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Bevezetés

Aktin a legnagyobb mennyiségben el6fordulé fehérje ami minden eukariota
organizmusban megtaldlhaté a novényektdl az éllatokig. Az aktin azon tulajdonsiga, hogy
reverzibilis médon képes filamentumakat képezni alkalmassa teszi, hogy nélkiilozhetetlen
szerepet jatsszon kiillonbozd celluldris folyamatokban, mint példaul sejt mozgas,
morfogenezis, membrdn transzport, és sejt osztddds. Ahhoz, hogy ezt a sokféle funkciot
megfeleléen hajtsa végre a térbeli és id6beli szervezddése a kiillonbozd aktin hdlézatoknak
aktinkoto fehérjék segitségével kontrolalt. Ezek az effektorok lebontjdk a sziikségtelenné valt
»eloregedett” aktin haldzatokat és segitenek kiilonbozd architektiraval rendelkez6 hdldzatok
felépitésében attdl fiiggden, hogy mire van sziiksége a sejtnek. Ahhoz, hogy megértsiik az
aktin alapu celluldris folyamatokat sziikséges megvizsgdlnunk milyen konformécids és
dinamikai valtozasok 1épnek fel az aktin molekulan beliil az aktin kot6 fehérjék hatasara.

Aktin egy ATPaz aktivitdssal rendelkezd fehérje, ami hasonlé hiaromdimenzids
struktiraval rendelkezik, mint példaul a hexokindzok, glicerolkindzok, Hsp70 fehérjék. Az
aktin atomi szerkezete alapjian két fédoménbdl 4all, melyek ,nagy” és ,kis” doménnek
neveziink. A fédomének tovdbb oszthatok aldoménekre; a nagy domén a 3-as és 4-es
aldoménbdl all, mig a kis domén az 1-es és a 2-es aldoménbdl. Az ATP kotd zseb a két
fédomén kozott talalhaté a molekula kézponti részén.

Az aktin monomerek megfeleld kondiciok mellett képesek egymdssal
0sszkapcsolddni és egy kétszdli hélixet 1étrehozni, amit aktin filamentumnak (F-aktin)
neveziink. Az aktin monomerek aszimmetrikus természete miatt, az F-aktin szerkezeti
polaritassal rendelkezik. Miozinnal dekordlt aktin filamentumok elektronmikroszképos képe
alapjan az egyik véget szakallas, mig a mésikat hegyes végnek nevezziik.

Az aktin polimerizidcidja 2-4 aktin monomert tartalmazé aktin nukleuszok
kialakuldsaval kezdddik. Az aktin polimerizacié nukledcidés 1épés termodinamikai
szempontbol kedvezoOtlen, az aktin dimerek és trimerek instabil természete miatt. A
nukleuszok kialakuldsa utdn a két vég kiilonb6z0 kinetikdval hosszabbodni kezd. A szakallas
vég gyorsan nd (gyorsan novo vég, + vég) mig a hegyes vég lassan hosszabbodik (lassan
novo vég, - vég). A filamentumok novekedése addig tart, amig ki nem alakul egy dinamikus
egyensuly az aktin monomerek és filamentumok kozott. A dinamikus egyensuly koriilbeliil

0,14 uM aktin monomer folyamatos jelenlétét eredményezi az oldatban. Ez a steady-state



koncentracidja az aktin monomereknek (Css) valamivel nagyobb, mint a szakallas véghez
tartoz6 kritikus koncentracié (Cysz=0.12 puM), és jéval alacsonyabb, mint a hegyes véghez
tartoz6 kritikus koncentracié értéke (Cyy=0.62 uM). A kritikus koncentracié arra az aktin
monomer koncentraciéra utal, ami fellett az aktin monomerek beépiilhetnek az aktin
filamentumba. Az aktin monomerek ¢és aktin filamentumok kozti stoichometria
kovetkeztében az aktin monomerek beépiilése a filamentumba a szakéllas végen (Css>Cksz),
mig az aktin monomerek levéldsa a hegyes végen (Css<Cyy) domindl. Az aktin monomerek
folyamatos mozgdsa a filamentum szakéllas végétdl a hegyes vég irdnydba az aktin
filamentumok ,treadmilling”-jének nevezziikk. Ez az egyirdnyd novekedése az aktin
filamentumoknak szolgaltatja a tolé er6t a sejt membrdnnal szemben, az aktin alapu
sejtmozgasok esetében.

Az aktin, monomer formdban nagyon gyenge ATPaz aktivitdssal rendelkezik, de
miutdn beépiil a filamentumba a kotott ATP elhidrolizdl ADP+Pi-re néhany mésodperc utdn.
Ezt kovetden a szervetlen foszfat 6 perces felezési idovel felszabadul a filamentumbdl ami
ADP-t tartalmazé aktin egységek megjelenéséhez vezet. A disszocidlo6 ADP-t tartalmazo
aktin monomereknek 4t kell menniiik egy nukleotid kicserélddési folyamaton mieldtt Gjbol
beépiilnek a filamentumba. Az ADP kicserélddése ATP-re spontdn lejatszodik a sejtekben,
amit bizonyos aktin koté fehérjék mint példaul profilin, kofilin, cikldz asszociélt fehérje, és
twinfilin képes befolyasolni.

Az ADP kicserélodése ATP-re egy fontos folyamat, mivel az ADP-t tartalmazé aktin
monomereknek gyengébb a polimerizicids képességiik, mint az ATP-t k6t monomereknek.
Emellett az ADP-t tartalmazé aktin monomerekbdl felépiild aktin filamentumok jobban ki
vannak téve a filament szétesését eldsegitd aktin filamentum koté fehérjék aktivitdsanak,
mivel ezek a fehérjék (pl. kofilin, Aip1) jobban koétddnek az ADP-t tartalmazoé filamentum
szegmensekhez.

A profilin fehérje csalddba tartoz6 fehérjék nagy része képes a nukleotid kicserélddés
folyamatit eldsegiteni. Az egyik meghatdrozott atomi struktdrdja a profilin-aktin
komplexnek a nukleotidk6td zseb szélesen nyitott konformacids allapotat mutatja. Az aktin
molekula, ezen konformaciéja lehetdvé teszi a nukleotid gyors mozgésat az aktin molekula és
az olddszer kozott. A twinfilin ADF-homolég doménjének aktinnnal alkotott komplexének
atomi szerkezete szintén aldtdmasztani ldtszik a nukleotidk6td zseb és a nukleotid
kicserélodés folyamatdnak kinetikdja kozti kapcsolatot. Ebben a szerkezetben az aktin

molekula nukleotid koté zsebe egy zart konforméciés dllapotban lathatd, ami 6sszhangban



van azzal a megfigyeléssel, hogy az ADF-homol6g domént tartalmazé fehérjék gatoljak a

nukleotid kicserélodést az aktin monomeren.

ADF/kofilin fehérje csalad

Az ADF/kofilin fehérje csaldd tagjai kis (13-19 kDa) aktinkoté fehérjék melyek 1 (pl.
koaktozin, kofilin, GMF)vagy 2 (pl. twinfilin) karakterisztikus ADF/kofilin (AC domén)
domént tartalmaznak. Az aktin monomerrel 1:1 ardanyu komplexet alkotnak és képesek az
aktin filamentumokhoz is kotni. Az €16 sejtekben a kofilin féfunkcidja az aktin filamentumok
treadmillingjének az eldsegitése az aktin citoszkeleton dinamikus atrendez0dd részein.
Szdmos mechanizmuson keresztiill képes a kofilin ezt a funkcidt elldtni. Az aktin
filamentumok hegyes végén elOsegitik az aktin monomerek levélasat, aktin filamentum hasité
tulajdonsaguk segitségével az eloregedett aktin halozatokat szétszedik, €s bizonyos
koriilmények kozott az aktin filamentumok polimerizaci6janak nukledciés szakaszdban
stabilizdljak az aktin dimereket. Masrészrdl a lebontott aktin struktirdk épité egységein
gatoljak az ADP kicserélodését ATP-re, ami lassitja az aktin monomerek beépiilését az aktin

filamentumok gyorsan novo szakallas végén.

Profilin fehérje csalad

A profilin egy kis (19 kDa) aktinkotd fehérje, ami széles korben elofordul minden
eukariota organizmusban a novényektol az dllatokig. A profilin fdéfunkcidéja egy
polimerizdciéra képes aktin monomer raktidr fenntartdsa a sejtek citoplazmdjiban, ami
sziikség esetén gyorsan felhaszndlhaté Uj aktin struktirdk felépitésére. Ezt a feladatot a
profilinek az aktinnal kapcsolatos kiilonb6z6 funkcioéi révén hajtja végre. A legtdbb profilin
izoforma eldsegiti az ADP kicserélodését ATP-re, ami egy polimerizicié kompetens aktin
monomer raktar feltoltéséhez vezet. Az ATP-t koté aktin monomerek profilinnel alkotott
komplexei nem képesek uj filamentumok kialakitdsara, de képesek effektiv médon beépiilni a
mar létez0 aktin filamentumok szakdllas végén. A profilin ezen effektusai az ATP-vel

feltoltott aktin monomereket az aktin filamentumok gyorsan névo végei felé hajtja.



Célkituzések

A tézisben leirt kisérletes munka focélja volt meghatdrozni azokat a konformacios és
dinamikai valtozasokat az aktin molekula szerkezetén beliil, ami a kofilin és profilin fehérje
csalad nukleotid kicserélodésre kifejtett hatdsat magyardzza. A kofilin és profilin fehérje
csalad legtobb tagjanak ellentétes hatdsa van az aktin monomeren lejatszodé nukleotid
kicserélodés folyamatdra, ¢és feltételezhetben az aktin  nukleotidkoté  zsebének
konformécidjara is. Ezenfeliil szerettiik volna kideriteni, hogy az aktin kis doménjének

konformdcids dinamikdja, mennyiben jarul hozza a nukleotid kicserélédés folyamatidhoz.

A kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.) Hogyan képes befolydsolni az éleszto kofilin és profilin a nukleotid kicserélodés

folyamatdt a-szkeletdl aktin monomeren?

2.) Milyen konformdcios vdltozdsok torténnek az ATP-t koté aktin monomer nukleotid koto

zsebében éleszto kofilin és profilin hatdsdra?

3.) Hogyan befolydsolja az éleszto kofilin és profilin az aktin kis doménjének szerkezetét és

konformdcios dinamikdjdt?

4.) Milyen kapcsolat dll fenn az aktin monomer ho stabilitdsa és a nukleotid koto zseb

konformdcioja kozott?



Kisérleti és preparativ eljarasok
Fehérje preparalas

A szkeletalis aktint tartalmazo szdritott izom forgdcsot nyul vdzizombdl preparédltuk Feuer és
kollégdinak protokollja alapjdn. Az aktin monomereket szdritott izom forgdcsbdl vontuk ki
Spudich és Watt protokollja szerint. GST-jelolt élesztd kofilin és His-jelolt élesztd profilin
tultermeltetését BL21 (DE3) E. coli torzsben végeztiik. A baktérium lizatumban jelenlévo
kofilin molekuldkat Glutation-agar6z gyongyok felszinére kotottik ki, majd tovabb
tisztitottuk méret kizdrdsos kromatogrifia segitségével. A baktérium lizitumbdl a
megtermeltetett profilin molekuldkat Nikkel-NTA gyongyok segitségével vontuk ki, majd

méret kizardsos kromatografia segitségével tovabb tisztitottuk.

Nukleotid kicserélodés kinetikdjanak vizsgélata

A nukleotid kicserélddés kinetikdjat fluoreszcens ATP analoggal (e-ATP) jelolt aktin
monomereken vizsgédltuk egy Applied Photophysics SX.18MV-R megallitott aramlasu
fluoreszcens ATP oldat aktin mintakkal val6é dsszekeverésével értiik el. Az aktinhoz kotott e-
ATP-nek nagyobb a fluoreszcencia intenzitdsa, mint az oldatban szabadon 1évd e-ATP-é,
ezért a nukleotid kicserélodés folyamata vizsgdlhaté a fluoreszcencia intenzitds
csokkenésének nyomon kovetésével, miutdn az e-ATP-vel jelolt aktin mintat Osszekeverjiik
nem fluoreszcens ATP-vel. A kicserélodés kinetikajat jellemzO, megfigyelt sebességi

allandokat, a fluoreszcencia gorbék exponencidlis fiiggvény illesztésével kaptuk.

Fluoreszcencia kioltdsa e-ATP jelolt aktinnak

A fluoreszcencia intenzitdsat az e-ATP jelolt aktinnak aktink6td fehérjék hidnyaban és
jelenlétében akrilamiddal (neutrdlis kiolt6) oltottuk ki. A fluoreszcencia intenzitds egy
termosztilhatd  kiivettatartoval rendelkezd Perkin-Elmer LS50B  spektrofluoriméter
segitségével mértiik. Az akrilamid koncentracié (Q) fiiggvényében mért intenzitds értékek

Stern-Volmer abrdzolédsat a Stern-Volmer egyenlet egy modositott forméjdval elemeztiik ki:
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K i=1 (1 + KSV_Si[QD(l + KSV_Di[Q])

ahol az F, a fluoreszcencia intenzitds a kiolt6 molekula hidnydban, mig az F a kiolt6
jelenlétében mért fluoreszcencia intenzitast jelenti. A Kgy si és Ksy pi az i-edik fluorofor
populéci6 statikus és dinamikus komponensét jelenti, mig az o; az i-edik fluorofor populécié

frakcidjara utal.
Fluoreszcencia rezonancia Energia transzfer (FRET)

FRET kisérleteket szintén egy termosztdlhaté kiivettatartoval rendelkez6 Perkin-Elmer
LS50B spektrofluoriméter segitségével végeztiik el. A Cys374-hez (1.-es aldomén) konjugalt
donor fluorofor (IAEDANS) és az akceptor fluoroforral (FITC) jelolt Lys61 (2.-es aldomén)
kozti energia transzfer hatasfokat a kovetkezo egyenlet szerint szamoltuk:

o - (2

Fp ¢pa

ahol Fpa a donor fluorofor mért intenzitdsa az akceptor molekula jelenlétében, mig az Fp a
donor fluorofor mért intenzitdsat jelenti az akceptor molekula hidnydban. A B az akceptor
fluorofor jel6lési ardnyéra utal, mig a cpa €s cp a donor flurofor koncentricidjat jelenti az
akceptor fluorofor jelenlétében és hidnyédban.

A fluoreszcensen jelolt pontok kozti fehérje matrix flexibilitisa a hdémérséklet
fliggvényében (5 °C és 35 °C kozott) a flexibilitdsi faktor kiszamoldsaval hatdroztuk meg a

kovetkezd Osszefliggés alapjén:
f'=E/Fpa
Anizotropia lecsengés

Az ido6fiiggd fluoreszcencia anizotrépia méréseket egy egyedi foton szamldlé tizemmoddban
mikodé Horiba Jobin-Yvon Nanolog spektrofluoriméter segitségével kiviteleztiikk. A
vertikalis sikban polarizalt gerjeszt0 nyalab altal kivaltott fluoreszencia emissziot

parhuzamos (Iyy) és merdleges (Iyy) polarizacids sikban detektaltuk. A fehérje komplexek és



a fluoreszcens jelold molekula roticids diffizidjat karakterizal6 rotacids korreldcids idOket
(0) a péarhuzamos és merdleges elrendezésben felvett fluoreszcencia lecsengésekbdl

hataroztuk meg a kovetkez6 egyenletek segitségével:
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ahol 0; a rotdciés korreldciés ideje a j-edik komponensnek és B; a j-dik komponens
hozzajaruldsa az anizotropia lecsengés folyamatdhoz. G (geometriai faktor) a detektdlo
rendszer érzékenységének ardnya a vertikdlisan és horizontdlisan polarizdlt fényre
vonatkozdan. Rixg a maradék anizotrdpia, t; az i-dik komponens élettartama, mig o; az i-dik
élettartam komponens amplitiddja.

A fluoreszcens riporter molekula mozgasanak térbeli korlatozottsdgat karakterizald
félkup szoget (0,) a kovetkezd képlet segitségével szamoltuk:
14e 2

1
Z = Ecoseo(l + cos8,)

ahol rg a fehérje teljes mozgasdhoz tartozé amplitidd, mig r, a nulla iddpillanatban mért

anizotrépiat jelenti.
Differencidl6 pasztazo kalorimetria (DSC)

A DSC méréseket egy Setaram Micro DSC III kaloriméter segitségével végeztiik el. A
hdaram-hémérséklet gorbéket 0 'C és 100 C kozott, 0.7 atm nyomds alatt és 0,3K/min
felftitési sebesség mellett regisztraltuk. Ahhoz, hogy eldontsiik milyen a hé denaturicid
természete (reverzibilis vagy irreverzibilis) a mintdkat kétszer fltottik fel. A fehérjék
olvadasi homérsékletét és fél maximumhoz tartozo szélesség értékét a ho tranziciés gorbékre
illesztett Gauss fiiggvény segitségével hataroztuk meg. Az entalpia valtozast, a héaram-ido

gorbék alatti teriilet integraljabol szamoltuk.



Eredmények és megbeszélés

Kofilin és profilin hatdsa a nukleotid kicserélodés folyamatdra

Ahhoz hogy meghatarozzuk, hogy a kofilin és profilin hogyan képes mddositani a nukleotid
kicserélodés folyamatat, tranziens kinetikai méréseket végeztiink fluoreszcens ATP anal6ggal
jelolt aktin monomereken. A nukleotid kicserélédést vizsgdld kisérletek azt mutattdk, hogy a
kofilinnak és profilinnak ellentétes hatdsa van a nukleotid kicserélodés kinetikdjara. A mi
kisérleti elrendezésiinkben a megfigyelt sebességi allandé 0,012 s™ volt az aktinkotd fehérjék
hidnydban. Eleszté kofilin jelenlétében a megfigyelt sebességi dllandé 0,002 s™'-re csokkent
le, mikdzben az élesztd profilin 0,75 s-re novelte a megfigyelt sebességi dllando értékét. Az
eredmények alapjan az élesztd kofilin gitolja és az élesztd profilin eldsegiti a nukleotid

kicserélodés folyamatat hasonldan a kofilin és profilin fehérje csalad tipikus tagjaihoz.
A nukleotidkoto zseb konformdcioja

A lehetséges konformacids valtozdsok, amik a moédositott nukleotid kicserélddéshez
vezetnek fluoreszcencia kioltasos kisérletekkel volt vizsgdlva. Az aktinhoz kotott ATP egy
fluoreszcens ATP analdgra volt kicserélve €s annak hozzaférhetOsége akrilamiddal mint
neutrdlis kioltéval volt vizsgdlva. A kioltds folyamata komplex volt a szabad és a kotott e-
ATP miatt ezért a staedy-state kioltdsos kisérletkben kapott mérési adatok a Stern-Volmer
egyenlet egy modositott formdjaval értékeltiik ki.

Az 1dofiiggd fluoreszcencia kioltdsos kisérletek megmutattdk, hogy a szabad &-ATP
kizar6lag dinamikus, mig az aktin kotott e-ATP kizdrélag statikus folyamatban képes
kioltédni. Tovéabba ezek a mérések megmutattdk, hogy sem a kofilin sem a profilin nem
valtoztatja meg a kotott e-ATP élettartamat, utalva arra, hogy ezek az aktink6td fehérjék nem
modositjak a nukleotidot aktinhoz kot6 hidrogén halézatot.

A Stern-Volmer alland6 (Kgy), ami karakterizdlja a nukleotidktd zsebben taldlhat6 -
ATP hozzaférhetéségét, 0,24 M volt. Ez az érték két nagysdgrenddel kisebb, mint a szabad
e-ATP-re kapott Kgy utalva arra, hogy az aktinhoz kotott nukleotid védve van a koriilotte 1évo
fehérje matrix altal. Ez az eredmény Osszhangban van az aktin atomi struktirdjaval, ami
alapjan a kotott nukleotid mélyen be van dgyazva a molekula kozponti részén. A kofilin a

Ksv-t lecsokkentette 0,034 M™'-re indikédlva egy kevésbé hozzaférheté kornyezetet a fluorofor



koriil. Ezzel ellentétben, profilin 3,5 M re novelte a Kgy értékét, ami egy hozzaférhetobb
kornyezetre utal a fluorofor koriil. Ezek az eredmények a kofilin-aktin komplex esetében a
nukleotidk6td zseb zart, mig a profilin-aktin esetében egy nyitott konformécids allapotat

indikaljak.
Kofilin és profilin hatdsa az aktin kis doménjdanak konformdciojdra és dinamikdjdra

Abbdl a célbdl, hogy felmérjiik, hogyan jarul hozza az aktin 2. aldoménjének orientdcidja a
molekula maradék részéhez képest az aktinkotd zseb nyitottsigdhoz homérséklet-tfiiggd FRET
méréseket alkalmaztunk. A kisérleti elrendezésben az aktin Cys374 aminosava (1. aldomén)
a donor fluoroforral volt megjeldlve, mig a Lys61 (2. aldomén) az akceptor fluoroforral volt
konjugdltatva. Az eredmények alapjan sem a kofilin sem a profilin nem véltoztatta meg a
jelolt pontok kozti energia transzfert és kovetkezésképpen a Cys374 és Lys61 kozti tavolsagra
egyik aktinkotd fehérjének sincs hatdsa a vizsgalt hdmérsékleti tartomanyban. Ugyanakkor a
flexibilitasi faktor egy meredekebb tendenciat mutatott a hOmérséklet fiiggvényében az
aktinkoté fehérjék hidnydban, ami egy kevésbé flexibilis fehérje matrixot tiikroz a jelolt
pontok kozott a kofilin-aktin és a profilin-aktin komplexek esetében. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy az aktinnak a mobilis 2-es aldoménje nem jarul hozzd a nukleotidkotd zseb

zarddéasahoz €s kinyildsahoz.
Kofilin és profilin hatdsa a donor és az akceptor fluoroforok dinamikdjdra

Azért, hogy eldontsiik okoz-e valamilyen véltozast a kofilin és a profilin jelenléte a
donor, és az akceptor molekula dinamikdjaban, ami esetleg hozzdjarulhat a megfigyelt
csokkenéshez az aktin kis doménjének flexibilitdsdban, fluoreszcencia anizotrépia lecsengéses
méréseket végeztink. A donor vagy az akceptor jelolt aktin monomerek anizotrépia
lecsengését 5 'C és 35 'C kozott vettiik fel aktinkotd fehérjék jelenlétében vagy hidnyaban.
Az anizotropia lecsengési gorbékbol két rotacids korrelacids idot tudtunk megbizhatdan
meghatdrozni. A lassi komponenst az aktin monomer roticiés mozgisahoz, mig a gyors
komponenst a fluorofor mozgasdhoz rendeltiik hozzd. A gyors rotacios korreldciés id6 a
fluorofor dinamikédjarol ad informaciot.

A gyors roticids korrelacios 1d6, a donor jelolt aktin esetében 4,83 ns-rél 2,06 ns-ra
csokkent le, ahogy a hémérsékletet 5 C-rél 35 C-ra emeltik. Az aktinkoté fehérjék

jelenlétében hasonldan véltozott a gyors rotacids korrelacids id6 a hdmérséklet fiiggvényében,



mint amikor az aktin egyediil volt jelen az oldatban. A kofilin jelenlétében a gyors rotacids
korrelaciés id6 4,03 ns-r6l 1,92 ns-ra, mig a profilin jelenlétében 3,22 ns-rél 2,17 ns-ra
csokkent le a homérséklet emelésével. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy egyik
aktinkotd fehérje sem képes befolydsolni a donor fluorofor dinamikdjat az alkalmazott
homérsékleti tartomanyban. Kovetkezésképpen az aktin kis doménjének megnovekedett
rigiditdsit nem a Cys374-hez kapcsolt fluorofor csokkent dinamikdja eredményezi.

Az akceptor jelolt aktin monomer esetében a meghatédrozott gyors rotacios korreldcids
id6 1,48 ns-rél 1,24 ns-ra csokkent, ahogy a hémérséklet 5 C-rél 35 C-ra emeltik. A
kofilin-aktin komplex esetében a gyors rotacios korrelacios id6 1,47 ns-rdl 1,38 ns-ra, mig a
profilin-aktin komplex esetében 1,4 ns-rél 1,22 ns-ra csokkent a hdmérséklet fiiggvényében.
Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy egyik aktinkotd fehérje sem képes befolyasolni
az akceptor molekula dinamikdjat. Ez a megfigyelés kizarja, hogy az aktin kis doménjének
csokkent flexibilitdsa kofilin és profilin jelenlétében a Lys61-hez kapcsolt akceptor molekula

csokkent dinamikdjanak lenne a kvetkezménye
Kofilin és profilin hatdsa a fehérje szerkezetre a riporter molekuldk kornyezetében

Ahhoz, hogy tovabbi informéciét kapjunk a fluoreszcensen jelolt pontok koriili fehérje
szerkezetre vonatkozéan meghatdroztuk a fluoroforok mozgasdnak térbeli korldtozottsagat
karakterizal6 félkdp szogeket (8,) az 5 C és 35 C kozotti hémérséklet tartomdnyban. A
félkap szogek meghatdrozasahoz az aktin molekula roticiés mozgasdhoz tartozé amplitudét
és a nulla idOpillanatban mért anizotrdpia értéket hasznéltuk (Egyenletx).

A Cys374-hez csatolt IAEDANS rotacios difftiziés mozgdsahoz tartozé félkip szog
14,52°—rél 32,02°—ra véaltozott, ahogy a hdOmérsékletet 5 ‘C-r6l 35 ‘C-ra emeltik. A
homérséklet indukdlta novekedés az IAEDANS rotaciés mozgédsdhoz tartoz6 félkip szogében
egy kevésbé kompakt szerkezet megjelenését indikdlja a jelolt pont kornyezetében. A
fluorofor rotaciés mozgéasahoz tartozé félkip szog nem valtozott szignifikdnsan az aktinkotd
fehérjék jelenlétében. A kofilin-aktin komplex esetében 0, 15 87 -6l 33,65 -ra, mig a profilin-
aktin esetében 14,83°—r(’)l 28,3°—ra valtozott, ahogy a hémérsékletet megemeltiik. Ezen
eredmények alapjan elmondhatd, hogy sem a kofilin sem a profilin nem befolydsolja a
Cys374 kornyezetében az aktin szerkezetének zartsagit az alkalmazott homérsékleti

tartomanyban.



A Lys61-hez csatolt FITC roticids difftiziés mozgasdhoz tartozé félkip szog 28,59 -
16l 34,43 -ra véltozott, ahogy a homérsékletet 5 ‘C-r6l 35 ‘C-ra emeltiik. Ezen eredmény
alapjan elmondhatjuk, hogy a FITC molekula roticiés mozgasidnak orientdcids
korlatozottsaga lecsokken a homérséklet novekedésével, ami egy kevésbé zart struktira
megjelenésére utal a Lys61 kornyezetében. A félkip szogben megfigyelt viltozds hasonld
volt a kofilin-aktin és a profilin-aktin esetében ahhoz, amit az aktin esetében tapasztaltunk. A
homérséklet emelésével, a félkip szog a kofilin-aktin komplex esetében 26.73"-161 32.06 -ra,
mig a profilin-aktin esetében 27.69 161 32.68 -ra novekedett. Ezen eredmények alapjan, sem
a kofilin sem a profilin nem okoz véltozdst az aktin molekula struktirdjaban a Lys61

kozelében az alkalmazott hdmérsékleti tartoméanyban.

Kofilin és profilin hatdsa az aktin monomer ho stabilitdsdra

Levitsky és kollégai felvetették, hogy az aktinkté zseb konformécidja és az aktin monomer
hd stabilitdsa kozott szoros kapcsolat dll fenn. Ezen javaslat szerint a nyitottabb nukleotidk&to
zseb egy a hdvel szemben kevésbé ellendlld aktin struktirdhoz vezet. Ezért, hogy tovabbi
tdmogatast kapjunk a zart és nyitott nukleotidk6td zseb 1étezésével kapcsolatban pasztizéd
kalorimetrids kisérleteket végeztiink. A kofilin megndvelte az aktin olvaddsi homérsékletét
55,5 °C-r6l 59.2 °C-ra ami egy a hd denaturicidval szemben ellendllobb fehérje struktira
jelenlétére utal. Ezzel ellentétben, a profilin lecsokkentette az aktin monomer olvadési
homérsékletét 55,5 °C-r61 47,6 °C-ra, ami egy csokkent ho stabilitdssal rendelkez6 szerkezetre
utal. Ezek az eredmények tovdbb erdsitik az aktin nukleotidkotd zsebének kofilin
jelenlétében megfigyelt zart és a profilin jelenlétében megfigyelt nyitott konformécios

allapotat.



Osszefoglalas

A leirt eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy:

e Az éleszt6 kofilin gatolja, mig az élesztd profilin eldsegiti az aktin monomereken lejatsz6do
nukleotid kicserélddés folyamatat.

e Az aktinhoz kotott nukleotid az aktin fédoménjai dltal védett pozicidban helyezkedik el a
molekuldn beliil, mivel az aktin-kotott e-ATP hozzéaférhetdségét karakterizalé Stern-Volmer
konstans 2 nagysdg renddel kisebb, mint az oldatban szabadon 1év6é &-ATP Stern-Volmer
allanddja.

e Egyik aktinkotd fehérje se képes a kotott nukleotidot stabilizdlé hidrogén halézat
atrendezésére, mivel az e-ATP élettartama nem valtozik sem a kofilin sem a profilin aktinnal
alkotott komplexének esetében.

e A kofilin hatdsdara az aktin nukleotidkotd zsebe egy zart konformaciés allapotot vesz fel,
mivel az e-ATP hozzaférhetdségét karakterizdl6 Stern-Volmer dllandé 1 nagysdgrenddel
kisebb a kofilin-aktin komplex esetében a komplexben nem 1év6 aktin esetéhez képest.

e A profilin hatdsara az aktin nukleotidkotd zsebe egy nyitott konformacios éllapotot vesz fel,
mivel az &-ATP hozzaférhet6ségét karakterizdl6 Stern-Volmer dllandé 2 nagysigrenddel
nagyobb a profilin-aktin komplex esetében a komplexben nem 1év0 aktin esetéhez képest.

e A kofilin €s profilin hatdsara megjelend zart és nyitott konformaciéji nukleotidkotd zseb az
aktin 1-es és 2-es aldoménjének integralt elmozduldsa kovetkeztében jelenik meg, mivel a
FRET kisérletek alapjdn a két alegység egymdshoz viszonyitott orientdcidja nem véltozik
kofilin és profilin hatdséra.

® Az aktin kis doménjében, kofilin és profilin hatasdra fellépd flexibilitasbeli csokkenés
szintén az 1-es és 2-es aldomének egyiittes mozgasat latszik aldtdmasztani.

® A kofilin és profilin hatasidra megfigyelt flexibilitasbeli valtozds az aktin kis doménjében
nem a haszndlt jelolok kornyezetében bekovetkezd véltozasok eredménye, mivel sem a
jelolok rotacids diffuzidjanak dinamikdja sem a mozgasuk térbeli korlatozottsiga nem
valtozik az aktinkoté fehérjék jelenlétében.

e Az alkalmazott aktinkotdé fehérjéknek ellentétes hatdsuk van az aktin monomer hd
stabilitdsara, mivel a kofilin ndveli, mig a profilin csokkenti az aktin olvadasi hdmérsékletét.

e Az aktin ho stabilitdsa er6sen fiigg a nukleotidkotd zseb konformécidjatdl; a nyitottabb

konformadcio kisebb ho rezisztenciat eredményez.
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