatszamon centrifugalva (Beckman Optima MAX-
XP, 100 000 g, 20 min, 25°C) az F-aktin és a mikrotubulusok is megjelentek a pelletben, ami
alatdmasztja, hogy a kisérleti elrendezés altal biztositott a polimer format tdmogatd koriilmény.

{ FELULOSZO (SN)
i F-aktin/MT egyedi polimer
H F-aktinkoteg |

i 30% szacharéz gradiens

ol0DIUBWIPEZS

CPEnET ()

0062 ‘UIW 01 ‘B 000Y

MT kéteg |~
MT:F-aktin koteg |

58. abra: A szedimentacios kisérlet elvének sematikus vazlata.
Fehérjeszerkezeti, doménszerkezeti abrak

A fehérjeszerkezeti abrakat a PyMol 2.5.2 (Schrodinger) programmal® készitettem a Protein
Data Bank-ban (PDB) elérheté adatok alapjan (/7. tablazat). A doménszerkezeti abrakat az
Illustrator for BioSequence (IBS) programmal késztettem [223].

fehérjelkomplex PDB azonosito hivatkozas
DNaz I:G-aktin komplex 1ATN [32]
Tpm:F-aktin komplex 3J8A [45]
mDial armadillo repeat régio, dimerizaciés domén:DAD komplex 2BAP [156]
DNaz I.G-aktin:WIP (WASP-interacting protein) WH2 komplex 2A41 [161]
Ciboulot 1SQK [207]
MIM (Missing in metastasis) 2D1K [208]
Spire 3MN7 [209]
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) 2A3Z [161]
WAVE (WASP-family verprolin-homologous protein) 2A40 [161]
profilin:G-aktin komplex 1HLU [163]
FMNL FH2:TMR G-aktin komplex 4EAH [165]
DAAM1 FH2 domén 276E [166]
inaktiv GSN GH16 domének 3FFN [178]
aktiv GSN GH13:G.aktin komplex 1RGI [180]
aktiv GSN GH46:G.aktin komplex 1H1V [181]

17. tablazat: A felhasznalt szerkezetek.

1 hitps://pymol.org/2/
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5. Szintézis - tézispontok, tudomanyos szempontbol uj eredmények

A fehérje:fehérje kdlesonhatasok szerkezeti aspektusainak és funkcionalis kovetkezményeinek
leirasa mentén a kutatasaink hozzajarultak az aktinkotd fehérjék szerepének pontosabb
megismerés¢hez a sejt motilis sajatsdgaiban alapvetd protriizios aktin haloézatok szervezddési

folyamataiban, illetve a novekedési kup aktin és mikrotubulus sejtvazanak funkcionalis
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1.

2.

3.

crer

Azonositasra keriiltek a protruzios aktin halozatok 1étrehozdsaban alapvetd

fehérje:fehérje kdlcsonhatasok és rekonstrudltuk a vonatkozo fehérjerendszereket.

= Az eltéré szerkezeti és dinamikai sajatsdgokkal rendelkez6 kompartmentek, a
lamellipodium és lamella egy aktin halézatbol, a rendszer onszervezddése révén
alakulhat ki. Ebben meghatarozdak a tropomiozin fehérjecsalad izoforma specifikus
kolesonhatésai.

= A DAAM formin homologia domének, az aktin és a profilin tripartit kolcsonhatasa
meghatarozo6 a filopodiumszerti aktin halozat 1étrehozéasaban.

A DAAM C-terminalisa (DAD-CT) az aktinnal kialakitott direkt kdlcsonhatasaval a
formin homologia domének aktivitasainak pozitiv szabalyozoja, valamint citolinker
funkciot tolt be az aktin és a mikrotubulus sejtvaz miikodésének 6sszehangolasaban.

A Flightless-1 nagy affinitast filamentumvég kotése révén az aktin sejtvazdinamika
negativ szabalyozo6ja. Ugyanakkor a DAAM C-termindlisaval (DAD-CT) kialakitott
direkt kdlcsonhatésa a sejtvaz DAAM kozvetitett szabalyozasaban is szerepet jatszhat.

Kiépitésre keriilt egy kétcsatornas teljes belsoé visszaverddésen alapuld fluoreszcencia
mikroszkopiai rendszer. Illetve kidolgozéasra Kkeriilt tobb mas, fluoreszcencia
spektroszkopian és szedimentacion alapuldé modszertani fejlesztés is az aktin és az
aktin:mikrotubulus polimer rendszerek vizsgalatara.
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Telek Elek, Kengyel Andras, Bugyi Beata &

Myosin XVI in the nervous system.

CELLS 9 : 8 Paper: 1903, 15 p. (2020)

IF: 6.6 Folyéiratcikk (Osszefoglalé cikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 4 Figgs idéz6: 1 Osszesen: 5

Horvath-Szalai Zoltan, Kustan Péter, Szirmay Balazs, Lakatos Agnes, Christensen Per Hjort, Huber Tamas, Bugyi

Beata, Miihl Diana, Ludany Andrea, Miseta Attila, Kovacs L. Gabor, K&szegi Tamas &

Predictive value of serum gelsolin and Ge globulin in sepsis - a pilot study.

CLINICAL CHEMISTRY AND LABORATORY MEDICINE 56 : 8 pp. 1373-1382., 10 p. (2018)
IF: 3.638 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 9 Fiiggs idézé: 3 Osszesen: 12

Horvath-Szalai Zoltan, Kustan Péter, Szirmay Balazs, Lakatos Agnes, Christensen Per Hjort, Huber Tamas, Bugyi

Beata, Miihl Diana, Ludany Andrea, Miseta Attila, Kovacs L. Gabor, K&szegi Tamas &

Validation of an automated immune turbidimetric assay for serum gelsolin and its possible clinical utility in sepsis.
JOURNAL OF CLINICAL LABORATORY ANALYSIS 32 : 3 Paper: €22321, 7 p. (2018)

IF: 1.728 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 6 Fiiggs idézé: 3 Osszesen: 9

Kis-Bicskei Nikolett, Bécsi Balint, Erdédi Ferenc, Robinson C. Robert, Bugyi Beata, Huber Tamas, Nyitrai Miklos,

Talian Gabor Csaba &

Tropomyosins regulate the severing activity of gelsolin in isoform-dependent and independent manners.
BIOPHYSICAL JOURNAL 114 : 4 pp. 777-787., 11 p. (2018)

IF: 3.665 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 5 Fiiggs idéz6: 2 Osszesen: 7

Szatmari David, Xue Bo, Kannan Balakrishnan, Burtnick D. Leslie, Bugyi Beata, Nyitrai Miklés, Robert C.

Robinson &

ATP competes with PIP2 for binding to gelsolin.
PLOS ONE 13 : 8 Paper: ¢0201826 , 17 p. (2018)
IF: 2.776 Folybiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos
Fuggetlen idéz6: 10 Fugeé idézé: 4 Osszesen: 14

Horvath-Szalai Zoltin, Kustan Péter, Mihl Didna, Ludany Andrea, Bugyi Beata, K&szegi Tamas &
Antagonistic sepsis matkers: serum gelsolin and actin/gelsolin ratio.

CLINICAL BIOCHEMISTRY 50 : 3 pp. 127-133., 7 p. (2017)

IF: 2.584 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 14 Fiiggs idéz6: 8 Osszesen: 22

Szatmari David, Bugyi Beata, Ujfalusi Zoltan, Grama Laszl6, Dudas Réka, Nyitrai Miklés &
Cardiac leiomodin2 binds to the sides of actin filaments and regulates the ATPase activity of myosin.
PLOS ONE 12 : 10 Paper: e0186288 , 21 p. (2017)

IF: 2.766 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 11 Fiiggs idéz6: 3 Osszesen: 14

Hild Géabor, Kalmar Lajos, Kardos Roland, Nyitrai Mikl6s, Bugyi Beata £4

The other side of the coin: Functional and structural versatility of ADF/cofilins.
EUROPEAN JOURNAL OF CELL BIOLOGY 93 : 5-6 pp. 238-251. , 14 p. (2014)
IF: 3.825 Folyoiratcikk (Osszefoglalé cikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 37 Fliggs idéz6: 1 Osszesen: 38

Molnar Imre, Migh Ede, Szikora Szilard, Kalmar Tibor, Végh G. Attila, Deak Ferenc, Bark6 Szilvia, Bugyi Beata,
Orfanos Zacharias, Kovécs Janos, Juhasz Gabor, Varé Gyorgy, Nyitrai Miklos, Sparrow John, Mihély J6zsef &
DAAM is required for thin filament formation and sarcomerogenesis during muscle development in Drosophila.
PLOS GENETICS 10 : 2 Paper: ¢1004166 , 15 p. (2014)

IF: 7.528 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 22 Fiiggs idéz6: 12 Osszesen: 34
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Bugyi Beata, Hild Gabor, Lukacs Andras, Nyitrai Mikl6s
Mér6szalaggal a fehérjék vilagaban.

MAGYAR TUDOMANY 173 : 9 pp. 1072-1080. , 9 p. (2012)
Folyoiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Uijfalusi Zoltan, Kovacs Mihaly, Nagy Nikolett, Barké Szilvia, Hild Gabor, Lukacs Andras, Nyitrai Miklos, Bugyi
Beata &

Myosin and tropomyosin stabilize the conformation of formin-nucleated actin filaments.

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 287 : 38 pp. 31894-31904. , 11 p. (2012)

IF: 4.651 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 17 Fiiggd idéz6: 2 Osszesen: 19

Vig Andrea Teréz, Ohmacht Roébert, Jambor Eva, Bugyi Beata, Nyitrai Miklés, Hild Gabor &
The effect of toxins on inorganic phosphate release during actin polymetization.

EUROPEAN BIOPHYSICS JOURNAL 40 : 5 pp. 619-626. , 8 p. (2011)

IF: 2.139 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 7 Fiiggs idézé: 1 Osszesen: 8

Bosch Montserrat, Le Kim Ho, Bugyi Beata, Correia J. John, Renault Louis, Carlier Marie-France &
Analysis of the function of Spire in actin assembly and its synergy with formin and profilin.
MOLECULAR CELL 28 : 4 pp. 555-568. , 14 p. (2007)

IF: 13.156 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 61 Fiiggs idézé: 29 Osszesen: 90

A PhD fokozat megszerzése elotti kozlemények - tudomanyos folyoéiratcikk

Bugyi Beata, Papp Gabor, Hild Gabor, Lérinczy Dénes, Nevalainen M. Elisa, Lappalainen Pekka, Somogyi Béla,
Nyitrai Miklés &

Formins regulate actin filament flexibility through long range allosteric interactions.

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 281 : 16 pp. 10727-10736. , 10 p. (20006)

IF: 5.808 Folydiratcikk (Szakcikk ) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 43 Figgs idéz6: 15 Osszesen: 58

Halasi Szulamit, Papp Gabor, Bugyi Beata, Barké Szilvia, Orban Jézsef, Ujfalusi Zoltan, Visegrady Balazs &
The effect of pyrene labelling on the thermal stability of actin filaments.

THERMOCHIMICA ACTA 445 : 2 pp. 185-189., 5 p. (20006)

IF: 1.417 Folyoiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 2 Fiiggs idézé: 1 Osszesen: 3

#Papp Gébor, #Bugyi Beata, Ujfalusi Zoltin, Barké Szilvia, Hild Gébor, Somogyi Béla, Nyitrai Miklés &2
Conformational changes in actin filaments induced by formin binding to the barbed end.

BIOPHYSICAL JOURNAL 91 : 7 pp. 2564-2572.., 9 p. (20006)

IF: 4.757 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 44 Fiiggs idéz6: 9 Osszesen: 53

# megosztott elsé szerz6s kdzlemény

Bugyi Beata, Papp Gdbor, Halasi Szulamit, Visegrady Balazs &

The effect of toxins on the thermal stability of actin filaments by differential scanning calorimetry.
JOURNAL OF THERMAL ANALYSIS AND CALORIMETRY 82 : 1 pp. 275-279., 5 p. (2005)
IF: 1.425 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 6 Osszesen: 6

Orban Jézsef, Halasi Szulamit, Papp Gébor, Barké Szilvia, Bugyi Beata &

Thermodynamic characterization of different actin isoforms.

JOURNAL OF THERMAL ANALYSIS AND CALORIMETRY 82 : 1 pp. 287-290. , 4 p. (2005)
IF: 1.425 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 1 Fiiggs idézé: 4 Osszesen: 5
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Papp Gébor, Bugyi Beata, Ujfalusi Zoltan, Halasi Szulamit, Orban J6zsef &

The effect of pH on the thermal stability of a-actin isoforms.

JOURNAL OF THERMAL ANALYSIS AND CALORIMETRY 82 : 1 pp. 281-285., 5 p. (2005)
IF: 1.425 Folyéiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 4 Figgs idéz6: 4 Osszesen: 8

Shimada Atsushi, Nyitrai Miklés, Vetter R. Ingrid, Kihlmann Dorothee, Bugyi Beata, Narumiya Shuh, Geeves A.

Michael, Wittinghofer Alfred &

The core FH2 domain of diaphanous-related formins is an elongated actin binding protein that inhibits polymerization.
MOLECULAR CELL 13 : 4 pp. 511-522. , 12 p. (2004)

IF: 16.811 Folydiratcikk (Szakcikk) Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 107 Fiiggs idézé: 20 Osszesen: 127
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7. Koszonetnyilvanitas

Olvasd fol — parancsolta a Kiraly a fehér Nyuszinak.

A fehér Nyuszi feltette papaszemét.

— Hol kezdjem felség? — kérdezte.

— Kezdd a kezdetén — mondta a Kirdly -, és leghelyesebb, ha a végen végzed.

Lewis Carroll: Alice Csodaorszagban

Palyafutasom soran lehetéségem nyilt kivalé mentorokkal, kutatokkal és kollégakkal egyiitt
dolgozni, tudomanyos és barati kapcsolatokat kialakitani.

A tudomanyos palya iranti elkotelez6désem alapjait a komloi Nagy Laszl6 Gimnazium kivalo
matematika szakos tanaranak Marosi Gézdnénak, Irma néninek koszonhetem. Specialis
pedagbdgiai moddszerei révén megszerettem a matematikai gondolkodasmoédot és a
problémamegoldas kihivasait. Kiscsoportos 6rdin minden didknak jutott egy tabla, ahol a
feladatok megoldasan dolgozott. Irma néni a katedrardl igy jol nyomon kovethette a munkat. A
helyes megoldas megtalalasanak altalaban nem dicsérd szavak, hanem egy ujabb feladat volt a
jutalma ,.Kérek egy mdsik megoldadsi elvet bemutatni!” felszolitassal. Igazi élmény volt
szamunkra, ha négy-6t kiilonb6z6 megoldési stratégiat talaltunk egy feladatra.

A gimnaziumi matematika orak és élmények meghatarozoak voltak abban, hogy a matematika-
fizika szakos tanari képzés mellett dontottem, amit a szegedi Jozsef Attila Tudomanyegyetemen
kezdtem, majd a Pécsi Tudomanyegyetem Természettudomanyi Karan fejeztem be. A
kutatomunkéaba diplomamunka konzulensem Erostyik Janos (PTE TTK Kisérleti Fizika
Tansz€ék) mentoralasaval kapcsolodtam be. Témavezetésével elsajatithattam a fluoreszcencia
spektroszkopia alapjait, amit biztonsagtechnikaban hasznalt vegyiiletek vizsgalataban
alkalmaztam. Halaval tartozom Janosnak a tdmogatasaért és az utam egyengetéséért. Orém
szamomra, hogy a mai napig van lehetdségiink az egytittmiikodésre.

Az egyetemi évek alatt fogalmazodott meg bennem, hogy milyen jo is volna a matematika és
fizika tudomanyét egy kis élettel megtolteni. fgy varakozassal 4lltam annak a feladatnak az
elébe, amit a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Biofizikai Intézetében
PhD témavezet6imtdl Somogyi Bélatol és Nyitrai Miklostol kaptam. A sejtvaz egyik alapvetd
alkotojaval az aktin fehérjével kezdtem foglalkozni. Mar ismert volt, hogy az Arp2/3 komplex
az aktin filamentumok de novo nukleacidjat katalizaldo faktorként mikodik. A
tudomanyteriiletet a formin fehérjecsalad, mint potencialis ij nukledcios faktor tartotta lazban.
A PhD munkam célja annak vizsgalata volt, hogy miként befolyasoljak a formin fehérjék
(pontosabban az mDial formin) az aktin filamentumok Osszeszerelddését, mely régioik
felelosek a nukleacids aktivitasért és milyen biomechanikai tulajdonsagokkal rendelkeznek a
forminok altal 1étrehozott aktin filamentumok. Az eredményeink meghatarozo jelentséggel
birtak a forminok nukleaciés mechanizmusanak pontosabb megértésben [131]. Ugyanakkor
egy 1j, a filamentumok konformacios sajatsagain alapul szabalyoz6 elvet is felvetettek az aktin

crer
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hogy témavezetésiikkel volt lehetdségem elmélyedni a fluoreszcencia spektroszkopia, illetve a
fehérje biofizika és biokémia modszertanaban. A Bélanak hala azdta is figyelemmel vagyok a
parallaxis hibara minden egyes pufferkészités soran.

A palyafutdsom meghatarozo idészakanak tartom a Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS) Parizs mellett talalhatd Gif-sur-Yvetti-i Laboratoire d’Enzymologie et
Biochemie Structurales (LEBS) intézetében toltott idészakot. Posztdoktori munkamat a Marie-
France Carlier altal vezetett, az aktinkutatas vilagszinten is kiemelkedé laboratoriumaban
végeztem. Itt sajatithattam el a teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia
mikroszképia technikdjat és a komplex fehérjerendszerek milkddését rekonstruald
biomimetikus modszertant, valamint az aktin vizsgalatara alkalmazott modszerek fortélyait [10,
90, 220, 221]. A posztdoktori kutatdmunkam legfontosabb eredményének a protrizids aktin
halézatok (a lamellipodium ¢és a lamella, valamint a filopodidlis nyulvanyok) létrehozasadban
alapvetd kolcsonhatasok és a vonatkozo fehérjerendszereket rekonstrudld biomimetikus
modellek kidolgozasat tartom [110, 142]. Marie-France, je vous remercie pour toutes les
nouances de la biochemie de | 'actine.

Marie-France a Spire fehérje nukledciés mechanizmusdt magyardzza.
Pot chez Marie-France, Gif-sur-Yvette, Franciaorszag, 2006.

A hazatérésemet kovetéen 2010 ota vezetem az Aktin dinamika kutatocsoport. A csoport 2023-
ig a PTE AOK Biofizikai Intézetében tevékenykedett, jelenleg pedig a PTE AOK Orvosi
Biologiai Intézet kutatasi portfolidjanak meghatarozo csoportja. Az aktinkutatas in vitro
modszertandnak bdvitése érdekében infrastrukturalis fejlesztéseket hajtottunk végre. A PTE
AOK miiszerparkja béviilhetett egy kétcsatornds teljes belsé visszaverédésen alapuld
fluoreszcencia mikroszképiai rendszerrel a Baross Gébor Program keretében. Illetve
kidolgozasra keriilt tobb mas, fluoreszcencia spektroszkopian és szedimentacion alapuld
modszertani fejlesztés is az aktin és aktin:mikrotubulus polimer rendszerek in vitro
vizsgalatara.

Az értekezésben bemutatott eredmények nem johettek volna Iétre a kutatocsoportom tagjainak
munkaja nélkiil, koszonettel tartozom nekik: Vig Andrea, Toth Monika, Pintér Réka, Gaszler
Péter és Rauan Sakenov. Andi, Moéni és Réka témavezetésemmel szereztek PhD fokozatot,
Péter és Rauan jelenleg PhD hallgatoként tevékenykedik.
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Az Aktin dinamika kutatocsoport: Rauan, Réka, Bea, Moni, Andi, Péter.
Pécsi Tudomanyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, 2023.

Munkank soran tobb hazai ¢s nemzetkozi kutatocsoporttal mikoddtiink/mitkddiink egyiitt. A
legmeghatarozobb és a legrégebbre visszanyuldo a Mihdly Jozsef kutatdcsoportjaval, az
aktinkutatas meghatarozo hazai tudomanyos mihelyével (HUN-REN SZBK Genetikai Intézet)
valé munka. K6szonom Jozsiéknak a mindig inspiralo k6zos munkat, ami jo néhany projekt és
publikacio alapjat jelentette és jelenti [99, 135, 142, 171, 172, 194, 224].

Kiilonleges koszonetet illeti csaladomat, Sziileimet Abel Terézt és Bugyi Sandort, testvéremet
Bugyi Zsoltot és férjemet Tegzes Zoltant 6nzetlen timogatasukért és odaadasukért, végtelen
tirelmiikért és kifogyhatatlan szeretetiikért. Koszondm, hogy elviselték és elviselik a kutatoi
¢letpalya sz€lsdségeit. A munkamat nekik ajanlom.

Alice nevetett.

— Nincs értelme — mondta -, a lehetetlent nem hiheti el az ember!

— Szerintem nincs elég gyakorlatod — mondta a Kirdlyné. — En a te korodban naponta fél érdt csak ezt
gyakoroltam. Volt ugy, hogy mar reggeli elott hat lehetetlen dolgot elhittem.

Lewis Carroll: Alice Tiikororszagban
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8. Fiiggelék

Kiegészitd abrak és tablazatok

human aktin izoformak kozott eltérd aminosav

€lesztd és humén aktin izoformék kozott eltérd

P68133| ACTS_HUMAN
P68032 | ACTC_HUMAN
P63267 | ACTH_HUMAN
P62736 | ACTA_HUMAN
P60709 | ACTB_HUMAN
P63261 | ACTG_HUMAN
P68135|ACTS_RABIT
P60010|ACT_YEAST

P68133 | ACTS_HUMAN
P68032 | ACTC_HUMAN
P63267 | ACTH_HUMAN
P62736 | ACTA_HUMAN
P60709 | ACTB_HUMAN
P63261|ACTG_HUMAN
P68135|ACTS_RABIT
P60010|ACT_YEAST

P68133|ACTS_HUMAN
P68032|ACTC_HUMAN
P63267 | ACTH_HUMAN
P62736 | ACTA_HUMAN
P60709 |ACTB_HUMAN
P63261 | ACTG_HUMAN
P68135|ACTS_RABIT
P60010|ACT_YEAST

P68133|ACTS_HUMAN
P68032 | ACTC_HUMAN
P63267 | ACTH_HUMAN
P62736 | ACTA_HUMAN
P60709 | ACTB_HUMAN
P63261 | ACTG_HUMAN
P68135|ACTS_RABIT
P60010|ACT_YEAST

MCDEDETTALVCI AGFAGDDAPRAVFPSIV )KDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI ITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
MCDDEETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI ITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
MCEEET-TALVCDNGSGL@KAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI ITNWDDMEKIWHHEFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
MCEEEDSTALVCDNGSGL@KAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI ITNWDDMEK IWHHEFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
—-MDDDIMALVDNGSGMEKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGOKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPTEHGITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPYLLTEAPLNPKANREK
--MEEETJALVDNGSGMEKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKY PTEHGITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPYLLTEAPLNPKANREK
MCDEDETTALVCI KAGFAGDDAPRAVFPSIV )KDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI ITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREK
——MDSEVAALVIDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGEMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLEYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPMNPKENREK

Sk kkokkk s ko kK ko ok ko ko ko ko 3 ok kK kK ko ko Kk ko ko 3 ok kK s K R Rk ko ks ko ko Rk Kk K kR ks ks ko ko

MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKI LTERGY SFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKILTERGY SFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDY LMKILTERGY SFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKILTERGY SFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
MTQIMFETFN@PAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVDSGDGVTHEVPIYEGYALPHAT LRLDLAGRDLTDY LMKILTERGY SFiTTAERETVRDIKEKLCYVALDFE@EMATAASSSSLEK
MTQIMFETFN@PAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVIEDSGDGVTHMVPIYEGYALPHAI LRLDLAGRDLTDY LMKI LTERGY SFTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFE@EMATAASSSSLEK
MTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEK
MTQIMFETFNVPARYVEIOAVLSLYESGRTTGIVLDSGDGVTHEVPI YAGEELPHA I@REDLAGRDLTDY LMK I LBERGY SFETTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQEMETAARS SSHEK

Kok ko k ok ko ks ko s kK Kk Kk Kk s kKR Kk ok ok s kA kkk kA k KKk ks os kAR sk s kA kA kkk kA kA KA KK 2 KK RK KA Kk kk ok Ak Ak ok k kA kAR K KRR Kk Kk K kk ok ks kk

SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFI THETTYNS IMKCDIDIRKDLY;
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANN
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANN
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANN
SYELPDGQVITIGNERFRCPERLFQPSFLGMES@GIHETTINS IMKCDlDIRKDLYA! SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWI]|
SYELPDGQVITIGNERFRCPELFQPSFLGMES§GIHETTINS IMKCDDIRKDL Y ANWVMSGGTTMY PGIADRMOKE I TALAPSTMKIKI IAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMAT]
SYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSFIGMESAGIHETTYNS IMKCDIDIRKDLYANNVMSGGTTMY PGTADRMOKEI TALAPSTMKIKI TAPPERKY SVWIGGSILASLSTFQOMWIT
SYELPDGQVITIGNERFREPEALFIPSHLCAESAGIEETTYNS IMKCDVDRKEL YENEVMS GG TTMEPG I ABRMOKE I TALAPSEMKK I IAPPERKY SVWIGGS I LASLETFOOMWIS

Kok ko ko ko ko ko kA k Kk s kK s Kk ks kk | Ak sk ks Ak KRRk s ke kK s kk ok ks Ak ko ks Ak ks Rk Kk Kk Kk Kk ks Kok s ko ko ko ko ko ko Kk Kk K R K s kK ks

’MSGGTTMYPGIADRMOKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQOMWIT
SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWI]|
SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWI]|
SGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWI]|

KQEYDEAGPSIVHRKCF
KQEYDEAGPSIVHRKCF
KPEYDEAGPSIVHRKCFEF
KQEYDEAGPSIVHRKCFEF
KQEYDEBGPSIVHRKCFE
KQEYDEEGPSIVHRKCFEF
KQEYDEAGPSIVHRKCF
KQEYDESGPSIVHHKCF

Kok KRk kK Kk ks kK

P68133|ACTS_HUMAN Actin, alpha skeletal muscle
P68032 |ACTC_HUMAN Actin, alpha cardiac muscle
P63267 |ACTH_HUMAN Actin, gamma-enteric smooth muscle
P62736|ACTA_HUMAN Actin, aortic smooth muscle
P60709|ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1
P63261|ACTG_HUMAN Actin, cytoplasmic 2
P68135|ACTS_RABIT Actin, alpha skeletal muscle
P60010|ACT YEAST Actin OS=Saccharomyces cerevisiae

F1. abra: Az aktin izoformak osszehasonlito szekvenciaelemzése.
Az elemzést a ClustalX programmal készitettem.

Uniprot

azonosito

aktin izoforma

P68133
P68032
P63267
P62736
P60709
P63261
P68135
P60010
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human Actin, alpha skeletal muscle

human Actin, alpha cardiac muscle

human Actin, gamma-enteric smooth muscle
human Actin, aortic smooth muscle

human Actin, cytoplasmic 1

human Actin, cytoplasmic 2

rabbit Actin, alpha skeletal muscle
Saccharomyces cerevisiae Actin



Roviditések és jelolések jegyzéke

rovidités elnevezeés (angollmagyar)
Jelolés zes (angolimagy
ADF actin depolymerizing factor
aktin depolimerizalo faktor
Alexa Fluor™ Cs 488 maleimide
Alexad88M .
exadss Alexa Fluor™ Cs 488 maleimid
Alexa Fluor™ Cs 568 maleimide
AlexaS6sM Alexa Fluor™ Cs 568 maleimid
Alexa Fluor™ 488 NHS ester (succinimidyl ester)
AlexadB8NHS A lexa Fluor™ 488 karboxilsav szukcinimidil észter
Alexa Fluor™ 568 NHS ester (succinimidyl ester)
Alexa568NHS Alexa Fluor™ 568 karboxilsav szukcinimidil észter
APC adenomateous polyposis coli
actin-related protein 2/3
Arp2/3
P aktinszer( fehérje 2/3
BME [3-mercaptoethanol
B-merkaptoetanol
BSA bovine se,rum albumlh
marha szérum albumin
BRB Britton-Robinson puffer
Cc kritikus koncentracié
Ce(+) a szoges vég kritikus koncentracioja
ce(-) a hegyes vég kritikus koncentracidja
CapG macrophage cappmg .protem
makrofag sapkafehérje
P capping pr(?teln
sapkafehérje
DAAM dishevelled-associated activator of morphogenesis
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
DABCO 1,4-diazabiciklo-[2,2,2]oktan
diaphanous autoregulatory domain
DAD . , ., .
diaphanous autoregulacios domén
diaphanous inhibitory domain
DID . R ,
diaphanous inhibiciés domén
Drf diaphanous-related formin
differential scanning calorimetry
DSC . i . .
differencialis pasztazo kalorimetria
EGTA ethyleneglycol-bis(B-aminoethyl)-N,N,N’,N'-tetraacetoxymethy| ester




electron microscopy data bank

EMD
EPR electron paramagnetic resonance
elektron paramagneses rezonancia
FA F-aktin
formin homology
FH . L.
formin homologia
FL fluoreszcensen jelolt
Fli-1 Flightless-1
FMN formin
GTPase-binding domain
G, GBD GTPaz-koté domén
gelsolin homologue
GH . ,
gelsolin homolog
GSN gelsolin
HMM hany meromyosm
nehéz meromiozin
1,5-IAEDANS, 5-((((2-iodoacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalene-1-sulfonic acid
IAEDANS ., . . Lo
jodacetaminoetil-1-naftilamin-5-szulfonsav
IBS Illustrator for BioSequence
Kb disszociacios egyensulyi allando
ko-1P ko-immunprecipitacio
krio-EM kriogén elektronmikroszkopia
. az S. cerevisiae ABP140 N-terminalisabol szarmaz6 17 aminosavas F-aktin-koté
lifeAct .
peptid [44]
LatA Latrunculin A
LRR Ieuc!ne-rlch rgpea’t -
leucingazdag ismétlodés
MIM missing in metastasis
MT mikrotubulus
NEM N-ethylma!elmlde
N-etilmaleimid
nm nem meghatarozott
nucleation promoting factor
NPF o aa
nukleaciot eldsegito faktor
N-WASP neuronal-Wiskott-Aldrich syndrome protein
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PDB protein data bank
PIP phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
? foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
., N-(1-pyrene)iodoacetamide
piren ST :
N-(1-pirén)-jédacetamid
SALS sarcomere lenght short
5(6)-TAMRA
TAMRA (5-(and-6)-carboxytetramethylrhodamine)
5(6)-karboxitetrametilrodamin
te. tetszéleges egység
TIPs microtubule plus-end tracking proteins
total internal reflection fluorescence microscopy
TIRFM . . 1z . . .
teljes bels visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia
Tpm tropomiozin
WASP Wiskott-Aldrich syndrome protein
WAVE Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP)-family verprolin homologous
WH?2 Wiskott-Aldrich syndrome homology domain 2
WIP WASP-interacting protein
C. elegans Caenorhabditis elegans
Dm
. Dr hil I
Drosophila osophila melanogaster
E. coli Escherichia coli
Hs Homo sapiens
Mm Mus musculus
Sc .
- Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae
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