Ph.D. ERTEKEZES TEZISEI

Az IRSp53 fehérje szerepe a filopodium formalas
folyamataban

FUTO KINGA

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Biofizikai Intézet

2014



Ph.D. ERTEKEZES TEZISEI

Az IRSp53 fehérje szerepe a filopodium formalagdolataban

FUTO KINGA

Program: Interdiptioaris Orvostudomanyok Doktori Iskola

Doktori Program vezéje:  Dr. Simegi Balazs

Alprogram (B-130): Funkcionalis fejgglinamika vizsgalata biofizikai
modszerekkel

Alprogramvezei: Dr. Nyitrai Miklés

Témavezet: Dr. Visegrady Balazs

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Biofizikai Intézet

2014






Bevezetés

Az aktin citoszkeleton a citoszkeletalis rendszeejtyaz) egyik & komponense, amely
kulcsfontossagu sejtfolyamatokban jatszik szerapatt példaul a sejtosztdédas, a sejtadhézio,
a sejtmigracidé, vagy a fagocitozis. Az eukaridttesefelszini képadményeiben is aktin
tartalma struktarak figyelh8k meg, ilyenek példaul a sejtnydlvanyok (lamellipad,
filopédium, felszini fodrozédas), melyek a sejtkésnyezete, az extracellularis matrix illetve
a sejt-sejt kozotti kapcsolatokban jatszanak sztrep sejtnyulvanyok kialakulasa dsszetett
folyamat, amelynek hatterében az aktin polimerigacvalamint az aktinnal kapcsolatban &llé
allvanyozé fehérjék finoman szabalyozott mechanigarail [1].

A filopédiumok egyik & allvanyozo fehérjéje az IRSp53/MIM fehérjecsaladja,
széleskdien expresszalddik a kulonkbzszovet és erib sejttipusokban, kiléndsen nagy
mennyiségben azonban az idegsejtekben jelenik medilopdédiumok hosszu vékony
atmeneti kitiremkedések a sejt felszinén, melyékidddan kotegelt aktin filamentumokat
tartalmaznak. Kialakitasukban az altalunk vizsg&Sp53 (inzulin receptor szubsztrat
fehérje) fehériének fontos szerepe van. Az IRSp5Jil@gddium bel$ felszinén a
membranhoz kédve stabilizalja annak szerkezetét, egyuttal kdlbatasban all az aktin
citoszkeletonnal is [2-4]. Medfigyelték, hogyha I&Sp53-at kddold gént egér modellekben
kiatik (knock out), akkor az egerek tanulasi folyway memorigja illetve szinaptikus
plaszticitdsa karosodik. Bizonyos human IRSp53eMit, olyan neuoroldgiai problémakkal
hoznak kapcsolatba, mint példaul a dentdritikuskalisnennyiségének megvaltozasa,
figyelemhianyos betegségek illetve hiperaktivitaks [

Az IRSp53 funkcidéjanak megértése szempontjabdl oenvolt a fehérje I-BAR
(IRSp53/ MIM Homology Domain) [6] doménjének jellegse. Ez a domén az N-terminalis
részen helyezkedik el, 250 aminosavbdl all [7]. RBAR domén dnmagaban képes a
filopodiumok létrejottét indukélni sejtekben, ezéntinkdk soran efsorban az I-BAR domeén
funkci6janak részletes leirasara volt a célunk.isktitott rekombinans I-BAR képes kotni
illetve kétegelni az aktin flamentumokat vitro megfigyelések szerir[6], valamint képes
eléidézni a membran specifikus gorbuletét [8-10]. Kmiéeredmények azt mutattédk, hogy az
I-BAR a sejt periférids részén gwktin flamentumok kotegelésével képes a filopadiu
formalasban részt venni. Kisbi munkak azt allapitottdk meg, hogy a fehérjeelsékitni és
deformalni a membran lipideket [7, 11-13]. Az IRSPSBAR szerkezetére jelleniz[12],
hogy pozitiv téltéé aminosavak koncentralédnak a fehérje disztalisénéfy, 11-13],
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melyeknek kulcsfontossagu szerepik van a negafosdigorttal rendelkéz membran
foszfolipidek megkotésében.

Kutatdsi témam a filopodiumok létrejottének szabA@séra iranyul az aktin-membran
kblcsonhatasanak, valamint ezen kolcsbnhatast y@old allvanyozo fehérjek
(IRSp53/MIM  fehérjecsalad) vizsgalatan keresztlilohBl a sejtfelszini nyudlvanyok
széleskdrben latnak el funkcidkat, a filopddiumek #s leépllésének folyamata maig nem
tisztazott. Jelenleg az irodalomban ellentmond6dregnyeket talalunk az IRSp53
membrankotésére illetve aktinnal vald kolcsonhatasaonatkozolag a filopddiumok
létrehozasanak tekintetében. Nem volt olyan eregmémely részleteiben meghatarozta
volna az IRSp53-membran kapcsolatat, megadva atki@iéo biokémiai paramétereket (pl.
egyensulyi disszociacios allandd). Nem tisztazatvabba, hogy milyen molekularis
kélcsonhatasok allnak a membrankotés hatterébetvellaz IRSp53 aktin citoszkeletonnal
valé kapcsolatat, szabalyoz6 funkcigjat is homadgif melyet munkdm soran tisztazni
szeretnék. Az IRSp53 fehérjecsalad és az aktisaeton kdlcsonhatasanak, illetve ezek
sejtmembranra gyakorolt hatdsanak ismerete eleegettin a sejtkommunikacio

megertésehez.



Célkitizések

A munka soran az alabbi célokéartiik ki:

1. Az IRSp53-I-BAR fehérje membrankittulajdonsagainak leirdsa, a vonatkozé
egyensulyi kdidési és kinetikai paraméterek szamégése

2. Az I-BAR domén aktin-két tulajdonsagainak jellemzése kilonBomoneisséd
oldatok alkalmazasa esetén

3. A monomer, illetve a filamentélis aktin hatasanaksgalata az I-BAR-membran
kolcsOnhatasra

4. Az I-BAR hatasanak vizsgalata az aktin filamentustirperizaciojara

5. COS-7 sejtek morfolégiai valtozasdnak nyomonkoetéB8AR, illetve IRSp53
fehérjék tulexpresszalast kogen

6. COS-7 sejtekben az aktin polimerizaciés allapotamakgvaltoztatasa, annak
vizsgalata.



Alkalmazott moédszerek

Fehérjék

Kisérleteinket nyul vazizombdl preparaltaktinnal végeztik, amelynek édllitasa tobb
Iépésben zajlik. Az aktin izolalasat aceton forpétsségeztik Spudich és Watt modszere
alapjan [14]. A folyamat soran az aktint A-puffenbeldottuk fel, amelynek dsszetétele: 2
mM TRIS/HCI (pH8.0), 0,2 mM ATP, 0,1 mM Cagl0,005% NaM 0,5 mM 2-
merkaptoetanol vagy DTT.

PGEX4T2 plazmid tartalmazta az IRSp53-I-BAR domé&iPszekvenciajat, melyet
metionin-auxotrofE. coli térzsbe transzformaltuk [12], majd tisztitottukeriRlelkezésiinkre
allt az I-BAR egy mutans variansa, ahol pontmutéai@ 4 lizin aminosav lett glutaminsavra
cserélve (K142E, K143E, K146E, K147E), az u.n. K4EAR [12], tisztitAsa megegyezett a
vad tipuséval. A GST-fazidés rekombinans I-BAR fgéeaffinitds kromatografids modszerrel
(Pharmacia FPLC) tisztitottuk. Az I-BAR fehérjébrmbinos hasitast kovin eludltuk.
Tarolas edtt az IRSp53-1-BAR fehérjét a kivant pufferbe abid@tuk, és ezt kévéen

folyekony nitrogénben lefagyasztottuk, felhasznglag0 °C-on taroltuk.

A vezikulak és micellak preparalasa

A munka soran a vezikulakdéllitasahoz a kdvetkézZoszfolipideket hasznaltuk: foszfatidil-
kolin (PC), foszfatidil-szerin (PS), t-foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PHp. A lipidek
marha agybdl szarmaztak, 99 % feletti tisztasagimtak (Avanti Polar Lipids, Alabama,
USA). Ezen lipidek kilénbdz aranyabol nagy unilamellaris vezikulakat (LUVETQztunk
létre, extruder segitségével. A liposzomakban afédipidek a kdvetked aranyban voltak
jelen: 100% PS, 100% PC vagy 70% PS és 30% PC (PE®30)) kombinacidjaval. A
liposzémak PI(4,5)Pfoszfolipidet is tartalmaztak 4 illetve 15%-ban, 98gy 85% PC
lipidekkel egyitt (PIR/PC (4/96) vagy PHPC (15/85)).

Homogén PIP micelldkat készitettink 1 mg BI®,5 ml deionizalt vizben vagy a

kivant pufferben tortéholdasaval [15].



Az aktin és az IRSp53-I-BAR fluoreszcens jeldléskpncentracio-meghatarozas

A kutatds sordn olyann vitro fluoreszcencia spektroszkopiai méréseket is végezt
amelyekhez sziikség volt a fehérjék fluoreszcettdstre.

Az aktinban (Cys374) és az I-BAR fehérjében (Cys1li®b, 202, 230) I&y cisztein
aminosavakat (az I-BAR fehérjében ezek valamelyiR&EDANS ill. IAF fluoroforral
jeloltik meg.

A jelblést koveben meghataroztuk a fehérje koncentraciokat éstéeglaranyt. A

koncentraciomérést Jasco V-660 tipusu spektrofakemsd végeztik.

~Steady-state” fluoreszcencia kisérletek

A ,steady-state” fluoreszcencia meéréseket Horibaindvon (Longjumeau, France)
fluoriméterrel végeztik. Méréseinket termosztélhtatartoban, 22 °C-on végeztik. A kivant
hullamhosszakat monokromator segitségével allkdier mind a gerjesztési, mind pedig az

emisszios oldalon.

Forster-tipusu Rezonancia Energia Transzfer (FRETmérések

Steady-state Forster-tipusi Rezonancia EnergiasZiem (FRET) méréseket végeztink a
fluoreszcensen jeldlt I-BAR és lipidek illetve aktikozott. A kisérletekben az I-BAR
transzferhatdsfok meghatarozasa a donor intenzidspjan, a kovetkéz egyenlet

felhasznalasaval tortént:
E =1— (lba/Fp) (1)

ahol ba és b a donor fluoreszcencia intenzitasat jelenti azepkar jelenlétében és
hianyaban.

A kotési jellemdk illetve az egyensulyi disszociacids konstang) (Keghatarozasa
volt a célunk, melynek meghatarozasa [16] a ko#tlegyenlettel tortént:

[PLI/P] = (([P] + [L] + Ka) = (([P] + [L] + Ka)> = 4 * [P] * [L]) ®% / (2 * [P]) (2)
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ahol [L] a teljes lipidkoncentracio (ez a kisérlesoran valtozott), [PL] a lipidhez kotott |-
BAR koncentréacidja, [P] az I-BAR koncentracidja.[RL]/[P] arany megadja a lipidekhez

Ve

és mértik a transzferhatasfokot.

Fluoreszcencia kioltasi kisérletek

A fluoreszcencia kioltasi kisérleteket IAEDANS-I-BA fehérjén végeztik, elektromos
toltését tekintve semleges kioltd6 molekula (akridmsegitségével. A méréseket Horiba
JobinYvon (Longjumeau, France) fluoriméterrel végkz A ,steady-state” kioltasi mérések
soran kapott eredményeket a klasszikus Stern-Voéggenlet felhasznalasaval értékeltik ki,
mely a kioltas hatékonysagat jellemzi. A kiértékblegz a kdvetkézegyenletet alkalmaztuk

[17]:

Fo/lF =1+ Ksv* [Q] (3a)

ahol b a minta fluoreszcencia intenzitasa a kiolt6 molekhianydban és F a minta
fluoreszcencia intenzitasa kulonlédzoltdo koncentraciok esetén [Q)].

A Ksy értékek az &/ Fvs[Q] alapjan abrazolt gorbékre illesztett egyeneseledekségéati
allapitottuk meg. A Stern-Volmer kioltasi alland€s() a bimolekularis kioltasi allando {k

és a fluorofor — kiolté hianyaban mért — fluoresmia élettartamanakd) szorzata:

Ksv = ks *To (3b)

~Steady-state” fluoreszcencia anizotrépia

Kisérleteinkben IAEDANS-jel6lt aktin  monomerek ,aty-state” fluoreszcencia
BAR jelenlétében.

Vizsgalatainkat Horiba JobinYvon (Longjumeau, rie@) fluoriméterrel végeztik,
amely termosztalhaté mintatartoval rendelkezett. érédeinket 22 °C-on veégeztik. Az

egyensulyi disszociacios konstang)Keghatarozasa a kovetkezgyenlettel tortént [16]:
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[PLI/[P] = (([P] + [L] + Ka) — (([P] + [L] + Ka)* = 4 * [P] * [L]) 9 / (2 * [P]) (4)

ahol [L] az I-BAR koncentracié (ez a kisérletek&owaltozott), [PL] az IAEDANS-aktinhoz
kotott I-BAR koncentracidja, [P] az IAEDANS-aktirokcentracioja.

TNS fluoreszcencia mérések

A TNS fluorofor intenzitdsanak valtozdsan kovettijomon a folyamatot. A fluorofér
érzékeny a kutskoérnyezet megvaltozaséra, &erban a hidrofébicitdsra A méréseket Horiba
JobinYvon (Longjumeau, France) fluoriméterrel vajkz A gerjesztési hullamhossz 360 nm

volt, a fluoreszcencia emisszi6é detektalasa 360rBsBKOz0tt tOrtént.

Aktin polimerizacios kisérlet

Pirén jel6lt aktin monomerek segitségével vizsda#tn I-BAR aktin polimerizaciora kifejtett
hatasat. A fluoreszcencia intenzitast valtozaséttitk az id figgvényében, a gerjesztési
hulldAmhossz 365 nm volt, a fluoreszcencia emissi &t nm-en detektaltuk. Ezutdn a kapott
gorbéket norméltuk. Az aktin filamentum ndvekedé&késebességi allandojat meghatéroztuk
a normalt pirén intenzitas-gorbék féltelitésberesititett egyenesek meredekségelA
polimerizacié sebességi allanddjanak kiszamitasahweredekség értékeket atszamoltik s

egységre, ezt kowgn az I-BAR koncentracio figgvényében abrazoltuk.

Koszedimentacios vizsgalatok

Koszedimentécios Kkisérlettel vizsgéltuk az IRSpBAR és az aktin filamentumok
kolcsonhatasat, a kisérlethez pirén-jeldlt aktaszmaltunk. A méréseket Horiba JobinYvon
(Longjumeau, France) fluoriméterrel végeztik. Ajegztési hullamhossz 365 nm volt, a
fluoreszcencia emisszié detektaldsa 405 nm-enntirEzutan a mintakat ultracentrifugaltuk
(Beckman: TLA 100 rotor, 80000 rpm, Z0) 40 min), majd a pelletet és a feluluszot
elvalasztottuk egymastél és 12 %-os SDS-PAGE sagtel elemeztik azok

fehérjetartalmat.
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Statisztika

A mérések soran meghatarozott atlagértékek meilelen esetben az atlag standard hibajat
(SEM) adtam meg. Egyes esetekben kétmintas t-pabbdnasonlitottam Ossze az
atlagértékeket 0,05 szignifikancia szint mellett. #lagértékek kozott tapasztalt szignifikans

kulonbségeket *-al jel6ltem.

Sejtek transzfektalasa, fixalasa

EGFP-aktin, mCherry-I-BAR, mCherry-IRSp53 fehérjékkddold DNS szekvenciaval
transzfektaltunk COS-7 sejteket. A transzfektatésetben a mintakat fixaltuk.

A transzfekcio sikeresseg®lympus 1X81 inverz fluoreszcens, illetve Zeiss LEN)
konfokalismikroszkop segitségével vizsgaltuk.

A filopodium hosszeloszlas kiértékelése Fiji progr@l8] segitségével tortént. A
szamitdsokhoz figyelembe vettik az objektiv naggité63x), majd a nagyitastol figgn a
pixel értékeket hosszusag értékekre kalibraltukQ®,um / pixel, vagy 9,434 pixel / 1 unit

(um)). Ezt kbveien a lemért filopddiumok hosszusagat um-ben adiedt m
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Eredmények

I-BAR-foszfolipid kdlcsbnhatas vizsgalata FRET modzerrel

Az in vitro FRET kisérletekben tehat IAEDANS-jel6lt I-BAR és Mjeldlt LUVET-ek
segitségével tanulmanyoztuk az IRSp53-I-BAR-memiapcsolatot. A kisérletek soran az
I-BAR-nak a lipidekhez valo kétését kiulonbdz lipid dsszetételek mellett vizsgaltuk. Ezek
a kovetke#k voltak: PC, PS/PC (70/30), PS, PRC (4/96) vagy PIPPC (15/85).
Megallapitottuk, hogy a FRET transzferhatasf@k ha noveljuk a LUVET koncentraciot,
ezzel jelezve, hogy egyre tobb és tobb donornak whneptor parja a kodzvetlen
kornyezetében.

Az |AEDANS-I-BAR és PIR/PC (4/96) valamint PHPC (15/85) LUVET-ek
esetében kaptuk a legmagasabb FRET transzferhatatfiket. Ezt alapvéen két tények
befolyasolja: a donor és akceptor kozotti tavolseadamint a fluoroférok relativ orientaciéja.
Altalanossagban megallapithato, hogy a negativisititejcsoporttal rendelkézlipidek (PS
vagy PIR-t tartalmazoé lipidek) esetében nagyobb a transzafésfok, amelynek egyik
magyarazata a kialakult fehérjekapcsolatok kiseblsaga lehet. Ez utalhat a fehérjék
lipidekhez valé afsebb kobtdésére, valamint ez a kialakult kdés elektrosztatikus jellegét
mutatja. Megjegyzerid azonban, hogy noha a kdes feltehdten ként elektrosztatikus
jellegi, a toltéssel nem rendelkePC lipidek esetében is tapasztaltuk a transzféshak-
novekedést, ami az I-BAR, PC lipidekhez valo skidtsét igazolja. Osszességében tehat
megéllapithatd, hogy az I-BAR minden vizsgalt lipijjushoz képes kédni, valamint hogy a
kotodés elektrosztatikus médon stabilizalodik.

Fluoreszcencia kioltasi kisérletek I-BAR domén feérjén

.Steady-state” fluoreszcencia kioltasi kisérleteketgeztink az IAEDANS-I-BAR
segitségével, nagy unilamellaris vezikulak hianyéés jelenlétében. A kapott eredményeket
abrazoltuk, az egyenesek meredekségéeghataroztuk a Stern-Volmer kioltasi allandét

(Ksv).
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Az IAEDANS-I-BAR akrilamiddal tortéa kioltasa esetében a legnagyobd, Krtéket
LUVET-ek hidnyaban kaptuk, ami azt jelenti, hogffurofér a kioltd molekula szadméra jol
hozzaférhdt. A semleges PC LUVET-ek jelenlétében a,ertéke lecstkkent, jelezve az I-
BAR-hoz kotott fluorofor korlatozott hozzaférideegét a kioltd szamara. Ez az eredmény — a
FRET kisérletek eredményével megedyar — azt igazolja, hogy az I-BAR képes a PC
lipidekhez koddni. A PS lipidek jelenlétében asiKértéke, az ék6 esetekhez képest tovabb
csokkent, ami ésebb kotésre utal és a fluorofér tovabbi korlatbzhbzzaféréset
eredmeényezi. Ez az eredmény szintén dsszhangban FRET vizsgalatokkal, miszerint a
foszfolipidekben megjelénnegativ toltések az I-BAR-foszfolipid kélcsonhatstsbilizaljak.

Az I-BAR hatasa micellak szerkezetére

Kisérleteink soran megvizsgéltuk, hogy az IRSpBAR domén vajon megbontja-e a
micellak felszinének folytonossagat — azok hidrdiélsejébe penetralva — a foszfolipid-kotés
soran. A mérések soran hasznalt TNS fluoroforratalbi tanulmanyok azt mutattak be,
hogy a hidrofob kbozegbe beépilve a TNS fluorofér lakala érzékeny a kozeg
hidrofébicitdsdnak a megvéltozaséara [15]. Ebben igérletben I-BAR domént illetve
micelldkat hasznaltunk, melyekésen negativan toltott PAPC (4/96) lipidekBl alltak, és
TNS fluoreszcens festékkel voltak jelélve. Vizsgdilak soran azt talaltuk, hogy az I-BAR
fehérje képes kotni a micellak felszinéhez, desak eninimalis valtozassal jar a TNS-jeldlt
micelldk jelintenzitdsaban. Ez a medfigyelés aztatjm, hogy az I-BAR a PHPvagy PC
lipidek fejcsoportjahoz kédik ahelyett, hogy a micelldk kozepébe penetréddda.az I-BAR
nem noveli meg a TNS fluoreszcencia intenzitdsatgsem tudjuk kizarni a csekély

penetracio lehéségét a micellak membranlipidjeinek hidrofob régig.

13



Az aktin szerepe az I-BAR foszfolipid kotésében

Eddigi megfigyelések szerint az I-BAR egyitleg all kapcsolatban a membrannal és az
aktin filamentalis formajaval. FRET méréseket végek, hogy megvizsgaljuk a filamentalis
(F-aktin), illetve monomer aktin (G-aktin) hatasanar meglé¥ I-BAR-lipid kdlcsdnhatasra.
A FRET transzferhatasfok G-aktin jelenlétében l&ksdt. Ez egyrészt utalhat arra, hogy az
I-BAR-lipid komplex koncentraciéja lecsokkent, mészt jelentheti a kétés ebsségeének
csokkenését is. F-aktin jelenlétében a transzfasait értéke étt, ami valdszifisiti, hogy
tovabbi I-BAR-lipid komplex kép&dott aktin filamentumok jelenlétében, illetve azalagos
tavolsaga csokkent. Ezek a megfigyelések azt gagalhogy az aktin monomereknek és
filamentumoknak ellentétesen befolyasoljak az |-BA&hérje lipidkotéseét. Kisérleteink
alapjan feltételezzik tovabba, hogy a G- illetvakiin koBhelyei az I-BAR kllonbod
felszinein talalhat6ak (hiszen kulonlédzatast alakitani ki). Tovdbba az is valo§sithet,
hogy az I-BAR G-aktin k@helye — legalabb részben — atfed a lipidkaellyel.

Az F- és G-aktin hatasa tovabbi érdekes kovetkezektre utalhat az I-BAR funkciojat
tekintve. A filopodium felépillésében stabilizal@&szpet tolt be az I-BAR domén, aminek a
membranhoz val6 kétését az F-aktin jelenléte tovadbb ndévelheti. A pddiumban
megjelerd — esetlegesen mar kotegabtt F-aktin — sajat szerkezeti merevsége melletdg
I-BAR-on keresztll, kdzvetett modon stabilizalhadjdilopddiumot. Ezzel ellentétes hatast

fejthet ki a G-aktin jelenléte.

Az IRSp53-I-BAR filamentalis, illetve monomer aktinnal valé kapcsolata

A G- illetve F-aktin hatasara bekovetkeziilonbség az I-BAR tekintetében felveti a kérdést,
hogy vajon az I-BAR milyen médon képes a polimktie monomer aktinhoz kédni. Az I-
BAR-aktin kapcsolat leirasa céljabol tovabbi FREiBékleteket terveztiink, amelyet F-
aktinnal, kilonboé ionelsség mellett végeztink el (25 mM, ill. 200 mM KQ¥)éréseink
soran IAEDANS fluoroférral jelolt I-BAR-t és IAF &ékkel jelolt F-aktint hasznaltunk.
Mindkét esetben azt figyeltik meg, hogy az aktimdemtracid ndvekedésével mégna
transzferhatasfok érteke mindkét sékoncentracidemieEz azt jelenti, hogy az I-BAR képes
az F-aktinhoz k@idni, az I-BAR F-aktinhoz valo kotését a sékoncesir&zamotteen nem

befolyasolja.

14



A G-aktin és az I-BAR kozti kapcsolat vizsgalhatdltv,steady-state” fluoreszcencia
mértuk kulonboé koncentracidju I-BAR jelenlétében és hianyaban.
A jeldlt aktin monomerek anzotrépiaja@th a ndveké I-BAR koncentracioval, amely a két
fehérje kozotti kaideést tukrozi.
Osszességében megallapitottuk, hogy az I-BAR ké&azesktin filamentalis és monomer
forméjahoz egyarant kédni. Az I-BAR hasonl6 affinitdssal kot mind az aktmonomer,

mind a filamentum formahoz.

Az IRSp53-I-BAR hatésa az aktin flamentum polimergzaciojara

Az aktin/I-BAR aranyat az aktin polimerizacidos kisében 1:0 és 1:10 valtoztattuk. Azt
tapasztaltuk, hogy az I-BAR alacsony koncentrao@féjelenlétében (1:1, 2,5:1 arany) az
aktin polimerizacioja géatolt. Ezzel egyutt a polimécié hosszabb & alatt, de teljesen
végbemegy. Ezzel ellentétes hatast figyeltink megas, 1:10 aktin-I-BAR arany estén,
amikor az I-BAR, polimerizaciot gyorsito hatasajekezett.

Osszegezve megadllapithaté, hogy az I-BAR konceidfifgngs modon képes
befolyasolni az aktin filamentum polimerizaciojdovabbi kérdésként merilt fel az, hogy
vajon az I-BAR ebben a mechanizmusbasidéizheti-e az aktin nukleaciéjat. A munkam

tovabbi részében erre is valaszt kerestem.

Az IRSp53-I-BAR hatédsa az aktin nukle&ciora

Az I-BAR domén hasonlo affinitdssal képes mononsefilamentélis aktinhoz is kotni, ezért
pirén-aktin és 1M vagy kevesebb I-BAR koncentracido mellett a pij@rintenzitas csak kis
mértékben valtozott meg. A pirén jel M I-BAR esetén viszont nagymériékvaltozast

eredményezett, ami ennél magasabb I-BAR koncenkduellett nem étt tovabb jelertisen.

sy ss

A pirén-aktin fluoreszcencia intenzitasanak valsd#®l kovetkeztethetiink az I-
BAR/aktin sztochiometriara is. A mérési pontok nmaxmeértékéhez illesztett egyenes,
valamint a gorbe alacsony koncentracidkhoz tartoedékeire (linearis valtozéas
feltételezésével) illesztett egyenes metszéspdiitjgh a sztochiometria meghatarozhato.
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Eredményeink szerint az I-BAR/aktin sztéchiomeRid-nek adodott. Annak ismeretében,
hogy az I-BAR dimer fehérje az allapithatd meg, yhaggy I-BAR dimer egy aktin
protomerhez k@dik a flamentumban.

A mintat a fluoreszcencias mérések utan koszediwerg esszével is megvizsgaltuk,
majd SDS-page gél elektroforézissel analizaltukkdszedimentacios kisérletben F-aktin
kertilt a pelletbe a hozz4 kotott fehérjekkel egyaditG-aktin pedig a feliliszéban maradt. Az
elektroforézissel szétvalasztott fehérjék analimkémegallapithatd, hogy a pelletben
megjeled F-aktin csak magasabb, O1-nal nagyobb I-BAR koncentracié mellett jelent

meg. Alacsonyabb, IM alatti koncentraciéknal az F-aktin a pelletbemnelt kimutathato.

IRSp53 valamint I-BAR fehérjék tulexpresszalasa CS-7 sejtekben

Az IRSp53 valamint I-BAR fehérjéket tulexpresszakiCOS-7 sejtkultiraban és vizsgaltuk a
sejteken létrejoy morfoldgiai valtozasokat, kilonos tekintettel dopiddiumok szamara,
hosszeloszlasara. Ahhoz, hogy az aktin polimerizhatasat is nyomon kovessuk, a sejteket
aktin filamentumok leépilését eredményezik. A midd@i valtozasok megfigyelése inverz
fluoreszcens, illetve konfokalis mikroszkdppal @it

A sejteken megjelénfilopodiumok szamat tehat az I-BAR domén és IRSfeEbierje
nagymértékben megnoéveli, tobb kiindulasi ponton deeaényezve a filopodiumok
megjelenését. Az F-aktin jelenléte nem szikségHétde a filopodiumok jelenlétének,
viszont annak hianyaban a filopodiumok szama diaszn csokken.
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Filopodium hosszeloszlas vizsgalata COS-7 sejtekbe

Kisérleteink tovabbi részében vizsgaltuk a kiulédbi@herjek (I-BAR, IRSp53, aktin) hatasat
a filopédiumok hosszeloszlasara.

Az aktinnal tulexpresszalt sejtek altal létrehozfittpédiumok atlagosan 4,4 pm
hosszunak adddtak. Az I-BAR fehérjét tartalmazo €Osejtek esetében 3,1 pm-esek voltak,
mig az IRSp53 fehérje altal Iétrehozott atlagaspfiidiumhossz 5,0 um volt.

Az eredmények dsszehasonlitdsdhoz az egyes eseteldghataroztuk a kumulativ
relativ gyakorisdg értékeke. Az eloszlas az altetve az IRSp53 fehérjeknél kozélig
megegyezik, ezzel szemben az |I-BAR domén esetébbosszeloszlas kis mértékben a
révidebb filamentumok felé tolédik el. Az I-BAR #MXpresszalasa tehat szignifikansan
megemeli a filopddiumok szamat (tébb filopodium feéEnését inicializalva) és egyuttal a
filopédiumok hosszanak kismértgksokkenését idézi &l Eddigi megfigyeléseink szerint az
I-BAR domén alapvéen a filopodiumok megjelenési helyének szamat ndaehosszukat

azonban nem befolyasolja.
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Osszefoglalas

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy:

1. az IRSp53-I-BAR hasonl¢ affinitassal kot a kulonbdaszfolipidekhez, a
kotés ebssége azonban fligg a lipid toltédéa negativabbnal ésebb)

2. az IRSp53-1-BAR egyidéjeg all kapcsolatban a membrannal és az aktinnal

3. az IRSp53-1-BAR képes az aktin monomer (G) és fiatalis (F) formajahoz
is hasonl¢ affinitassal kotni

4. F-aktin stabilizélja az I-BAR-membran kolcsdnhaté&staktin gyengiti
5. az IRSp53-I-BAR befolyasolja az aktin polimerizaéblyamatat

6. sejtekben az IRSp53 és az I-BAR domeén tulexpregsmeégemeli a
sejtnydlvanyok szamat

7. Latrunkulin B kezelés hataséra a filopdédiumszaradkken.

A kutatasi eredmények bioldgiai jelenésége

A vart kutatasi eredményeink egyrészt hozzajarulaak aktin-citoszkeleton szerepének
tisztdzasahoz a filopddium kialakulas folyamatalmasrészt fontos részleteket szolgaltatnak
a molekularis mechanizmusrél, eredményeink U] fgiznyithatnak a filopodium formalas
megértésében. Segitségukkélv&bb informéaciot kapunk mind az aktin, mind az IBSp

fehérje bioldgiai szerepdris.
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