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|. BEVEZETES

.1. AZ AKTIN ES AZ AKTIN NUKLEACIOS FAKTOROK

Az aktin az eukaridta sejtek egyik f6 sejtvaz alkoto fehérjéje [1, 2]. A sejtben két
megjelenési tipusa ismert: az egyik a monomer forma,globularis, mas néven G-aktin,
[3] a masik a polimer, filamentalis forma, amit F-aktinnak neveznek [4]. A monomer
formabol aktin filamentumma valo atalakulas folyamata a polimerizacio, az ezzel
ellentétes pedig a depolimerizacié. A polimerizacié bekovetkezése szempontjabol
alapvetd sebesség-meghatarozo 1épés az aktin monomerek nukleédcioja. A folyamatban a
monomerek eldszor dimereket, majd trimereket képeznek. Ezek, az dsszefoglald néven
ohukleusz”-oknak nevezett formak meglehetésen instabilak, konnyen tjra
monomerekké eshetnek szét. Képzddésiik a tobbi polimerizacios 1épéshez képest lassu,

emiatt ez a 1épés meghatarozza a polimerizacid sebességét.

A nukleacié szempontjabdl fontos paraméter az aktin kritikus koncentracioja. Ez az
aktin monomereknek azt a koncentracio-értékét jeloli, amely f616tt spontan lejatszodik a
nukledcio, illetve a polimerizacid folyamata. A kiillonboz6 aktin-kotd fehérjéknek

hatasuk lehet erre a koncentracio értékre.

crer

Eddigi ismereteink szerint eukaridta sejtekben az aktin nukledcigjat harom

fehérjecsalad végzi, melyek mindegyike megfeleltethetd egy-egy nukleacios tipusnak.

Az elsoként felfedezett aktin nukleacios faktorok az Arp 2/3 tipusu fehérjék voltak,
amelyek a nukleaciot elésegité fehérjékkel (NPFs: Nucleation Promoting Factors)
kolcsonhatva a nukleusz mimikéalasaval segitik el a nukleaciot. Jellemzé modon rovid,
elagazasokat is tartalmazo filamentumokat hoznak létre azaltal, hogy a mar kialakult

aktin filamentumon hoznak 1étre oldalagakat [5, 6].

A masodik csoportba tartoznak az ugynevezett WH2-domén tartalmu fehérjék, melyek
az elébb emlitett nukleaciot eldsegitd fehérjékkel allnak rokonsagban. A Spire, Cordon-
bleu (Cobl), és Leiomodin (Lmod) csaladok tartoznak ide, valamint szamos bakterialis
nukleator fehérje [7-12]. Az ezek altal nuklealt aktin filamentumokon nem figyelhetd

meg elagazddas.
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A harmadik nagy aktin nukleacios csoportot képviseli a forminok csaladja, mely tipus
szintén elagazddas-mentes filamentumok felépiilését segiti eld: kontraktilis gytirtk,

aktin-kotegek épiilnek fel a kozremitkodésiikkel [13, 14].

A polimerizacié nukleéaciot kovetd 1épése az elongacio folyamata. Ennek sordn a mar
kialakult nukleacios magokbol épil fel az aktin filamentum. Ez a monomerek
filamentumba val6 beépiilését jelenti. Az egyensulyi aktin filamentumhossz elérése utan
is lezajlik a protomerek beépiilése €s levalasa a filamentumok mindkét végén, az
ugynevezett taposdmalom mechanizmusnak megfelelden. E szerint az aktin monomerek
beépiilése ¢s levalasa a filamentum mindkét végén, de eltérd mértékben megtorténhet.
Ennek az az oka, hogy az aktin filamentum polaritassal rendelkezé szerkezet, az egyik
vég egy gyorsan novo plusz vég (,,barbed end”), a masik egy lassabban novo, minusz

vég (,,pointed end”).

Azok a fehérjék, amelyek az elongacid sebességét befolyasoljak, az aktin elongacios
faktorok. Mostani ismeretek szerint az Ena/Vasp fehérjék és a forminok tartoznak ide.
Tehat a forminoknak a nukledcidban €s az elongacidban is jelentds szerepiik van. Az
elongacid gyorsitasaban mindkét tipus esetén szerepet jatszik a profilin fehérjecsalad

[14].

.2. A PROFILINEK

Az aktin a sejtben szinte kizardlagosan valamilyen kotéfehérjéhez kapesolddva

talalhatd meg, igen nagy részben profilinek tartjdk monomer formaban.

A profilin minden eukariota szervezetben megtalalhato. Csaknem minden profilin
megegyezik abban, hogy képesek globularis aktint, foszfoinozitokat, és prolinban
gazdag szekvencidkat kotni [15-17]. Altalanos tulajdonsaguk még, hogy az aktinon a
nukleotid kicserélodést eldsegitik [18], és az aktin monomereket szekvesztralhatjak
[19]. A profilin-aktin komplexb6l az aktin beépiilése a filamentum plusz végén
lehetséges [20]. A kiilonboz6 profilin izoformak prolinban gazdag fehérjékhez mas-mas
affinitassal kotddnek. A forminok legtobb tipusa rendelkezik prolinban gazdag részt
tartalmaz6 doménnal, ugynevezett  FH1-gyel. A prolinok szdma meghatarozo

fontossaggal bir a kotés erdssége szempontjabol [21].
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1.3. AFORMINOK

A forminokkal kapcsolatos elsé leiras egy egerekben felfedezett Id (,,limb
deformity””) mutacidhoz kapcsolodik. Az elsd két allélt még a hatvanas években leirtak,
de a megfelel6 gént Woychik és munkatarsai csak 1985-ben azonositottak elGszor
egerekben [22]. Megfigyeléseik szerint transzgenikus egerek inszercidos mutagenezise
soran az fmn (formin) génben torténd mutacié okozza a végtag-deformitast [22].
Késobb ugyanez a munkacsoport jellemezte a gént molekularis szinten, és a ,,formin”

nevet is 6k adtak a génrol atirodo fehérjéknek [23].

Csaknem minden eukariéta formin fehérje tartalmaz egy FHI (formin-
homoldgia 1) domént [24], amely prolinban gazdag Osszetételii és a forminoknak a
profilinhez, illetve SH3-domént tartalmazé fehérjékhez vald kotédésében van szerepe.
Ezen kiviil minden formin szerkezetében talalhaté egy FH2 domén, amely az aktinhoz
valo kotésért felel [25]. A forminok szerkezetében ez utdobbi domén a leginkabb
konzervativ, és a kiilonb6zé formin-csaladokban legszélesebb korben vizsgalt és

karakterizalt rész.

Az FH1 domén in vitro vizsgalatokban nélkiilézheté a polimerizacidhoz, ugyanakkor
modulalja az FH2 domén hatasat [26, 27]. Altalanossagban elmondhatd, hogy a
forminok onmagukban csokkentik az elongacid sebességét, viszont felgyorsitjak azt

profilin jelenlétében [28-30].

A forminok az FH2 doménjukon keresztiil képesek az aktin filamentum plusz végéhez
kapcsolodni, és tobb modon is befolyasolhatjak az aktin polimerizaciojat:

2.) Megvaltoztatjak a filamentum elongacios és depolimerizdcios sebességét.

3.) Gatoljak a sapkafehérjéek kotodeését az aktinhoz.

4. ) Hatasuk lehet az aktin vég-vég kapcsolodasara.

Az FH2 domén homologidja alapjan az emlds forminokat hét csoportba sorolhatjuk (a

formin neve el6tt szereplé m betii utal az eredetre: mouse, illetve mammalian):
Dia— Diaphanous forminok (mDial, mDia2 és mDia3)

FRL— ,.formin related gene in leukocytes” (mFRL1 mFRL2, és mFRL3)



Bevezetés

DAAM — | dishevelled-associated activator of morphogenesis” (mDAAMI ¢és
mDAAM2)

INF— ,inverted formin” (mINF1 és mINF2)
Delphilin— (mDelphilin)
FHOD — ,,formin homology domain-containing protein” (mFHOD1 és mFHOD2)

FMN— forminok (azok az els6ként leirt forminok tartoznak ide, amelyek hiadnya

(illetve a kodold gének hibaja) végtag deformitast okoz)

A DAAM formin csalad

A DAAM fehérjét 2001-ben fedezték fel, egy, a PCP (,,Planar Cell Polarity ”,
szovetek sikbeli polaritasa) jelatvitelben szerepet jatszd kotdpartnere révén. A
kotéfehérjét Dishevelled-nek nevezik, innen kapta a nevét a DAAM (,,Dishevelled-
associated activator of morphogenesis”) [31]. Szerepet jatszik a B—catenin fiiggetlen
Whnt-jelatvitelben. Ezen beliil a citoszkeleton atszervezésében van alapvetd jelentosége
[32]. A DAAM gén szekvencianak vizsgalata soran deriilt fény arra, hogy formin
homolédgia doméneket tartalmaz. A DAAM forminok funkcidja igen sokrétli. Egyes
megfigyelések szerint a PCP jelatvitelben jatszott szerepiik nem elsédleges [33].
Matusek és munkatarsai leirtak, hogy a Drosophila melanogaster trachea rendszerében
az aktin citoszkeleton normalis szervez6déséhez elengedhetetlenek [33]. Ugyanez a
munkacsoport bizonyitotta be, hogy a DAAM (meglehetésen konzervativ modon) a
fejlodo idegrendszer axonjaiban a filopddiumok szervezésében jatszik szerepet. Ezt
kovetden irtdk le, hogy az axonok novekedésében, morfologidjanak kialakitasaban is
alapvetd jelentésége van [34], valamint, hogy a kdzponti idegrendszer neuronalis
sejtdifferencialodasaban is szerepet jatszik [35]. Emellett elézetes in  vivo
megfigyelések arra engedtek kovetkeztetni, hogy a DAAM formin a Drosophila
melanogaster repiil6izmanak szarkomerjében az aktin filamentumok minusz végéhez
lokalizalodik (Mihaly és munkatarsai; nem publikalt eredmények). Mivel a forminokrol
ismert elongaciot gatld, ezaltal atlagosan rovidebb filamentumokat 1étrehozo hatasuk,
feltételezhetd, hogy a DAAM forminnak szerepe van rovidebb filamentum

darabkaknak a vékony filamentum minusz végén valo beépiilésében.



IlI. CELKITUZESEK ES KERDESEK

A forminok biokémiai és biofizikai vizsgalata mar évtizedek ota folyik.
Bizonyos, intenzivebben tanulmanyozott formin csaladokrol (pl. Dia forminok) mar
atfogd ismereteink vannak. A DAAM esetében az in vitro megfigyelések munkam
megkezdésekor még hianyoztak. A DAAM-mal kapcsolatos in vivo megfigyelések
hatterében all6 mechanizmusok megértése érdekében sziikségessé valt ennek a

forminnak a biokémiai €s biofizikai jellemzése.

Mivel tobb més forminnak az aktinnal valé kolcsOnhatasat mar nagy vonalakban
leirtdk, ezen a nyomvonalon haladva terveztik megvizsgalni a DAAM kivélasztott
fragmentumainak hatasat az aktin dinamikajara. A véalasztott két konstrukcio koziil az
els6, a késobbickben DAAM FH2-nek nevezett fehérje az aktin-kotésért felelds,
konzervativ fehérje részletet tartalmazza a DAAM-on beliil. A masik konstrukci6 az
FH2 mellett az FH1-domént is tartalmazza, amely a profilin kotédéséért felelds régio.
Ezt a kés6bbiekben DAAM FH1FH2-nek nevezziik.

Munkank soran a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Képes-e kotddni a DAAM FH2 domén az aktinhoz, és ha igen, befolyasolja-e annak
nukledcios és elongécios sebességét?
2. Befolyasolja-e az FH1 domén az aktinnal kialakitott kdlcsonhatast?
3. A DAAM FH2, illetve FH1FH2 konstrukciok befolyasoljak-e az aktin filamentum
depolimerizaciojat?
4. Van-e hatasuk a DAAM FH2 illetve FH1FH2 konstrukcioknak az aktin kritikus

crer

5. Milyen disszociacios allandoval kotédik a DAAM FH2, illetve FH1FH2 az aktinhoz?

6. Befolyasoljak-e a vizsgalt DAAM konstrukciok az aktin filamentumok
hosszeloszlasat, kotegelik-e az aktint, megvaltoztatjak-e a filamentumok vég-vég
kapcsolodasat?

7. Milyen hatasa van a profilinnek a DAAM FH2, illetve FH1FH2 altal kotott aktin

filamentumok dinamikajara? Megfigyelhet6-¢ a szakirodalomban mar néhany formin

esetén leirt kooperaci6 a profilin és az FH1 domén kozott?



I1l. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. A KISERLETEKHEZ HASZNALT FEHERJEK ELOALLITASA

I1.1.1. Az aktin preparalasa

Kisérleteinkben nytl (Oryctolagus cuniculus) vazizom aktint preparaltunk
Spudich és Watt modszere alapjan [36]. EQy Gjabb tisztito ultracentrifugalasi (Beckman
Optima MAX, MLA-80 rotor; 400000 g, 30 perc, 4 °C) Iépést kovetben az aktint
gélfiltracios Sephacryl S300-as oszloptolteten tisztitottuk tovabb, hogy a maradék
fehérje-szennyezOdést is eltavolitsuk. [36]. Az izolalast kovetden a kovetkez6 pufferben

taroltuk: 4 mM Tris-HCI, 0,1 mM CaCl,, 0,2 mM ATP, 0,5 mM DTT, 0,005% NaNs,

spektrofotométer segitségével tortént, amely sordn az aktin extinkcios egyiitthatojanak

0,63 mg™ ml cm™ értéket vettiink a 290 nm-en mért abszorbancia esetén [37].

A fluoreszcencia spektroszkopos mérésekhez az aktin tovabbi jelolése N-(1-pyrene)
iodoacetamide-dal (tovabbiakban ,,pirén”) tortént . Ez a fluorofor az aktin 374-es
szamu cisztein aminosavahoz kotddik kovalens kotéssel [38]. A pirén-jelolt aktin
en 2,2:10° M cm™ -nek vettiik. Mivel a pirén abszorpciojanak van jaruléka 290 nm-en

1s, emiatt a jel6lési arany meghatarozasahoz korrekcios faktort hasznaltunk.

I11.1.2. 4 formin fragmentumok és a profilin eloallitasa

A Drosophila melanogaster DAAM esetében a fehérje-szekvenciakat Mihaly
Jozsef és munkacsoportja (Szegedi Biologiai Kozpont, Genetikai Intézet) inszertalta be
szamunkra egy pGex-4T-3 tipusu plazmidba, amely ampicillin rezisztenciat hordoz, és
IPTG-vel indukalhato rola a célfehérje atirasa. A kivant fehérje szekvenciaja és az
affinitasi tag kozott egy trombin hasitohely van. A fehérje preparalasat Shimada és
munkatarsai munkdja alapjan végeztiik [39]. A fehérjék extinkcids egyiitthatojanak

meghatarozasa a ,,Protparam” program segitségével (http://us.expasy.org/tools/) DAAM
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FH2 esetén gy50 = 22920 M Cm'l-nek, DAAM FH1FH2 esetén gyg0 =22982,5 Mt em™-
nek adodott. A fehérjék szamolt molstlya 47,9 kDa és 54,7 kDa volt. Mindkét DAAM

konstrukciot folyékony nitrogénben tortént fagyasztas utan -80 °C-on taroltuk.

Az ¢lesztd profilin (PDB azonosito: 1YPR) teljes aminosav szekvencidjat Pekka
Lappalainen és munkatarsai (Institute of Biotechnology, University of Helsinki,
Helsinki, Finnorszag) egy pHAT2 plazmidba inszertaltdk be. BL21 (DE3) pLysS
kompetens sejtekben IPTG-vel indukaltuk rola a fehérje atirasat, majd nikkel affinitas
kromatografiai modszerrel, novekvd imidazol gradienst hasznalva valasztottuk el a
szennyezd fehérjéktl. Ezt kovetden, ahogy a DAAM konstrukcidk esetén is,
alkalmaztunk egy gélfiltracios 1épést, a tovabbi szennyezddések eltavolitasa céljabol. A
profilin extinkcids egyiitthatdjara exg0 =19940 M™ cm™ értéket kaptunk. Molekulastlya
13,68 kDa. A preparalast kovetden folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -80 °C-on

taroltuk.

I11.2. KISERLETI MODSZEREK

I1.2.1. Az aktin polimerizaciojanak vizsgalata

Az aktin polimerizacidja tobb 1épésbdl allo folyamat, melynek soran elészor az
aktin monomerek nukleuszokat képeznek, és ezek szolgalnak kiindulépontul a
filamentum kialakuldsdhoz. A kisérleteinkben hasznalt pirén-jelolt aktin monomerek
markerként viselkednek ennek a folyamatnak a nyomon kovetése soran. A pirén-aktin
filamentumba épiilése soran az emittalt jel intenzitdsa megnd, ezért a filamentumok
hosszabbodésa az 1d6 fiiggvényében mérhetdéve valik. A polimerizacio vizsgalata soran
soran a kiivettaban 1évé aktinhoz egy un. kationcseréld oldatot adtunk (végkoncentraciod
szerint az oldatban: 200 uM EGTA és 50 uM MgCly), majd inkubaltunk 6t percen
keresztiil, a kationcsere lezajlasa érdekében. Ezt kdvetden adtunk hozza MgCl, é¢s KCI-
ot 1 mM és 50 mM végkoncentracioban, valamint DAAM FH2 vagy DAAM FH1FH2-t

a jelzett koncentracioban.
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A polimerizaci6 nyomon kovetésére két miiszert hasznaltunk. Alacsonyabb DAAM
koncentraciok esetében a fluoreszcencia-intenzitas valtozasat Perkin-Elmer LS50B
tipusu spektrofluoriméterrel detektaltuk az i1d6 fiiggvényében, 365 nm gerjesztési, €s
407 nm emisszios hullamhosszakat bedllitva. A kapott polimerizacids gorbéket

normaltuk. A gorbék meredekségét uM-s' egységre atszamolva megkaptuk a

c sy

Magasabb (I1uM-t elér6é illetve meghaladé) formin koncentraciok esetén a
polimerizaci6 nyomon kovetése mar nehézkessé valik, mivel a polimerizacidhoz
sziikséges 0sszetevOk 0sszepipettazasa alatt a polimerizacio jelentds része megtorténik.
Ilyen esetekben praktikus a megallitott dramlésu reaktor (,,stopped—flow” rendszer)
hasznalata (Applied Photophysics, SX.18MV-R Stopped Flow Reaction Analyser). A
mérés sordn egy 7 uM-0S, 5%-ban pirénnel jelolt aktin oldatot injektaltunk Ossze a
polimerizacios sokkal és a forminnal olyan médon, hogy a mérécellaban alljon be a

vizsgalni kivant, az elédzéekben leirt fehérje- és sokoncentracio.

I11.2.2. Az aktin depolimerizacidjanak vizsgalata

Annak megallapitasara, hogy a formin fragmentumok milyen modon
depolimerizacios teszteket végeztiink. Ehhez kiilonb6zd formin koncentraciok
jelenlétében (vagy formin nélkiil) 5 uM-os polimerizalt, 70 %-ban pirénnel jel6lt aktin
filamentumokat higitottunk ki a kritikus koncentracio alatti értékre (0,1 uM-ra). A
kisérletekben alkalmazott, a polimerizacios tesztekhez képest magasabb jelolési aranyt
az alacsony aktin koncentracio és az ebbdl adodo kisebb intenzitas indokolta.

A pirén fluoreszcencia-intenzitasa csokkenésének mérésével detektaltuk a monomerek
hatdroztuk meg, hogy a fluoreszcencia intenzitds-valtozas gorbéjének elsdé Otven
masodperces szakaszara egyenest illesztettlink, és meghataroztuk annak meredekségét.
Ezt kovetden elosztottuk ezeket a meredekség-értékeket a csak aktint és puffereket
tartalmaz6 minta hasonloképpen kapott meredekségének értékével, eképpen normalva a

formin-mentes rendszerre. A tovabbiakban ezeket a meredekség-aranyokat abrazoltuk a

crer
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11.2.3. Kritikus koncentrdcio mérése

crer

cres

Ejszakan 4t polimerizaltuk a mintékat, majd felvettiik a fluoreszcencia-spektrumukat. A
pirén fluoreszcencia emissziojanak jellemzé maximuma (407 nm) koriili tartomanyban

(397-417 nm) a fluoreszcencia-intenzitas értékeket atlagoltuk, és az atlagokat

crer

A kapott gorbére a kdvetkezd egyenletet illesztettiik:

1= Io +((SL + SR) ([A] - cc) / 2) - ((SL - SR) abs([A] - cc) / 2)) (1)

ahol | a pirén fluoreszcencia intenzitasa a kiilonb6z6 aktin-koncentraciok esetén, [A] az
aktin koncentracioja a kiilonb6z6 mintdkban, cc a kritikus aktin koncentracio, lp a
fliggvény altal felvett érték a kritikus koncentracidnak megfeleld aktin koncentracio
esetén, SL és SR pedig a fiiggvénynek a toréspontot megelézd és azt kovetd

meredekseég értéke.

crer

crer

crer

abrazoltuk a DAAM koncentraci6 fliggvényében.

111.2.4. A formin fragmentumok aktinhoz valo kotédésének vizsgalata

Kisérleteinkben meghatarozo jelentdséggel birt a DAAM fragmentumoknak

aktinhoz val6 affinitdsa. Ennek meghatdrozasahoz un. koszedimentaciés modszert

11
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hasznaltunk. Ehhez aktin filamentumokat polimerizaltunk 1,5 uM koncentracioban,
szobahdmérsékleten kiilonb6z6 mennyiségii DAAM FH2 illetve FHIFH2 mellett. Ezt
kovetden a mintakat centrifugaltuk, az iiledéket és a feliiliszot kiilonvalasztottuk, és
redukalo, 12 %-os SDS poliakrilamid gélen megfuttattuk. Az egyes fehérjéknek
megfeleld sdvokat elosztottuk az adott fehérje moélsulyaval, igy kaptuk meg az aktinra,
illetve forminra vonatkoz6 intenzitas-értékeket. A  pelletben megfigyelhetd
formin / aktin intenzitas aranyokat abrazoltuk a formin koncentracié fiiggvényében. Az

affinitas meghatarozasahoz a kovetkezé egyenletet hasznaltuk [40]:

[Alo D*([A]o + [D]o + Kp) D + [D]p =0 )

ahol [A]o és [D]o a teljes aktin illetve formin koncentraciok, Kp a disszociacios

egyensulyi allando, és D pedig az aktinhoz kotdtt formin koncentracidja.

I1.2.5. Mikroszkdpos megfigyelések

A) Az aktin filamentumok kotegelddésének és hosszeloszlasanak vizsgalata

A DAAM fragmentumoknak az aktin filamentumok kdotegelddését okozd hatasat a
kovetkezé modon vizsgaltuk: aktint polimerizaltunk 1 pM-os koncentracidban, 500 nM
DAAM FH2 vagy FHIFH2 jelenlétében vagy hianyadban két ordn keresztiil. Ezt
kovetden a filamentumokat rodamin-falloidinnel jeldltiik 1:1 molaris aranyban egy 6ran
keresztiil, majd kihigitottuk 5 nM-os koncentracidra az alabbi mikroszkopos pufferben:
4 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 50 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,2 M DTT, 15 mM gliikoz,
20 pg/ml kataldz, 100 ug/ml gliikkdz-oxidaz, 0.5 % (w/v) metilcelluloz, pH 7,0. Az
egyes mintakban meghataroztuk az atlagos egyedi aktin filamentum szélességét, és
ezzel az értékkel elosztottuk az egyes filamentumszélességeket. Végiil a megfigyelt
szazalékos gyakorisagot abrazoltuk a filamentumszélesség fliggvényében. A DAAM

fragmentumoknak az aktin filamentumok hosszeloszlasara valé hatasat az elézéekhez
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hasonléan vizsgaltuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a mérés sordn a filamentumok

crer

B) A filamentumok vég-vég kapcsolodasanak vizsgalata

Az aktin filamentumok vég-vég kapcsolodasanak vizsgalatdhoz ¢&jszakan at (az
alkalmazott fehérjék jelenlétében vagy hidnyaban) polimerizalt aktin filamentumokat
hasznaltunk. Ezeket a mintakat is egy oran at jeloltiik Alexa 488 konjugalt falloidinnel,
majd 26G méretli inzulinos fecskendén atnyomva mechanikailag Osszetortiik a
filamentumokat. Ezt kovetéen a jelzett idéintervallumok elteltével a korabban leirt
mikroszképos pufferben 2,5 nM-ra higitottuk 6ket (a vég-vég kapcsolodas
folyamatanak leallitasara), és a kapott képeket Image] program segitségével
kiértékeltiik. Végiil, a vég-vég kapcsolodas sebességének meghatarozasa céljabol a

kovetkez6 egyenletet illesztettiik a kapott adatokra:

1=((Imax-Imin)/ (1+K/M))+1min (3)

ahol I, Inin és Imax: a filamentum hosszak az id6 fliggvényében, m: az eltelt id6 perc

egységben megadva, K pedig a folyamatra jellemz6 sebességi allando.

A mintdkat Olympus IX81 inverz fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, 100x
objektivet (NA 1.4) és egy CCD kamerat (Orca ERG Hamamatsu) haszndlva. A
képeket Imagel programmal (http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) analizaltuk.
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IV. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

IV.1. A DAAM KONSTRUKCIOK HATASSAL VANNAK AZ AKTIN
POLIMERIZACIOJARA

Kisérleteinkben a Drosophila melanogaster DAAM FH2 illetve FH1FH2 hatasat
vizsgaltuk aktin polimerizacidos teszt (Un. pirén-essz€) segitségével. Ezekben a
mérésekben a pirén fluorofor fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat mértiik az ido
figgvényében, ami az oldatban kialakul6 filamentumok szaméval, illetve hosszéaval
aranyosan né. Ezekben a mérésekben aktin monomerekhez (3,5 uM, 5 %-ban pirén-
jelolt) a kationcserét kovetden polimerizacios sokat és kiilonbdzd koncentracioban

DAAM FH2-t illetve FH1FH2 adtunk, majd a platd fazis eléréséig detektaltuk a

e ey

crer

Megfigyeltiik tovabba, hogy az FH2 ¢és FHIFH2 fragmentumok gyakorlatilag azonos
hatassal vannak az aktin polimerizacidjara. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az FH1
domén jelenléte nem befolyésolja az FH2 fragmentum polimerizéciora kifejtett hatasat.
1 uM koncentraciot elérve mar a nagy polimerizacids sebesség miatt sziikségessé valt a
rovid holtidével rendelkezd megallitott dramlasu reaktor (,,stopped flow”) hasznalata.

Ennek segitségével teszteltilk, hogy az aktin polimerizacidjanak sebessége a formin

crer

crer

emeljiik 1 uM f6l¢, a polimerizacid gyorsitasara kifejtett hatdsa tovabb nem fokozhato,

telitést mutat.

IV.2. A DAAM FH2 ES FHIFH2 KONSTRUKCIOK GATOLJAK AZ
AKTIN DEPOLIMERIZACIOJAT

Az aktin depolimerizicidjanak nyomon kovetéséhez elézdleg polimerizalt,
70 %-ban pirén-jeldlt aktint hasznaltunk. Ezekben a kisérletekben a polimerizacios
tesztek ,,forditottjat” végeztiik el. A polimerizacidohoz sziikséges puffert, polimerizaciods

sot, illetve DAAM fragmentumot kiillonb6z6 koncentraciokban 6sszemértiink, és ehhez
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pipettaztuk hozza az éjszakan at polimerizalddott aktint. Az aktin mennyiségét ugy
valasztottuk meg, hogy annak végkoncentracidja az elegyben a (koriilményeknek
megfeleld) kritikus koncentracié alatt (100 nM) legyen. A polimerizacids teszthez
hasonloan itt is a pirén fluoreszcencia-intenzitasat detektaltuk az id6 fiiggvényében, de
ez esetben csokkend intenzitast kaptunk, hiszen a filamentumokr6ol a monomerek
egyenest illesztettiink, és az egyes DAAM fragmentumokat is tartalmaz6 mintak esetén
kapott gorbék meredekség-értékeit elosztottuk a formin-mentes mérés soran kapott
gorbe meredekségével. Eredményeink azt mutattdk, hogy mindkét DAAM fragmentum
az eredmények jo egyezést mutatnak az irodalomban korabban a DRF csaldd esetében
megfigyeltekkel [30, 41]. Ennek a formin-csaladnak a tagjai ugyanis altalaban erdsen
lehet, hogy a DAAM fragmentumok sapkafehérjeként miikodnek a filamentum plusz
végéhéz kotve. Emiatt a depolimerizacid csak a szabadon maradt minusz végek feldl

lehetséges, ahol pedig annak sebessége joval kisebb, mint a plusz végen.

IV.3. AZ ALKALMAZOTT DAAM KONSTRUKCIOKNAK NINCSEN
JELENTOS HATASUK AZ AKTIN KRITIKUS KONCENTRACIOJARA

Irodalmi adatok szerint szamos fehérjének, ezen beliil forminnak van hatasa az
megfeleld kritikus koncentraci6 meghatarozdsdhoz pirén-jelolt aktint hasznaltunk.
Mivel a filamentumban a pirén jele megné a monomerhez képest, ezzel a modszerrel
vizsgalni tudtuk a monomer-filamentum atmenetet. A modszert kétféle elrendezésben is
hasznaltuk. Els6ként meghatarozott formin koncentracio jelenlétében inkubaltunk aktint
kiilonb6zé koncentracidban. A vizsgalati elv szerint ebben az esetben a pirén
fluoreszcencia emisszids spektrumat felvéve kiilonbozd intenzitast gorbeket kaptunk. A
kapott intenzitdsok egyrészt az oldatban jelen 1évé jelolt monomerek mennyiségét
tikrozik (a kritikus aktin koncentracional kisebb mennyiséget tartalmazd mintdk
esetén), masrészt ugrasszeriien megndhetnek, amint megjelennek a filamentumok az
oldatban (nagyobb koncentraciok esetén). A kiértékelés soran a pirén emisszios
maximuma (407 nm) koriili 20 nm-es hulldmhossztartomanyban mért fluoreszcencia-

intenzitas értékeket hasznaltuk fel. Ennek megfeleléen a 397 és 417 nm kozott kapott

15



Eredmények és kovetkeztetések

intenzitas-értékeket atlagoltuk, ¢és ezeket 4&brazoltuk az aktin koncentracid
figgvényében. Az adatokra az (1) szamu egyenletet illesztettik (1d. Anyagok és
modszerek c. fejezet). Az egyenletben szereplé két egyenes meredekségének
metszéspontja adja meg az adott mintdnak megfeleld kritikus aktin koncentraciot. Az
adatok alapjan megallapitottuk, hogy 100 nM DAAM-FH2 illetve FH1FH2 alkalmazasa
esetén az aktin kritikus koncentracioja csak igen kis mértékben valtozik meg, enyhe
mértékl emelkedést mutat. Az igy kapott eredmények alatamasztasara elvégeztiink egy

hasonl6, alternativ méréssorozatot is. Ebben az esetben a formin fragmentumok

crer

crer

c ey

kritikus koncentracio ilyen mértékii emelkedésével magyarazhato. Ezen eredményekbol
megallapithatd tovabba, hogy az alkalmazott formin fragmentumok 20-40 nM-0s
koncentracidban mdr hatist fejtenek ki az aktin filamentumokra. Osszességében
elmondhato, hogy a kritikus koncentraciora kifejtett hatassal kapcsolatos eredményeink
jol illeszkednek az irodalomban mas forminok esetében tett megfigyelésekhez. Mindez,
a depolimerizacios kisérletek tiikrében arra mutat, hogy a DAAM a forminokon beliil
egy olyan csoportot képvisel, amely ugyan sapkafehérjeként kotédik a filamentum plusz

végéhez, de nem zarja le tal szorosan (,,leaky capper”).

IV.4. A DAAM FRAGMENTUMOK AKTIN FILAMENTUMHOZ VALO
AFFINITASA MIKROMOLARIS NAGYSAGRENDU

A korabbiakban részletezett polimerizacios tesztek fényében felmertilt a kérdés,
hogy milyen k&tési allandoval jellemezhetd a formin fragmentumoknak a filamentalis
aktinhoz valé kotédése. Ennek megallapitasara koszedimentacios vizsgalatokat
végeztiink. A modszer lényegét az Anyagok és modszerek rész tartalmazza.
Vizsgalataink azt mutattdk, hogy centrifugalds utdan a formin pelletben talalhatd
frakciojanak aktinhoz viszonyitott aranya telitési gorbét mutat a formin
segitségével ebbdl a forminnak aktinhoz valo affinitdsa szdmithat6. Ez alapjan a

DAAM FH2 fragmentumnak aktinhoz vald disszocidcidés egyensulyi allanddja
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7 = 2,5 uM-nak, a DAAM FHIFH2 affinitdsa pedig 2,1 + 0,5 pM-nak adddott.
Erdekes megfigyelés emellett, hogy a pelletben megjelend, tehat aktin filamentumhoz
kotott formin koncentracidja igen magas. Ha figyelembe vessziik, hogy egy aktin
filamentumban atlagosan 2000 aktin monomer van, kiszamithat6, hogy a kisérletekben
alkalmazott 1,5uM aktin filamentum végeinek koncentracidja nanomolos
nagysagrendbe esik. Ehhez képest a pelletben 1évd6 DAAM fragmentumok
koncentracidja mintegy harom nagysagrenddel meghaladja az aktin filamentum-végek
koncentraciojat, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a formin fragmentumok
valoszinlileg az aktin filamentumok oldaldhoz is kotnek. Az oldalkotésnek szerepe
lehet példaul abban, hogy a DAAM keresztkotéseket hozhasson Iétre aktin
filamentumok kozott, mintegy kotegelve azokat. Ezt a jelenséget mas forminok

esetében mar kimutattak [45, 46], emiatt a kovetkezékben leirt mdédon mi is végeztiink

erre vonatkoz6 vizsgalatokat.

IV.5. A DAAM FH2 ES FHIFH2 FRAGMENTUMOK HATASA AZ
AKTIN FILAMENTUMOK KOTEGELODESERE ES
HOSSZELOSZLASARA

IV.5.1. A DAAM FH?2 és FHIFH? fragmentumok aktin kotegeket képeznek

Korabban leirt megfigyelések szerint bizonyos forminok képesek az aktin

filamentumokat koétegelni (,,bundling”) [47, 48]. A DAAM-al kapcsolatban korabban

crer

crer

ismert. Emiatt célul tiztik ki a DAAM FH2, illetve FHIFH2 konstrukciok aktin
filamentumokra kifejtett hatasanak vizsgalatdit fluoreszcencia mikroszkopiai
modszerekkel. Megfigyeléseinket 0,5 puM DAAM FH2, illetve FH1FH2 mellett,
1 uM-os aktin koncentraciéo mellett végeztiik, annak érdekében, hogy a filamentum
oldalaihoz megfeleld mennyiségben kotddhessen a DAAM. Megfigyeltiik, hogy a
DAAM fragmentumokat nem tartalmazo minta esetén az aktin filamentumok csak igen
kis szamban képeznek kotegeket, tehat a megjelend filamentumok tilnyomo tobbsége
egyedi aktin filamentum. 500 nM DAAM FH2 fragmentum jelenlétében polimerizalva
az aktin filamentumokat joval t6bb aktin koteg megjelenése figyelhetdé meg. Az egyedi

aktin filamentumokhoz képest vastagabb €s nagyobb intenzitdsu filamentumok vagy
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filamentum részek lathatdéak ezek esetében. Szembedtld kiilonbség, hogy az egyedi
aktin filamentumok ebben az esetben rovidebbnek tlinnek, mint a kontrollként hasznalt,
formin-mentes mintaban. A kotegképzéssel kapcsolatos megfigyeléseket Imagel
program segitségével értékeltiik Ki. Eredményeink azt mutattak, hogy a DAAM
fragmentumok jelenlétében a filamentumok jelentés populacidja, mintegy 30-40 %-a
keresztkotést mutat masik aktin filamentummal. 500 nM DAAM FH1FH2 alkalmazésa
esetén az FH2-t tartalmazd mintahoz hasonld megfigyeléseket tettiink, azzal a
kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a filamentum hosszak még Kisebbek voltak. Ezen

megfigyelések tisztazasara a késdbbiekben tovabbi méréseket végeztiink.

IV.5.2. 4 DAAM fragmentumok rovid aktin filamentumokat képeznek

Az elézéekben részletezett kotegelddés vizsgélatakor szembedtlden révidebb
filamentumhosszakat figyeltink meg, ha az aktint DAAM nukleacios faktor
jelenlétében polimerizaltuk. Ennek a megfigyelésnek pontosabb alataimasztasara az
Annak érdekében, hogy a kotegképzddés mérést zavard hatasat kikiiszoboljiik, a mintat
nagyobb mértékben higitottuk ki a mikroszkopos felvételek készitése eltt. Az Imagel
program segitségével lemértiik az egyedi aktin filamentumok hosszat, tobb DAAM
FHI1FH2 koncentracié6 mellett. Amint azt a fenti megfigyelések alapjan vartuk, a
filamentumok hossza nagyban fiigg a formin koncentracigjatol: novekvdé formin
koncentraciok esetén egyre rovidiild filamentumokat figyelhetiink meg. Erre a DAAM
fragmentumok sapkafehérje-funkcidja szolgalhat magyarazatként. Ugyanis a nukleaciot
kovetden a forminok kotve maradnak a filamentum pozitiv végén, és befolyasoljak a
monomerek tovabbi beépiilését. Ennek kovetkezménye lehet a ,steady state”

mérésekben kialakuld rovidebb filamentumhossz.

IV.5.3. Az DAAM FH1FH2 konstrukcio hatassal van az aktin filamentumok vég-

veg kapcsolodasara

Korabbi, a szakirodalomban megjelent, illetve kollaboracids partnereink altal
leirt megfigyelések alapjan célunk volt megvizsgalni, hogy a Drosophila DAAM
FH1FH2 fragmentumnak van-e hatasa az aktin filamentumok vég-vég kapcsolodasara.

Vizsgalataink sordn az aktin filamentumok hosszeloszlasat vizsgaltuk az 1d6
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fliggvényében, csak aktint tartalmazo, valamint 1 uyM DAAM FHI1FH?2 jelenlétében
polimerizalt filamentumok esetén. Eredményeink azt mutatjak, hogy - 6sszhangban a
korabbi, a forminnak az aktin filamentumok hosszara vonatkozo vizsgalatok
eredményeivel - a formin jelenlétében idoegység alatt elért atlagos filamentumhossz
joval rovidebb, mint a spontan polimerizalt aktin esetén. Az Anyagok és modszerek C.
részben leirt (3) egyenlet illesztésével megallapitottuk az annealingre jellemzd
sebességi allandot, a kontroll és a DAAM FHIFH2 fragmentumot tartalmaz6 mintak
esetén. Megfigyeléseink szerint DAAM jelentétében a joval rovidebb

filamentumhosszak gyorsabban épiilnek Ossze.

IV.6: A DAAM FH1FH2 KONSTRUKCIO PROFILINNEL VALO
KOLCSONHATASAERT AZ FH1 DOMEN FELELOS

IV.6.1: A profilin a DAAM FHI doménjével kolcsonhatva képes a polimerizdcio

gyorsitasara

Mas forminok esetében mdr kimutattdk, hogy a filamentum plusz végéhez
kotédé formin képes az FHI1-profilin kodlesonhatds révén a profilinhez kotott aktin
monomerek filamentumba vald beépitésére, méghozza nagyobb sebességgel, mint a
profilint nem kot6 aktin esetén [21, 50, 51]. Tovabbi kisérleteink soran emiatt felmeriilt
a kérdés, vajon a DAAM FH2, illetve FH1FH2 esetén 1étezik-e¢ hasonld kélcsonhatas.
Vizsgalataink soran a korabban leirt pirén flureszcencia intenzitast kovetd modszerrel
végeztiink polimerizacios teszteket, azzal a kiilonbséggel, hogy kozvetlenill a
polimerizacidés s6 és formin hozzdadasa utan 5 uM profilint adtunk a mintdhoz.
Megfigyeltik, hogy DAAM FH2 esetén a polimerizacié nagymértékben lelassul,
viszont DAAM FH1FH2-t hasznalva a polimerizacids sebesség jelentds gyorsuldsa
figyelheté meg. Minderre magyarazatként a DAAM FH1 doménjének profilinnal valo
kolcsonhatasa szolgéalhat. A profilin ugyanis dnmagaban kissé lassitja a polimerizaciot,
mivel a monomerek filamentumba vald beépiilését kis mértékben gatolja [52]. A
DAAM FH2 doménje nem képes kapcsolodni a profilinhez, és az alkalmazott
koncentraciokban a profilin gatldo hatasa feliilkerekedik az FH2 domén nukleéciot
elésegitd tulajdonsagan. Az FHIFH2 fragmentumot tartalmazé minta esetében azonban
a profilinnek teljesen mas hatdsat figyelhetjiik meg: a DAAM FH1 doménjét képes

kotni, és ezen kapcsolat altal a profilinhez kotott aktin monomer beépiilését képes
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elésegiteni a filamentum plusz végén. Ezaltal lehetévé valik, hogy a monomerek
beépiilése még gyorsabban torténjen meg, mint a csak DAAM fragmentumot
tartalmazo minta esetében. Ennek megfelelden a korabban mas forminok esetében leirt

FH1-profilin kdlcsonhatas [28-30] a DAAM esetében is igaznak bizonyul.

rrrrrr

filamentumral profilin jelenlétében is

A szakirodalomban leirt megfigyelések szerint a profilin meggyorsithatja az
vizsgaltuk meg, hogy a DAAM fragmentumok modulaljak-e ezt a hatast. Ennek
megallapitasara depolimerizacios teszteket végeztiink formin altal polimerizalt
filamentumokon, 5 uM profilin jelenlétében. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
profilin depolimerizaciot eldsegitd hatasa érvényesiill ugyan, de mindkét formin
végérol. Az altalunk alkalmazott kisérleti elrendezésben a két DAAM fragmentum
kozott nem volt mérhetd kiilonbség, még profilin jelenlétében sem. Ez arra utalhat,
hogy a depolimerizacié soran a korabban leirt FH1 domén-profilin kolcsonhatasnak

nincsen szerepe.

1V.7.3: A DAAM FHI doménje kolcsonhat profilinnel a kritikus aktin koncentrdcio

fenntartdasaban

A korabbi, az aktin kritikus koncentracidjaval kapcsolatos méréseinket
megismételtiik profilin jelenlétében is. Megfigyeléseink szerint a DAAM FH2 profilin
jelenlétében kevesebb filamentumot volt képes létrehozni, ami azzal magyarazhato,
hogy az FH1 domén hianyaban nem jon 1étre kolcsonhatas a formin és a profilin kozott.
Ez esetben tehat a profilinnek az a tulajdonsaga keriil el6térbe, ami a sejtben is a
feladata, mégpedig az aktinnak a monomer formdban valé tartasa. A DAAM FHI1
doménje moduldlni képes ezt a tulajdonsagot: rabirja a profilint arra, hogy a kotott
aktin monomerrdl ledisszocidlva annak aktin filamentumba valé épiilése

megtorténhessen.
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V. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkank soran megallapitottuk, hogy

> A DAAM FH2 illetve FHIFH2 fragmentumok gyorsitjdk az aktin
polimerizacidjat. Ennek Sebessége fiigg a jelenlévé formin koncentracidjatol, azonban
meghatarozott értéket elérve tovabb mar nem fokozhato, telitést mutat.

> Az FH1 doménnek a csak aktint tartalmazo rendszerben (profilin nélkiil)
nincsen hatdsa az aktin polimerizacidjara.

> Eleszté profilin jelenlétében a polimerizacio sebessége drasztikus
mértékben megné a DAAM FHI1FH2 konstrukcié esetén, mig a DAAM FH2 domén
esetében csak a profilin lassité hatdsat lattuk. Korabbi megfigyelések alapjan ez a
formin FH1 doménje és a profilin kozotti kolcsonhatas kialakuldsaval magyarazhato.

> A DAAM konstrukciok gatoljak a monomerek disszociacidjat az aktin
filamentumrol, és magasabb (1 pM<) formin koncentracié esetén a profilin
depolimerizaciot eldsegitd hatdsat is képesek megsziintetni.

> Az alkalmazott formin fragmentumoknak nincsen jelentés hatasuk az

> A DAAM FHIFH2 konstrukcido a profilin altal eldidézett kritikus
koncentraciéo ndvekedést megsziinteti, ami —Osszevetve a csak FH2 fragmentumot
tartalmazo mérések eredményeivel- a profilin-FH1 koélcsonhatasnak tulajdonithato.

> A DAAM FH2 aktin filamentumhoz val6 affinitasa mintegy

7+25uM, a DAAM FH1FH2 fragmentumé pedig 2,1 = 0,5 uM.

> Mindkét DAAM konstrukei6 képes az aktin filamentumok kotegelésére.

> A DAAM formin mind a polimerizacid, mind a filamentumok vég-a-
véghez vald kapcsolodasanak szabalyozdsa révén az atlagosnal joval rovidebb

filamentumokat hoz létre.
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