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1 Bevezetés

Az eukaridta citoszkeleton egyik legfontosabb alkotoja az aktin, mely a sejtek alakjanak
¢s mozgasanak biztositdsa mellett szerepet jatszik a sejten beliili transzport
folyamatokban, a sejtosztodasban, endo- ¢és exocitozisban, ¢és szdmos tovabbi
sejtfunkcidban. Az €16 sejtekben az aktin globularis monomerként (G-aktin), illetve
filamentéris polimerként (F-aktin) talalhaté meg. Az aktin monomer 42,3 kDa
molekulatomegtl, két doménbdl allo fehérje. A domének tovabbi két-két szubdoménre
oszthatok (S1-4). A két domén kozott taldlhatdo hasadék kationok (Mg2+, Ca’") és
nukleotidok (ATP, ADP, ADP-P;) kotohelyeként szolgdl. A globularis (G) aktin
molekuldk polimerizalva jobbra csavarod6, dupla helikdlis szerkezetii filamentumokat
képeznek. A filamentumok kialakulasa egy lassu nukleacios fazissal kezdddik, amikor a
G-aktin molekuldk 0Osszekapcsolédva dimereket és trimereket (Un. nukleuszokat)
alkotnak. A kovetkezd, tigynevezett elongacids fazis sordn a tovabbi aktin monomerek
kapcsolodasa mar gyorsabb, a filamentum hossza novekszik. Mivel az 6sszekapcsolodo
monomerek orientacidja azonos, a filamentum poldris szerkezetli lesz. A dinamikus
egyensuly bedllta jelenti az utols6 fazist, melynek sordn az tgynevezett taposdémalom
(treadmilling) mechanizmus eredményeként a filamentumok hossza nem valtozik.
Ilyenkor a filamentumok mindkét végén végbemegy a monomer asszociacio ¢&s
disszociaci6 is, am az ugynevezett szakallas végen (barbed end) az asszocidcio, hegyes

végen (pointed end) pedig a disszociacié folyamata dominal.

Az aktin fehérjék valtozatos szerkezetii filamentumokat képesek létrehozni, melyek
alakjanak ¢s hossz-dinamikdjanak szabalyozasaban szamos aktin-kotd fehérje jatszik
szerepet. A nukleéacio folyamatat szabalyozo nukleacios faktorokat harom fehérjecsaladba
sorolhatjuk. az ARP 2/3 fehérjék a mar meglévo aktin filamentumon hoznak 1étre eldgazo
oldaldgakat. A WH2-domént tartalmazd fehérjék, tobb aktin monomer megkotésével
segitik a nukleuszok kialakulasat. Ide sorolhatjuk a Spire, Cordon-bleu (Cobl),
VopF/VopL és Leiomodin (Lmod) fehérje-csaladokat. A nukleacios faktorok harmadik

csaladjat alkot6 forminok eldgazasmentes filamentumokat hoznak Iétre.

A forminok nagyméretii, ezernél tobb aminosavbol felépiild fehérjék, melyek evolucidsan
konzervalt doménekbdl épiinek fel. A forminok részt vesznek a sejtmozgésban, a sejt
polaritasanak kialakitdsaban, a sejtosztodasban, ¢és szamos mas folyamatban. A

fehérjecsalad kozos szerkezeti jellemz6i a Formin Homologia (FH) domének. A prolinban



gazdag FH1 domén a legtdbb, mig a leginkabb konzervalt FH2 minden forminban
eléfordul. Az FH2 domén filogenetikai analizise szerint a szovetes allatokban (metazoa)
eléforduld forminok hét alcsaladra oszthatok: Dia (diaphanous), DAAM (dishevelled-
associated activator of morphogenesis), FRL (formin-related gene in leukocytes), FHOD
(formin homology domain containing protein), INF (inverted formin), FMN (formin) és
delphilin.

Az FH2 domén, egy kb. 400 aminosavbol all6 szekvencia, mely a forminok aktin
kotéséért felelés. Az emlos FRL1, mDial és mDia2 FH2 domének szintén dimer
szerkezetlick Az FH2 domén tartalmaz egy mozgékony linker régidt az N-termindlisa
kozelében, mely elengedhetetlen szerepet jatszik a dimerek kialakulasaban. A dimereket
alkoto, félhold alaki monomerek antiparallel modon kapcsolédnak Ossze. Majdnem
minden forminban megtalalhat6 a profilin-k6t6 FH1 domén az FH2 domén N-termindlis

szomszédsagaban, melynek hossza nagy valtozatossagot mutat (15-229 aminosav).

A forminok FHI és FH2 doménen kiviili részei jelentdsen kiilonbozhetnek. A harmadik
Formin Homologia domén (FH3) szdmos forminnal az FH1 domén mellett, N-terminalis
iranyban taldlhaté meg, de 6nall6 doménként valo viselkedése még kérdéses. Az mDial
forminnal az FH3-nak megfeleld régio legalabb két kiilonalldé domént tartalmaz: a DID és

a dimerizacioért felelos szakaszt.

Az emlds forminok miikodésének szabalyozasa a Diaphanous-releated forminok (DRF)
korében a legismertebb. Ide tartoznak a Dia, FRL és DAAM alcsalddok, melyeket
intramolekularis szabalyozasmoédjuk hasonldsdga alapjan rokonitottak. Mindharom
alcsaladban megtalalhaté egy Rho-GTPéaz-koté domén (RBD) az N-termindlis régioban.
Az mDial forminban egy 241 aminosavbol 4ll6 auto-inhibicids régié taldlhat6 az RBD-
ben, melyet diapdanous inhibitory domain (DID) néven is emlitenek. Masik lényeges
eleme a C-termindlis DAD régid (diaphanous auto-regulatory domain), mely képes
kapcsolodni az N-termindlis szakaszhoz. A DID és a DAD régi6 Osszekapcsolodasa
eredményezi a formin mukodés gatlasat. A Rho-GTPaz megkdtésekor a DID- DAD

kolesonhatés felbomlik, és a formin fehérje aktivalodik.

Az FH2 domének kiilonbozd mértékben gyorsitjak a mukle4cio folyamatat. A forminok
aktin nukleaciot eldsegité hatdsa az instabil nukleacids koztes termékek stabilizaldsa
révén valosul meg. Az FH2 domén egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képes kotddni

az aktin filamentumok szdges végéhez, mikdzben képes processziv modon, folyamatosan



egylitt mozogni a filamentum gyorsan ndvekedo szoges végével. Az FH2 domén tovabbi
Iényeges szerepe a sapka fehérjék kapcsolodasanak gatlasa, ami lehetévé teszi az aktin

filamentum hosszabbodasat sapka fehérjék jelenlétében is.

A formin egyik legvaldszinlibb funkcidja a sejtben, hogy az aktin filamentum szdges
végéhez kapcsolodva védelmet nyajt a sapka fehérjékkel szemben. Géatld faktorok
hianyaban az Gjonnan képzddott aktin filamentumokhoz kevesebb, mint egy masodperc
alatt kapcsolodnak a sapka fehérjek, igy a filamentumok hossza az 500 nm-t sem éri el.
Formin jelenlétében az emlds sejtekben levd aktin alapt filamentumok hossza

meghaladhatja az egy mikrométert.



2 Célkituzések

Munkam az aktin citoszkeleton szabalyozasi mechanizmusainak megismerését célzo,

szélesebb korli kutatasok részét képezte a PTE AOK Biofizikai Intézetében.

Célom volt, hogy az aktin 2. alegységének vizsgalatdhoz spin jelolésre alkalmas
aminosavak kivalasztasaval megfeleld jelolési modszert dolgozzak ki, s azt optimaljam.
Az aktin két alegységének paramagneses jelolésével a kovetkezd kérdések mentén

folytattuk vizsgalatainkat:

e Milyen rotaciés dinamika jellemzi az aktin 1. és 2. alegységét a monomer ¢€s a

filamentalis aktin esetében?

e Hogyan valtozik a két alegység dinamikai tulajdonsdga a hdomérséklet

fliggvényében?

e Hogyan befolyasolja a formin FH2 domén kapcsolodasa az aktin alegységek

mobilitasat?
e Hogyan valtozik az aktin dinamikéjanak homérsékletfiiggése formin jelenlétében?

Tovabbi munkdm soran az mDial formin FH2 doménjének EPR-es vizsgélatat kivantam

elvégezni, amihez sziikséges volt a formin spinnel valo jelolésének kidolgozésa.

e Milyen az mDial formin FH2 doménjének rotacidés dinamikaja a jeldlt aminosav

kornyezetében?
e Hogyan véltozik a formin mobilitasa aktin jelenlétében?

e Hogyan befolydsolja a homérséklet valtoztatdésa a formin dinamikai

tulajdonsagait?

e Milyen hatassal van az aktin kotddése a formin hdmérsékletfiiggd dinamikai

valtozasaira?

A formin FH2 doménjének jellemzését differencidl pasztazo kaloriméteres mérésekkel
egészitettiik ki. Az EPR és a DSC mérések kozos értelmezésén keresztiil az aktin-formin

fehérje komplexen beliili kdlcsonhatdsok még részletesebb megismerése valt lehetve.



3 Anyagok és modszerek

3.1 Aktin preparalas

Az a—aktin fehérjét hazi nyul (Oryctolagus cuniculus domestica) hatizméabol (M. psoas)
nyertiik. A prepardlads elsé részében Feuer és munkatdrsai modszere szerint aceton
forgacsot készitettiink. Az aktin aceton forgacsbol vald kinyerése Spudich és Watt
modszere szerint tortént. A kinyert aktint A-pufferben (4 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,2 mM
ATP, 0,1 mM CaCl,) 4 °C-on téaroltuk felhasznalasig. A G-aktin koncentraciot Shimadzu
UV-2100 spektrofotométer segitségével hatdroztuk meg 290 nm-es hulldmhosszon,
0,63 mg 'mlem™ abszorpcios koefficienst hasznalva. Az F-aktin eléallitisahoz 2 mM
MgCly-ot és 100 mM KCl-ot adtunk a tarold pufferhez, majd 2 O6ran at

szobahdmérsékleten inkubaltuk a fehérjét.

3.2 Formin preparalas

Az eml6s mDial formin FH2 doménjét korabban leirt modszeriink alapjan preparaltuk. A
formin fehérje tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével ellendriztiik.
A fehérje koncentraciot fotometridsan hatiroztuk meg 280 nm-en, 20580 M'-cm™

extinkcios koefficiens segitségével.

3.3 Maleinimid jelolés

Az aktin filamentumokat 1:1,2 aranyban 12 6ran keresztiil 2 °C-on inkubaltuk N-(1-oxil-
2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinyl)-maleinimid ~ spin  jelolovel (MSL). A  jeldlést
ultracentrifugalassal allitottuk le (400000g, 45 perc, 4 °C), majd a feliiliszoban maradt,
nem kotédott jeloldt a feliiliszoval egyiitt eltavolitottuk. Az aktin pelletet G-pufferben
(4mM Tris-HCl, pH7.6, 02mM ATP, 02mM CaCl,) felszuszpendaltuk,

crcr

cre

hataroztuk meg.

3.4 F-proxil jelolés

Az aktint G-forméban 1:1,2 mélaranyban inkubéaluk 3-(5-fluoro-2,dinitroanilino)-(1-oxil-

2,2,5,5-tetrametil-3-pirrolidin) (FDNA) spin jelolovel 24 o6ran keresztil 2 °C-on. A



jelolési eljaras végén a szabad spin jelolot az oldatbdl G-pufferrel szemben dializalva

tavolitottuk el.

3.5 A formin FH2 domén spin jelolése

A fehérje doméneket 1:2 molaranyban jeloltiik N-(1-oxil-2,2,6,6-tetrametil-4-piperidinil)-
maleinimid spin jelolédvel (MSL) 24 o6ran keresztiil 2 °C-on. A nem kotddott jelolot DTT-
mentes T-pufferben vald dializissel tavolitottuk el. A jelolési ardnyt a fehérje minta és

meg.

3.6 Alkalmazott mérési modszerek

3.6.1 EPR spektroszkopia

Az elektron paramagneses rezonancia (EPR), mas néven elektron spin rezonancia (ESR)
spektroszkopia azon alapul, hogy a pérositatlan spinii elektronokat tartalmaz6 atomi vagy
molekularis rendszerekben az elektronspinhez kapcsolodd energiadllapotok magneses
térben energetikailag felhasadnak, azaz a spin allapottdél fliggden kiilonbozo
energiaallapotok kiiloniilnek el. Az eltérd energiadllapotok kozott ekkor megfeleld
energiaju (frekvencidju) elektromdgneses sugarzassal atmenetek generalhatok: abszorpcio
vagy az abszorpcid utdn emisszid mérhetd. Az elektronéllapotok energidjat a
paramagneses centrumnak a kornyezetével vald kolcsonhatasai befolyasoljak. Mivel a
parositatlan elektront tartalmazd atomok atommagjai is befolyasoljadk a mégneses térben
1év6 elektronok energiadllapotait, ezért az energiadllapotok leirasakor mind az elektron
sajat spinjét, mind az atommag (gyakran nem csak egyetlen atommag) spin allapotat is
figyelembe kell venni. Az utdbbi kolcsonhatast irjuk le az Un. hiperfinom csatolasi
allandoval. A kdrnyezet polaritdsa megvaltoztatja az elektroneloszlas szimmetridjat, ami a

hiperfinom csatolési allandé nagysagénak valtozasaban is jelentkezik.

A biologiai mintak, igy a fehérjék esetében extrinsic paramagneses szondak, vagy spin
jelolok hozzakapcsolasa sziikséges a vizsgalt molekuldhoz, mivel a legtdbb biologiai

(makro)molekula nem rendelkezik intrinsic paramagneses centrummal.

Fehérjék vizsgalatakor a spin jel6l6t célzottan hozzdkapcsolhatjuk egy adott aminosavhoz,

ezaltal részletes informaciot nyerhetiink az adott fehérje alegység szerkezetérdl, a jeldlt



aminosav kornyezetérol. A vizsgalt molekula konformacié valtozasa nyomon kovethetd a

spektrum alakjanak, a karakterisztikus csucsok helyzetének elemzésével.

A spinjelolés technikdja sordn leggyakrabban nitroxid szabadgyokot tartalmazo
paramagneses szondakat hasznalnak (pirrol, pirrolidin, piperidin, oxazolin), melyek
kovalensen kotédnek a vizsgalt molekulahoz. Az EPR mérés soran a nitroxid spin jel6lo
aszimmetrikus térbeli eloszlast 2pm molekulapalydja 1ép kapcsolatba a mégneses térrel.
Munkam sordn maleinimid (MSL) és F-proxyl (FDNA) paramagneses szondakat

hasznaltam aktin, illetve formin fehérjék specifikus jeldlésére.
3.6.1.1 Az EPR mérések kivitelezése

Elektron paramagneses rezonancia méréseinket ESP 300E (Bruker Biospin, Németorszag)
spektrométeren végeztik. A konvenciondlis EPR spektrumokat daltaldban 20 mW
mikrohulldmu teljesitménnyel, 100 kHz modulaciés frekvencian rogzitettiik, 0,1 — 0,2 mT
modulacids amplitidoval. Az ST-EPR spektrumok felvételéhez 63 mW teljesitményt és

50 kHz-es modulécios frekvenciat alkalmaztunk, 0,5 mT amplitadoval.

Amennyiben sziikséges volt, a spektrumokat a kétszeres integraljuk figyelembe vételével
hasonlitottuk 0ssze. Ennek az eljarasnak az alapjan hatdroztuk meg a jel6lési aranyokat is.
A jelolési arany meghatarozdsakor a fehérjék EPR spektrumait, azonos koriilmények
kozott (modulacidos amplitudd, mintatérfogat, erdsités, felvételi i1d6) mért, ismert
koncentraciojo TEMPO oldatok EPR spektrumaival hasonlitottuk Ossze: a kétszeres
integralok értékei ardnyosak az adott mintatérfogatban 1évo spinek, igy a jeldlt molekulak
szamaval. A fehérjekoncentraci6 €s a meghatarozott spin jelol6 koncentracié ismeretében

a jelolési arany egyszerlien szamithato.

Az EPR spektrumokat altalaban 23 + 0,1 °C-on vettiik fel. A hdmérsékletfiiggd mérések
esetében 0 °C ¢és 60 °C kozott, 0,1 °C-os pontossaggal vettiik fel a spektrumokat.

3.6.2 Differencial pasztazo kalorimetria (DSC)

A differencial pasztdzo kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry, DSC) nagy
érzékenységli modszer a fehérjék, fehérje komplexek termodinamikai allapothatarozdinak
vizsgalatara, melyek segitségével azok térszerkezeti stabilitasa, konformécios valtozésai is

leirhat6ak.



A formin, aktin, illetve aktin-formin mintak hddenaturaciéjat SETARAM Micro DSC-III
kaloriméter segitségével vizsgaltuk. Minden mérést 20 °C és 100 °C kozott végeztliink
0,3 K/perces felfiitési sebességgel. A kisérletek sordn Hastelloy mérdcellakat hasznaltunk,
mérésenként atlagosan 800 pl mintaval. Referenciaként a vizsgalt fehérje puffer oldatat

hasznaltunk.



4 Eredmények

4.1 EPR mérések

4.1.1 A Cys-374-en jelolt aktin vizsgalata

Az aktin 1. alegységének EPR vizsgalatdhoz az maleinimid (MSL) paramagneses jelol6t

alkalmaztuk, mely a Cys-374 aminosavhoz képes szelektiv moédon kapcsolodni.

Az aktin filamentumokon mért konvenciondlis EPR spektrumok csatolasi allandoja
szobahdémérsékleten 2A°,, 6,803 £ 0,010 mT volt (n =22 mérés atlagabol). Az ebbdl az
értekbdl szamitott rotacios korrelaciés id6 1, ~ 50 ns volt, ami a jelolt aktin domén

mozgasat tiikrozi.

A szaturaci6 transzfer EPR spektrumok L”/L értéke F-aktin esetében 0,91 £ 0,05 (n=12)
volt, ami koriilbeliil 100-120 ps-os rotacids korrelacids idonek felel meg. Az ST-EPR
mérések C’/C diagnosztikus paramétere 0,09 £0,12 (n=12) volt. Az ST-spektrumok
paraméterei az aktin filamentum tobb szomszédos alegységének egyiittes, torzios

mozgasat jellemzik.

Munkénk tovabbi részében mDial FH2 formin MSL-jelolt aktinra gyakorolt hatdsat

vizsgaltuk.

A konvencionalis EPR méréseket 1:50, 1:25, 1:10 és 1:5 formin : aktin mélarany
mintdkon végeztiik. A forminnak az MSL-aktinhoz valé kapcsolddasa a csatolasi allando
(2A’,,) csokkenését eredményezte minden minta esetében. Az alacsony terli csucsok
aranyanak elemzése Mason ¢és Freed moddszere szerint az aktinon levd jelold rotacids
korrelacios idejének csokkenését mutatta; 25 : 1-es aktin : formin aranynal a korrelacios
id6 50 ns-rol 30 ns-ra csokkent. A tobbi aktin—formin aranynal is hasonldéan révidebb

rotacios korrelacids idoket szamoltunk.

A formin FH2 aktin filamentumokhoz valdé hozzaaddsa utdn a konvencionalis EPR
spektrumokon a gyors forgasu tartomanyra jellemzd spektrumvonalak amplitiddinak
novekedését tapasztaltuk. A spektrumok két részbol tevodnek Ossze: 1.) olyan spin jelolok
spektrumdbdl, ami az aktin filamentum egészének a mozgasat tiikkrozi; 2.) a fellazult
szegmenseknek tulajdonithatd spektrélis jarulékbol. A mésodik komponens jarulékat a
kiilonbségi  spektrumok alapjan  hatarozhatjuk meg. Az (Gjonnan megjelent

spektrumkomponens kétszeres integralja a teljes EPR abszorpcio koriilbeliil 10%-at adja.
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A szaturaci6 transzfer EPR mérések soran mind az L”/L és a C’/C diagnosztikus EPR
paraméter a jelolo megndvekedett immobilizacidjat mutatta a formin F-aktinhoz torténd
hozzaadasa utdn. Ugyanakkor a formin : aktin koncentracié ardny novelésekor az ST—
EPR paraméterek csak kis mértékben valtoztak. Az alacsony térerejii L”/L paraméterek
alapjan az aktin filamentum rotécios korrelacios ideje 100 ps-rol 150 ps-ra nétt a formin
kotése utan. Ugyanakkor a C’/C paraméter felhasznalasaval szamitott rotacios korrelacios

érték 7 ps-rol 40 ps-ra nétt.

4.1.1.1 Homérséklet hatasa az MSL-aktinra és forminnal alkotott

komplexére

Az EPR technika lehetévé teszi a spinjelolt fehérjék kiilonbozéd hémérsékleten valod
vizsgalatat is. A Cys-374-en jelolt aktint és formin FH2-vel alkotott komplexét 0 és 60 °C

kozotti tartomanyban vizsgaltuk.

A hiperfinom csatolasi allandé értékek 1000/T fiiggvénye minden esetben linedrisnak
bizonyult, &m a regresszios egylitthatdo (b) kiss¢ kiilonbozott az eltéré aktin-formin
aranyokndl. 1 : 25 formin- aktin molardnyndl a regresszids egyiitthatdo b = 0,392 + 0,008
¢s b=0,519 + 0,014 volt F-aktin és F-aktin-formin komplex esetében, mig 1 : 5 aranynal
ab=0,402 £ 0,018 és b = 0,540 £+ 0,022 értéket szamoltunk F-aktin és F-aktin-forminra
vonatkozoan. Az aktin-formin komplex hiperfinom csatolasi allanddja az egész vizsgalt

hémérsékleti tartomanyban kisebb volt, mint az F-aktiné.

A kotott spin jelold rotacids korrelacids idejét a Goldman egyenlet segitségével

szamithatjuk ki:
t=a(l-24"../24".)

ahol a = 54 x10" s é b = -1,36. A molekulak rotaciés diffuziéjanak
hémérsékletfiiggésére is alkalmazhatd a diffuzids egyiitthatd és a diffuzio aktivalasi
energiagja kozotti Arrheniusi 0Osszefliggés. Az Arrhenius-féle 0Osszefiiggés alapjan
meghataroztuk a rotdcios diffuziora vonatkozo aktivalasi energidkat. F-aktin esetében a
szamitasaink E, = 18 kJ/mol, F-aktin-formin komplex esetében E, = 15 kJ/mol értékeket
adtak. Rigid limitként 2A",, = 7,055 mT-t hasznaltunk. Ezt a rigid limit értéket F-aktin

mintan hataroztuk meg 40%-os cukoroldatban, - 18 °C hdmérsékleten.
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4.1.2 FDNA- jelolt aktin vizsgalata

Az aktin 9 kDa-os 2. alegységének EPR vizsgalatdhoz az FDNA paramégneses jelol6t

alkalmaztuk, mely a Lys-61 aminosavhoz képes szelektiv moédon kapcsolodni.

Az F-aktinhoz kapcsolédé FDNA jelold EPR spektruman mért maximalis felhasadasi
érték szignifikansan kisebb (2A’,, = 6.121 £ 0.021 mT, (n = 21)), mint az MSL-F-aktiné.

Az FDNA-jelolt F-aktin konvenciondlis EPR spektruman a magas térerejlii
spektrumkomponens kiszélesedése, egyes esetekben kettds csucs, tapasztalhatd. Ez a
jelenség arra utal, hogy a Lys-61-hez kapcsolddo spin jelolonek két kiillonbozo rotacids
dinamikaju konformdacidja van, vagy arra, hogy néhany jelol6 masik aminosavhoz
kotodik, pl. a Lys-113-hoz. Ezzel ellentétben az FDNA G-aktin spektrumébdl csupan egy
csatolasi allandoé érték szarmaztathatd, melynek atlagértéke 2A’°,, = 5,912 = 0,05 mT (n =
7). Ez arra utal, hogy a jel6ld az F-aktin esetén is csak egy Lys-hez kapcsolodott, mert az
F-aktint a jelolt G-aktin minta polimerizacidjaval kaptuk. A szimulacidval nyert csatolasi
allando rigid limitjének (6,915 mT) felhasznéaldsdval a G-aktinon levé FDNA-jel6l6
rotacids korrelacios ideje T ~ 8-9 ns-nak bizonyult. Ez az érték rovidebb, mint az egész
monomer molekula rotacids korrelacios ideje (~ 18 ns), ami arra utal, hogy a Lys-61-et

tartalmazé szegmens a teljes monomerhez képest is mozgast végez.

Formin hozzdaddsa utdn az FDNA-jelolt F-aktin konvencionalis EPR spektruma a
mobilitds ndvekedést mutatott, amit a csatolasi allandd csokkenésén tal egy 1j
spektrumkomponens megjelenése is kisért. A spektrum mobilis részének megjelenése
szinte teljesen fiiggetlen volt a formin : aktin ardnytdl 1 : 10 alatt. A formin aktinhoz vald
kotddése altal indukalt konformacios valtozas mobilitds ndvekedést eredményezett a Lys-
FDNA-jelolt aktinon és aktin-formin komplexen végzett ST-EPR mérések az L”/L és a
C’/C paraméterek novekedését mutattdk, ami az aktin filamentum mobilitdsanak

csokkenését jelzi.
4.1.2.1 Az FDNA-aktin homérsékletfiiggo vizsgalata

Az FDNA-jelolt aktin és aktin-formin mintakon a csatolési allando6 és a reciprok abszolut
hémérséklet kozott szigmoid Osszefliggést talaltunk. Mindemellett nem allapitottunk meg
kiilonbséget az aktin és az aktin-formin komplex spektrumanak hdmérsékletfiiggésében.

A 0 és 60 °C-on mért konvencionalis spektrumok vizsgélata azt mutatta, hogy bar
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mindkét esetben két, 6sszeadodd spektrumkomponens van, csak az egyikiik hatarozza
meg a mért csatolasi allandot. Ezt a feltételezést a késObbiekben bemutatott spektrum
szimulacid eredményei is alatamasztjdk. A rotdcios diffuzid hémérséklet-fiiggésére
vonatkoz6 értelmezés alapjan a kiilsé csucsok hdmérsékleti fiiggését egy szigmoid

Boltzmann-fiiggvénnyel kiséreltiik meg illeszteni:
2A°,(2) = [(2A’ zzmin — 2A’ 2z.max) / (1+exp(z — 20/0z))] + 2A” 1z max

ahol z, az inflexids pont és &z a novekedési sebesség. 2A’,, min €S 2A’ 7, max @ MErés soran
nyert legkisebb ¢s legnagyobb csatoldsi allandok. A legjobb illeszkedést a z= 1000/T;
zo=3,256 (34 °C); 6z = 0,155 paramétereknél, 2A’,, min= 5,10 mT és 2A’,; max = 6,94 mT
értekeknél talaltuk. A kiilonb6z6 hémérsékleten mért EPR spektrumok szimulécidja azt
mutatta, hogy egyik spektrum sem irhat6 le egyetlen lassi mozgasti komponenssel, mivel
a mobilis komponens minden kisérleti spektrumon l4that6 volt, de kb. 30 °C alatt
elhanyagolhatova valt. A gyors forgasu tartomanyba esd spektrumkomponens mellett
minden esetben két eltérd, lassabb korrelacios idejii jarulék volt sziikséges a kisérleti

crer

leirni a Lys-61-en jelolt F-aktin forgéasat.
4.1.3 mDial FH2 forminon végzett EPR mérések

A maleinimiddel jelolt G- és F-aktinnal ellentétben a formin EPR spektruma a jeldldk
inhomogén eloszlasat mutatta: mind a gyengén, mind az erésen immobilizalédott MSL
molekulak jele detektalhatd volt. A kisérleti spektrumok szamitogépes elemzése soran
sikeriilt szétvalasztani a két populacid elemeit. A jelold molekuldk kb. 60%-a erdsen
immobilizalédott  allapotban  volt. Az  MSL-formin  csatolasi  allandgja
2A’,,=6,538+ 0,044 mT (n=4) volt szobahOmérsékleten. A forminon erdsen
immobilizaloédott jelold rotacidos korrelaciés ideje 25ns volt, mig a gyengén
immobilizalddott jelold esetében 3,5 ns értéket szdmoltunk. Az F-aktin MSL-forminhoz
valé hozzdadésa a csatolési allando novekedését eredményezte: ez az értek 6,538 mT-rol
6,727 mT-ra ndtt amint az aktin : formin moélaranyat nullarél 1 : 1-re noveltiik, mig 6,640
+ 0,032 mT (n = 7) értéket mértiink 5 : 1 aktin-formin mdlarany esetében. A formin
aktinhoz val6 kotodésének hatdsa a fehérjék molaranyatol fliggetlennek tint a jeldlt

formin szegmens kornyezetében.
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4.1.3.1 MSL-forminon végzett homérsékletfiigg6 EPR mérések

vizsgaltuk a 0 és 60 °C kozotti tartomanyban, 5 °C-os 1épésekben. A hémérséklet
emelkedésével a mobilis EPR jelhez tartozo populédcié aranya nétt (ezt az I, csucs relativ
amplitaddja jelzi), ezzel egyidejiileg az immobilis populacid hiperfinom csatolasi
allandoja csokkent. A csatoldsi allandd reciprok hoémérséklet fiiggvényében vald
abrazolasakor 40 °C koriil egy toréspont figyelhetd meg, ami a fehérjében bekdvetkezett
konformacids valtozasra utal. A rotacids korrelacios id6t a Goldman, Bruno és Freed altal
javasolt Osszefiiggés alapjan hataroztuk meg, 2A',,=7,104 mT rigid limit értéket
hasznalva. A homérsékletfiiggd mérések eredményei alapjan egy toéréspont azonosithato
42,8 °C koriil. Az aktivalasi energidk ezek szerint a toréspont eldtt, illetve utdn
kiilonboztek egymastol; a szamitott aktivacids energia 23,5 kJ/mol, illetve 14,6 kJ/mol
volt. Ugyanakkor a paramagneses jelolé kornyezetében nem 1ép fel jelentds
konforméciovaltozds az aktinnal vald kolcsonhatds eredményeként. Mindezen
eredmények nem zarjdk ki azt a lehetdséget, hogy a formin—aktin kdlcsonhatds soran
olyan konformaciovaltozas 1ép fel, ami a forminnak csak kisebb-nagyobb szegmensére
terjed ki. Meghataroztuk az 1.,/I;, hanyadost, ahol 7, az alacsony térer6hoz tartozé cstics
magassaga, [,; pedig a gyengén immobilizalodott jelol6tdl szdrmazd jel cslics-cstcs
magassaga Az I/l aranyt 4brazolva a reciprok abszolit hdmérséklet fiiggvényében
kozel exponencialis Osszefiiggést kaptunk. Aktin jelenlétében az exponencialis fiiggvény
lecsengési allanddja szignifikansan kisebb, azaz a formin aktin kdlcsonhatas befolyésolja
a mobilis/immobilis populdciok aranyat. A mért EPR spektrumok alapjan az MSL-formin
¢s aktinnal alkotott komplexének spektrumai mobilis és immobilis komponensekbdl

allnak. A komponensek relativ aranya fiigg a hémérséklettol.

Szamitastechnikai moddszerek segitségével kiszamithatd a két komponens kétszeres
integraljanak ardnya, azaz a komponensek relativ jarulékai az m =+1 EPR &tmenetnél, a
hémérséklet fliggvényében. Ai, jeloli az erdsen immobilizalddott jel6lohoz tartozo
alacsony térereju spektrumrész kétszeres integraljat, mig A, a gyengén immobilizalddott
jeloloktdl szarmazo jel elsé komponensének kétszeres integralja. Az Ain/Am arany — ami
megegyezik az adott hOmérsékleten meghatdrozhatd egyensulyi allandoval (K) —
exponencialis dsszefliggést mutat az abszolit hdmérséklet reciprokdnak fiiggvényében. A
szabadenergia valtozds (4G) esetlinkben 6,7 kJ/mol volt Ty,=20 °C-on. A AG = AH —

TAS Osszefiiggést hasznalva kiszamithaté az entalpia és az entrOpia valtozasa is;
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AH = 55 kJ/mol és AS = 0,16 kJ/mol-K, a Ty,-nek megfeleld hémérsékleten. A van’t Hoff
abrazolas alapjan, ebben a homérséklet tartomanyban a reakcid szabadentalpia valtozasa
allandonak tekinthetd, ami az aktinnak és a forminnak a kolcsonhatési folyamatdban az

immobilis<>mobilis 4talakulasat jellemzi.

4.2 DSC mérések

A formin (FH2) és a formin-aktin komplexek DSC 4tmenete kalorimetrikusan
irreverzibilis volt. Az olvadasi homérséklet T, =43,1 °C volt. A Kkalorimetrikus
entalpiavaltozds AH = 104 kJ/mol, az entrépia valtozas AS = 0,33 kJ/molK a Ty-nek
megfeleld homérsékleten. A Gibbs-féle szabadenergia valtozas: AG = 7,7 kJ/mol,
t=20 °C-on. A PeakFit 4.0 program (Jandel Scientific) segitségével a termikus atmenet
tobblet hékapacitasa (Cpex) jOl illeszthetd volt egy exponencidlisan modositott Gauss-
gorbével (EMG fiiggvény). A fliggvény maximuma T, =43,19 °C-nél volt, félérték
sz¢lessége pedig dW = 4,95 °C-nek adodott.

A DSC mérés soran felvett termogramokat a Conjero-Lara és munkatarsai altal
kidolgozott modszer szerint Osszehasonlitottuk a szimulalt gorbékkel. A szimulalt
hémérsékleti gorbék megfeleld paraméterei — olvadasi hdmérséklet, félérték szélesség —
jol kozelitették a mért atmeneteket, figyelembe véve a kisérleteinkben elérhetd jel/zaj
arany mértékét. A formin FH2 domén F-aktinhoz valé hozzdadésa befolyésolta a fehérje
komplex atmeneti homérsékletét formin-aktin komplexen mért atmeneti homérséklet
csokkenése 1,5-2 °C volt a formin-mentes aktin mintakhoz képest. Ezek az eredményeink
megfeleltek a korabbi megfigyeléseknek, melyek szerint a formin aktin filamentumokhoz

valo kapcsolodasa csokkenti az aktin termodinamikai stabilitasat.

A formin-F-aktin molarany valtoztatasaval a komplex atmeneti hdmérséklete valtozott.
Amennyiben az aktin:formin mélarany 3 : 1 volt, a mért T,, = 66,5 °C; 5: 1 aranynal
Tm=065,1°C; 10:1 ardnynal pedig az érték megkozelitette a formin mentes F-aktin
atmeneti homeérsékletét, Ty, = 68,2 °C-ot. Az aktin-formin komplex DSC gorbéjének
alakja arra utal, hogy az atmenet nem egy egyszert kétallapotu folyamat, valdsziniileg
tobb kolcsonhatd domén egymast kovetd és/vagy Osszehangolt kitekeredését foglalja

magaba.

Az atmeneti gorbék aszimmetridja kvazi-fliggetlen egységek 6sszegzddésébdl adodhat,

ami a szerkezeti domének kozotti szétcsatolodas eredménye. Ennek oka a tobb doménbdl
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allo fehérjében lezajlo, homérséklet indukalta konformacids valtozéas, vagy a fehérje

komplex alegységei kozotti megvaltozott kolcsonhatas lehet.
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5 Kovetkeztetések

A konvenciondlis €s szaturacid transzfer EPR segitségével nyomon kovettiik az aktin és a
formin kolcsonhatasakor bekdvetkezo lokalis és globalis konformacids valtozasokat mind
az aktin, mind a formin fehérjékben. Az aktin Cys-374 és Lys-61-es aminosavanak

crer

Osszehasonlitasa, tovabba a formin indukalta valtozasok vizsgalata is.

Az FDNA-aktint6l szarmazd konvencionalis spektrum csatolasi allandéja kisebb volt az
forminnak az F-aktinhoz torténd hozzdadasa mindkét jel6ld esetében a konvenciondlis
spektrumokon mérhetd csatolasi allandd csokkenését eredményezte. Az MSL-aktin
esetében kifejezettebb valtozast tapasztaltunk. Ennek oka az MSL-jel6lé kornyezetének
eleve merevebb szerkezete lehet. A csatolasi alland6 csokkenése mindkét jelolés esetében

csak kis mértékben filiggdtt a formin-aktin koncentracio aranytol.

A mDial-FH2 képes kotddni az aktin filamentumok oldaldhoz is, &m ennek a kotddésnek
az affinitdsa gyenge. Az aktin szdges végéhez joval nagyobb affinitassal kotddnek a
forminok (20-50 nM). Figyelembe véve az alacsony formin-aktin koncentracié aranyt,
kizarhatjuk, hogy a formin a filamentumok oldaldhoz kotddve idézte eld a megfigyelt
hatast. Eredményeink jo egyezést mutatnak a kordbban kozolt fluoreszcencids
mérésekkel, amelyek a formin hatdsara az aktin protomerek flexibilitdsdnak novekedését

mutattak.

A homérsékletfliggd EPR mérések szerint az MSL-aktin és F-aktin-formin komplex
csatolasi allanddja linearis Osszefliggést mutatott a reciprok abszolut hémérséklettel. Az
aktin-formin komplex csatolési allandoja a teljes 0—60 °C-os tartomanyban kisebb volt az
F-aktinnal mért értékeknél, tovabba a komplex aktivacids energidja is alacsonyabb volt,
mint az MSL-aktiné. Ezek az eredménynek alatamasztjdk a mar korabban kozolt
kalorimetrias megfigyeléseket, melyek szerint a formin hatidsara csokken az aktin

filamentumok denaturacios hdmérséklete.

A formin FH2 domén paramagneses jelolésével lehetdség nyilt az aktin-formin
kolcsonhatas forminra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara. Az MSL-formintdl szarmazo,
szobahOmérsékleten mért, Osszetett konvencionalis EPR spektrumbol két csatolasi allando
értéket tudtunk meghatarozni, amelyekbdl 25,0 ns-os és 3,5 ns-os rotacids korrelacios

idéket szamoltunk. Az erésen immobilizalodott jelold populacié aranya koriilbeliil 60%
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volt. A hosszabb korrelacios id6 valdsziniileg a formin FH2 monomer mozgésat jellemzi.
A formin dimerek processziv modon képesek egyiitt mozogni az aktin filamentumok
novekvd pozitiv végével. Ennek megfeleléen a formin monomerek kozotti flexibilis

kapcsolat kulcsfontossagti lehet a formin processziv sapkafehérjeként valé mitkodésében.

A homérsékletfliggd EPR mérések szerint a csatoldsi allandd csokkent, a mobilis
komponens aranya nétt a homérséklet ndvelésével. A  csatolasi allandok
homeérsékletfiiggése egy konformacios valtozasra utal 41°C koril. A formin
szerkezetének fellazuldsa az 4tmeneti hdmérséklet folotti tartoméany aktivacids energia
csokkenésében is megmutatkozott. A 41 °C alatt és folott mért csatolasi allandok kozotti
kiilonbség kicsi volt, azaz a jelolok rotacids mobilitdsa ezen a hémérsékleten csak kis
mértékben valtozott. Ennek magyarazata a jel6l6 kornyezetének eleve flexibilis szerkezete
lehet. F-aktin MSL-forminhoz valé6 hozzdaddsa a csatoldsi 4alland6 novekedését
eredményezte a teljes hdmérsékleti tartomanyban, ami a formin szerkezetének rigidebbé
valasara utal. A csatolasi allandok homérsékletfiiggése MSL-formin-aktin komplex

esetében 44,2 °C-nél mutatott hddenaturaciora utal6 toréspontot.

Az mDial formin FH2 doménjének termodinamikai jellemzését kalorimetriés
vizsgélatokkal egészitettiik ki. A formin FH2 domén 4tmeneti hémérséklete 43,1 °C volt.
Az aktin-formin komplex atmeneti homérséklete megkozelitette az F-aktinra jellemzo
értéket, de anndl koriilbeliil 2 °C-al alacsonyabb volt, ami a korabban kozolt DSC
eredményekkel jo egyezést mutatott. A forminra jellemzd denaturdcios atmenet nem volt
kimutathat6é aktin-formin mintdk esetében. Ennek oka egyrészt a formin alacsony
koncentracioja lehetett a vizsgalt mintadkban, masrészt az aktin forminra gyakorolt

stabilizalo hatasa is eldidézhette az atmeneti homérséklet eltolodasat 60 °C folé.

A hémérsékletfiiggd EPR és a DSC eredmények kozotti kiilonbségek oka a két modszer
érzékenységének kiilonbsége abban a tekintetben, hogy a konvencionalis EPR a spinjeldlt
aminosav kornyezetének szegmentalis mozgasat tiikkr6zi, mig a DSC atmenetek a teljes
fehérje, vagy fehérje komplex termodinamikai valtozasait jellemzik. A két modszer
alkalmazaséaval tehat mind a forminon beliili lokalis, mind a teljes aktin-formin komplex

globalis szerkezeti és dinamikai tulajdonségai vizsgalhatok.

Mindezen megfigyeléseink ravilagitottak arra, hogy a forminokon beliil a kiilonb6z6
kornyezeti faktorok és partner molekuldk hatdsara szamos konformécios allapotvaltozas

jelentkezik. Ezek egy Osszetett rendszert alkotnak. Ezen konformécios atmeneteket csak
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egyes esetekben tudjuk kozvetleniil kapcsolni a funkcidbeli moddosuldsokhoz,

sziikségletekhez, és szamos tovabbi szerkezeti modosulas szerepe még tisztazasra var.
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