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1. Irodalmi attekintés

1.1 Az aktin fehérje elofordulasa és szerepe

A mozgas képességét minden eukaridta szervezetben fehérjék biztositjak. A sejtszintli
mozgasokban meghataroz6 szerepet kapnak a filamentalis és a motor fehérjék, amelyek a
kiilonb6z6 mozgasok elemi 1épéseit 1étrehozzak (Pollard, 1990). A citoszkeleton 6sszehangolt
Vandekerckhove, 1992). Harom filamentalis rendszer épiti fel az eukaridta szervezetek
citoszkeletonjat: a mikrofilamentumok, az intermedier filamentumok és a mikrotubulusok.
Ezen fehérjék szerkezete képes alkalmazkodni az éppen sziikséges funkcid betoltéséhez és mas
fehérjékkel kolcsonhatva megfeleléen szabalyozott folyamatok résztvevéi (Kabsch és
Vandekerckhove, 1992).

Az eukariota citoszkeleton mikrofilamentum halézatanak {6 alkotéeleme az aktin.
Straub Ferenc Bruno fedezte fel az aktin fehérjét 1942-ben (Straub 1942). Straub a miozin ATP-
az aktivitasat serkentd aktint, egy miozin preparatum vizsgalata kozben fedezte fel. Az aktin
szdmos biologiai rendszer alkotoeleme és kiilonbozd biologiai folyamatban jatszik
meghatarozo6 szerepet (Kabsch és Vandekerckhove, 1992). Ilyen folyamatok k6zé soroljuk a
sejtmozgast vagy a sejtek alakjanak megvaltozasat. Szerepet jatszik még a sejten beliili
transzport folyamatokban, az endo- és exocitozisban, a sejtosztddasban is (Pollard és Cooper,
2009; Golitsina és mtsai., 1992). A sejtmagon beliil is megtalalhatjuk az aktint, itt a
transzkripcidban és jelatviteli folyamatokban van szerepe (Grzanka és mtsai., 2004; Castano és
mtsai., 2010;). a-izoformaja a harantcsikolt izomszovetben fordul elé6 a legnagyobb
mennyiségben. Az aktin a szarkomer vékony filamentum rendszerét alkotja, és a vastag
filamentumokat képezé miozinnal kozdsen a szarkomerek rovidiilését, ami az izom
0sszehuzodasat eredményezi (Huxley és Niedergerke, 1954; Huxley €s Hanson, 1954). Az elsd
rontgen-krisztallografias felvételeket az aktin szerkezetérdl 1990-ben kozolték Kabsch és
munkatarsai (Kabsch és mtsai., 1990).

Az aktin monomer egy 42,3 kDa molekulatomegli globularis fehérje, amely két
doménbol all (Levitsky és mtsai., 1998a). A két domén mindegyike két szubdoménbol épiil fel
(Wang ¢és mtsai.,, 2010). A kisebb aktindomén az 1. és II. szubdoménekbél, a nagyobb
aktindomén pedig a III. és IV. szubdoménekbdl all. A két f6 domén kozott helyezkedik el a
kation- és nukleotidkoto arok (1. abra), amelyben ATP vagy ADP és kétértéki kation kotédhet
az aktinhoz (Higashi és Oosawa, 1965; Kinosian és mtsai., 1991). Ez a kation fiziologias

koriilmények kozott Ca?* vagy Mg?* lehet (Kasai és mtsai., 1965).



1. abra A monomer aktin szalagdiagramja. Az ATP-t kt6 nukleotid-koté arok a molekula
kozepén lathato. (Kabsch és mtsai., 1990)

Az aktin monomer formajat G-aktinnak, a filamentalis formajat pedig F-aktinnak is
hivjadk. A G-aktin molekuldk jobbra csavarodo, dupla helikalis szerkezetli filamentumokat
képeznek a polimerizalodasuk utan (Levitsky és mtsai., 1998a). Kezdeti 1épésként a G-aktin
molekuldk egymadssal Osszekapcsolodnak, dimereket és trimereket képeznek. Ezzel a lasst
nukleécios fazissal kezdddik a filamentumok kialakulasa, ez hatdrozza meg a polimerizacid
sebességét is, mivel ez a kapcsolodas instabil (Kabsch és Vandekerckhove, 1992).

Az aktinnak létezik egy kritikus koncentracidja, e folott a polimerizacio spontan
lejatszodik. Ezt a kapcsolodo nukleotidok tipusa, a kotott kationok koncentracidja, valamint az
aktinkotd fehérjék jelenléte is befolyasolja (Chesarone és Goode, 2009).

A kovetkezd szakasz alatt tovabbi aktin monomerek kapcsolddnak a filamentumhoz,
igy a filamentum hossza tovabb ndvekszik. Ez az ugynevezett elongacio, amely mar egy
gyorsabb folyamat (Kabsch és Vandekerckhove, 1992). Az egymashoz ¢€piilé monomerek
orientacidja azonos, ezért a filamentum szerkezete polaris lesz (Kuhn és Pollard, 2005). A
polimerizacid utols6 fazisa az, amikor beall a dinamikus egyenstly (Frischknecht és Way,
2001). Az ekkor 1étrejovo tgynevezett taposomalom mechanizmus azt eredményezi, hogy a
filamentum hossza valtozatlan marad. Bar ilyenkor a filamentum mindkét végén lejatszodik a
,hegyes” végen a disszociacio folyamata dominal (Moore és mtsai., 1970), és a két hatas

egyensulyban van.



1.2 Nukleotid analégok

A G- ¢s az F-aktin kiilonboz6 szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagokat mutat, ha ATP,
ADP-P;, vagy ADP koétddik hozzajuk, vagy egyaltalan nem kotédik hozzajuk nukleotid. (Az
aktualisan kotott nukleotidtol fliggden a kdvetkezokben pl. az ATP-aktin, ADP-aktin és hasonlo
roviditéseket is hasznalni fogom.) Az aktin képes hidrolizalni az ATP-t. Az aktin alapa
mozgasokhoz ATP sziikséges. A globuléris aktin monomerek ATP-t kotnek és az ATP —
mikozben a G-aktin filamentalis aktinna polimerizalodik — ADP-vé és szervetlen foszfatta
hidrolizalodik (De La Cruz és Pollard, 1995).

T6bb tanulmany azt feltételezi, hogy a nukleotidkotd arok két allapotot vehet fel, nyitott
és zart allapotot (Hild és mtsai., 2010; Schuler, 2001). A két allapot k6zotti atmenetet az aktualis
puffer koriilmények, és az aktinhoz kapcsolodo ligandumok is szabalyozzak. A G-aktinban a
nukleotidcsere miatt bekovetkezd valtozasok is a két atmenet egyensulyanak az eltolodasdhoz
vezetnek (Dalhaimer és mitsai., 2008; Zheng és mtsai., 2007). Az eltér6 nukleotidot kotd
allapotok kiemelkedden fontosak a filamentdlis aktin strukturajanak kialakitdsdban, illetve
befolyasoljak a kialakult aktin filamentum fizikai tulajdonsagait is (Orlova és mtsai., 1995).
Abban az esetben, ha a polimerizacio kiindulasi allapotanak tekintett aktin monomerek ADP-t
kotnek, egy kevésbé merev F-aktin szerkezet jon 1étre, mint akkor, ha a monomerek eredetileg
aktin filamentum allapot alakul ki olyan esetekben, amikor a kotott nukleotid nem
hidrolizalhato ATP analog, vagy ADP-P; (Otterbein és mtsai., 2001).

A természetes bazisokkal, nukleotidokkal nagyfokli szerkezeti hasonldsdgot mutatd
vegyiiletek tartoznak a nukleotid analdgok csoportjaba. Jelentdségiik, hogy a hasonlosag miatt
— az €106 szervezetben, a sejtekben — részben helyettesithetik a természetes nukleotidokat. Ez
a helyettesités azonban nem tokéletes, emiatt gyakran gatoljak a nukleotid anyagcserét vagy a
polinukleotidok szintézisét.

Az AMP-PNP (adenilil-imidodifoszfat) egy nem-hidrolizalodé ATP analog (2. abra).
Az ATP nukleotid analdgjanak tekinthetd, amennyiben az AMP.PNP hasznalatakor az aktin

filamentum az ATP-aktin allapothoz tartozé szerkezeti tulajdonsagokat mutat.
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2. abra Az AMP-PNP

1.3 Aktinkotegel6 fehérjék

Az aktin-halozatokban egymast keresztez6 mikrofilamentumok szévevényét altalaban
nagyméretll, flexibilis keresztkoto fehérjék stabilizaljak. Ezek a fehérje polimerek oldalahoz
kotoédve eldsegitik azok magasabb rendii polimer haldzatokba, kotegekbe vald szervezddését.
A kotegekben parhuzamos szélak vannak keresztkotve a keresztkotd fehérjék altal. Szamos
aktin filamentumhoz k6t6d6 aktinkotegeld fehérje 1étezik, amelyek kozvetitenek kiilonbozo, a
sejtekben lejatszodd folyamatokban, mint a sejtmembran kitiiremkedések képzése vagy a sejt
adhézids folyamatok és a stressz szalak képzésén alapuld mozgéasok. A sokféle keresztkotd
koziil az alfa-aktinin és a fascin a legismertebb. Az aktinnal alkotott kdlcsonhatasuk kiilonboz6
modon alakul ki, és alkalmassd teszi Oket arra, hogy a specifikus biologiai funkcidikat
ellathassak (Tseng és mtsai., 2001). A fascin és az alfa-aktinin jelen vannak kortikalis és
citoszkeletalis aktin struktarakban, mint példaul mikrovillusokban, sztereociliumokban és
filopddiumokban, valamint részt vesznek sejt-matrix adhézios folyamatokban, sejt-mozgéasban,
a sejtek kozotti interakciokban. Az izom kontrakcidjaban, valamint a citoszkeleton
szervez6désének koordinalasaban jatszanak kulcsszerepet (Jayo és Parsons, 2010).

A fascin egy 55 kDa molekulatomegli (~ 5 nm atmérdjii) globularis fehérje, amely
négylevelll l6heréhez hasonlo térszerkezetli, 4 doménbdl épiil fel. Harom izoformdja ismert
emlGsokben: a fascin-1, 2 és 3, amelyek kiilonboz6é szdvet tipusokban expresszalddnak
(Edwards és Bryan, 1995; Saishin és mtsai., 1997; Kureishy és mtsai., 2002; Tubb és mtsai.,
2002). Mig sok esetben a foszforilacio aktivalja a fehérjéket és szamos jelatviteli utat, addig a
fascin az egyik olyan aktinkoto fehérje, amelyet a foszforilacidé negativan szabalyoz (Li és
mtsai., 2010). A fascin két aktink6td hellyel rendelkezik. Az egyik a fehérje C-terminalis részén
(B trefoil-3) taldlhatd, a Ser39 foszforilacids hely mellett, amelynek kulcsszerepe van az
aktinhoz valo kotodésében, a masik pedig az N-terminalis végen (B trefoil-1) (Ono és mtsai.,

1997; Hashimoto és mtsai., 2005; Jansen ¢és mtsai., 2011). Ezek a kotohelyek részt vesznek a



stabil és viszonylag merev aktinkotegek kialakitasaban. A segitségiikkel 1étrejovo aktinkotegek
utvonalat szolgaltatnak a vezikulak transzportja szamara a sejttesttdl a folyamatosan fejlodod
sejtkitiiremkedés eliilso ¢€le felé. A fascin a filopédiumokban, mikrotiiskékben és aktin-alapti
kitiiremkedésekben lokalizalodik a plazma membran alatt, valamint kozremiikodik az
egymassal parhuzamos F-aktin szerkezet 0sszeallitasaban és fenntartasaban a mozgd sejtek
filopddiumainak csucsi részében (Edwards és Bryan, 1995). Expresszidja fontos az
aktinkotegek stabilitasahoz az invadopodiumokban (Machesky és Li, 2010). A legtobb normal
felnétt epitél sejtben vagy egyaltalan nem, vagy nagyon kis mennyiségben expresszalodik,
azonban a legtobb humén karcindmaban nagyobb mennyiségben irodik 4t (Hashimoto és mtsai.,
2005), igy a tumorok Osszes tipusaban a fascin szintje megnovekszik, mind fehérje, mind gén
szinten. Ezaltal a fascin egy igéretes és egyszerii tumor marker 1étrehozasara ad alapot (Chen
és mtsai., 2007).

A fascin intracellularis mennyiségének jelentds csokkenése vagy a funkciojanak a
gatlasa a filopodiumok altal mozgatott sejtek csokkent mértékii vandorlasat eredményezi a
kitiremkedések ¢és filopodiumok szamanak csokkenése altal (Jansen ¢és mitsai.,, 2011).
Nemrégiben kimutattdk, hogy a fascin képes modositani az aktin filamentumok szerkezetét és
dinamikai tulajdonsagait. Mansson munkacsoportjanak eredményei alapjan a fascin altal
keresztkotott aktin filamentumok flexibilitdsa csokken, a fascin kotodésének hatasara a
filamentumok perzisztenciahossza mintegy 15-szor hosszabb lesz, mint azoké a
filamentumoké, amelyek nem kotnek fascint (Takatsuki és mtsai., 2014).

Az alfa-aktinin egy 200 kDa-os fehérje, amelyben két palca alakii monomer alkot egy
homodimert (a hossza 20-30 nm), antiparallel elrendezésben. Mindkét monomer tartalmaz az
N-terminalis végén egy-egy aktinkoté helyet, amelyeket 4 spektrinszerti harmas helikalis
tandem rendez4do struktura kovet (Blanchard és mtsai., 1989). A spektrin struktirak felelosek
a nem-kovalens dimerek kialakulasaért és a dimerizaciés domének specifikus jellegzetességei
hatarozzak meg a homodimerek hosszat. Az aktink6td fejek orientacidja nagyon fontos az aktin
kotés és az azt kovetd kolesonhatasok 1étrejottéhez (Klein és mtsai., 2004).

Az alfa-aktinin a sejten beliil kiillonb6z6 részeken fordul eld, mint a harantcsikolt izom
Z-lemezeiben, illetve a nem-izom eredetii sejt adhézios plakkokban (Kureishy és mtsai., 2002;
Sjoblom ¢és mtsai., 2008). Az alfa-aktinin kiilonb6z6 izoformai az aktin filamentumokat vagy
polaris, vagy bipolaris aktinkotegekké kotegelhetik és ennek kovetkeztében a 1étrehozott aktin
haldzat polaritasa a fehérjéktdl fiigg.

Hasonl6 alapvetd funkciojuk (keresztkotés és kotegelés) ellenére az alfa-aktinin és a

fascin altal kotegelt aktin filamentumok kiilonb6z6 mechanikai sajatsagokat mutatnak (Tseng
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és mtsai., 2001; Ishikawa €és mtsai., 2003). Kiilonbségek vannak a kdtegek Osszeépiilésének
gyorsasagaban, illetve a rugalmassagukban is, attol fiiggéen, hogy a kdotegelé milyen
koncentracioban van jelen (Lieleg és mtsai., 2007). A legnyilvanvalobb kiilonbség a két fehérje
hatasa kozott mégis az, hogy attol fliggden, hogy melyik kotegeld molekula vett részt a kotegek
kialakitasaban, a kotegekben az aktin filamentumok kozotti tavolsag kiilonboz6 (Jansen és
mtsai., 2011; Flood és mtsai., 1995; Winkler és mtsai., 1997). Ennek oka vélhetéen leginkabb

a kotegel6 molekulak kozotti méretbeli kiillonbség (3. abra).

Aktin-kot6 hely
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3. abra A fascin és az alfa-aktinin felépitése, szerkezeti diagramok. A fascin szekvencidlisan
négy, az alfa-aktinin hat egységre oszthatd. Az utdbbi az ismétlédd spectrin-szerii régiokkal
kapcsolodik 6ssze harom-négy egység atfedésével, valamint az aktinkdtd régiot tartalmazza

(Turmer és mtsai., 2015a).

A fascin tomorebb aktin kotegeket hoz létre, mint az alfa-aktinin. Azonban az
Osszefiiggés a jellemzd geometriai tulajdonsagaik és a funkciondlis viselkedésiik k6zott nem
ilyen egyszerii (4. abra). Nagy és munkatarsai (Nagy és mitsai., 2008) felfedezték, hogy a
miozin-X hatékonyabban hat kolcson a fascin altal kotegelt aktinnal, mint az egyedi aktin
filamentumokkal. Az elébbiekben részletezett kotddés kovetkeztében a kotegek filopodialis
belsé részében a miozin-X képes hosszirdnyban kozlekedni és felhalmozddik a filopédiumok

disztalis csucsaiban. Ricca és Rock (Ricca és Rock, 2010) kimutatta, hogy a miozin-X
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folyamatosan képes 1épkedni, azaz processziv tulajdonsagokat mutat a fascin-aktin kotegek
mentén. Az a tény, hogy a kotegekkel ez a miozin hatékonyabban hat kdlcson, mint egyedi
aktin szalakkal arra utal, hogy a miozin-X nem egyedi motorként, hanem nagyobb klaszterekbe

szervezddve fejti ki biologiai hatasat.

4. abra Az alfa-aktinin (A) (Flood és mtsai., 1995 nyoman) és a fascin (B) (Jansen és mtsai.,
2011; Winkler és mtsai., 1997) koétegelési mechanizmusanak vazlata. Az aktin protomereket
¢s monomereket narancssarga korokkel és a megfelel6 kotegeld fehérjéket kékkel jeloltiik

(Turmer és mtsai., 2015a).
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2. Célkitiizések

A PTE AOK Biofizikai Intézetében végzett vizsgalataink az aktin, illetve az aktinkoté
fehérjék altal 1étrehozott halozat szabalyozasanak és dinamikajanak megismerésére iranyultak.
Munkam els6 részében a harom eltér6 nukleotidnak — az ATP, az ADP és egy nem
hidrolizal6d6 ATP analdg, az AMP.PNP — altal az aktin szerkezetében kivaltott dinamikai és
konformacids valtozasokat vizsgaltuk EPR technika segitségével. Ugy gondoltuk, hogy ha
kicseréljiik a monomerekhez k6t6d6 nukleotidot, akkor az ATP-aktin monomerek és az ADP-
aktin monomerek szerkezetében 1évé kiilonbség miatt (Gaszner és mtsai., 1999; Otterbein és
mtsai., 2001; Graceffa és Dominguez, 2003), megvaltozhat az F-aktin belsé dinamikaja is. Ezen
gondolatot kovetve a feltételezésiink az volt, hogy a monomereknek ADP-t kell kotnitik az F-
aktinban ahhoz, hogy a miikodéséhez sziikséges optimalis flexibilitas 1étrejojjon. Hipotézisiink
szerint bar mindkét esetben ADP-aktin protomerek alkotjak a filamentumokat, ha eredetileg
ATP-t kotd monomerekbdl épiil fel a filamentum, akkor megvaltozik a filamentum
rugalmassaga (hajlékonysaga), 6sszehasonlitva az eredeti, ADP-t kot6 szerkezetti F-aktinnal.

Mindezen gondolatokkal kapcsolatban a kovetkez6 kérdéseket tettiik fel:

(1) Hogyan valtozik meg a kiilonb6z6 nukleotidokat ko6td globularis és
filamentalis aktin hémérsékleti stabilitasa?

(2) Megvaltozik-e az F-aktin rotacids dinamikaja, ha benne a monomerek ATP-t
kotnek, €s nem ADP-t; és ha igen, akkor hogyan?

Munkam masodik részében két aktinkotegeld fehérje — a fascin és az alfa-aktinin — altal
létrehozott filamentalis aktinkotegek mechanikai tulajdonsagainak néhany vonatkozésat
vizsgaltuk. A fascinnak vagy az alfa-aktininnek az aktin filamentumokhoz val6 koétédése altal
okozott flexibilitas valtozasok kimutatasahoz az EPR alkalmazasan alapulé modszereket
alkalmaztunk.

Az aktint keresztkoto fehérjékkel kapcsolatos korabbi megfigyelések azt sugalljak, hogy
nem a létrehozott aktinktegek alakja és mérete az egyetlen sajatossag, amely meghatarozza az
aktin fehérje altal betdltott biologiai funkciokat és aktivitasokat. Kézenfekvonek tiint az a
feltételezés, miszerint a kotegekben levd aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagai kozponti
szerepet jatszanak a kotegek funkcioinak a szabalyozasaban. A fehérje alkotorészek mozgasai
1s nagyon fontosak a jellegzetes térbeli szerkezet kialakitasahoz.

Az el6z6 bekezdéshez kapcsoloddan az alabbi kérdéseket kivantuk vizsgalni:

(1) Milyen rotacios dinamikai kiilonbségek jellemzik a fascin illetve az alfa-

aktinin altal kotegelt aktinkotegeket?
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(2) Milyen hatasa van az aktinhoz kotott kotegeld fehérjéknek az aktin protomerek
szerkezetére?
(3) Milyen hatasa van a filamentumok kozotti kapcsolodasok kialakulasanak az

aktin filamentum egészének a mozgasaira?
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Az aktin preparalasa

Az aktin fehérjét hazi nyual (Oryctolagus cuniculus domestica) hatizmabol preparaltuk.
Ennek els6 részében Feuer és munkatarsai modszere (Feuer és mtsai., 1948) szerint aceton
forgacsot készitettiink, amit felhasznalasaig — 20 °C-on taroltunk. Ledaraltuk a nyul hatizmabol
kinyert részeket, majd 4 °C-on, KCl-pufferben (150 mM K;HPOs, 100 mM KCI; pH 6,5),
ezutan 0,05 M NaHCOs ¢s 1 mM EDTA oldatban kevertetve tisztitottuk tovabb. Az egyes
1épések soran négyrétegi steril gézen szirtiik at a félig kész forgacsot. Végiil kétszer desztillalt
vizzel, 6tszor pedig acetonnal mostuk at a forgacsot. Az igy késziilt és kiszaritott aceton forgacs
—20 °C-on tobb honapig mindségromlas nélkiil felhasznalhato volt.

Az aktin kinyerését az aceton forgacsbol a Spudich és Watt altal leirt modszer alapjan
végeztiik (Spudich és Watt, 1971). A forgacsunkat A-pufferben (4 mM Tris-HCI vagy MOPS;
0,5 mM MEA, 0,2 mM ATP, 0,1 mM CaCl,, 0,005 % NaNsz; pH 8,0), jégen kevertettiik,
négyrétegli steril gézlapon atsziirtiik, majd ezeket a miiveleteket még egyszer megismételtiik.
A sziirletet centrifugaltuk (100000g, 2 6ra, 4 °C-on), a feliiluszéhoz 2 mM MgClz-ot és 50 mM
KClI-ot adtunk a polimerizacié érdekében. Az igy polimerizalt fehérjekomplexben 0,8 M KClI
hozzaadasaval disszocialtattuk az aktint a tropomiozintol. A polimerizalt aktint centrifugaltuk
(400000g, 45 perc, 4 °C-on), majd a feliiliszot ledntottiik. Az tiledékben levé aktint MEA
mentes A-pufferben (4 mM Tris-HCI vagy MOPS, 0,2 mM ATP, 0,1 mM CaCl,, 0,005 %
NaNs; pH 8,0) homogenizaltam és 12 o6ran keresztiil dializaltam. Az igy eldallitott G-aktin
preparatumot, a még esetlegesen megmaradt aktin filamentumoktdl és a szennyezddésektdl
centrifugalassal (400000g, 30 perc, 4 °C-on) tisztitottam meg (Kupi és mtsai., 2009).

A preparalas végén az aktint A-pufferben 4 °C-on taroltuk, és néhany napon beliil
felhasznaltuk. A G-aktin koncentraciét Shimadzu UV-2100 spektrofotométer hasznalataval
hataroztuk meg az abszorpciot 290 nm-en mérve, 0,63 mgt ml cm  abszorpcids koefficienst
alkalmazva a szamolashoz (Houk és Ue, 1974).

Az aktin filamentumok létrehozasahoz (polimerizalas) az aktin monomerekhez 2 mM
MgClz-ot és 100 mM KCl-ot adtunk (végkoncentraciok), és az oldatot két Oran keresztiil

szobahdmérsékleten inkubaltuk (Kupi és mtsai., 2009).

15



3.2 Kotegelo fehérjék (alfa-aktinin és fascin) preparalasa

3.21 Az alfa-aktinin preparalasa

Az alfa-aktinint rekombinans technika alkalmazasaval preparaltuk. Els6 1épésben
pPEGFP-N1 plazmidot (AddGene) E. coli BL21 kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd LB
taptalajon (10 g/l tripton, 5 g/l élesztd kivonat, 10 g/l NaCl és 15 g/l agar) novesztettiik 37 °C-
on. A nedves sejttomeghez feltaro puffert (grammonként 5 ml PBS, proteaz-inhibitor koktél és
1 mg/ml lizozim) adtunk a sejtekhez, majd feltartuk a sejteket kézi Bandelin Sonopuls
Ultrasonic homogenizator és szonikator segitségével (5x 1 perces impulzusok, 80% amplitudo).
A sejtszuszpenziohoz DNaz I enzimet (1ml/15 g) adtunk, majd 1 6ran at 0 °C-on kevertettiik.
A felesleges sejttormeléket ultracentrifugalassal (Sorvall Ultra Pro 80, 2000009 4 °C, 30 perc)
valasztottuk el mintatol.

A GST-fzids rekombinans alfa-aktinint affinitds kromatografiaval (Pharmacia FPLC)
tisztitottuk, ami soran a GST-alfa-aktinin fehérje a Glutation-sepharose 4B (GSH) oszlop
gyongyeihez kotodott. Az aspecifikusan  kotodd  fehérjék eltavolitdsara 20-Szoros
oszloptérfogatt mos6 puffert (50 mM TRIS/HCI, 300 mM NaCl, 3mM DTT, 1 mM EDTA,
pH 7,5) hasznaltunk. A fehérjét FactorXa hasitas (0 °C, 16 6ra) utan elualtuk 10 mM TRIS/HCI,
150 mM NaCl, 3mM DTT, 1 mM EDTA; pH 7,5 6sszetételii eluald pufferrel. A mintankat
koncentraltuk: Janetzki K26 centrifugaban (400000g, 4 °C, Amicon ULTRA 10 MWCO
centrifugacsovekben). A szennyez6 fehérjéket gélfiltralassal (Superdex G-75 oszlopon: 16 mm,
3-70 kDa tomegii rekombindns fehérjék tisztitasara idedlis) tavolitottuk el. A csticsokhoz
tartozo frakciokbol mintat vettiink, majd megfuttattuk SDS-akrilamid gélen (Natrium Dodecil
Szulfat- Poliakrilamid Gél, 10 % akrilamidot tartalmaz). Az alfa-aktinin fehérjét tartalmazo
frakciokat 0sszegylijtottiik és a mar korabban leirt médon koncentraltuk. Tarolas el6tt a fehérjét
4 mM TRIS-HCI, 4 mM NaCl, 20 uM EDTA; pH 7,6 pufferben dializaltuk, majd az el6z6
Osszetételii pufferben folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Az alfa-aktinint felhasznalasig —
80 °C-on taroltuk.

3.2.2 A fascin preparalasa

A fascin fehérje preparalasa hasonldo moédon tortént, mint az alfa-aktininé. Az FSCN-1
plazmidot (AddGene) E. coli BL21 kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd LB taptalajon
(10 g/l tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl és 15 g/l agar) ndvesztettiik 37 °C-on. A nedves
sejttomeghez feltard puffert (50 mM TRIS-HCI, 150 mM NacCl, 10 % glicerol, 5 mM DTT,
EDTA-mentes proteaz-inhibitor koktél és 1 mg/ml lizozim és 10 pg/ml DNaz I. enzim; pH8,0)
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adtunk, majd feltartuk a sejteket kézi Bandelin Sonopuls Ultrasonic homogenizator és
szonikator segitségével. A felesleges sejttormeléket ultracentrifugalassal (Sorvall Ultra Pro 80,
200000g 4 °C, 30 perc) tavolitottuk el a mintabol.

A fascin fehérjét Pharmacia FPLC (affinitds kromatografia) segitségével tisztitottuk
tovabb. Az aspecifikusan kotddo fehérjék eltavolitasara 20-szoros oszloptérfogati moso puffert
(50 MM TRIS/HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % glicerol, 5mM DTT; pH 7,5)
hasznaltunk. A fehérjét Precission Protease hasitas (0 °C, 16 o6ra) utan elualtuk 20 mM
imidazol, 20 mM NaCl, 5 mM DTT; pH 7,4 6sszetételii elualo pufferrel, majd koncentraltuk:
Janetzki K26 centrifugiban (4000009, 4°C, Amicon ULTRA 10 MWCO
centrifugacsovekben). A szennyez6 fehérjéket ioncserélé Q-Sepharose oszlopon (100 mm, 6 %
agaroz, er0s anioncseréld) sogradienssel (0-1 M NaCl) tavolitottuk el. A csticsokhoz tartozo
frakciokbol mintat vettiink, majd megfuttattuk SDS-akrilamid gélen (Natrium Dodecil Szulfat-
Poliakrilamid G¢él, 10 % akrilamidot tartalmaz). A fehérjét tartalmazo frakciokat
Osszegyljtottiik és a mar korabban leirt modon koncentraltuk. Tarolas eldtt a fehérjét 20 mM
imidazol, 150 mM KCl, 10 % glicerol és 5 mM DTT; pH 7,4 pufferben dializaltuk, majd az
el6z6 Osszetételli pufferben folyékony nitrogénben lefagyasztottuk; felhasznalasaig —80 °C-on

taroltuk.

3.3 Az aktin jelolése EPR vizsgalatokhoz

Az aktint az EPR alkalmazasok érdekében paramagneses vegyiilettel (EPR szondaval)
reagaltattuk; ezt nevezziikk a késObbiekben spinjelolésnek. A spinjelolés el6tt a G-aktint
polimerizaltuk: 2mM MgCl, ¢és 100 mM KCI jelenlétében, 2 oOran keresztiil
szobahdmérsékleten. Ezek utan az aktint N-(1-oxil-2,2,6,6,-tetrametil-4-piperidinil)-maleimid
spinjelolével (MSL) inkubaltam 1 : 1,5 (aktin : jel6l6) molaris aranyban, 12 6ran keresztiil 4
°C-on. A felesleges jel6l6t ultracentrifugalassal (300000g, 40 perc, 4 °C) valasztottam el a
filamentumoktol: az oldatban maradt, nem kotott jelolét a feliilluszoval egyiitt tavolitottam el.
A pelletet 1 ml MEA-mentes A-puffer hozzaadasaval duzzasztottam, homogenizaltam és MEA-
mentes A-pufferben dializaltam 4 °C-on kevertetve minimum 12 6ran at. A jeldlési aranyt a
jelolét novekvé koncentracidban tartalmazé puffer sorozat (10°3-10° M) felhasznalasaval
allapitottam meg. Ehhez, az azonos spektrométer beallitasok mellett, a koncentracid sorozatra
mért spektrumokat Osszevetettem az el6zdleg az aktin-mintdkon mért spektrumokkal. Az

Osszehasonlitashoz (1) a spektrumok kettds integraljabol kiszamoltam a spinjel6ld

crer

crer
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jelold/aktin arany. A jeldlési arany tipikusan 80 % volt (Kupi és mtsai., 2009; Turmer és mtsai.,

2012).

3.4 A kétértékii ionok cseréje, az ADP-F-aktin preparalasa

Annak érdekében, hogy az aktint specidlis koriilmények kozott tudjuk vizsgalni, annak
kornyezetét meg kellett valtoztatnunk. Az aktin a preparalas végsé fazisaban az A-puffer
Osszetétele miatt monomer formaban van jelen. A monomer aktin ATP-t és Ca®*-ot kotve fordul
el6 az oldatban, azonban néhany vizsgalathoz a Mg?*-ot kotd format szerettiik volna hasznalni.
(A mintak nagyobb részében az aktin Mg?*-t koté formajat hasznaltuk, mivel fiziologiasan is
igy fordul el6.) Ehhez a G-aktin polimerizalasa el6tt kation cserél6 un. M—puffer (4 mM TRIS-
HCI; 0,3 mM MgClz; 2 mM EGTA) segitségével a Ca?*-t Mg?*-ra cseréltiik. Ennek lényege,
hogy az M-pufferben talalhato EGTA pKa értékei a Ca?*-ra, illetve a Mg?*-ra vonatkozoan

jelentésen kiilonbozik: sokkal nagyobb a Ca?*-ra vonatkozo affinitisa ()chfaZJr > pKCIlVI g 2+).
Az aktin szamara sziikséges a kétértékii kation, igy az EGTA-val komplexalt Ca*-ionok
helyett, a szintén a pufferben talalhaté Mg?*-t koti meg. Az aktint 4 °C-on kevertetve 12 éran
at dializaltuk az M-pufferrel szemben.

A nukleotid ADP-re valo cseréjéhez Drewes ¢és Faulstich modszerét alkalmaztam
(Drewes ¢és Faulstich, 1991). A G-aktin oldatot ATP-mentes A-pufferrel szemben 6 6ran
keresztiil dializaltam. Az aktin oldathoz 1,65 mg/ml hexokinazt, 0,5 mg/ml gliikozt és 1 mM
ADP-t adtunk, majd 1 o6raig, 4 °C-on inkubaltuk. Ezutan a mintat 12 6ran keresztiil jégen
polimerizaltuk 100 mM KCI és 2 mM MgCl, hozzaadasaval. Ez az id6 elégségesnek tekinthetd
ahhoz, hogy az oldatban maradt és az aktinhoz kotott ATP molekulak is ADP-vé hidrolizaljanak
(Pollard, 1984). Ekkor az aktinrol disszociald ADP helyére csakis egy masik ADP molekula
kothet be. Az ATP hasitasat a hexokinaz enzim végzi, a lehasitott Pi-t a szubsztratjahoz koti, és

igy gliikkoz-6-foszfat is keletkezik az ADP mellett.

3.5 Nukleotidmentes aktin preparalasa

A nukleotidmentes aktin preparalasat Dowex-1 gyanta és aktin Osszekeverésével
l-et hasznaltam) (Perelroizen és mtsai., 1995), majd a mintat 5 percig inkubaltam
szobah6mérsékleten. Ezek utin a Dowex-1-et centrifugalassal (4 °C-on 13 000g, 3 perc)
elvélasztottam az aktintdl, majd az egész miiveletet megismételtem, hogy a még kotott ATP-t
eltavolitsam. Ezen modszer segitségével a kotott nukleotidnak minimum 80-90 %-a

eltavolithato volt (Perelroizen és mtsai., 1995; De La Cruz és Pollard, 1995).
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3.6 AMP.PNP kotése az aktinhoz

Az AMP.PNP-t tartalmaz6 mintak vizsgalatahoz Miki eljarasat (Miki, 1990) kovettem.
A javasolt eljarasnak megfelelen, a kotott ATP eltavolitasa utan 1 mg AMP.PNP-t adtam 1 ml
Az AMP.PNP-F-aktin preparalasdhoz a G-aktint eldszor, 50 mM KCI és 1 mM MgCl
hozzaadasaval, polimerizaltam majd az F-aktinhoz az AMP.PNP-t a G-aktinra megadott eljaras

szerint adtam hozza.
3.7 Mérési modszerek

3.7.1 Az alkalmazott dinamikus és statikus biofizikai vizsgalé6 modszerek

A citoszkeletalis fehérjék vizsgalatara két biofizikai modszert alkalmaztunk, amelyek
kivaléan alkalmasak nem csak az egyszeri modellrendszerek, hanem az Osszetett
makromolekularis rendszerek vizsgalatara is. Az egyik az elektron paramagneses rezonancia
(EPR) spektroszkopia, a masik a differencial pasztazo kalorimetria (DSC) volt (Turmer és
mtsai., 2012).

Szamos spektroszkdpiai modszer €rzékeny a kiilonboz6 iddskalakon lezajlé molekularis
mozgasok detektalasara. A fluoreszcens emisszios polarizacid és a konvencionalis EPR
technikak érzékenyek a nanoszekundumos illetve a néhany tiz nanoszekundumos korrelacios
idoket atfogd tartomanyban a rotaciés molekularis mozgasokra. A lassabb forgasok, azaz
hosszabb korrelacidés idok detektalasara egyrészt a tranziens foszforeszcencia mérések,
masrészt a szaturacié transzfer EPR modszer alkalmas: ezek a korrelacios id6k mar a milli-
vagy a mikroszekundumos id6tartomanyba esnek (Turmer és mtsai., 2015a).

Az EPR spektroszkopia alkalmas a molekularis kdlesonhatasok tovabbi vetiileteinek a
vizsgalatara is, amennyiben: a modszer alkalmazasa soran (1) az egész molekulanak, vagy (2)
egy meghatarozott doménjének rotacios tulajdonsagait hasznaljuk fel a kdlcsonhatasok, illetve
azok valtozasainak (Berliner, 1976; Berliner, 1979) vizsgalatara, majd annak jellemzésére.

A differencial pasztazo kalorimetrias modszerek a molekularis kolcsonhatasokat
termodinamikai paramétereik alapjan irjak le. A két modszer egyiittes alkalmazasaval az egyes
biokémiai reakciok termodinamikajat kiegészithetjiik a molekularis mozgasokban bekovetkezo
dinamikai vagy statikus valtozasokkal (Dergez és mtsai., 2007; Farkas és mtsai., 2004; Hartvig

¢s mtsai., 2002a; Hartvig és mtsai., 2002b; Lorinczy €s mtsai., 2002).
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3.7.2 EPR spektroszkopia

Mar az 1970-es évek Ota kutattak az aktin és miozin rendszereket EPR spektroszkopia
alkalmazasaval a PTE AOK Biofizikai Intézet munkatarsai (Belagyi, 1973; Belagyi, 1975a;
Belagyi, 1975b; Belagyi és Damerau, 1974; Belagyi és mtsai., 1978). A konvencionalis mérési
moédszer a 107? - 108s idStartomanyban teszi lehetdvé a rotacids korrelacios idék
meghatarozasat. Emellett a szaturdcid transzfer EPR modszere segitségével a 100 ns-nal
hosszabb id6étartomanyban is vizsgalhatjuk a molekulaink rotacios diffuzids tulajdonsagait
(Turmer és mtsai., 2015a). A specialis jel6lési technikdk — pl. ,.site directed labeling”,
segitségével az altalunk jelolt csoport kozvetlen kornyékének rotacidos dinamikajat is
tanulmanyozhatjuk. Ez fiigg attol, hogy a spinjel6lt molekularészlet (szegmens) a molekula
egészetol fiiggetleniil mozog-e, vagy sem. Amennyiben a spinjellével megjeldlt szegmens
rigiden! kapcsolodik a molekula egészéhez, igy a teljes molekula forgasat jellemezhetjiik.
Ebben az esetben példaul azt detektalhatjuk, hogy a kolcsonhatasok kovetkeztében a molekula
egészének valtozott-e a forgasallapota (rotacidés korrelacios ideje). Hasonléan hasznos
informéciokat kaphatunk, amennyiben a jel6lt szegmens nem mereven kapcsolddik a molekula
egészéhez, vagy a molekula valamilyen kolcsonhatasa kovetkeztében megvaltozik a megjeldlt
szegmens forgasa (mozgési szabadsaga). Ebben az esetben a rendszer forgasanak a leirasdhoz
mind a molekula egészének, mind pedig a szegmens sajat forgadsanak a figyelembe vétele
sziikséges (Mossakowska és mtsai., 1988).

Munkam egyik jelent6s részében EPR spektroszkopiat alkalmaztunk kisérletek soran a
molekularis kolcsonhatasok vizsgalatara. A moédszer alapja, hogy azokban az atomi vagy
molekularis rendszerekben, amelyek parositatlan spinti elektronokat tartalmaznak, magneses
térben az elektron spinhez tartozd energiaallapotok energetikailag felhasadnak, azaz
energetikailag kiillonboznek egymastol (Mossakowska és mtsai., 1988). Ezek kozott az eltérd
energiadllapotok kozott atmenetek hozhatdéak Iétre megfeleld energidjii (altalaban a
mikrohulldmu tartoményt alkalmaznak) kiilsd elektromagneses sugarzassal, €s az atmenetekhez
kapcsolodoan abszorpcid vagy az abszorpcid utani emisszié mérhet6. A paramagneses
centrumnak a kdrnyezetével vald kolcsonhatasai befolyasoljak.az elektronallapotok energidjat
(Berliner, 1976). Az energiaallapotok leirasakor az elektron sajat spinjét, valamint az atommag

spinallapotat is figyelembe kell venniink, mivel az atommagok spinallapota is befolyasolja a

L A spinjeldlé molekula kapcsolodasat egy masik csoporthoz/molekulahoz "rigidnek™ nevezi az angol
szakirodalom, amikor a spinjel6l6 és a vizsgalt molekula egymashoz képest nem rendelkezik relativ mozgassal.
A magyar nyelvii irodalomban ezt ritkan "merev'"-nek is szoktak nevezni. A kovetkezokben inkabb a "rigid"
kifejezést hasznalom a relativ mozgas hianyanak leirasara.
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magneses térben 1évo elektronok energiaallapotait (Berliner, 1976; Marsh, 1981). Ezt a
kolcsonhatast irja le a hiperfinom csatolési alland6. Ha megvaltozik a kdrnyezet polaritasa, az
kihat az elektroneloszlas térbeli eloszlasara, ami a hiperfinom csatolasi allandé nagysaganak
valtozasahoz is vezet (Thomas és mtsai., 1979).

Abban az esetben, ha a parositatlan elektronok nem gombszimmetrikus palyan
mozognak, és a hordozé atomok vagy molekulak térben kiilonb6z6 poziciokat vehetnek fel az
alkalmazott, meghatarozott iranyu magneses térhez képest. EKkor egymastdl eltérd
energiaallapotok keletkeznek. Ezaltal lehetévé valik, hogy kiilonbozé bioldgiai struktarak
makroszkopikus rendezettségét vizsgaljuk. A molekularis mozgasokat, az azokat leird két
paraméterrel jellemezhetjiik: (1) a molekulak forgasi sebességét (avagy rotacios diffuzidjat) a
rotacios difflizios tenzor, vagy az azzal egyenértékii korrelacios idék jellemzik; (2) a
molekularis forgas térbeli behataroltsagat pedig egy iranyitd potenciallal (amit, mint a forgast
hatarol6 kupszoget leird paramétert foghatunk fel) irhatjuk le. Ezek segitségével tudjuk
meghatarozni a mikroszkopikus rendparamétert (Berliner, 1976).

A rendezettség szempontjabol harom 1ényeges hataresetet kiilonboztethetiink meg. (1)
Léteznek mikroszkoposan és makroszkoposan rendezetlen, (2) mikroszkoposan rendezett és
makroszkoposan rendezetlen és (3) mikroszkoposan és makroszkoposan rendezett
rendszereket. Ha az iranyitdé potencial nem engedi meg a teljes térszogben vald forgast, ez
esetben az egyes molekuldk f6 forgastengelye egy-egy adott térszog iranyaba mutathat.
Ezeknek a tengelyeknek az eloszlasa lehet izotrop (makroszkoposan rendezetlen), vagy
anizotrop (makroszkoposan rendezett). Amennyiben nincs sem makroszkopos, sem
mikroszkopos rendezettség (oldatokban, kozel gombszerti molekulanal fordul eld), akkor a
rendszer makroszkoposan és mikroszkoposan is rendezetlen. Azokban az esetekben, amikor a
molekula nem gombszer(i, a rotaciés diffuzio lehet anizotrop; ekkor a molekula forgasat a
rotacios diffuzios tenzorral lehet jellemezni. Mivel a makroszképos illetve mikroszkopos
rendezettséget a makromolekularis rendszerekben lejatszodd konformacio-, illetve
kolcsonhatés valtozasok befolyasolhatjak, igy az EPR spektroszkopia alkalmas lehet ezeknek a

valtozasoknak a vizsgalatara (Thomas és mtsai., 1979).

3.7.21 Spinjelolés

Megkiilonboztetiink intrinsic és extrinsic paramagneses centrumokat. Ezek lehetnek
atomok, molekuldk vagy ionok. Fehérjék esetében a vizsgalt molekulankhoz extrinsic
paramagneses szondat, vagy mas néven spinjelolét kell kotniink, mivel a legtobb

makromolekula nem rendelkezik intrinsic paramagneses centrummal. Ebben az esetben a
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hasznalni kivant spinjelolét hozzakapcsolhatjuk egy adott aminosavhoz, és igy informaciot
kaphatunk a fehérje alegység konformaciojardl, az aminosav kdrnyezetérél (Knowles és mtsai.,
1976).

A szerkezet megvaltozasara a spektrum alakjanak megvaltozasabol, az tgynevezett
karakterisztikus csticsok alakjabol, helyzetébdl kovetkeztethetiink. Abban az esetben, ha a
jelold mereven kapcsolodik a fehérjeszegmenshez, azaz ahhoz viszonyitva nincs relativ
forgasa, akkor megfigyelhetjiilk a szegmens mozgasat. Amennyiben a megjeldlt szegmens
mereven kapcsolodik a fehérje egészéhez, akkor a fehérje egészének rotacios dinamikajat
figyelhetjiik meg (Knowles és mtsai., 1976). Atmeneti esetekben a mérések soran mind a
szonda, mind a fehérje vagy annak egy szegmensének a mozgasat, amihez a jel616 kapcsolodik
figyelembe kell venni. A biologiai objektumok vizsgalatakor, leggyakrabban nitroxid
szabadgyokot tartalmazo paramagneses szondakat hasznalnak. Ezek sok esetben kovalensen,
mas esetekben nem kovalensen (pl. bizonyos enzimekkel valo specifikus reakcioban) kotédnek
a vizsgalt molekuldhoz. A méréseink soran alkalmazott MSL nitroxid spinjel6lonek az
aszimmetrikus térbeli eloszlasti 2pm molekulapalydja adja a paramagneses centrumot. A 2pm
palya a magneses térhez képest felvett orientacioja (és forgasi sebessége) meghatarozza a felvett
spektrumban a karakterisztikus csticsok elhelyezkedését, szélességét, tehat a spektrum alakjat.
Abban az esetben, ha a jel616 molekula mereven kapcsolodik az adott aminosav oldallancahoz,

akkor az altalunk detektalt spektrum tiikrozi a jelolt molekularészlet mozgasat, illetve

crer

crer

¢és Grof, 1983; Nyitrai és mtsai., 1997; Dergez, 2006). Ismert, hogy a spinjel6lt maleinimid
szarmazek a legtobb esetben "rigiden” kapcsolodik a jeldlt molekulakhoz. Ez a kapcsolodas
nagymértékben egyszerlsiti a spektrumok interpretalasat (Thomas és mitsai., 1979). Ezt
mérlegelve, jelen munkamban spinjelolt maleinimidet (MSL; paramagneses szondat)

hasznaltam az aktin jelolésére.
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3.7.2.2 Az EPR méréseink technikai hdttere és kivitelezése
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5.abra: Az EPR spektrométer sematikus felépitése (dtdolgozott abra;
forras:http://www.physik.uni-augsburg.de).

EPR méréseinket ESP 300E (Bruker Biospin, Németorszag) spektrométerrel végeztiik.
A konvencionalis EPR spektrumokat 20 mW mikrohullamt teljesitménnyel, 100 kHz
modulaciés frekvencian vettik fel. 0,1-0,2mT modulacios amplitadot alkalmaztunk.
Konvencionalis EPR méréseinkhez 0Osszesen 20 uL mintamennyiségeket hasznaltunk,
amelyeket egyszerre két kapillarisban (Mettler ME-18552) mértiink. Ezzel a modszerrel értiik
el jel/zaj arany novelését, valamint igy kaptuk meg a spektrumaink felvételéhez sziikséges
optimalis mintamennyiséget. Az aktin mintdink koncentraciéja 30 uM és 120 uM kozott
valtozott. Méréskor az el6zéekben mar leirt Gsszetételti A-puffert hasznaltuk (Kupi és mtsai.,
2009).

A szaturaci6 transzfer EPR (tovabbiakban ST-EPR) mddszer azoknak a mintaknak a
mérésére alkalmas, amelyeknél a rotacios korrelacios idé értéke 10°-103sec kozotti. A
spektrumok detektalasa és kiértékelése eltér a fent leirtaktol. Az ilyen mintdk mérése soran a
mikrohulldmu teljesitményt Ggy kell megvalasztani, hogy 1étrej6jjon a spinrendszer részleges
telitédése (félszaturacios érték). Ilyen korilmények kozott a masodik harmonikus, 90°-al

fazisban eltolt abszorpcios spektrumot detektaljuk. A rotacidés korrelacios  id6
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meghatarozasdhoz a spektrumban megjelend diagnosztikus csticsok aranyait (L”°/L, C”’/C és
H’’/H) hasonlitjuk &ssze a spinjel6lt hemoglobin rendszer ST-EPR spektrumainak segitségével
készitett kalibracios diagramok értékeivel (Kupi és mtsai., 2009).

A szaturacio transzfer EPR spektrumok felvételéhez 63 mW teljesitményt és 50 kHz-es
modulacios frekvenciat alkalmaztunk, 0,5 mT amplitadoval (Kupi és mtsai., 2009). Az EPR
spektrumokat altalaban 23 + 0,1 °C-on vettiik fel, az ettdl valo eltérést dolgozatomban jelzem.
A 63 mW mikrohullamt teljesitmény 0,025 mT atlagos amplituddju mikrohullamu téreronek
felel meg a mérdeella kozEépsod részén, az értékek meghatarozasat Fajer, Marsh, valamint Squier
¢s Thomas moddszere alapjan végeztiik el (Marsh, 1980; Squier és Thomas, 1986a; Squier és
Thomas, 1986b; Fajer és mtsai., 1992). A spektrumok 6sszehasonlitasat kétszeres integraljuk
alapjan is elvégeztiik, a kétféle kiértékelési mod a mintaink esetén nem adott kiilonbséget. A
jeldlési aranyok meghatarozasahoz is a kétszeres integralokat szdmoltuk. Ekkor a fehérjék EPR
spektrumait azonos koriilmények (pl. minta térfogata, felvételi id6, erdsités, modulacios
oldatok EPR spektrumaival vetettilk 0ssze. A spektrumok kétszeres integraljainak értékei
aranyosak az adott mintatérfogatban jelen levd paramagneses centrumok, és igy a jelolt
molekulak szamaval is. A jel6lési arany, a spinjel6l6 és a fehérje koncentraciok ismeretében, a
két érték hanyadosaként szamithato (Kupi és mtsai., 2009).

A mintdk hémérsekletét egy diTC2007 tipusu hOmérséklet varidtor segitségével
szabalyoztuk, ezért az egyik mintatartd kapillarisunk kisméretli termoelemet is tartalmazott.

Spektrumainkat 22 + 0,1°C-on rogzitettiik (Kupi és mtsai., 2009).

3.7.2.3 Az EPR spektrumok kiértékelés: a rotdacios korreldacios ido kiszamitdasa

A konvencionalis EPR spektrumok felvételekor a mért jel az abszorbealt energia els6
derivaltja. A spektrumok alapjan, tobbek kozott, a fehérjék forgasi allapotat jellemzd
korrelacios id6 meghatarozhat6. Ezekhez a mérésekhez, az altalam vizsgalt fehérjék esetén,
szilkség van a paramagneses szondak alkalmazasara. A spektrum alakjat befolyasolja a
spinjel616 kornyezete, annak molekularis dinamikaja, szerkezete is (Knowles és mtsai., 1976).
szabadgyokok. A parositatlan elektron kiils6 magneses térrel vald kolcsonhatasat, illetve az
elektron és a mellette elhelyezkedd nitrogén atommag kolcsonhatésat leird dsszefiiggésekben

az egyes energiaszintek kiillonbsége leirhato az alabbi dsszefliggés segitségeével:

AE = BgSH + ISA (1)
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ahol f az elektron Bohr-magnetonja, H a kiils6 magneses tér, S az elektronspin operatora, | a
magspin operatora, g illetve A az elektron Landé-, vagy roviden g-faktora illetve a nitrogén
atommagjanak hiperfinom csatolasat leir6 tenzora. A Freed-csoport altal meghatarozott
kozelité eljaras alapjan az altalam vizsgalt fehérjék rotacios korrelacios ideje a lassu forgas

tartomanyaban a Goldman-kozelités segitségével adhaté meg (Goldman és mtsai., 1972):

T, =a (1 - ZAIZZ/ZAgz)b (2)

ahol a=5,4-10"%s, b = -1,36, 2A’,, a minta két sz¢&lsé diagnosztikus cstcsa kozotti térerdsség
kiilonbsége, 2A%, az ugynevezett "rigid limit", amelynél a rendszer viszkozitasa a végtelenhez
kozelit. A képlet arra is ravilagit, hogy minél kézelebb van a mért hiperfinom felhasadashoz
tartozo érték a "rigid limit"-hez, annal lassubb a forgas, annal hosszabb a rotacios korrelacios
id6 (Thomas és mtsai., 1975a).

Munkdm soran szaturacio transzfer EPR méréseket is végeztem. Ennek a mérési
modszernek a segitségével a 108-10°s kozotti rotacios korrelacidos idejii  forgasok
vizsgalhatéak (Thomas ¢és mtsai,, 1975a). A spektrumok kiértékelése a spinjelolt
hemoglobinrodl, kiilonbozo viszkozitast cukoroldatban felvett, az irodalomban kdzolt referencia
gorbék segitségével elvégezhetd. A kozel gombszimmetrikus hemoglobin ST-EPR jelének
csticsaranyaibol szamolt rotacios korrelacids iddket, kalibracios diagramok tartalmazzak. A
felvett spektrumok csucsainak aranyat Osszehasonlitva a kalibraciés diagramok értékeivel
Kiszamithat6 az adott mintara vonatkozo rotacios korrelacids id6 (Dergez, 2006; Thomas és

mtsai., 1975a; Thomas és mtsai., 1975b;).

3.7.24 Az EPR spektrumok szamitogépes szimuldcios vizsgalata

A Freed csoport altal leirt nemlinearis legkisebb négyzetek programot (NLSL)
(Meirovitch és Freed, 1984; Budil és mtsai.,, 1996). Ennek a szoftvernek a segitségével a
Brown-féle rotacios diffizio szimulalhato anizotrop diffuzids tenzorral, figyelembe véve a g-
faktor és a rotacios difftizids tenzor altal bezart hajlasszoget. A szimuldciok alapjan az EPR
spektrumok legjobb illesztése szolgaltatta a tovabbiakban hasznalt hiperfinom- és g-tenzor
értékeket:

1. komponens: Axx = 0,590; Ayy = 0,600 és Azz =3,480 mT

2. komponens: Axx = 0,630; Ayy = 0,630 és Azz =3,430 mT
A g-tenzor értéke: 2,00820; 2,00608 és 2,00230 a lassu és a gyors mozgasi komponens

esetében. A g- és a diffuzidés tenzorok kozotti hajlasszogeket a legjobb illeszkedéshez
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valtoztatni kellett: kiilonboz6 volt a két lassit mozgasu komponensnél, valamint a hdmérséklet

figgvényében is valtozott (Kupi és mtsai., 2009).

3.7.3 Differencial pasztazé kalorimetriai mérések

A kalorimetriai modszerek idealis eszkozok a kiilonb6z6 anyagokban lejatszodo
héeffektussal jard folyamatok gyors vizsgalatara. Ezen modszerek a bioldgiai rendszerekre
jellemz6 globalis valtozasok jellemzésére is kivaloan alkalmasak. A differencial pasztazo
kalorimetria (,,differential scanning calorimetry”, DSC) segitségével a fehérjék konformacios
valtozasai, valamint térszerkezeti stabilitasa egyarant feltérképezhetéek. A modszer alkalmas a
vizsgalando rendszer felmelegitése, illetve lehtitése soran lejatszodo molekularis folyamatok
energetikai hatterének leirasara (Lumry és Eyring, 1954; Lérinczy, 2004). A DSC érzékenysége
lehetové teszi fehérjék termodinamikai allapothatarozoinak hatékony vizsgalatat. Az
allapothatarozok segitségével térszerkezeti stabilitdsuk, bioldgiai és biokémiai folyamataikban
végbemend konformacids valtozasai is jellemezhetéek. Ezaltal pl. (1) a fehérjék
termodinamikai, valamint térszerkezeti Stabilitasa kozott fennalld kapcsolat kalorimetrikus
modszerekkel feltérképezhetd (Levitsky és mtsai., 1998a; Levitsky és mtsai., 1998b); (2) A
DSC technika alkalmazasa hatékony modszer arra, hogy képet kapjunk arrol, milyen
valtozasokat okozott a nukleotidcsere az aktin szerkezetében illetve arrol, hogyan valtozott meg
az aktin hdstabilitdsa a nukleotidcsere hatdsara (Orban €s mtsai., 2008a; Orban és mtsai.,

2008D).
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6. abra A DSC késziilék felépitése (Zhang és mtsai., 2005).
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A mérés soran a két egymastol és a kornyezetiiktol elszigetelt mintatartoban elhelyezett
mérendd, illetve referenciamintat tartalmazo cella egyidejii, egyenletes sebességl felfiitése,
majd lehiitése torténik. A két minta hémérséklete linearisan novekszik az id6 fiiggvényében. A
két cella hdmérséklete kozotti kiillonbség (amely Iényegében a mérés soran a kimend jelet
eredményezi) a felflités soran mindaddig zérus, amig a mintdban nem torténik szerkezeti
valtozas. Ugyanis a cellak betoltése sordn a tomegiik azonos (max. + 0,1 mg eltéréssel), és a
referencianak hasznalt rendszer hokapacitdsa a mintaéval kézel azonos. A felfiités kezdeti
hémérsékletét olyan alacsonyra valasztva, amikor a mérendé mintdban még nincs szerkezeti
valtozas, a minta és a referencia hdémérséklete kozel azonos modon valtozik (AT=0). Ekkor, a
minta molaris hékapacitasaban nincs ugrasszerli valtozas?. A vizsgalt rendszerre jellemzé
hémérsékleten/hdmérsékleteken olyan valtozasok 1éphetnek fel a mintara jellemz6 molekularis
kolesonhatasokban (pl. kotések szakadnak fel, fazisatalakulas 1€p fel), amik a folyamat lezajlasa
utan a hokapacitas ugrasszerii megvaltozasat eredményezik®. Ebben az allapotban a vizsgalandé
minta homérséklete nem koveti a referencia homérsékletét, mert a referenciaban nem
kovetkeznek be a vizsgalt mintd¢hoz hasonlo valtozasok. A cellak kozott fellépd hémérséklet
kiilonbséget egy szabalyozd rendszer igyekszik kiegyenliteni, ezért a mérdcellaban lezajlo
(endoterm vagy exoterm) folyamat jellegétdl fiiggden tobblet energiat taplal be a szabalyozo
rendszer (a mérés soran ezt mérjiik vagy az idd, vagy a hdmérséklet fiiggvényében) a megfeleld
cellaba a felftitési homérséklet kovetésére, azaz a cellak kozoti AT=0 fenntartasara. A betaplalt
energianak megfelel6 hoaram kiilonbségét a minta és a referencia hokapacitasanak eltérését
(esetleg annak a homérséklettdl fiiggd valtozasa), kivanatosan csak a mintdban lezajlo
valtozasok okozzak (Fukada és mtsai., 1987).

A miiszer — a flitési/hiitési program soran a cellak kozti termikus egyensuly fenntartasa
érdekében — egy adott hémérsékleten betaplalt héenergiat az idé vagy a referenciacella
hoémérsekletének a fliggvényében méri. Az elektromos fiité/hlit6-kor hoteljesitménye, avagy a
héaram (dQ /dt) leirhat6 a jol ismert Gsszefiiggéssel:

L R-1@® @

rr g1y

ahol Q az elektromos fiit6kor altal betaplalt hémennyiség, t az id6, R a megfeleld elektromos

s

ellenallas és | a futéaram. A DSC-mérésekben kozel izobar koriilményeket alkalmaznak a

2 A referenciaként hasznélt anyagokat/oldatokat Gigy szokds megvalasztani, hogy annak a molaris hékapacitdsa a
legkevésbé fliggjon a hdmérséklettdl.

3 Az €l8z6 "ugrasszerli valtozas" azt jelenti, hogy a hdkapacitas valtozasi sebessége joval nagyobb, mint az €16z6
hémérsékleteken. A valtozas lezajlasa utan ismét kisebb lesz a hdkapacitas valtozasanak a sebessége.
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mintat/referenciat tartalmazo egységekre, igy a betaplalt h6 a kalorimetrikus entalpianak felel
meg. Azaz a (3.) egyenlet az entalpia idébeli valtozasaval (a héaram dramerdsségével) azonos*:

alr) - g 12(r (o)) 4)

Az entalpiavaltozasra felirt el6bbi egyenletben az entalpiavaltozas a hdmérséklettdl és
ezaltal a kozolt hdmennyiségtol fiigg. Ezt az egyenletet az ismert matematikai 0sszefiiggések

alapjan atirhatjuk:

dH(T(¥)) _ dH(T) dT(t) (5)
at dT dt

ahol az egyenlet jobb oldalan 1évé elsé tag az adott hdmérsékleten, allanddo nyomason mért
fajhével, C,(T), egyenld. A masodik tag pedig a fiitési illetve hiitési, v, sebesség.

O = ¢, (1) v ()

Az eléz0 két egyenlet alapjan lathato, hogy a kalorimetrikus entalpia, két idopont kdzott,
kiszamithat6 a DSC gérbe id§ szerinti integralasaval. igy azt mondhatjuk, hogy a DSC mérések
soran végbemend termikus folyamatokrél a DSC gorbe i1d6 szerinti integralja nyuajt kozvetlen

informaciot®. A cellaban lezajlo folyamat kinetikdjanak ismeretében a van’t Hoff egyenlet —

(";LTK) = “248 ghol K a folyamat egyensiilyi 4lland6ja, T az abszolit homérséklet, 4Hun pedig
P

a van’t Hoff entalpia — alapjan tovabbi fontos termodinamikai tulajdonsagok is
meghatarozhatéak. A makromolekularis struktirdk, amilyenek a fehérjék is, stabilitasat
jellemezhetjiik a képességgel, amely fenntartja a molekula nativ szerkezetét és normal
funkcidjat a ra jellemzd fizikai és kémiai valtozok bizonyos tartomanyédban és bizonyos
iddintervallumban. A DSC korabbi munkakban részletesen elemzett elmélete alapjan (Lérinczy
és Belagyi, 1995a; Lorinczy és mtsai., 2002; Konczol és mtsai., 1998) azt is kimutattak, hogy
az aktin hdédenaturacidja, (mas fehérjékhez hasonloan) (Conejero-Lara és mitsai.,, 1991a;
Conejero-Lara és mtsai., 1991b; Freire és Murphy, 1991; Freire és mtsai., 1992; Galisteo és
mtsai., 1991; Sanchez-Ruiz, 1992; Sanchez-Ruiz és mtsai., 1991; Sanchez-Ruiz és mtsai.,

1988a), egy irreverzibilis kétallapoti atmenettel irhatéak le. Ebben az atmenetben a nativ

4 Az egyenlet ezen alakja azt mutatja, hogy a betaplalt hémennyiség fiigg az aktualis hdmérséklettd] és ezen
keresztiil a fitési/htitési id6tol.

5 Amennyiben a mérdeszkoz csak az elektromos dramerésség allando értéken tartasaval allitana be az allando
fiitési/hiitési sebességet, akkor a referencia molaris h6kapacitasanak a homérséklettdl fiiggetlennek kellene
lennie. Ha ez nem biztosithato, ugy az alland6 aramerdsség biztositasa mellett, a referencia hdmérsékletét is
mérni kell, s az &ramerdsséget a linearistol eltéré homérséklet-valtozas esetén korrigalni kell. Ez egyben a
kaloriméter referencia-cellajanak az idéallandojat jellemzi.
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allapotu fehérje egy koztes allapoton keresztiil irreverzibilisen atalakul a denaturalt allapotu

fehérjévé. Ekkor a van’t Hoff entalpia megegyezik a kalorimetrikus entalpiaval:

AHcqg — % . mQy ~ 1 (7)

crer

atmenet teljes hémennyisége a T1-T2 hdmérséklet tartomanyban. A jdrulékos fajhé (ACt) azt a
fajhé mennyiséget mutatja meg, amellyel a vizsgalt anyagot tartalmazo cella fajhdje

meghaladja az alapvonalhoz tartozo6 fajhot.

Q= J* ACH(T)dT ®)

A DSC-gorbéken a denaturdcionak megfeleld fazisaitmenet maximalis hdmérséklete az
ugynevezett olvadaspont (Tm, ahol AG=0), ami a termikus stabilitas mértékét jellemzi. A
denaturacio entropia valtozasat (AS) az olvadaspont (Tm) homérsékletén kiszamithatjuk a
Gibbs-féle szabadentalpia valtozasra, allanddo nyomason vonatkozo 6sszefiiggésbol:

_MH

= .

AS 9

AT.ésa8. egyenlet alapjan a héaramot két tetszoleges idopont kozott integralva a gorbe
alatti teriilet szolgaltatja a kalorimetrias entalpiat. Az is megallapithato ezekbdl az
egyenletekb6l, hogy a hdaramot osztva a felfiitési sebességgel, a hokapacitas adott
hémérséklethez tartozo értéke kiszdmithato.

M¢élyebb termodinamikai Osszefiiggések alapjan kimutattdk, hogy a vizsgalt fehérje
esetleg termodinamikailag kiilonbdzd szerkezeti doméneket tartalmaz. A DSC-gdrbék
kiértékelése lehetdséget ad arra, hogy ezeknek a doméneknek a jarulékait meghatidrozzuk.
Ezeknek a termodinamikailag esetleg kiilonbozé szerkezeti domének jarulékai a DSC-
gorbékbdl dekompozicios eljarassal hatarozhatdak meg. Az egyes szerkezeti domének
atalakitasahoz sziikséges aktivacios energiak Sanchez-Ruiz és Conejero-Lara altal leirt modszer
(Sanchez-Ruiz és mtsai., 1988a; Conejero-Lara és mtsai., 1991a) alapjan szamolhatoak ki az

alabbiak szerint:

k =vC,/(H, — H) (10)
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ahol k a folyamat sebességi allandoja, v (°K/perc) a fiitési sebesség, Cp a tobblet (,,excess”)
hokapacitas, Hr a folyamat teljes, H a kérdéses T homérsékletig lezajlo kalorimetrias

entalpiavaltozas (a 7. abran a satirozott rész).
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7. abra: Sebességi allandé szamolasahoz valo szemléltetés (Sanchez-Ruiz és mtsai., 1988a).

A k sebességi allandora vonatkozo Arrhenius-egyenlet alapjan:

E

k = Ae wr (11)

ahol A konstans, E az aktivacios energia, R univerzalis gazallandé és T a homérséklet (K).
Kinetikus modelljik alapjan a héaram maximumahoz tartozé6 megfeleld termikus atmenet

homérsékletének (Tm) valtozasa a kovetkez6 modon fligg a felfiitési sebességtol (v):

v AR _
a — ?e E/RTp (12)

tovabba a kalorimetrids entalpiat a hdmérséklet fiiggvényében a kdvetkezd egyenlet irja le:

) =GP (13)

In (ln

Abrazolva tehat az egyenlet bal oldalat 1/T fiiggvényében az egyenes irdnytangense —E/R-t adja,

amibdl az aktivacios energia megkaphato.

3.7.3.1 A DSC mérések kivitelezése

Az aktin mintak hdédenaturaciojat SETARAM Micro DSC-II és 11l kaloriméterek
segitségével vizsgaltuk. Minden esetben 0°C -t6l 100 °C-ig noveltik a hOmérsékletet,
0,3K/min fitési, illetve hiitési sebességgel. A kisérleteinkhez Hastelloy mérdcellakat

hasznaltunk, egy-egy méréshez atlagosan 850-900 pL mintat mértiink be. Az aktin
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koncentracioja 3 mg/ml volt. Referenciaként MOPS-0s A-puffert hasznaltunk, ami a mintak
tarolo puffere volt. A minta és referencia cellakat + 0,1 mg pontossaggal egyensulyoztuk ki. A
denaturalodott minta ismételt felfiitésének eredményét hasznaltuk alapvonal-referenciaként
ugy, hogy kivontuk az eredeti gorbébdl. Az endoterm folyamatok kalorimetrias entalpia
valtozasat (AH) a hGabszorpcio gorbe alatti teriiletébdl szamoltuk ki, felhasznalvaa SETARAM
cstics integracio 2-pontos illeszté programot. Az atalakulas entalpia valtozasat (AS) a 9.
egyenlet segitségével szamoltuk ki, amelyhez el6szor az atalakulasi homérsékletet (Tm )
hataroztuk meg a gorbe alapjan. A Gibbs-féle szabadentalpia valtozast a 9. egyenlet

segitségével szamoltuk Ki. (Kupi és mtsai., 2009)

3.8 Az adatok kiértékelése

s

végeztiik. Jones és Molitoris statisztikai modszerét alkalmaztuk a két egyenes metszéspontjanak
meghatarozasahoz (Jones és Molitoris, 1984). A mddszer alkalmazasaval meg tudtuk hatarozni
azt, hogy a két egyenessel vald illesztés pontosabb-e mint egy egyenes, és megadhatd az
illesztés atlagos négyzetes hibaja is. A fenti programja segitségével a DSC-gorbe tobblet
fajlagos hékapacitasa (Cpex, ami az allandé nyomason mért tobblet fajhd, masnéven fajlagos
hoékapacités, a legtobb esetben nem teszi ki tetemes részét az allandé nyomason mért fajlagos
hékapacitasnak, de nem elhanyagolhato) jol illeszthetd egy exponencialisan modositott Gauss-
gorbével.

denaturacios folyamatok DSC-gorbéi aszimmetrikusak, mivel a felfiités soran a
nativ : denaturalt fehérje koncentracié arany a denaturdcids folyamat kinetikai allandojatol,
ezaltal a denaturaci6 aktivalasi energidjatol fiiggden, idoben valtozik. A denaturacidhoz
kapcsolodo tovabbi jellemz6 a felfiitési sebességgel van Osszefiiggésben. Amennyiben a
felfiitési sebesség nagyobb, mint a rendszerben lezajlé szerkezetvaltozas kinetikdjanak a
sebessége, akkor a szerkezet idébeli valtozasa termodinamikailag nem-egyensulyi allapotokon
keresztiil, mintegy "késleltetve" zajlik le. Ennek az a kdvetkezménye, hogy az adott fehérjére
jellemz6 héaram-gorbe maximuma magasabb hémérsékletek felé tolodik el. Amikor a polimer
eléri az olvadaspontot, tobb energidra van sziiksége, hogy a teljes szerkezet megolvadjon,
megjelenik egy endoterm csucs a termogramon. A cstcs alatti teriilet energia mértékegységben
megegyezik az olvadashdvel. A fehérje ,,olvadasa” egy véges szélességli csucsot ad, mivel a
minta teljes atolvadasdhoz idére van sziikség, nem egy idOpillanatban jatszodik le, ez

magyarazhatja a késleltetve illetve a magasabb homérsékletek felé eltolodva megjelend

31



olvadaspontot. A csucs felfutd része jo kozelitéssel egyenes, majd az olvadas befejezddésével
a mért jel hirtelen nullara esik vissza. Az olvadaspont nyilvan ott kell legyen, ahol a csucs
elkezddédik. Ennek pontos meghatarozéasa azonban nem lehetséges, igy a csucs felfuto részének
alland6é meredekségii szakaszara illesztett egyenesnek az alapvonallal valé metszetét szokas
olvadaspontnak tekinteni. Az olvadashd a w(t) gorbe id6 szerint integralja a minta tomegével
normalva. A mért termogramokat Osszehasonlitottuk a szimulacidval 1étrehozottakkal,
felhasznalva a szamolt hbékapacitas értékeket a Sanchez-Ruiz és Conejero-Lara altal leirt
modszer alapjan (Conejero-Lara és mtsai., 1991b; Sanchez-Ruiz, 1992; Kupi és mtsai., 2009).
A szimulacidval létrehozott hé atalakulasi gorbék koriilbeliil megfelelnek a mérési adatok
alapjan szerkesztett gorbék adataival. A termogramokbol nyert adatokat a Microcal Origin

Program segitségével dolgoztuk fel.
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4, Eredmények

4.1 A kotott nukleotidok hatasanak vizsgalata

41.1 EPR mérések

A nukleotidcsere hatdsdra bekovetkezd konformacios és dinamikai valtozasokat
figyeltem meg a monomer ¢és a filamentalis aktin szerkezetében EPR technika alkalmazasaval.
Korabbi eredmények alapjan az MSL spinjel6lé mereven kotddik az aktin Cys-374-es
aminosavahoz (Thomas és mtsai., 1979), ezért a spektrumokat maleinimid spinjel516t hasznalva
vettiik fel. Az EPR spektrumok az abszorpcios spektrumok els6é derivaltjai, ami a
méréstechnikai megvalositdsra vezethetd vissza. Ezek egyszerli kiértékelésekor, mas
spektroszkopidkhoz hasonldan, az extremumok kozotti tavolsagokat, vagy a vonalszélességeket
szokéas meghatarozni. A vonalak kozotti tdvolsagok alapjan meghatarozhat6é az tigynevezett
hiperfinom csatolas (hiperfinom felhasadas) értéke®. A meghatarozott hiperfinom
felhasadasoknak megfeleld értékeket, vagy az azok alapjan szdmolt rotacids korrelacids idot
hasznalhatjuk fel a vizsgalt fehérje kolcsonhatasainak és forgasi tulajdonsagainak jellemzésére.
(A "fehérje" kifejezés azonban csak egy meghatarozott szegmenst is jelenthet.) Amennyiben a
spinjelolé és a vizsgalt fehérje kozotti kapcsolat "rigidnek” vehetd, gy a hiperfinom
felhasadasok értékeibol szamolhatjuk a fehérjére jellemzo rotacios korrelacios idot. A kotott
nukleotidok vizsgalatara vonatkozé altalam mért, reprezentativ spektrumokat allitottam 6ssze
a 8. abran. A mérési eredményeknek megfelelé hiperfinom felhasadas értékeket illetve a
megfeleld rotacios korrelacios idoket az 1. tablazatban foglaltam 6ssze.

Az ATP-t tartalmazé monomer G-aktinon mért konvencionalis EPR spektrumok
hiperfinom csatolasi értéke szobahdmérsékleten 62,3 G-nak adédott’. Az ebbdl az értékbdl
Goldman és mtsai. alapjan (Goldman és mtsai., 1972) kiszamitott rotacios korrelacios id6
1,45*108sec. Az AMP.PNP-G-aktin hiperfinom csatolési dllandoja szobahémérsékleten 2AY,
= 65,9 G, mig az ATP-G-aktin hiperfinom csatolasi allandoja 2A7, = 62,3 G.

6 A hiperfinom felhasad4s értékeket a magneses indukci6 egységeiben (mTesla-, vagy Gauss) is kifejezhetd.
Néhany irodalmi hivatkozasban a frekvencia-egységeket is hasznaljak.

" A Goldman-kozelitésre adott dsszefiiggés ramutatott, hogy minél kozelebb van a mért hiperfinom felhasadas
értéke a "rigid limit"-hez, annal lassabb a molekula forgasa.
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8. abra A.. Az ATP-G-aktin EPR spektruma; B.: Az AMP.PNP-G-aktin EPR spektruma; C.: Az ADP-F-aktin EPR spektruma; D.:
Az AMP.PNP-F-aktin EPR spektruma (Turmer és mtsai., 2012)
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Az aktinhoz k6t6do ATP cseréje AMP.PNP-re tehat a hiperfinom csatolasi allandd novekedését
eredményezte mind G-aktin, mind F-aktin esetén. G-aktint vizsgalva a nukleotid csere a Cys374
kornyezetében levé jeldld roticios korrelacids idejét is 1,45*108sec-rol 4,94*108sec-re
novelte. Ez a mintegy 3,6 G, illetve 3,49 *103sec kiilonbség a nukleotid csere altal a monomer
aktinban bekovetkezett jelentés mértékii valtozasra utalhat. A G-aktinhoz képest kisebb, de —
az EPR-spektrumok hiperfinom csatolasi értékei leolvasasi pontossagaval (~0,3 G) dsszevetve
— jellemzd kiilonbséget taldltunk az ADP-F-aktin (2A),, =67,20 G és 1,39*107 sec) és az
AMP.PNP-F-aktin (2A,, =68,21 G és 2,53*10sec) rotaciés dinamikaja kozott. Ezek szerint
az ADP AMP.PNP-re vald cseréje altal okozott valtozas megfigyelhetd a filamentalis aktin
belsd rigiditdséban is, de ez kisebb mértékii, mint a G-aktin esetén. (A 8. dbran bemutatott
spektrumokon az elézéekben emlitett hiperfinom csatoldsi értékek a legszélsé extremumok
kozott mérhetdek.) A tapasztalt eltéré mértékii valtozasokat a megbeszélés fejezetben tovabb

elemzem.

1. tablazat EPR méréseink eredményeinek osszefoglaldsa

kétott nukleotid-aktin Hlperﬁfwm cs:atolas: Rotacios .ko”rrelaczos
dllando ido
ATP-G-aktin 62,3 G 1,45*108sec
AMP.PNP-G-aktin 659G 4,94*10®%sec
ADP-F-aktin 67,2G 1,39*107 sec
AMP.PNP-F-aktin 68,2 G 2,53*10°sec

4.1.2 DSC méreések

crer

abra, Lorinczy és Belagyi, 1995b; Lorinczy és mtsai., 1998) az ADP-G-aktin kozel 60°C-on
"unfoldingot"” mutat (10. abra), amely arra utal, hogy a nukleotidk&t6 zseb kérnyéke termikusan

stabilabb konformaciot vesz fel ebben az esetben®.

8 Ebben a fejezetben bemutatott 4brak a mért és alapvonal-korrigalt termogramokon kiviil a dekompozicidval
illesztett gorbéket is tartalmazzak. Az illesztett eredd gorbék a folytonos vonalak, a szaggatott vonalak pedig az
egyes komponenseket jelenitik meg.
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9. abra Az ATP-G-aktin DSC gorbéje (Turmer és mtsai., 2012)
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10. ébra: Az ADP-G-aktin denaturacidja. (Lérinczy és Belagyi, 1995b; az abra a szerz6k

hozzajarulasaval reprodukalva)

ADP-F-aktin denaturacidjara felvett DSC-gorbe (11. abra) azt mutatja, hogy a
polimerizaciot kovetéen az ADP-F-aktin szerkezete a G-aktinhoz képest jobban ellenall a
hédenaturacionak: szerkezete stabilabb, azaz a denaturaciés hémérséklete magasabb
homérsékleten van. Vizsgalataink szerint az ADP-F-aktin a magasabb denaturacios
hémérséklet mellett nagyobb szerkezeti kooperativitast is mutat. A DSC-gorbék analizisére
vonatkozo irodalmi ismeretek szerint ez a denaturacidos homérséklettartomany Kkisebb

félértékszélességével®, Ty/;, jellemezhetd. Minél kisebb a hddenaturacids atmenet DSC-

9 A félértékszélességet a hdaramgorbe maximum értékének felénél, a maximumhoz képest annak két oldaldn
levd hémérsékleti metszopontok kozott mérjiik. A két hdmérséklet kiilonbségének fele egyenld a
félértekszélességgel.
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gorbéjének a félértékszélessége, annal nagyobb a szerkezeti kooperativitas. Ezt a jelenséget

mutatja a 11. abra, a 10. abraval dsszehasonlitva.
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11. dbra: Az ADP-F-aktin termikus denaturacioja. (Lérinczy és Belagyi, 1995b; az abra a

szerzOk hozzéjaruldsaval reprodukalva)

A 9-11. abrakbol lathato, hogy a G- és az F-aktin termikus denaturacidja komplex
folyamat, tobb elkiilonithetd termikus doménnel, kiilonb6z6 termikus paraméterekkel.

Eredményeink szerint a lehetséges termikus domének — figyelembe véve a kiilonb6z6
szerkezet és fehérje dinamikai szimulaciokat (Lérinczy és Belagyi, 1995a; Lorinczy és mtsai.,
1998) — ADP-G-aktin esetében az els6 dekonvolucids jarulék (10. abra, Tm = 56,8 °C) a
szubdomén 2 és 4-t6l, mig a 60,3 °C atmenet a szubdomén 1 és 3-at reprezentalja. Az utdbbi
szerkezeti egységek hasonld modon épiilnek fel: egy kozponti 6tszalti S-lapot harom a-hélix
vesz koriil, valoszintileg a gén-duplikacio és fuzio eredményeként (Kabsch és Holmes, 1995).

ADP-F-aktin esetében a dekompozicié harom termikus domént eredményez, nagyobb
Ossz-kalorimetrias entalpiaval (11. dbra). A keskenyebb denaturdciés homérséklet tartomany
(~20 °C a G- és 15 °C az F-aktin esetében) az erdsebb intermonomer kdlcsonhatas eredménye,
amely a 70.5 °C-os atmenetben jelenik meg dominansan. A kozépsé atmenet (67.8 °C) az 1 és
kalorimetrias entalpidja igen jol egyezik az EPR adatokbdl szdmolt van’t Hoff entalpidval
(Lorinczy és mtsai., 1998.). Az intermonomer er6k hasonld hatasa és a lehetséges termikus
domének az aktivacios energiakbol (Ea) is lathatoak, amelyeket Sanchez-Ruiz modszere szerint
(Sanchez-Ruiz és mtsai., 1988b) szamoltunk (lasd 12. és 13. abra):
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12. abra: ADP-G-aktin termikus doménjei aktivacios energiaja. (Lorinczy és Belagyi, 1995b;

az abra a szerz6k hozzajaruldsaval reprodukalva)
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13. abra: ADP-F-aktin alegységeinek aktivacios energiaja. (Lorinczy és Belagyi, 1995b; az

abra a szerzOk hozzajarulasaval reprodukalva)

Az AMP.PNP-t k&t6 globularis, illetve filamentalis aktin denaturacios hémérséklete
szignifikansan nagyobb (AMP.PNP-G-aktin esetében: Try = 65,2 °C; ¢ = 70 uM; AMP.PNP F-
aktin esetében Tm =74,1°C; ¢ =100 uM), mint az ATP-G-aktiné (Tm =55 °C; ¢ =100 uM)
illetve az ADP-F-aktiné (Tm =67,8 °C; ¢ =120 uM), a nukleotidcserét tehat feltehetéen a
kotézseb és kornyezetében szerkezeti atalakulas kiséri. A bioldgiai mintak szerkezeti
egységeinek termikus stabilitasat (vagyis hoenergia kozléssel torténé megvaltoztatasat) az Gn.

,melting” (olvadasi vagy denaturacios homérséklet Tm) egyértelmiien jellemzi. Kimutathato,
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hogy a Tm-nek megfelel6 hdmérsékleten a minta 50%-a, az un. nativ konformaciobol, denaturalt
allapotba alakul at. Ezért a magasabb denaturaciés homérséklet AMP.PNP-G-aktin esetében
(14. abra) az ATP-G- és ADP-G-aktinhoz (9. és 10. abrak) képest termodinamikailag stabilabb
allapotot jelent. A stabilabb allapot 1étrejottét az AMP.PNP-nek a nukleotidkot6 zsebbe torténd
beépiilésének tulajdonithatjuk. Ugyanakkor, nem zarhaté ki, hogy ezt a kiilonbséget az
AMP.PNP-G-aktin esetében részleges polimerizacio is okozhatja. A kisérleti eredmények
alapjan a kezeletlen G-aktin denaturacidja 45 °C-nal, mig az AMP.PNP-vel kezelt esetében ez
~55 °C-nal kezdddik, a denaturacio befejezédése pedig ~60 °C helyett 70 °C. Az AMP.PNP-
G-aktin esetén (14. abra) a T értéke (65,2 °C) noétt, félértékszélessége (~5 °C) pedig csokkent

a nativ G-aktinhoz képest.
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14. dbra Az AMP.PNP-G-aktin DSC gorbéje (Turmer és mtsai., 2012)
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15. dbra Az AMP.PNP-F-aktin DSC gorbéje (Turmer és mtsai., 2012)

Az F-aktin AMP.PNP-vel torténé kezelése (15. abra) szintén Tm emelkedést (67,5-r61
74,1 °C-ra), kismértékben megnovekedett denaturacios homérséklet tartomanyt (10-rél 12,5
°C-ra) eredményezett, amely jelen esetben az AMP.PNP globalis szerkezet erdsité hatasara
utal.

DSC méréseink eredményeit a 2. tablazatban ismertetem. Az adataink azt mutatjak,
hogy az aktin homérsékleti stabilitasa szoros Osszefiiggésben all az altala kotott nukleotid

tipusaval:

2. tablazat DSC méréseink eredményeinek osszefoglaldsa.

kititt nukleotid-aktin Olvadisi Koncentracio
homérséklet (°C) (uM)
ATP-G-aktin 55,0 100
AMP.PNP-G-aktin 65,2 70
ADP-F-aktin 67,8 120
AMP.PNP-F-aktin 74,1 100

A megndvekedett olvadasi hdmérsékletek az AMP.PNP-t kotd aktinok esetében a
lokalis belsé mozgasok és konformdacios valtozasok lejatszédasara — amelyeket mar az EPR
mérésekkel kimutattunk — engednek kovetkeztetni. Ezek a megvaltozott szerkezeti
tulajdonsagok egylitt jartak a globalis mozgéasokban, illetve a fazisdtmenetekben bekovetkezett
valtozésokkal is. DSC méréseink és EPR méréseink eredményei korrelalnak egymaéssal.
Kalorimetrids méréseink eredményei is azt tiikrozik, hogy az F-aktin esetében kisebb mértékii

valtozas ment végbe a nukleotidcsere hatdsara, mint a G-aktin esetén.
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4.2 Kotegelo fehérjék hatasanak vizsgalata

EPR technika segitségével megvizsgaltuk a kotegelo fehérjék és az aktin kdlcsonhatasat
is. Konvencionalis, és szaturacio transzfer EPR technikat egyarant alkalmaztunk. A globularis
¢s a filamentalis aktin kiilonb6z6 rotacios diffuzios és flexibilitasi sajatsagokkal rendelkeznek.
A konvencionalis EPR spektrumokbdl informaciot kaphatunk a gyors, nanoszekundumos
idoéskalan lejatszodd mozgasokrol, mig a szaturdcio transzfer mérések a joval lassabb,
mikroszekundumos iddskalan zajlé mozgasokat jellemzik. Az aktin monomer rotacids
korrelacios ideje mérete miatt hozzavetdlegesen 15-20 nanosekundum. A domének mozgasa a
monomereken beliil valamivel gyorsabb, néhany nanosekundumos skalan mozog. A
protomerek korlatozott mozgasa a polimerizacié utan sokkal Gsszetettebb, de altalaban elég
gyors, szintén néhany tiz nanosekundum. A filamentumok néhany aktin protomerbdl felépiild
nagyobb egységeinek mozgasa a néhany szaz nanosekundumos skéldn mozog.

A filamentum képes csavarodo és gorbiil6 mozgasokra is az aktualis konformaciojatol
¢s kornyezetétdl fiiggéen. Ezek a mozgasok joval lassabbak, mint amiket mar kordbban
emlitettem, és a rajuk jellemz6 rotacids korrelacids id6 altalaban a mikro-, vagy akar a
milliszekundumos tartomanyba esik.

A konvenciondlis EPR spektrumok az aktin filamentumokon beliil lezajlo gyors,
nanoszekundumos skalan zajléo molekularis mozgéasokrol, mig a szaturacio transzfer mérések
az aktin filamentumok szerkezetében a fascin és az alfa-aktinin kotddése altal okozott
valtozasokrol nyujtanak informaciot szamunkra, amelyek joval hosszabb, mikroszekundumos
id6tartomanyba esnek. A két modszer parhuzamos alkalmazésa altal kiilonbséget tehettiink a
kotott kotegeld fehérjék az aktin protomerek szerkezetére gyakorolt hatdsa és a filamentumok
kozotti kapesolodasok kialakuldsdnak az egész aktin filamentum lassabb mozgasaira vald

hatasa kozott.

4.2.1 A konvencionalis EPR mérések

A konvencionalis EPR spektrumok felvétele az aktinkotegeld fehérjék hianyaban vagy
jelenlétében tortént. A 16. abran lathatéak méréseink eredményei az aktin monomerek, aktin
filamentumok, valamint a fascin és alfa-aktinin altal kotegelt aktin filamentumok (aktin:
kotegel6 fehérjék aranya 20:1) esetében. A kotegeld fehérjék hidnyaban a hiperfinom csatolési
allandé (2Amax = SEM) értéke 6,400 = 0,006 mT (n=12) az aktin monomer esetében és
6,800 + 0,027 mT (n = 15) a filamentum esetében. Mindkét érték jol egyezik a korabban mért
adatokkal és megmutatja, hogy a spinjeldlt aktin monomerek egyesiiltek filamentumma a

polimerizacié alatt. Amikor alfa-aktinint adtunk a filamentumokhoz 20 : 1 aktin: alfa-aktinin
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koncentracios aranyban, a hiperfinom csatolasi alland6 megnovekedett mintegy ~0,05 mT
(0,5 G)-val. A fascin esetében (20 : 1) ez a paraméter mintegy ~0,06 mT (0,6 G)-val csokkent.
Az ellentétes hatas az alfa-aktinin és a fascin esetében jelzi, hogy ezek a kotegeld fehérjék

megvaltoztatjak az aktin szerkezetét, de két kiilonb6zo uton.

16. abra: Az MSL-jeldlt aktin illetve annak a kotegeld fehérjékkel képzett komplexeinek EPR
spektrumai. A G-és F-aktin koncnentracidja 50 uM, mig a képzett komplexekben a végs6
aktin koncentracio 40 uM volt. A fehérjék molaris aranyait az abran jeloltik (Turmer és

mtsai., 2015a).

A hiperfinom csatolasi allando érzékeny a fehérje flexibilitdsanak, a spinjeldld
kornyezetének, illetve a fehérjedomének (amely felfoghatdo egy egylitt rotald egységként)
effektiv sugaranak megvaltozasara. Az MSL spinjel6l6 mereven kot az aktin Cys-374-es
aminosavahoz, ezért a mi esetiinkben a valtozasok a 2Amax értékekben az effektiv sugar vagy a
flexibilitds megvaltozasanak tulajdonithatéak, amelyeket a kotegeld fehérje kotddése valtott ki.

Habar az effektiv rotald sugar megvaltozasa a megnovekedett moldris tomeg
kovetkezménye is lehet, mi tigy gondoljuk, hogy a megndvekedett témeg hatdsa nem indokolja
az altalunk megfigyelt valtozasokat a hiperfinom csatolasban. A kdétegeld fehérjék viszonylag
kis koncentracidban voltak jelen a mintakban (20 : 1) és ezért az egyes aktin filamentumok
tomegének novekedése a kotegeld fehérjek kotddése utan tGl csekély ahhoz, hogy
megfigyeléseinket indokolja. Masrészrél a hiperfinom csatolasi allandd csokkent a fascin

kotédése utan, ez éppen az ellenkezdje annak, amit az Ossztomeg novekedése esetén
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figyelhetnénk meg.

Az eredmények értelmezése azt mutatja, hogy az aktinkotd fehérjék megvaltoztattak az
aktin protomerek szerkezetét a filamentumokban. Ez a megvaltozott konformacid
eredményezhette a filamentum flexibilitdsaban €s a polaritasaban bekdvetkezett valtozasokat.

A nagyobb hiperfinom csatolasi allandok az aktin-alfa-aktinin komplex esetében jelzik,
hogy az aktinon beliili intramolekularis mozgésok lassabbé valtak tiikrozve a sokkal rigidebb
aktin szerkezet 1étrejottét vagy a polaritas csokkenését a spinjel6ld molekula kdrnyezetében. A
kisebb hiperfinom csatolési allandok az aktin-fascin komplexek esetében jelzik az ellentétes
hatast: sokkal flexibilisebb fehérje matrix jelenlétét az aktinban a spinjel6ld kérnyezetében
vagy a spinjel6lé molekula kornyezetében a polaritds csokkenését.

Hogy tovabb vizsgalhassuk az aktinkoté fehérjéknek a filamentumokra gyakorolt
hatasat, megismételtiik a konvencionalis EPR méréseket kiilonbozé fascin és alfa-aktinin
koncentraciok mellett. Az ezekbdl a kisérletekbdl kapott hiperfinom csatolasi allandok a 17.
abran lathatdak. A 2Amax kiilonbségeinek hangstlyozasa miatt a kotegeld fehérje hianyaban
meghatarozott értéket kivontuk a kdtegeld fehérje jelenlétében mért értékbdl. Abban az esetben,
ha alfa-aktinint adtunk az aktin filamentumokhoz, a hiperfinom csatolasi alland6 értéke
telitddott a mar viszonylag alacsony alfa-aktinin koncentraciok esetében, azaz mar kortilbeliil a
200 : 1-hez aktin: alfa-aktinin arany esetében. Fascinnal végzett méréseink soran a hiperfinom
csatolasi allando koncentracio fiiggése sokkal kevésbé meredek és nem ért telitésbe a
legmagasabb vizsgalt fascin koncentracional (5 uM) sem, ahol az aktin: fascin arany 20 : 1 volt.
Erre a jol lathat6 eltérésre valoszinlileg a két kotegeld fehérje altal 1étrehozott filamentum-

kotegek szerkezetében levd kiillonbségek adhatnak magyarazatot.
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17. dbra A hiperfinom csatolasi allando fiiggése a kotegeld fehérjék koncentracidjatol

(Turmer és mtsai., 2015a).

A 2Anax kiilonbségeit ugy szamoltuk ki, hogy a mért 2Amax és a kotegeld fehérje nélkiil
mért 2Amax0 értékeket kivontuk egymasbdl az adott F-aktin mintak esetében. Az x tengely
mutatja a kotegel fehérjék (fascin esetében iires korok és alfa-aktinin esetében sotét négyzetek)

crer

esetében az aktin konventracido 50 uM, mig a fascin mintak esetében 40 uM volt.

4.2.2 Szaturacio transzfer EPR mérések

Az eddigiekben ismertetett konvencionalis EPR méréseink azt mutattak, hogy mind az
alfa-aktinin, mind a fascin megvaltoztatja a gyorsabb molekularis mozgasokat a
nanoszekundumos iddskalan, és a hatasuk ellentétes. Munkatarsaink korabbi munkai alapjéan,
amit a formin-aktin komplexekkel végeztek (Kupi és mtsai., 2009), azt tapasztaltak, hogy a
lokalis konformacio valtozasok elkiilonithetdek a globalis valtozasoktol az aktin filamentumon
beliil. Annak érdekében, hogy tovabbi informacidhoz jussunk, és hogy ellendrizziik, hogy a
kotegeld fehérjék altal indukalt valtozdsoknak van-e hasonld hatdsa az egész aktin
filamentumra, elvégeztiink szaturacié transzfer EPR méréseket is. Osszehasonlitva a
konvencionalis EPR moddszerrel, az ST-EPR képes tiikrozni a molekularis mozgésokat a joval
hosszabb (mikroszekundumos) iddskalan, és segitségével képesek vagyunk meghatarozni a

rotacios idoket jellemezve a torzids csavarodo vagy tekeredd mozgasokat az aktin filamentum
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egészében. Az ST-EPR spektrumok kiértékelése szférikus (gémb alaki) rigid rotatorok forgod
mozgasan alapszik, amelyben elméleti szamolasok segitik el6 a kozel pontos korrelacios idok
meghatarozasat. Aszimmetrikus rotatorok esetében (mint az aktin filamentumok), a molekularis
mozgasok korrelacios ido segitségével torténd jellemzése csak megkozelitdleg lehetséges. A
elméleti megkdzelitése is arra enged kovetkeztetni, hogy az L’/L és a C’’/C diagnosztikus
paraméterek kiilonboz6 szenzitivitast mutatnak a rotacios diffuzido megvaltozasaval szemben a
mikroszekundumos iddskalan. Megallapitottak, hogy a C’’/C diagnosztikus paraméter sokkal
érzékenyebb indikator a rotaciés mozgasok valtozasara a fent emlitett rendszerekben. Raadasul
gél fazisban a lancban végbemend torzids oszcillacid is hozzajarul a detektalt ST-EPR jelhez.
Ezért egyetértésben a mi és masok korabbi munkaival (Kupi és mtsai., 2009) az L’/L ésa C*’/C
diagnosztikus spektralis paramétereket hasznaltuk, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le arrol,
hogy az aktin filamentum torziés mozgéasara milyen hatassal van a kdtegeld fehérjék kotddése
(18. abra). Amennyiben a kotegeld fehérjék hatasara egy rigidebb bels6 struktura alakult ki, az
jol lathatd a rotacidos mozgasok lassulasabol, azaz a fenti diagnosztikus paraméterek
novekedésébdl. Ezen paraméterek magasabb értékei ezen feliil hosszabb (lassabb) korrelacios
iddket tiikroznek. Az adatokat, amelyeket fent emlitett méréseinkbdl kaptunk, a 3. tablazatban
foglaltuk 6ssze

Az aktin filamentumok esetében, kotegeld fehérje hidnyaban hasonld L”’/L és C’/C
(1,2£ 0,013 és 0,12 +0,024) értékeket mértiink, mint a korabbi tanulmanyok (Kupi et al.,
2009). Amennyiben fascin kotott az aktin filamentumokhoz, az L’’/L és C*’/C értékei
1,6 £0,015 ¢és 0,6 £ 0,017 voltak, amelyek a csokkent aktin filamentum flexibilitasara utalnak.
Az alfa-aktinin kotodése esetében a C*’/C paraméter hasonl6 csokkenést (C*’/C=0,419 + 0,013)
mutatott a rotdciés mozgasban, mint a fascin esetében. Sok kisérleti eredmény ellenére, az aktin
filamentumokhoz kotott alfa-aktinin esetében az L*°/L (1,2 +0,013-r61 1,6 +0,015-re)
valtozasa nem mutat kétségtelen valtozast a molekularis mozgéasokban.

Osszehasonlitva az effektiv korrelacios idSket, amelyeket vagy az L”’/L vagy a C*’/C
paraméterekbdl kiszamithatunk, vildgos, hogy szignifikans kiilonbségeket mutatnak, ahogy azt
vartuk az aktin filamentum aszimmetrikus molekuléris komplexe esetében. Hasonlé mintazatot
fedeztek fel munkatarsaink korabban az aktinhoz kotott formin esetében mért korrelacios
id6knél (Kupi és mtsai., 2009), ahol az L*’/L 0,916+0.05-r61 1,179+0.08-ra novekedett a formin
kotodésének kovetkezményeként. A C’’/C paraméterekbdl szamitott korrelacios idokben
megmutatkozik a filamentum aszimmetrikus torziés mozgasa, amely megnovekedett a fascin-

aktin komplex miatt, az alfa-aktinin-aktin komplex esetében azonos valtozasokat fedeztiink fel
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a C”’/C diagnosztikus paraméterbdl nyert korrelacios idok segitségével (3. tablazat).

L L

18. abra A spin jelolt F-aktin ST-EPR spektrumai a kotegeld fehérjék hianyaban illetve

jelenlétében. Az L”°/L és a C*’/C aranyokat a spektrumokon jelolt részek segitségével

hataroztuk meg (Turmer és mtsai., 2015a).

3. tablazat Az ST EPR spektrumokbdl kinyert paraméterek.

ST paraméterek | Aktin filamentum | Alfa-aktinin:aktin (1:20) | Fascin:aktin (1:20)
L”/L 1,214+0,013 0,846+0,045 1,582+0,015
T [pS] 255+15 77+15 920480

C’IC 0,120+0,024 0,419+0,013 0,6060,017
TS| 8+1 24+2 59+5

2Amax (MT) 6,796+0,0265 +0,05 -0,06

A L’/L vagy C”’/C kapott értékek ndvekedtek a fascin illetve az alfa-aktinin kotddése

utéan, jelezve, hogy a mikroszekundumos iddskalan a molekularis mozgésok lassabbak voltak

az aktin filamentumban a kotegel6 fehérjék kotddése utan. A filamentum lassabb mozgasanak

oka az lehet, hogy az aktin filamentum merevebbé valt. Ugyanakkor lehet a kdvetkezménye a

kotegekben a filamentumok kozotti kapesolatok kialakulasanak is.

Annak érdekében, hogy Osszehasonlitsuk a hatidsokat, amelyeket megfigyeltiink a

konvencionalis €s az ST EPR technika segitségével, feltételezziik két kapcsolt és parhuzamos
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esemény lejatszodasat, amely koveti a kotegeld fehérjék kotddését az aktinhoz. Az egyik —
amelyet a konvencionalis EPR technika segitségével detektaltunk — modositja az aktin
protomerek sorozatanak szerkezetét az aktin filamentumon beliil. A masik — amelyeket az ST
EPR technika segitségével figyeltilk meg- filamentum szinten vagy akar szupramolekularis
szinten hat. A masodik hatas eredményezi az aktin filamentum torzids csavarodasat illetve
tekeredését. Tovabba az aktin filamentum kotegek kialakuldsa visszahathat a filamentumok
kozotti kapcsolatokra, valtozasokat eldidézve a vizsgalt protomerek mennyiségében.

A fascin-aktin komplexek perzisztencia hosszanak mérésekor az aktin filamentum
kotegek hajlito merevsége sokkal nagyobb volt, mint az egyes aktin filamentumoké (Takatsuki
¢s mtsai., 2014). Ez a megfigyelés a megnovekedett szamu parhuzamos filamentumnak és ezen
filamentumok (magasabb fascin-aktin aranyok esetében) megndvekedett szamu
kapcsolodasainak tulajdonithatd. A torzids (csavarodasi) szilardsagot ugy hataroztak meg, mint
a Brown-féle torzids mozgas direkt megjelenitése. Munkank alapjan gy véljiik, hogy a hajlito
szilardsag és a torzios szilardsag fiiggetlenek egymastol, legalabbis abban az esetben, amikor
ezeket a paramétercket az aktinban lejatszodo kation-fiiggd valtozasok értelmezésére
hasznaljuk. A szaturdcido transzfer EPR technika segitségével megfigyeltik a
mikroszekundumos idéskalan lejatszodo lassabb molekularis mozgasokat, a fascin vagy az alfa-
aktinin kotédése utan. A korrelacios id6 csokkenése, amelyet a megfigyelt anizotrop rotacios
diffuzio diagnosztikus paraméterei fejeznek ki, parhuzamban all a megndvekedett hajlitd vagy
a megndvekedett torzids rigiditassal.

Az altalunk javasolt modell feltételezi hosszi egylittmiikodd egységek létezését,
amelyek hasonld konformacids valtozdsokon mennek at az egyes aktin protomerekben
egyidejlileg. Tovabbi méréseink soran azt szeretnénk vizsgélni, hogy ezek a konformécids
valtozasok csak egy aktin filamentum mentén terjednek ki vagy a filamentumok kozott is

tovabb terjednek a koztiik levd kapcsolatokon at.
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5. Kovetkeztetések

5.1 Nukleotidok hatasa

Munkam els6é részében elektron paramagneses rezonancia ¢és differencial pasztazo
kalorimetria modszerek segitségével vizsgaltam a kiilonbdz6 nukleotidokat kotd aktin fehérje
dinamikai és konformacios valtozasait. Az aktin Cys-374-es aminosavat jeloltem meg MSL
spinjeloldvel, igy a Cys 374-es aminosav kornyezetében 1€v6 jelolo rotacios dinamikajat tudtam
tanulmanyozni. Ez alapjan pedig 6ssze tudtam hasonlitani az ATP-t, ADP-t, illetve AMP.PNP-
t kotd aktinok szerkezetét, illetve dinamikéjukat.

Korabban ko6zo6lt munkak alapjan feltételeztiik, hogy az MSL spinjel6l6 rigiden kotott
az aktin fehérje cisztein-374-es aminosav oldallancahoz, ennek megfeleléen a merev
kapcsolodasnak készonhetden informaciot nyerhettem a rotacids korrelaciods id6 segitségével a
teljes monomer dinamikai tulajdonsagair6l a nukleotidcserét kovetéen (Thomas és mtsai.,
1979; Mossakowska és mtsai., 1988).

Szamos faktor felelds a filamentumokbdl felépiilé aktin haldzat szabalyozasaért. llyen
faktorok a nukleotidok és kétértékii kationok, amelyeket az aktin monomer kot és befolyasoljak
annak polimerizacios készségét és ezaltal a monomer-polimer egyensulyt is a sejtben (Carlier
¢és mtsai., 1986; Kinosian és mtsai., 1991; Nyitrai és mtsai., 1997; Rickard és Sheterline, 1986).
A polimerizacid soran az ATP-t koté aktin monomerek nukleotidja hidrolizal. A monomerben
az ATP nukleotid jelenléte nem nélkiilozhetetlen a polimerizacidhoz, ugyanis az ADP-t kotd
monomerek is polimerizalnak. A kiilonb6z6 nukleotidokat (ADP vagy AMP.PNP) tartalmazo
aktin monomerekbdl polimerizalt filamentumokban vizsgéltam a flexibilitdsban bekovetkezd
kiilonbségeket. Az AMP.PNP nem hidrolizdlo6 ATP analdg felhasznalasdval mimikaltam az
ATP-t kot6 filamentum allapotat illetve intermonomer flexibilitasat. Feltételezésiink szerint a
nukleotidcsere hatasara egy rigidebb filamentalis aktin strukttra jon létre.

Az AMP.PNP-G-aktin rotaciés dinamikai tulajdonsagai megvaltoztak az ATP-G-
aktinéhoz képest. A rotacios korrelacids id6, amely a spektrum hiperfinom csatolési allanddja
alapjan hatarozhat6 meg, szignifikdnsan megndvekedett. Ez egy lassabb mozgésra és kotottebb
konformacio létrejottére utal, amely azt feltételezi, hogy az AMP.PNP kotddése egy joval
rigidebb aktin struktira 1étrejottét eredményezte mar monomer szinten is. Az AMP.PNP
kotddésével a spinjelolok segitségével detektalt rotacios mobilitdsa megnétt, ez egyértelmiien
a nukleotidcsere hatasara végbemend lokalis konformaciovaltozasra utal (Turmer és mtsai.,
2012).

Az aktin polimerizacié szabalyozasaban a nukleotidok szerepének megértését hivatott
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segiteni az altalam vizsgalt modell. Annak érdekében, hogy értékelhetd adatokat kapjak, az
aktin nagy részének filamentalis forméaban kellett lennie a mérések alatt. Ennek elérése
érdekében 12 0Ords polimerizaciot alkalmaztam jégen. Ez megfelelé id6t szolgaltatott a
szamunkra sziikséges monomer és filamentum egyensuly l1étrejottéhez (Pollard és mtsai., 1984).

Az ADP-F-aktin esetében is jelentds kiilonbségek mutatkoztak meg annak rotacios
dinamikéjaban és bels6 rigiditasaban is az ATP allapot modellezésére hasznalt AMP.PNP-t
kotd F-aktinhoz képest. A monomerek szerkezetében létrejovd valtozas a kotott nukleotid
cseré¢jének hatdsara a filamentumon beliili intermonomer kapcsolatok megvaltozasdhoz
vezetett. A két kiilonb6z6é nukleotidot kot filamentum flexibilitdsaban eltérést tapasztaltunk.
Ez Osszhangban all eredeti feltételezésiinkkel, miszerint ha az ATP allapotot modellez6
AMP.PNP ATP analogot koté monomerekbdl épiil fel a filamentum, akkor megvaltozik a
filamentum rugalmassaga, az eredeti, ADP-t k6t6 szerkezetli F-aktinéval Gsszehasonlitva. A
nukleotidcsere altal egy joval rigidebb aktin filamentum jott 1étre (Turmer és mtsai., 2012).

A két kiilonb6z6é nukleotidot tartalmazé monomerekbdl polimerizalt aktin
filamentumok flexibilitasbeli kiillonbsége megmutatkozhat az F-aktinban spontin mddon
1étrejové makroszkopikus rendezettségben, ezt tovabbi vizsgalatokkal igazolhatdo és a
tovabbiakban vizsgalhat6 lehet.

DSC méréseink hasonl6 eredményt mutatnak az AMP.PNP-G-aktin és az AMP.PNP-F-
aktin esetében, nevezetesen, hogy az atmeneti hodmérsékletiik (Tm) megnovekedett az ATP-G-
aktinhoz és az ADP-F-aktinhoz viszonyitva.

Az AMP.PNP-G-aktin esetében kifejezettebb valtozast tapasztaltunk, a mért magasabb
denaturacios hémérséklet egy termodinamikailag stabilabb allapotot jelent az ATP-G-aktin
szerkezetéhez viszonyitva. Ennek a stabilabb szerkezetnek a 1étrejottét az okozta, hogy az ATP
allapot kozelitéséhez hasznalt AMP.PNP beépiilt a monomer nukleotid kotd zsebébe. A
nukleotid kot zseb illetve kdrnyezetének szerkezeti atalakulédsa kisérte a nukleotidok cseréjét.

Az ADP-F-aktin, illetve AMP.PNP-F-aktin esetében hasonlo, azonban joval kisebb
mértékii denaturacios hoémérséklet novekedést tapasztaltam. Az AMP.PNP-F-aktin
megnovekedett Tm-je (az a homérséklet, amikor a fehérje nativ konformaciobol denaturalt
allapotba alakul at) az AMP.PNP szerkezet erdsitd hatdsara utal globalis szinten. Elmondhatjuk,
hogy az aktin hdmérsékleti stabilitasat nagymértékben befolyasolja az altala kotott nukleotid
tipusa (Turmer és mtsai., 2012).

Mindezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a nukleotidcsere nem csak lokélis, hanem

globalis valtozast is okozott a filamentalis aktin strukturajaban (Turmer és mtsai., 2012).
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5.2 Kotegel6 fehérjék hatasa

Munkdm masodik részében EPR és DSC technikdk alkalmazédsival elemeztem a két
kotegeld fehérje — a fascin és az alfa-aktinin — kotédésének hatasat a filamentalis aktin
szerkezetére ¢és dinamikédjara. Az F-aktin és a keresztkoté fehérjek kolcsonhatasat
konvencionalis és szaturacidé transzfer EPR mérésekkel egyarant nyomon kovettem. A
keresztkotd fehérjék vizsgalatdhoz szintén MSL paramagneses szondaval jeloltem meg az aktin
Cys-374-es aminosavat. Ezaltal lehetdvé valt a kiillonbozo kotegeld fehérjék altal keresztkotott
aktin filamentumok rotacids dinamikéajanak 0sszehasonlitasa.

EPR kisérleteink a fascin és az alfa-aktinin kotédése altal az aktin filamentumban
eldidézett molekularis valtozasokrél nyujtanak informéciot két teljesen eltérd, a
nanoszekundumos ¢és a mikroszekundumos iddskalan.

A gyorsabb mozgasok az aktin filamentumon beliil a szubdomének, protomerek vagy
rovid szegmensek mozgasanak tulajdonithatdak. A hosszabb iddskalan lejatszoddé mozgasok
sokkal inkabb karakterisztikusak az egész aktin filamentum Gsszefliggd mozgasaira, beleértve
a gorbiilési és a torzios csavarodas formait is (Turmer és mtsai., 2015b).

A mi konvencionalis EPR méréseink eredményei azt mutatjak, hogy a fascin és az alfa-
aktinin mikroszekundumos iddskalan bet6ltott hasonlod hatdsa ellenére, hatdsuk a gyorsabb
mozgési iddskaldkon ellentétes volt. A hiperfinom csatolasi allandé megndvekedett a fascin, és
csokkent az alfa-aktinin kotodése utan. A két protein hatdsa viszonylag hosszu aktin filamentum
szakaszra kiterjedt, az alfa-aktinin és a fascin mintegy 200 protomer szerkezetét modositotta.
Habar adataink alapjan nem tudtuk meghatarozni sem a fehérje matrix flexibilitasat, sem pedig
azt, hogy a polaritas megvaltozasa volt-e felelds az altalunk megfigyelt valtozasokért, az vilagos
szamunkra, hogy a két keresztkotd fehérje kiillonb6z0 molekuldris 4talakuldsokat és
valtozasokat indukalt az aktin filamentum szerkezetében (Turmer és mtsai., 2015b).

A szaturacio transzfer EPR mérések azt mutatjak, hogy az aktin filamentumra jellemzé
nagyobb ardnyl gorbiild és torzios flexibilitds a fascin illetve az alfa-aktinin kotddése utan
csOkkend tendenciat mutatott, ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egész filamentum
csavarodo és gorblild mozgésai lassabba valtak. Az aktin filamentumok belsé szerkezete
stabilizalddott biztositva egy sokkal rigidebb szerkezeti vazat a bioldgiai miikddések szamara.
Hasonlo tendenciat figyeltek meg a két keresztkotd fehérje esetében, a stabilizacid egyszertien
a kotegek kialakulasanak hatasa lehet, amelyben az aktin filamentumok mozgasa behatarolt a

szomszédos aktin filamentumok altal (Claessens és mtsai., 2008).
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Az aktin filamentumok valésziniileg szamos biologiai funkcidjukat a szerkezetiik
szabalyozasan keresztiil képesek teljesiteni, amelyet az aktinkdtegeld fehérjék biztositanak,
vagyis a filamentum szerkezetének alkalmazkodasa az aktudlis miikodéshez megkoveteli a
kotegel6 fehérjék kotodése altal 1étrehozott valtozast és szabalyozast. Ez az altalanos tendencia
sziikséges a keresztkot6 fehérjék munkajahoz is (Egelman, 2003; Reisler és Egelman, 2007;

Popp és Robinson, 2011; Popp és Robinson, 2012).

Az altalunk nyert EPR eredmények felvetik, hogy a kisebb szerkezeti alkotoelemek az
aktin filamentumok periféridjan kiilonb6zd titon moédosultak a fascin és az alfa-aktinin révén,
mialatt az egész aktin filamentum mozgasa lassabb lett mindkét aktin keresztkotd fehérje
kotodése utan. A legegyszerlibb magyarazat az utdbbi megfigyelésekre az, hogy az aktin
filamentumok bels6 szerkezetét nem véaltoztatta meg a keresztkotd fehérjék kotddése, valamint
a filamentumok kozo6tti kapcsolddasok 1étrejotte szerkezeti korlatokat nyajt és ennek
kovetkeztében lelassitja a filamentalis mozgéasokat. Ezeket a szerkezeti valtozasokat abrazoltuk
egy egyszeru rajz segitségével a 19. abran.

Az altalunk leirtakat figyelembe véve, valamint megfontolva, hogy a fascin és az alfa-
aktinin kozremiikodik tobbféle kiilonbozo sejtfolyamatban (Edwards és Bryan, 1995;
Machesky és Li, 2010; Sjoblom és mtsai., 2008), megfigyeléseink feltételezik, hogy kotédésiik
adhatja a megfelel6 beallitast €s szabalyozast az aktin szerkezetének €s ezzel megalapozza a
megfeleld szerkezetet mas aktinkotd fehérjék kapcsolodasdhoz, amelyek szerepet jatszanak az

aktualis biologiai funkcidban.

o1



aktin + fascin aktin aktin + a-aktinin

‘% aktin protomerek &~ fascin

@ fascin altal modositott aktin protomerek
8  alfa-aktinin altal modositott aktin protomerek

19. abra Az aktin—fascin illetve az aktin—alfa-aktinin lehetséges kolcsonjatasanak sémaja

=4 alfa-aktinin

(Turmer és mtsai., 2015a).
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6. Osszefoglalas

Munkam els6 részében az aktin fehérje szerkezetében az eltéré nukleotidok (ATP, ADP
¢s AMP.PNP) kotodése altal eldidézett konformacids és dinamikai valtozasokat vizsgaltam
EPR spektroszkopia és DSC modszerek segitségével. Feltételezésiink szerint az F-aktinban a
monomerek ADP-t kotnek, ezzel biztositva a miikodéséhez sziikséges optimalis flexibilitast.
Habar mindkét esetben ADP-aktin protomerek alkotjak a filamentumokat, abban az esetben, ha
ATP-t kotd monomerekbdl épiil fel a filamentum, akkor megvaltozik a filamentum
rugalmassaga (dinamikaja), az eredeti, ADP-t kot6 szerkezetli F-aktinéval 6sszehasonlitva.

A kovetkezd megfigyeléseket tettiik, amelyekkel igyekeztiik megvalaszolni a korabban
feltett kérdéseinket:

(1) Az AMP.PNP-t koté globularis és filamentalis aktin termodinamikailag
stabilabb szerkezettel rendelkezik, mint az ADP kot6 forma. Ennek a stabilabb
allapotnak a kialakulasit az AMP.PNP nukleotidkotd zsebbe torténd
beépiilésének tulajdonitjuk.

(2) Az ADP-F-aktin é¢s az AMP.PNP-F-aktin rotacios dinamikaja kozott az ATP-
G-aktin és az AMP.PNP-G-aktin-hoz képest joval kisebb, de kimutathato
kiilonbséget figyelhettlink meg A filamentalis aktin belsé rigiditasara is
hatassal volt a nukleotidcsere, ugyanis egy rigidebb, stabilabb szerkezet jott
létre altala, ez az AMP.PNP globalis szerkezet erdsitd hatasat mutatja.
Elmondhatjuk, hogy az aktin hdmérsékleti stabilitdsa szoros Osszefiiggésben
all az altala kotott nukleotid tipusaval.

Munkdm masodik részében elvégzett méréseim az aktinkotd fehérjék altal 1étrehozott
halézat szabdlyozdsanak és dinamikdjanak megismerésére irdnyultak. A kotegeld fehérjek
kotddésének hatdsara az aktin filamentumok szerkezetében bekovetkezd valtozasokat EPR
technika segitségével vizsgaltam.

Hipotézisiink szerint a fascin és az alfa-aktinin altal 1étrehozott kotegekben levd aktin
filamentumok dinamikai tulajdonsagai meghatarozoak a kotegek funkcidinak szabalyozasaban.

A korabbiakban feltett kérdéseinkre adott valaszaink:

(1) A fascin és az alfa-aktinin kotoédésének ellentétes hatasa van a filamentumok
rotaciés dinamikdjara. Mindkét kotegeld fehérje megvaltoztatja az aktin
filamentumok szerkezetét, de két, egymassal ellentétes mechanizmussal.

(2) Az aktinkotegel6 fehérjék megvaltoztattak az aktin protomerek szerkezetét a

filamentumokban. A protomerek megvaltozott konformacidja okozhatta a
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filamentum flexibilitdsaban bekovetkezett valtozdsokat. Azonban mig az
aktin-alfa-aktinin komplexen beliil az intramolekularis mozgasok lassabba
valtak egy joval rigidebb aktin szerkezet 1étrejottét jelezve, addig az aktin-
fascin komplexek esetében a gyorsabb intramolekularis mozgasok egy joval
flexibilisebb fehérje matrix kialakuldsara engednek kovetkeztetni. A két
fehérje kotddésének hatasa ellentétes.

(3) Szaturacio transzfer EPR méréseink eredményei megmutattak, hogy mind a
fascin, mind az alfa-aktinin kot6dése utan a filamentumokban a molekularis
mozgasok lassabbak voltak a mikroszekundumos idéskalan. Ennek a lassabb
mozgasnak az oka egy merevebb filamentalis aktin szerkezet 1étrejotte lehet,
amelyet a keresztkotott szerkezet kialakulasa okozhatott a filamentumok

kozott.

54



7. ITrodalomjegyzék

[

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Pollard, T.D., (1990). Actin, Current opinion in cell biology. 2: 33-40.

Kabsch, W. and Vandekerckhove, J., (1992). Structure and function of actin, Annual
review of biophysics and biomolecular structure. 21: 49-76.

Pollard, T.D. and Cooper, J.A., (2009). Actin, a central player in cell shape and
movement, Science. 326: 1208-12.

Golitsina, N.L., Shnyrov, V.L. and Levitsky, D.l., (1992). Thermal denaturation of the
alkali light chain-20 kDa fragment complex obtained from myosin subfragment 1, FEBS
letters. 303: 255-7.

Grzanka, A., Grzanka, D. and Orlikowska, M., (2004). Fluorescence and ultrastructural
localization of actin distribution patterns in the nucleus of HL-60 and K-562 cell lines
treated with cytostatic drugs, Oncol Rep. 11: 765-70.

Castano, E., Philimonenko, V.V., Kahle, M., Fukalova, J., Kalendova, A., Yildirim, S.,
Dzijak, R., Dingova-Krasna, H. and Hozak, P., (2010). Actin complexes in the cell
nucleus: new stones in an old field, Histochem Cell Biol. 133: 607-26.

Huxley, A.F. and Niedergerke, R., (1954). Structural changes in muscle during
contraction; interference microscopy of living muscle fibres, Nature. 173: 971-3.
Huxley, H. and Hanson, J., (1954). Changes in the cross-striations of muscle during
contraction and stretch and their structural interpretation, Nature. 173: 973-6.
Kabsch, W., Mannherz, H.G., Suck, D., Pai, E.F. and Holmes, K.C., (1990). Atomic
structure of the actin:.DNase | complex, Nature. 347: 37-44.

Levitsky, D.l., Nikolaeva, O.P., Orlov, V.N., Pavlov, D.A., Ponomarev, M.A. and
Rostkova, E.V., (1998a). Differential scanning calorimetric studies on myosin and
actin, Biochemistry. Biokhimiia. 63: 322-33.

Wang, H., Robinson, R.C. and Burtnick, L.D., (2010). The structure of native G-actin,
Cytoskeleton (Hoboken). 67: 456-65.

Higashi, S. and Oosawa, F., (1965). Conformational changes associated with
polymerization and nucleotide binding in actin molecules, J Mol Biol. 12: 843-65.
Kinosian, H.J., Selden, L.A., Estes, J.E. and Gershman, L.C., (1991). Thermodynamics
of actin polymerization; influence of the tightly bound divalent cation and nucleotide,
Biochimica et biophysica acta. 1077: 151-8.

Kasai, M., Nakano, E. and Oosawa, F., (1965). Polymerization of Actin Free from
Nucleotides and Divalent Cations, Biochim Biophys Acta. 94: 494-503.

Chesarone, M.A. and Goode, B.L., (2009). Actin nucleation and elongation factors:
mechanisms and interplay, Curr Opin Cell Biol. 21: 28-37.

Kuhn, J.R. and Pollard, T.D., (2005). Real-time measurements of actin filament
polymerization by total internal reflection fluorescence microscopy, Biophys J. 88:
1387-402.

Frischknecht, F. and Way, M., (2001). Surfing pathogens and the lessons learned for
actin polymerization, Trends in cell biology. 11: 30-38.

Moore, P.B., Huxley, H.E. and DeRosier, D.J., (1970). Three-dimensional
reconstruction of F-actin, thin filaments and decorated thin filaments, J Mol Biol. 50:
279-95.

De La Cruz, E.M. and Pollard, T.D., (1995). Nucleotide-free actin: stabilization by
sucrose and nucleotide binding kinetics, Biochemistry. 34: 5452-61.

Hild, G., Bugyi, B. and Nyitrai, M., (2010). Conformational dynamics of actin: effectors
and implications for biological function, Cytoskeleton. 67: 609-29.

55



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Schuler, H., (2001). ATPase activity and conformational changes in the regulation of
actin, Biochim Biophys Acta. 1549: 137-47.

Dalhaimer, P., Pollard, T.D. and Nolen, B.J., (2008). Nucleotide-mediated
conformational changes of monomeric actin and Arp3 studied by molecular dynamics
simulations, J Mol Biol. 376: 166-83.

Zheng, X., Diraviyam, K. and Sept, D., (2007). Nucleotide effects on the structure and
dynamics of actin, Biophys J. 93: 1277-83.

Orlova, A., Prochniewicz, E. and Egelman, E.H., (1995). Structural dynamics of F-
actin: 1l. Cooperativity in structural transitions, Journal of molecular biology. 245: 598-
607.

Strzelecka-Golaszewska, H., Moraczewska, J., Khaitlina, S.Y. and Mossakowska, M.,
(1993). Localization of the tightly bound divalent-cation-dependent and nucleotide-
dependent conformation changes in G-actin using limited proteolytic digestion,
European journal of biochemistry / FEBS. 211: 731-42.

Otterbein, L.R., Graceffa, P. and Dominguez, R., (2001). The crystal structure of
uncomplexed actin in the ADP state, Science. 293: 708-11.

Tseng, Y., Fedorov, E., McCaffery, J.M., Almo, S.C. and Wirtz, D., (2001).
Micromechanics and ultrastructure of actin filament networks crosslinked by human
fascin: a comparison with alpha-actinin, J Mol Biol. 310: 351-66.

Jayo, A. and Parsons, M., (2010). Fascin: a key regulator of cytoskeletal dynamics, Int
J Biochem Cell Biol. 42: 1614-7.

Edwards, R.A. and Bryan, J., (1995). Fascins, a family of actin bundling proteins, Cell
motility and the cytoskeleton. 32: 1-9.

Saishin, Y., Shimada, S., Morimura, H., Sato, K., Ishimoto, 1., Tano, Y. and Tohyama,
M., (1997). Isolation of a cDNA encoding a photoreceptor cell-specific actin-bundling
protein: retinal fascin, FEBS letters. 414: 381-6.

Kureishy, N., Sapountzi, V., Prag, S., Anilkumar, N. and Adams, J.C., (2002). Fascins,
and their roles in cell structure and function, BioEssays. 24: 350-61.

Tubb, B., Mulholland, D.J., Vogl, W., Lan, Z.-J., Niederberger, C., Cooney, A. and
Bryan, J., (2002). Testis Fascin (FSCN3): A Novel Paralog of the Actin-Bundling
Protein Fascin Expressed Specifically in the Elongate Spermatid Head, Experimental
Cell Research. 275: 92-109.

Li, A., Dawson, J.C., Forero-Vargas, M., Spence, H.J., Yu, X., Konig, I., Anderson, K.
and Machesky, L.M., (2010). The actin-bundling protein fascin stabilizes actin in
invadopodia and potentiates protrusive invasion, Current biology : CB. 20: 339-45.
Ono, S., Yamakita, Y., Yamashiro, S., Matsudaira, P.T., Gnarra, J.R., Obinata, T. and
Matsumura, F., (1997). Identification of an actin binding region and a protein kinase C
phosphorylation site on human fascin, J Biol Chem. 272: 2527-33.

Hashimoto, Y., Skacel, M. and Adams, J.C., (2005). Roles of fascin in human carcinoma
motility and signaling: Prospects for a novel biomarker?, The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology. 37: 1787-804.

Jansen, S., Collins, A., Yang, C., Rebowski, G., Svitkina, T.and Dominguez, R., (2011).
Mechanism of actin filament bundling by fascin, J Biol Chem. 286: 30087-96.
Machesky, L.M. and Li, A., (2010). Fascin: Invasive filopodia promoting metastasis,
Communicative & integrative biology. 3: 263-70.

Chen, S.F.,, Yang, S.F., Li, JW., Nieh, P.C,, Lin, S.Y., Fu, E., Bai, C.Y, Jin, J.S., Lin,
C.Y. and Nieh, S., (2007). Expression of fascin in oral and oropharyngeal squamous
cell carcinomas has prognostic significance - a tissue microarray study of 129 cases,
Histopathology. 51: 173-83.

Takatsuki, H., Bengtsson, E. and Mansson, A., (2014). Persistence length of fascin-

56



40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

cross-linked actin filament bundles in solution and the in vitro motility assay,
Biochimica et biophysica acta. 1840: 1933-42.

Blanchard, A., Ohanian, V. and Critchley, D., (1989). The structure and function of
alpha-actinin, Journal of muscle research and cell motility. 10: 280-9.

Klein, M.G., Shi, W., Ramagopal, U., Tseng, Y., Wirtz, D., Kovar, D.R., Staiger, C.J.
and Almo, S.C., (2004). Structure of the actin crosslinking core of fimbrin, Structure
(London, England : 1993). 12: 999-1013.

Sjoblom, B., Salmazo, A. and Djinovic-Carugo, K., (2008). Alpha-actinin structure and
regulation, Cellular and molecular life sciences : CMLS. 65: 2688-701.

Ishikawa, R., Sakamoto, T., Ando, T., Higashi-Fujime, S. and Kohama, K., (2003).
Polarized actin bundles formed by human fascin-1: their sliding and disassembly on
myosin Il and myosin V in vitro, Journal of Neurochemistry. 87: 676-85.

Lieleg, O., Claessens, M.M., Heussinger, C., Frey, E. and Bausch, A.R., (2007).
Mechanics of bundled semiflexible polymer networks, Phys Rev Lett. 99: 088102.
Flood, G., Kahana, E., Gilmore, A.P., Rowe, A.J., Gratzer, W.B. and Critchley, D.R.,
(1995). Association of structural repeats in the alpha-actinin rod domain. Alignment of
inter-subunit interactions, J Mol Biol. 252: 227-34.

Winkler, J., Lunsdorf, H. and Jockusch, B.M., (1997). Flexibility and fine structure of
smooth-muscle alpha-actinin, European journal of biochemistry / FEBS. 248: 193-9.
Turmer, K., Orban, J., Grof, P. and Nyitrai, M., (2015a). FASCIN and alpha-actinin can
regulate the conformation of actin filaments, Biochimica et biophysica acta. 1850:
1855-61.

Nagy, S., Ricca, B.L., Norstrom, M.F., Courson, D.S., Brawley, C.M., Smithback, P.A.
and Rock, R.S., (2008). A myosin motor that selects bundled actin for motility,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 105:
9616-20.

Ricca, B.L. and Rock, R.S., (2010). The Stepping Pattern of Myosin X Is Adapted for
Processive Motility on Bundled Actin, Biophysical Journal. 99: 1818-26.

Gaszner, B., Nyitrai, M., Hartvig, N., Koszegi, T., Somogyi, B. and Belagyi, J., (1999).
Replacement of ATP with ADP affects the dynamic and conformational properties of
actin monomer, Biochemistry. 38: 12885-92.

Graceffa, P. and Dominguez, R., (2003). Crystal structure of monomeric actin in the
ATP state. Structural basis of nucleotide-dependent actin dynamics, J Biol Chem. 278:
34172-80.

Feuer, G., Molnar, F. and et al., (1948). Studies on the composition and polymerization
of actin, Hung Acta Physiol. 1: 150-63.

Spudich, J.A. and Watt, S., (1971). The regulation of rabbit skeletal muscle contraction.
I. Biochemical studies of the interaction of the tropomyosin-troponin complex with actin
and the proteolytic fragments of myosin, The Journal of biological chemistry. 246: 4866-
71.

Kupi, T., Grof, P., Nyitrai, M. and Belagyi, J., (2009). The uncoupling of the effects of
formins on the local and global dynamics of actin filaments, Biophysical journal. 96:
2901-11.

Houk, T.W., Jr. and Ue, K., (1974). The measurement of actin concentration in solution:
a comparison of methods, Anal Biochem. 62: 66-74.

Turmer, K., Konczol, F., Lorinczy, D. and Belagyi, J., (2012). AMP.PNP affects the
dynamical properties of monomer and polymerized actin, Journal of thermal analysis
and calorimetry. 108: 95-100.

Drewes, G. and Faulstich, H., (1991). A reversible conformational transition in muscle
actin is caused by nucleotide exchange and uncovers cysteine in position 10, J Biol

57



58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

Chem. 266: 5508-13.

Pollard, T.D., (1984). Purification of a high molecular weight actin filament gelation
protein from Acanthamoeba that shares antigenic determinants with vertebrate
spectrins, The Journal of cell biology. 99: 1970-80.

Perelroizen, 1., Carlier, M.-F. and Pantaloni, D., (1995). Binding of Divalent Cation and
Nucleotide to G-actin in the Presence of Profilin, Journal of Biological Chemistry. 270:
1501-08.

Miki, M., (1990). Interaction of F-actin-AMPPNP with myosin subfragment-1 and
troponin-tropomyosin: influence of an extra phosphate at the nucleotide binding site in
F-actin on its function, J Biochem. 108: 457-61.

Berliner, L.J., Spin labeling : theory and applications, Academic Press, (New York),
1976.

Berliner, L.J., Spin labeling 11 : theory and applications, Academic Press, (New York),
1979.

Dergez, T., Lorinczy, D., Konczol, F., Farkas, N. and Belagyi, J., (2007). Differential
scanning calorimetry study of glycerinated rabbit psoas muscle fibres in intermediate
state of ATP hydrolysis, BMC structural biology. 7: 41.

Farkas, N., Lorinczy, D., Dergez, T., Kilar, F. and Belagyi, J., (2004). Effect of
polycyclic aromatic hydrocarbons on erythrocyte membranes by DSC and EPR,
Environ Toxicol Pharmacol. 16: 163-8.

Hartvig, N., Gaszner, B., Kiss, M., Lorinczy, D. and Belagyi, J., (2002a). Effect of
nucleotides and their analogues on essential light chains in myosin head, J Biochem
Biophys Methods. 53: 67-74.

Hartvig, N., Lorinczy, D., Farkas, N. and Belagyi, J., (2002b). Effect of adenosine 5'-
[beta,gamma-imido]triphosphate on myosin head domain movements, European
journal of biochemistry / FEBS. 269: 2168-77.

Lérinczy, D., Hartvig, N. and Belagyi, J., (2002). Analysis of nucleotide myosin
complexes in skeletal muscle fibres by DSC and EPR, J Biochem Biophys Methods. 53:
75-87.

Belagyi, J., (1973). Effect of denaturation on muscle proteins as studied by Epr, Acta
Biochim Biophys Acad Sci Hung. 8: 275-80.

Belagyi, J., (1975a). Orientation dependence in the Epr spectra of spin labels in
glycerinated muscle fibres, Acta Biochim Biophys Acad Sci Hung. 10: 233-42.
Belagyi, J., (1975b). Water structure in striated muscle by spin labelling technique, Acta
Biochim Biophys Acad Sci Hung. 10: 63-70.

Belagyi, J. and Damerau, W., (1974). Effect of heat denaturation on glycerinated muscle
fibers as studied by spin label Epr, Acta Biochim Biophys Acad Sci Hung. 9: 367-70.
Belagyi, J., Damerau, W. and Pallai, G., (1978). Thermal stability of F-actin as studied
by spin labelling, Acta biochimica et biophysica; Academiae Scientiarum Hungaricae.
13: 85-90.

Mossakowska, M., Belagyi, J. and Strzelecka-Golaszewska, H., (1988). An EPR study
of the rotational dynamics of actins from striated and smooth muscle and their
complexes with heavy meromyosin, European journal of biochemistry. 175: 557-64.
Marsh, D., Electron Spin Resonance: Spin Labels, In: Grell, E. (szerk.), Membrane
spectroscopy, Springer-Verlag, (Berlin; New York), 1981, 51-142.

Thomas, D.D., Seidel, J.C. and Gergely, J., (1979). Rotational dynamics of spin-labeled
F-actin in the sub-millisecond time range, Journal of molecular biology. 132: 257-73.
Knowles, P.F., Marsh, D. and Rattle, H.W.E., Magnetic resonance of biomolecules : an
introduction to the theory and practice of NMR and ESR in biological systems, Wiley,
(London; New York), 1976.

58



77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90
91

92

93

Belagyi, J. and Grof, P., (1983). Rotational Motion of Actin Monomer at Low and High
Salt Concentration, Eur J Biochem. 130: 353-58.

Nyitrai, M., Hild, G., Belagyi, J. and Somogyi, B., (1997). Spectroscopic study of
conformational changes in subdomain 1 of G-actin: influence of divalent cations,
Biophysical journal. 73: 2023-32.

Dergez, T., 2006. Glicerinezett izomrostok vizsgalata ATP hidrolizis koztes
allapotaiban EPR ¢és DSC technikéval, Kémiai Doktori Iskola, Pécsi
Tudoményegyetem, Pécs, PhD Tézis.

Marsh, D., (1980). Molecular motion in phospholipid bilayers in the gel phase: long
axis rotation, Biochemistry. 19: 1632-7.

Squier, T.C. and Thomas, D.D., (1986a). Applications of new saturation transfer
electron paramagnetic resonance methodology to the rotational dynamics of the Ca-
ATPase in sarcoplasmic reticulum membranes, Biophys J. 49: 937-42,

Squier, T.C. and Thomas, D.D., (1986b). Methodology for increased precision in
saturation transfer electron paramagnetic resonance studies of rotational dynamics,
Biophys J. 49: 921-35.

Fajer, P., Watts, A. and Marsh, D., (1992). Saturation transfer, continuous wave
saturation, and saturation recovery electron spin resonance studies of chain-spin
labeled phosphatidylcholines in the low temperature phases of dipalmitoyl
phosphatidylcholine bilayers. Effects of rotational dynamics and spin-spin interactions,
Biophysical Journal. 61: 879-91.

Goldman, S.A., Bruno, G.V. and Freed, J.H., (1972). Estimating slow-motional
rotational correlation times for nitroxides by electron spin resonance, The Journal of
Physical Chemistry. 76: 1858-60.

Thomas, D.D., Seidel, J.C., Gergely, J. and Hyde, J.S., (1975a). The quantitative
measurement of rotational motion of the subfragment-1 region of myosin by saturation
transfer epr spectroscopy, Journal of supramolecular structure. 3: 376-90.

Thomas, D.D., Seidel, J.C., Hyde, J.S. and Gergely, J., (1975b). Motion of subfragment-
1 in myosin and its supramolecular complexes: saturation transfer electron
paramagnetic resonance, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America. 72: 1729-33.

Meirovitch, E. and Freed, J.H., (1984). Analysis of Slow-Motional Electron-Spin
Resonance-Spectra in  Smectic Phases in Terms of Molecular-Configuration,
Intermolecular Interactions, and Dynamics, J Phys Chem-Us. 88: 4995-5004.

Budil, D.E., Lee, S., Saxena, S. and Freed, J.H., (1996). Nonlinear-Least-Squares
Analysis of Slow-Motion EPR Spectra in One and Two Dimensions Using a Modified
Levenberg—Marquardt Algorithm, Journal of Magnetic Resonance, Series A. 120: 155-
89.

Lumry, R. and Eyring, H., (1954). Conformation Changes of Proteins, The Journal of
Physical Chemistry. 58: 110-20.

Lérinczy, D., (2004). The nature of biological systems as revealed by thermal methods.
Levitsky, D.l., Ponomarev, M.A., Geeves, M.A., Shnyrov, V.L. and Manstein, D.J.,
(1998b). Differential scanning calorimetric study of the thermal unfolding of the motor
domain fragments of Dictyostelium discoideum myosin Il, European journal of
biochemistry. 251: 275-80.

Orban, J., Lérinczy, D., Hild, G. and Nyitrai, M., (2008a). Noncooperative stabilization
effect of phalloidin on ADP.BeFx- and ADP.AlIF4-actin filaments, Biochemistry. 47:
4530-4.

Orban, J., Loérinczy, D., Nyitrai, M. and Hild, G., (2008b). Nucleotide dependent
differences between the alpha-skeletal and alpha-cardiac actin isoforms, Biochem

59



94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

Biophys Res Commun. 368: 696-702.

Zhang, R., Yan, W., Wang, X. and Lin, R., (2005). Molar excess enthalpies of ethyl
acetate+alkanols at T=298.15K, p=10.0MPa, Thermochimica Acta. 429: 155-61.
Fukada, H., Takahashi, K. and Sturtevant, J.M., (1987). Differential scanning
calorimetric study of the thermal unfolding of Taka-amylase A from Aspergillus oryzae,
Biochemistry. 26: 4063-8.

Lérinczy, D. and Belagyi, J., (1995a). Effects of nucleotide on skeletal muscle myosin
unfolding in myofibrils by DSC, Biochem Biophys Res Commun. 217: 592-8.
Konczol, F., Lorinczy, D. and Belagyi, J., (1998). Effect of oxygen free radicals on
myosin in muscle fibres, FEBS letters. 427: 341-4.

Conejero-Lara, F., Mateo, P.L., Aviles, F.X. and Sanchez-Ruiz, J.M., (1991a). Effect of
Zn2+ on the thermal denaturation of carboxypeptidase B, Biochemistry. 30: 2067-72.
Conejero-Lara, F., Sanchez-Ruiz, J.M., Mateo, P.L., Burgos, F.J., Vendrell, J. and
Aviles, F.X., (1991b). Differential scanning calorimetric study of carboxypeptidase B,
procarboxypeptidase B and its globular activation domain, European journal of
biochemistry / FEBS. 200: 663-70.

Freire, E. and Murphy, K.P., (1991). Molecular basis of co-operativity in protein
folding, J Mol Biol. 222: 687-98.

Freire, E., Murphy, K.P., Sanchez-Ruiz, J.M., Galisteo, M.L. and Privalov, P.L., (1992).
The molecular basis of cooperativity in protein folding. Thermodynamic dissection of
interdomain interactions in phosphoglycerate kinase, Biochemistry. 31: 250-6.
Galisteo, M.L., Mateo, P.L. and Sanchez-Ruiz, J.M., (1991). Kinetic study on the
irreversible thermal denaturation of yeast phosphoglycerate kinase, Biochemistry. 30:
2061-6.

Sanchez-Ruiz, J.M., (1992). Theoretical analysis of Lumry-Eyring models in
differential scanning calorimetry, Biophys J. 61: 921-35.

Sanchez-Ruiz, J.M., Iriarte, A. and Martinez-Carrion, M., (1991). The ionization states
of the 5'-phosphate group in the various coenzyme forms bound to mitochondrial
aspartate aminotransferase, Arch Biochem Biophys. 286: 38-45.

Sanchez-Ruiz, J.M., Lopez-Lacomba, J.L., Mateo, P.L., Vilanova, M., Serra, M.A. and
Aviles, F.X., (1988a). Analysis of the thermal unfolding of porcine procarboxypeptidase
A and its functional pieces by differential scanning calorimetry, European journal of
biochemistry / FEBS. 176: 225-30.

Jones, R.H. and Molitoris, B.A., (1984). A statistical method for determining the
breakpoint of two lines, Analytical Biochemistry. 141: 287-90.

Lorinczy, D. and Belagyi, J., (1995b). Scanning calorimetric and EPR studies on the
thermal stability of actin, Thermochimica Acta. 259: 153-64.

Lérinczy, D., Konczol, F., Gaszner, B. and Belagyi, J., (1998). Structural stability of
actin filaments as studied by DSC and EPR, Thermochimica Acta. 322: 95-100.
Kabsch, W. and Holmes, K.C., (1995). The actin fold, FASEB J. 9: 167-74.
Sanchez-Ruiz, J.M., Lopez-Lacomba, J.L., Cortijo, M. and Mateo, P.L., (1988b).
Differential scanning calorimetry of the irreversible thermal denaturation of
thermolysin, Biochemistry. 27: 1648-52.

Carlier, M.F., Pantaloni, D. and Korn, E.D., (1986). The effects of Mg2+ at the high-
affinity and low-affinity sites on the polymerization of actin and associated ATP
hydrolysis, The Journal of biological chemistry. 261: 10785-92.

Rickard, J.E. and Sheterline, P., (1986). Cytoplasmic concentrations of inorganic
phosphate affect the critical concentration for assembly of actin in the presence of
cytochalasin D or ADP, Journal of molecular biology. 191: 273-80.

Pollard, T.D., Selden, S.C. and Maupin, P., (1984). Interaction of actin filaments with

60



114

115

116

117

118

119

microtubules, The Journal of cell biology. 99: 33s-37s.

Turmer, K., Urban, J., Grof, P. and Nyitrai, M., (2015b). FASCIN and alpha-actinin can
regulate the conformation of actin filaments, Bba-Gen Subjects. 1850: 1855-61.
Claessens, M.M.A.E., Semmrich, C., Ramos, L. and Bausch, A.R., (2008). Helical twist
controls the thickness of F-actin bundles, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 105: 8819-22.

Egelman, E.H., (2003). A tale of two polymers: New insights into helical filaments, Nat
Rev Mol Cell Bio. 4: 621-30.

Reisler, E. and Egelman, E.H., (2007). Actin structure and function: What we still do
not understand, Journal of Biological Chemistry. 282: 36133-37.

Popp, D. and Robinson, R.C., (2011). Many ways to build an actin filament, Mol
Microbiol. 80: 300-08.

Popp, D. and Robinson, R.C., (2012). Supramolecular cellular filament systems: How
and why do they form?, Cytoskeleton. 69: 71-87.

61



8. Abrajegyzék

1. abra A monomer aktin szalagdiagramja. Az ATP-t kotd nukleotid-koté arok a
molekula kdzepén lathatd. (Kabsch és mtsai., 1990) .......cocvviiiiiiiiiiiiiieie e 7
2.AD1a AZ AMP-PNP ..o nnes 9
3. dbra A fascin és az alfa-aktinin felépitése, szerkezeti diagramok. A fascin
szekvencialisan négy, az alfa-aktinin hat egységre oszthatd. Az utdbbi az ismétlédo spectrin-
szerli régidkkal kapcsolodik 6ssze harom-négy egység atfedésével, valamint az aktink6td régiot
tartalmazza (Turmer €s mtsai., 2015a). ...ociviviiiiiiiiiiieiie e 11
4. abra Az alfa-aktinin (A) (Flood és mtsai., 1995 nyoméan) ¢€s a fascin (B) (Jansen ¢és
mtsai., 2011; Winkler és mtsai., 1997) kotegelési mechanizmusanak vazlata. Az aktin

protomereket és monomereket narancssarga korokkel €s a megfeleld kotegeld fehérjéket kékkel

jeloltik (Turmer €s mtsai., 2015a). ...ooiiiiiiiiieiii e 12
S5.4bra: Az EPR spektrométer sematikus felépitése (dtdolgozott  abra,
Sforras:http://www.physik.uni-augSbUrg.de). ........cocveiiieriee e 23
6. abra A DSC késziilek felépitése (Zhang és mtsai., 2005). ...ccooveviriiiiiiiiiniicinene 26

7. abra: Sebességi alland6 szdmolasahoz vald szemléltetés (Sanchez-Ruiz és mitsai.,
1S T - ) OSSPSR 30
8. abra A.: Az ATP-G-aktin EPR spektruma; B.: Az AMP.PNP-G-aktin EPR spektruma;
C.: Az ADP-F-aktin EPR spektruma; D.: Az AMP.PNP-F-aktin EPR spektruma (Turmer és
s T2 0 1 OSSPSR 34
9. abra Az ATP-G-aktin DSC gorbéje (Turmer és mtsai., 2012) .....cccovvveiireirnennenne 36
10. abra: Az ADP-G-aktin denaturacioja. (Lérinczy és Belagyi, 1995b; az abra a szerzok
hozzajarulasaval reprodukalva)...........cccoiiiiiiiiii s 36
11. abra: Az ADP-F-aktin termikus denaturacioja. (LOrinczy és Belagyi, 1995b; az dbra
a szerzOk hozzajarulasaval reprodukalva)..........ccooiiiiiiiiiii 37
12. abra: ADP-G-aktin termikus doménjei aktivacios energidja. (Lorinczy és Belagyi,
1995b; az 4bra a szerzok hozzdjarulasaval reprodukalva) ..........cccooeiiiiiiiiiiiic, 38

13. abra: ADP-F-aktin alegységeinek aktivacios energidja. (LArinczy €s Belagyi, 1995b;

az abra a szerzok hozzajarulasaval reprodukalva) ..........ccooiiiiiiiii 38
14. ébra Az AMP.PNP-G-aktin DSC gorbéje (Turmer és mtsai., 2012).........c.cceeneee. 39
15. &bra Az AMP.PNP-F-aktin DSC gorbéje (Turmer €s mtsai., 2012) ........ccevvvennee 40

16. abra: Az MSL-jelolt aktin illetve annak a kotegeld fehérjékkel képzett komplexeinek

62



EPR spektrumai. A G-¢és F-aktin koncnentracidja 50 uM, mig a képzett komplexekben a végso
aktin koncentraci6 40 uM volt. A fehérjék molaris ardnyait az abréan jeloltiik (Turmer és mtsai.,
20L158). ..ttt E bR R bR e e b bR bbbt eeren s 42
17. abra A hiperfinom csatolasi allando fliggése a kotegeld fehérjék koncentracigjatol
(Turmer €s MESaL., 20158). ..veiiiiiiiiiiiiiiie e e e bb e br e 44
18. abra A spin jeldlt F-aktin ST-EPR spektrumai a ktegel6 fehérjék hianyaban illetve
jelenlétében. Az L’/L és a C’’/C ardnyokat a spektrumokon jeldlt részek segitségével
hataroztuk meg (Turmer €s mtsai., 2015a). ....cciuiiiiiiiiiiiie i 46
19. abra Az aktin—fascin illetve az aktin—alfa-aktinin lehetséges kolcsonjatasanak

sémaja (Turmer €s mtsai., 2015Q). ..oooeiiiiiiiiiiiiiie e siee s 52

63



9.

Tablazatok jegyzéke

1. tablazat EPR méréseink eredményeinek Osszefoglaldsa ...........cccoovvviriiiiiiiiicnnnne, 35
2. tablazat DSC méréseink eredményeinek 0sszefoglaldsa. ..........cccovvviiiiiiiiiiiennnnn, 40
3. tablazat Az ST EPR spektrumokbol kinyert paraméterek. ..........cocvvviviiiiiiiiiiinnnnn. 46

64



10. Roviditések jegyzéke

2A’ zz: hiperfinom csatolasi allando

ADP: adenozin-5’- difoszfat

AMP.PNP: adenozin-5’-B-yimidotrifoszfat

ATP: adenozin-5'-trifoszfat

CaCly: kalcium-klorid

Cys: cisztein aminosav

DSC: differencial pasztazo kalorimetria

DTT: 1,4-ditio-D-treitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

EGTA: etilén-glikol-tetraecetsav

EPR: elektron paramagneses rezonancia spektroszkopia
F-aktin: filamentalis aktin polimer

FPLC: folyadékkromatografias késziilék (Fast Protein Liquid Chromatography)
GST: glutation-S-transzferaz

G-aktin: globularis aktin monomer

KCI: kalium-klorid

kDa: kilodalton, atomi tomegegység

LB-taptalaj: Luria-Bertani taptalaj

MEA: 2-merkaptoetanol

MgCl2: magnezium klorid

MOPS: 4-morfolin-propan-szulfonsav

MSL: maleimid spin jel616 (N-(1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinil)maleimid spin label)
NaCl: natrium-klorid

NaNs3: natrium-azid

PBS: foszfat-pufferes so6oldat

PDB: Protein Data Bank (Feherje adatbazis): http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
Pi: szervetlen foszfat

SDS: natrium-dodecilszulfat

ST: szaturacio transzfer

Tm: olvadasi hémérséklet

Tris-HCI: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol-hidroklorid

T2: rotacids korrelacios 1d6
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