Ph.D. értekezés tézisei

A twinfilin-1 hatasa az aktin szerkezeti €s

dinamikai tulajdonsagaira

Takacs-Kollar Veronika

Pécs, 2020

PECSI TUDOMANYEGYETEM

ALTALANOS ORVOSTUMANYI KAR




Ph.D. értekezés tézisei

A twinfilin-1 hatasa az aktin szerkezeti és

dinamikai tulajdonsagaira

Takacs-Kollar Veronika

2020

Témavezetd: Dr. Hild Gabor

Interdiszciplinaris Orvostudoméanyok Doktori Iskola D93

Iskolavezetd: Prof. Dr. Siimegi Balazs®, Ifj. Prof. Dr. Gallyas Ferenc

Alprogram (B-130): Funkcionalis fehérjedinamika vizsgalata biofizikai
moddszerekkel

Programvezetd: Prof. Dr. Nyitrai Miklos

PECSI TUDOMANYEGYETEM

ALTALANOS ORVOSTUMANYI KAR

&, - -
erclesiensis

SRREIAGI
o8 z

NI 2



BEVEZETES

Az aktin az eukariota sejtekben legnagyobb mennyiségben eldforduldé fehérje, a
mikrofilamentum-rendszer {6 alkoto eleme. A sejtmiikodés szabalyozasanak nélkiilozhetetlen
funkciondlis egysége, mely olyan folyamatokban jatszik kulcsszerepet, mint a sejtvaz
kialakitasa, transzport folyamatok létrejotte vagy a sejtmozgas [1,2,3]. Az aktin egy ATPaz
aktivitassal rendelkezO, 375 aminosavbol allo, 42,3 kDa molekulatomegii fehérje, mely a
sejtben monomer (G-aktin) vagy filamentalis (F-aktin) formaban fordul el6. Az aktin molekula
szerkezetileg két doménre oszthatd, melyeket tovabbi két-két alegység alkot. A kis domén 1-es
¢és 2-es alegységbdl, a nagy 3-as és 4-es alegységbdl épiil fel [4]. A molekula szerkezetében
megfigyelhetd két arok. Az 1-es és 3-as alegység kozotti elsddleges kotohelye az aktin
monomer-kotd fehérjéknek. A 2-es és 4-es alegység kozott egy hidrofob arok talalhatd, mely
adenin-nuleotidnak (ATP vagy ADP) és divalens kationoknak biztosit kotd helyet [5].
Megfeleld koriilmények mellett az aktin monomerek egymassal Osszekapcsolodva egy
kétszalu, hélixet hoznak Iétre, melyet filamentumnak (F-aktin) neveziink. Az aktin
polimerizaci6é egy tobb 1&épésbdl allo szabalyozott folyamat, ahol a kovetkezd szakaszokat
kiilonboztetjiik meg: nukleacid, elongacid €s dinamikus egyensuly (,,taposémalom”). Az aktin
filamentum polaritassal rendelkezik; beszélhetiink egy gyorsan névo, szoges (pozitiv) és lassan
novl, hegyes (negativ) végrol. Az aktin monomerek filamentumba épiilése, a
polimerizacié/depolimerizacid6 folyamata sejttipustdl fliggetleniil aktin-koté  fehérjék
szabalyozasa alatt all. A partner fehérjék az aktin monomerhez és/vagy a filamentumhoz
kapcsolddva képesek modositani annak szerkezetét, ezaltal megvaltoztatni biologiai funkcioit
[6,7]. Az aktin nagyon érzékeny a kornyezetét érintd valtozasokra, valamint az aktin-kotd

fehérjék jelenlétére [6,7,8].

ADF/kofilin fehérjecsalad

A fehérjecsalad tagjaira jellemz6, hogy nagyon sokféle modon képesek szabalyozni az aktin
monomerek/filamentumok ardnyanak alakulasat és azok sejten beliili lokalizacidjat. Elsddleges
szerkezetvizsgélatok alapjan a csalad tovabbi 6t fehérje-osztalyra bonthato, igy beszélhetiink
ADF/kofilin; twinfilin (TWF); Abpl/drebrin; koaktozin és glia-érési faktor (GMF) osztalyrol
[9,10]. A csaladba tartozo fehérjékre altalanossagban jellemzd, hogy rendelkeznek legalabb egy
aktin depolimerizalo faktor homoldgia (,, actin-depolymerizing-factor homology” — ADF- H)



alegységgel. Szekvencia analizisek alapjan megallapitottak, hogy a csaladba tartozo fehérjék
aktinnal val6 interakciojdhoz az ADF-H alegység megléte -elengedhetetlen. Arra
kovetkeztethetliink, hogy a fehérjecsaladba tartozd 0Osszes fehérje képes az aktinnal
kolcsonhatéasba 1épni [11,12].

Twinfilin

A twinfilinek evolucidésan konzervalodott aktin-koto fehérjék, melyek a novényeket kivéve az
Osszes eukaridtdban megtalalhatok [10]. A twinfilint el0szor 1994-ben irtdk le A6 protein
tirozin kindz néven [13]. A twinfilinek koriilbeliil 40 kDa molekulatomegt fehérjék, melyek
két ADF-H alegységbdl, az ezeket 0sszekotd rovid kapocs régiobol és egy flexibilis C-
termindlis farki régiobol épiilnek fel. A két alegység koriilbeliil 25%-o0s szekvencia azonossagot
mutat és ~20% -ban hasonld szekvencidval rendelkezik dsszehasonlitva mas ADF-H alegységet
tartalmazo fehérjék alegységeivel [10]. Mindkét ADF-H alegység egymastol fiiggetleniil képes
az aktinhoz kotni. A C-terminalis alegység hasonl6 affinitassal kot az aktinhoz, mint a teljes
hosszusagu fehérje és tizszer nagyobb affinitdssal, mint az N-terminalis vég. Annak ellenére,
hogy a twinfilin két potencialis aktin-kotd hellyel rendelkezik, stabil 1:1 aranyt komplexet
képez az aktin monomerrel [14]. A twinfilin C-termindlis domén aktin monomerrel alkotott
komplex kristalyszerkezetét Paavilainen €s munkatérsai irtdk le 2008-ben [15]. A szerkezet
ismeretében megallapithaté volt, hogy az ADF-H alegységek egy strukturalisan konzervalodott
aktin-kotd mintazatot hoznak 1étre. Tovabba kimutattdk, hogy kémiailag a kofilin és twinfilin
N-termindlis alegysége nagyon hasonlé és a legnagyobb kiilonbségek a kofilin aktin
filamentum-k&to régiojanal figyelhetok meg. Ezek az eltérések szerkezetileg is bizonyitjak a
két fehérjecsalad eltérd kotodését az aktin filamentumhoz [15]. A twinfilinek aktin monomer-
kotd és szekvesztralo fehérjék, melyek képesek gatolni a nukleotid kicserélddést a monomeren
¢s megakadalyozzdk azok beépiilését az aktin filamentum szoges végéhez [11,13]. A
kofilinekhez hasonléan a twinfilinek is nagyobb affinitassal kotédnek az ADP - G-aktinhoz
(Kp=0,05 uM), mint az ATP - G-aktinhoz (Kp=0,47 uM) fizioldgias ion-koncentracidé mellett
[14]. Tanulmanyok igazoljak, hogy a twinfilin képes az aktin filamentumhoz is kapcsolddni.
Az ¢élesztd twinfilin képes az aktin filamentumhoz kotni és feldarabolni azt, ezaltal gyorsitva a
filamentum szétszerelodését in vitro [11,14]. Az egér twinfilin képes sapkazni a filamentum
szoges végét €s ezt nagyobb affinitassal teszi abban az esetben, ha a végen 1évd aktin ADP-t
kot [14]. A twinfilinnek az aktinon kiviil ismert egy masik kotd partnere, a heterodimer

,capping protein” (CP vagy sapkazé fehérje), melyhez a C-termindlis végével kot. A CP egy



szabalyozd fehérje, mely képes lezarni a filamentum szoges végét. A két fehérje interakcioja
nem befolyasolja az aktin kotést és a sapkdzo funkciot, ugyanakkor nélkiilozhetetlen élesztok
esetén a twinfilin megfeleld sejten beliili lokalizaciojahoz és funkcidjahoz in vivo [16,17]. A
twinfilinnek szamos izoform4ja Iétezik. Alacsonyabb rendii eukaridtadkban egy, mig
emldsokben harom izoforma ismert, igy beszélhetlink twinfilin-1, twinfilin-2a és twinfilin-2b
izoformardl [12,18]. A twinfilin-1 és twinfilin-2a féleg embridkban, felndttek esetén pedig a
nem-izom sejtekben expresszalodnak. A twinfilin-2b féleg a felndtt sziv- €s vazizomban
figyelhetd meg [18]. A twinfilin szdmos biologiai funkcidja ismert. Leirtak, hogy a twinfilinnek
szerepe lehet bizonyos kemoterapias szerek hatékonysagéanak eldsegitésében. Kimutattak, hogy
a twinfilin-1 szupresszidja erdsitheti egyes kemoterapias szerek hatasat [19]. A twinfilin - 1
sejtmorfoldgia szabdlyozasaban betdltott szerepét igazolja példaul, hogy szivizom hipertrofia

esetén emelkedett twinfilin szint volt kimutathaté [20].



CELKITUZESEK

A szamos, atfogd tanulmany ellenére sok esetben a twinfilin biologiai funkcidit, az aktin

citoszkeletonra gyakorolt hatdsat, valamint a folyamatok mogott allo6 molekularis

kolesonhatasokat még nem sikeriilt tisztazni.

Doktori munkdm soran érdeklédésem kozéppontjaban az aktin monomer szerkezetében és

dinamikdjdban bekdvetkezd valtozasok vizsgélata allt egér twinfilin-1 jelenlétében. Célul

tiztem ki, hogy meghatdrozzam a twinfilin aktin filamentum depolimerizaciojara kifejtett

hatasait.

A kovetkezo kérdésekre kerestem a valaszt:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Képes-e kotddni az altalunk expresszalt Hisztidin-taggel rendelkezd egér twinfilin-1 az
aktin monomerhez, és ha igen, milyen affinitassal teszi ezt?

Van-e hatasa a twinfilin-1-nek az aktin nukleotid kicserélddésére?

Hogyan valtozik meg a nukleotid - k6t zseb konforméacioja twinfilin jelenlétében?
Hogy véltoztatja meg a twinfilin az aktin monomer kis alegységének szerkezeti és
konformacios dinamikédjat?

Van-e 0Osszefiiggés a konformacid-valtozas és az aktin monomer termodinamikai
stabilitasa kozott?

Az éltalunk hasznalt twinfilin-1-es izoforma képes-e kotni az aktin filamentumhoz és
ha igen, milyen erds a kotodés?

A twinfilin-1 befolyéasolja-e az aktin filamentum depolimerizacidjat? Mutat-e a
folyamat pH-fiiggést? Es ha igen, hogy valtozik a depolimerizacié sebességi allanddja
twinfilin jelenlétében eltérd pH értékeken?

Rendelkezik-e az egér twinfilin-1 izoforma aktin filamentum darabolé funkcidval?
Milyen koriilmények kozott valosulhat meg ez a hatas?

Van-e hatasa a twinfilinnek az F-aktin termodinamikai stabilitasara?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Feherjék prepardlasa

Kisérleteinkhez hasznalt aktin preparalasa ¢€s tisztitdsa nyal vazizom aceton-extrahalt
izomforgacsbol tortént [21,22,23]. A tisztitott G-aktint A pufferben (4mM Tris-HCI (pH 8,0),
0,1 mM CaCl,, 0,2 mM ATP, 0,5 mM MEA ¢és 0,005% NaN3) taroltuk. Az aktin
fehérje extinkcios egyiitthatdja 1,11 mg' ml cm™, a relativ molekulatdmege 42,3kDa [24].

A hisztidin taggel rendelkez6 egér twinfilin-1 expresszidja Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS
expresszios rendszerben tortént a kordbban leirtak szerint [25]. A fehérje konstrukciot
tartalmaz6 plazmidot transzformaltuk, majd 100 pg/ml ampicillin jelenléte mellett ndvesztettiik
a baktériumkultarat LB tadpoldatban 0,6-as OD érték eléréséig. A sejtek indukcidja 0,2 mM
IPTG hozzaadasat kovetden 3 6ran at 37 °C- on tortént. A sejtek lizisét kdvetden a fehérje
tisztitdsa 3 lépésben tortént; affinitds kromatografiat (Nikkel-NTA, Qiagen), ioncseréld
kromatografiat (Q-sepharose, GE Healthcare), valamint gélfiltracios elvalasztast (Superdex 75,
GE Healthcare) alkalmaztunk. A tisztitott fehérjét folyékony nitrogénben fagyasztottuk és
felhasznalasig - 80 °C-on ATP mentes A pufferben (4 mM Tris, 0,1 mM CaCly, 0,5 mM MEA,
egyiitthatot a ProtParam program segitségével hataroztuk meg, ami 39100 M cm™ -nek

adddott.

Az aktin fluoroforokkal torténd jelolése
A fluoreszcencia spektroszkopiai kisérletekhez az aktint e-ATP, TAEDANS, FITC,
N- (1- pirén) - jodacetamid és ALEXA488SE fluoreszcens festékekkel jeldltitk meg a korabban
leirt eljarasok szerint [26,27,28,29,30].

Fluoreszcencia anizotropia kisérletek

Az ,steady-state” fluoreszcencia méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluoriméterrel
végeztiik el (Longjumea Cedex, Franciaorszag). Az e-ATP jelolt aktin monomer (1uM)
fluoreszcencidjat mértiik eltérd twinfilin koncentracio (0-8 uM) mellett. Az egyen twinfilin
koncentraciokhoz rendelhetd Ar/Armax paramétert abrazolva és a megfeleld egyenletet
alkalmazva meghatarozhat6 a twinfilin aktin monomerhez vald affinitdsa. A fluoreszcencia

rezonancia energia transzfer vizsgalatokhoz TAEDANS jelolt aktint hasznaltunk. Mivel a



crer

affinitasat IAEDANS jelolt G-aktinhoz is, ahol a jelolt aktin (2 pM) anizotropidjat mértiik
névekvé TWF koncentracio (0-10 uM) mellett. Hasonlé modszert alkalmaztunk a twinfilin-1
IAEDANS jeldlt Mg?" - F-aktinhoz valé affinitisanak a meghatarozasara is. Ebben a
novekvo twinfilin koncentracio (0-60 uM) mellett, a gerjesztési és emisszios hulldimhossz 350

és 479 nm volt.

Nukleotid kicserélodés vizsgalata

A kisérleteket Applied Photophysics Stopped-flow miszerrel végeztiik. Ennek soran 2 uM G-
twinfilin-1 - el (0-8 uM) inkubaltuk 4 °C-on minimum 30 percig. Mérés soran a fehérjéket
tartalmazo mintat kevertik 1 mM ATP-t tartalmazo A pufferel (pH 8,0). A fluoreszcencia
intenzitds idobeli valtozasat kovettiikk nyomon. A nuleotid kicserélddés sebességét vizsgaltuk,
mérve az e-ATP csokkend fluoreszcencia intenzitasat, ahogy disszocial az aktin monomerrdl.
A fluoreszcens jelolét 320 nm-en gerjesztettiik és az emissziot (FG 385 ,,cut-off” szlrdt

hasznalva) detektaltuk.

Fluoreszcencia kioltasi kisérletek

Perkin Elmer LS50B és Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluorimétereket hasznaltunk a ,,steady-
state” kioltasi kisérleteinkhez, melynek soran 5 uM &-ATP-vel jelolt G-aktint titraltunk eltérd
spektrumokat 330 — 600 nm kozott rogzitettiik. Fluoreszeencia kioltasi kisérletekkel lehetdség
nyilik az aktinhoz kotott fluorofor kornyezetében bekovetkezd konformécids valtozasok
vizsgélatara.

A kioltas mértékének szemléltetésére ¢€s kvantifikdlasara a Stern-Volmer egyenlet
alkalmazhatd, melybdl meghatarozhat6 a Stern-Volmer allando értéke (Ksv), ami informaciot
szolgaltat a fluorofor hozzaférhetdségérol [31].

Idéfelbontésu fluoreszcencia kioltasi kisérleteinket ISS K2 Multifrekvencias fazisfluoriméterrel
végeztiik 22 °© C-on. A mérések sordn a gerjesztd fényt egy 300-W-Xe-ivlampa szolgaltatta,
amit egy dupla-kristalyos pockel cella modulalt. A modulacios frekvenciat 10 1épésben 2 és 64
MHz ko6zott allitottuk be. A gerjesztési hullamhossz 320 nm volt és az emisszids jelet egy feliil-
ateresztd szlird alkalmazasaval rogzitettiilk. Minden mérés soran referenciaként frissen preparalt

glikogén oldatot hasznaltunk, melynek élettartama O ns.
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Homeérséklet-fiiggo fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) kisérletek

FRET méréseinket termosztalhatdé mintatartéval felszerelt Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3
spektrofluoriméterrel végeztiik. Kisérleteinkben az aktin molekuldn beliili fluoreszcencia
rezonancia energiatranszfert vizsgaltuk, ahol az 1-es alegység 374-es ciszteinjét IAEDANS-
szel jelolve, mint donor és a 2-es alegység lizin-61 aminosavjat FITC fluoroforral jeldlve, mint
akceptor volt jelen. A donor fluoreszcencidjat kovettiik nyomon az akceptor hidnyaban és
jelenlétében. Az alkalmazott gerjesztési hullamhossz350 nm volt, mig az TAEDANS
fluoreszcencia intenzitadsat 475 nm — en jegyeztiik fel. Ezen a hullamhossz értéken az akceptor
hozzajarulasa a mért intenzitashoz elhanyagolhato6 volt. A méréseket kiilonboz6 hdmérsékleten
végeztik el, 5 és 35 °C kozott 5 °C-os 1épésekben. Meghataroztuk az energia transzfer

hatasfokat, a donor akceptor tavolsagot és az f” paramétert [25,32].

Koszedimentacios kisérletek

A twinfilin-1 szekvesztralo hatasanak és az aktin filamentummal alkotott klcsonhatasanak a
vizsgélatara koszedimentacios kisérleteket végeztiink. A mintak ultracentrifugalasat (Beckman
Coulter Optima Max Ultracentrifuga 300000 g, 30 min, 22 °C) kovetden a feliiliszot és a
pelletet szétvalasztottuk. Az egyes mintdk fehérjetartalmat SDS  poliakrilamid
gélelektroforézist kovetden Coomassie blue-val torténd festéssel tettiik lathatova, majd a
fehérjekomponensek intenzitdsait a Syngene bioimaging system program segitségével

hataroztuk meg.

Aktin depolimerizacios esszé

Pirén jelolt G-aktint hasznaltunk az aktin filamentum depolimerizacios kinetikajanak
vizsgélatara, amit Safas Xenius FLX és Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 spektrofluoriméterek
segitségével valositottunk meg. A jeldlt Mg-G-aktint 2 mM MgCl, és 100 mM KCl jelenlétben
a kiivettaban polimerizaltuk szobahdémérsékleten. A depolimerizacidos mérések kezdetén az F-
¢s a pirénnel jelolt aktin fluoreszcencia intenzitasat kovettilk nyomon twinfilin hidnyaban és
jelenlétében (1,3 uM) eltéré pH kornyezetben. A gerjesztési hullamhossz 365 nm volt, a
fluoreszcencia intenzitast pedig 407 nm-en detektaltuk. A depolimerizacid sebességét a
depolimerizacios gorbe kezdeti szakaszara (els6 120 masodperc) illesztett egyenes

meredekségébdl hatdroztuk meg.



Teljes belso visszaverodeésen alapulo fluoreszcencia mikroszkopia (TIRFM)

A TIRFM kisérletek soran az aktin filamentum (0,5 pM, 10% Alexa488SE jelolt aktin)
depolimerizacids kinetikdjat az egyedi filamentumok szintjén kovettiik nyomon twinfilin-1
hianyaban ¢és jelenlétében. A kisérletekben N-etil-maleimid jelolt vazizom miozin II-vel
funkcionalizalt iiveg felszinre kotottiik a filamentumokat, biztositva azok evaneszcens mezobe
valo jelenlétét. Az aktin depolimerizaci6 iddbeli kovetése érdekében a képeket 10
masodpercenként rogzitettiik. Az analizist Fiji szoftver segitségével végeztiik el. Az F-aktin
depolimerzacios sebességét (um/masodperc) €s a filamentumok hosszat a ImageJ szoftver
MultipleKymograph plugin csomagjat alkalmazva hataroztuk meg és feltételeztiik, hogy 1 um
370 alegységet tartalmaz [33].

Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC) mérések

A kalorimetrids méréseket Setaram Micro DSC II és Micro DSC-III (Longjumeau Cedex,
Franciaorszag) kalorimétereket alkalmazva végeztik el. Kisérleteinkben 20-100 °C
hémérséklettartomanyt hasznaltunk, €s a fiitési/hiitési sebesség minden esetben 0.3 K/perc volt.
A mintakat minden esetben kétszer fuitottiik fel. A masodik hevités utani mérések azt mutattak,
hogy az aktin mar az elsO felfiités sordn irreverzibilis valtozasokon esett 4&t. A monomerrel
torténd mérések soran az aktin és a twinfilin koncentracidja egyaradnt 23 uM volt. Az aktin
filamentummal végzett mérések esetén 46 uM (2 mg/ml) aktint polimerizaltunk 100 mM KCl
¢s 2 mM MgCl, jelenlétében, majd az F-aktint inkubaltuk 7,5 uM twinfilin-1 jelenlétében
legalabb 1 6rén at szobahdmérsékleten. A fehérjék denaturaciods (olvadasi) hdmérsékletét (Tim)
a hddenaturacios gorbék csucsahoz tartozé homérséklet értékekbdl hataroztuk meg. A DSC
gorbéket tovabb elemezve meghataroztuk az adott allapothoz tartozd csucsnak a
felértékszelességét (T12), valamint a fazisatalakuldsokhoz tartozé aktivalasi energia értékeket

Sanchez-Ruiz és munkatarsai altal leirt modszer és Lumry és Eyring modellje alapjan [34,35].
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran elsésorban Ca’* - G-aktint hasznaltunk. A Ca®" - G-aktin stabilabb, amely
lehetévé teszi a nem-specifikus kdrnyezeti hatdsok csokkentését ezzel parhuzamosan az
eredmények reprodukalhatosiga novelhetd. Mg?" - G-aktint a homérséklettdl fiiggd FRET
kisérleteinkben ¢és az F-aktinnal végzett kisérleteknél alkalmaztunk. A Ca-kotott aktin
monomer alkalmazasat is kisérletekben az is alatdmasztja, hogy egyes sejtekben ¢és a sejtek

crer

fontos szerepet jatszhatnak az aktin citoszkeleton dinamikajaban szabalyozasaban [36].

I. EGER TWINFILIN-1 HATASA AZ AKTIN MONOMER SZERKEZETI ES
DINAMIKAI TULAJDONSAGAIRA

Twinfilin-1 G-aktinhoz valo affinitasanak meghatdrozasa

Az expresszalt fehérje funkcioképességének ellendrzése céljabol ,,steady-state” fluoreszcencia
anizotropia kisérleteket végeztiink, melynek segitségével a twinfilin kalcium kotott aktin
monomerhez val6 affinitdsat kivantuk meghatdrozni. A ,,steady-state” anizotrépia érzékeny a
vizsgalt fluorofor forgasaban bekovetkezd valtozasokra. Ezen valtozasok egyik leggyakoribb
forrasa a teljes fehérje forgasanak megvaltozasa, amelyhez a fluorofor kapcsolodik. Egy partner
mértékli anizotropia emelkedést figyeltiink meg, amikor eltérd koncentracidoban (0-8 uM) adtuk
a twinfilint az e-ATP jelolt G-aktinhoz (I uM). Az emelkedett anizotropia érték a fehérje-
fehérje komplex kialakulasdnak tulajdonithatd. A mért ,,steady-state” anizotropia értékeket
abrazoltuk a twinfilin koncentracié fliggvényében ¢és meghataroztuk az egyensulyi
disszociacids allando értékét, ami 0,12 + 0,04 pM-nak adddott, jelezve a twinfilin-1 és a Ca - G-

aktin kozott kialakult erds kolcsonhatast.

Twinfilin-1 hatdsa a nukleotid kicserélodeére

Az ADF/kofilin csalad fehérjéire jellemzd, hogy képesek megvaltoztatni az aktin nukleotid-
kotd tulajdonsagait, igy vizsgaltuk a twinfilin aktin nukleotid-kicserélddésére gyakorolt hatasat
gyorskinetikai mddszerrel [37]. ATP analdég & -ATP-vel jelolt aktin monomert (1 uM)
hasznaltunk a kisérletek soran mig a twinfilin koncentraciéja 0-8 uM kozott valtozott. A

nukleotid kicserélédés egyenstlyanak bealltdit kovetden jeldletlen ATP-t adtunk nagy
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feleslegben (1 mM) a rendszerhez. A kotott €s szabad e-ATP fluoreszcencia intenzitasa eltér,
igy a nukleotid-kicserélddés a fluoreszcencia intenzitds érték valtozasaval jol nyomon
kovethetd. Az intenzitds valtozasbol az elsérendli disszociacidos sebességi allandd
meghatarozhatd, ami aktin monomer esetén 0,012 s'-nak adddott, mig 8 uM twinfilin-1
jelenlétében 0,003 s!-re csokkent.

Az aktin-kotd fehérjék képesek lehetnek az aktin monomer és/vagy filamentum szerkezetét
modositani a fehéjékhez vald kotésiik altal. Az aktin molekuldban a kis és nagy domént
elkiilonitd, 2-es és 4-es alegység kozotti nukleotid-kotd arok kimondottan érzékeny ilyen
szempontbol. Vannak olyan fehérjék, mint példdul a profilinek, melyek jelenlétében egy
nyitottabb; mig példaul toxofilin vagy kofilin bekdtésekor egy zartabb konforméacios allapot
figyelheté meg [37,38]. Feltételeztiik, hogy az altalunk vizsgélt twinfilin is hatdssal lesz a
nukleotid-k6td zseb szerkezetére, mivel a nukleotid-kicserélodés sebessége jelentdsen
lecsokkent a jelenlétében. Ennek igazolasara kioltasi kisérleteket végeztiink e-ATP-jeldlt aktin
monomerrel twinfilin hidnydban ¢és jelenlétében. A mérések soran kapott etheno-ATP
fluoreszcencia intenzitds értékek Fo/F hanyadosat az akrilamid kioltd6 molekula
meghataroztuk a Stern-Volmer alland6 értékét (Ksv). Megallapitottuk, hogy twinfilin-1
jelenlétében a Stern-Volmer allandé értéke 0,33 £0,11 M'-r8l 0,05 £ 0,108 M értékre
csokkent, ami a fluorofor hozzaférhetdségének csokkenésére utal. Feltételezhetjiik, hogy

twinifilin-1 jelenlétében a nukleotid-kotd zseb egy zartabb konformacios allapotba keriil.

e rer

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) kisérleteket végeztiink, hogy vizsgaljuk a
twinfilin-1 hatasat az aktin monomer kis doménjének szerkezeti és dinamikai tulajdonsagaira.
A mérésekhez az aktin fluoreszcens festékkel jeloltiikk, az 1-es alegység 374-es cisztein
aminosavat IJAEDANS-szal, ami a mérés soran a donor szerepét toltotte be. FITC-cel jeloltiik
a 2-es alegység 61-es lizin aminosavat, ami pedig akceptorként funkcionalt. Elsd 1épésként
meghataroztuk a twinfilin IJAEDANS-aktinhoz vald affinitdsat fluoreszcencia anizotrdpia
modszer alkamazva [25]. A szamolt affinitas érték 0,16 + 0,1 uM-nak adodott, ami kozelitdleg
megegyezik a korabban e-ATP-jelolt aktin monomerre meghatarozott affinitas értékkel (0,12 +
0,04 uM). Igy kizarhat6, hogy a jelolés kedvezdtleniil befolyéasolja az aktin-twinfilin komplex
kialakulast. Meghataroztuk az energia transzfer hatdsfokat és a donor-akceptor tavolsagot
twinfilin hidnyaban és jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a donor-akceptor tavolsag nem

érzékeny a twinfilin-1 jelenlétére. A homérsékletfiiggé FRET méréseket tovabb analizalva
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kivantuk vizsgélni a twinfilin aktin monomer kis doménjének intramolekularis flexibilitdsara
gyakorolt hatdsat. Meghataroztunk egy specidlis paramétert, az f-t, ami az alkalmazott
fluoroforokat koriiloleld fehérjematrix flexibilitasarol ad informaciot [32,39]. Eredményeink
azt mutattak, hogy a twinfilin-1 jelenlétében az f° értéke nem valtozik szignifikdnsan a
homérséklet novekedésével, ambdl arra kovetkeztethetiink, hogy a twinfilin aktinhoz valo

kotésével az aktin monomer kis doménjének fehérjematrixa rigidebbé valik.

Twinfilin-1 hatdsa az aktin monomer ho stabilitdsdra

Fluoreszcencia spektroszkopias méréseink azt mutattdk, hogy twinfilin-1 jelenlétében
megvaltozik az aktin monomer konformacidja. A konformécid valtozas gyakran tarsul a
fehérjék szerkezeti allapotanak a megvaltozasaval, ezért vizsgaltuk a G-aktin termodinamikai
stabilitasat twinfilin jelenlétében differencidlis pasztazd kaloriméter alkalmazasaval. Az
alkalmazott aktin monomer koncentracio 23 uM volt és az olvadasi hdmérsékletre 56,33 ° C-
os értéket kaptunk. Twinfilin jelenlétében (23 pM) egy magasabb olvadasi homérséklet
(Tm=59,04 °C) volt megfigyelhetd. Termodinamikailag stabilabb komplex jott létre
Osszehasonlitva a kapott értéket az aktinra mért olvadasi homérséklettel. Az olvadasi
homérséklet mellett meghataroztunk az aktin monomerre jellemzo félértékszelességet (T12) és
aktivalasi energia (Ea) értékét twinfilin hidnyaban ¢és jelenlétében. A Ti érték a hdaram gorbe
kooperativitasarél nyujt informaciot [40]. Az aktivaldsi energia az a minimalis
energiamennyiség (energia gat), ami egy reakcio lezajlasdhoz/elérehaladasdhoz sziikséges.
Megallapitottuk, hogy twinfilin jelenlétében az olvadasi hdmérséklet 22%-kal ndvekedett, ami
kisebb kooperativitdsra utal. A twinfilin-1 jelenléte az aktivalasi energia értékében Kkis
mértékben (4,6%) csokkent. Ez a csokkenés arra utalhat, hogy a twinfilin -G-aktin komplex
esetében kevesebb energia sziikséges a denaturacio elinduldsahoz Osszehasonlitva az aktin

monomerre kapott eredménnyel.

A twinfilin-1 aktin kolcsonhatasanak vizsgalat koszedimentacios kisérletekkel

Szamos tanulmény igazolja, hogy a twinfilinnek szerepe van az aktin monomer ¢€s filamentum
sejten beliili ardnyanak a fenntartasaban azaltal, hogy megkdti a szabad aktin monomereket,
emellett pedig képes az aktin filamentum gyorsan névé végéhez is kapcsolddni [11]. A
szekvesztralo aktivitas, valamint a twinfilin F-aktin kdlcsonhatas igazolasara koszedimentacios

kisérleteket végeztiink. A kisérletekben a 2 uM F-aktinhoz adtuk névekvé koncentracioban

crer
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aktin denzitdsa novekedett a feliilluszoban, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az aktin
monomerek koncentracidja novekedett. Az ililedéket elemezve elmondhatd, hogy az iiledék
koncentracioja csokkend tendenciat mutat. Magasabb twinfilin-1 koncentraciot alkalmazva az
aktin mellett megjelent a twinfilin is pelletben, onmagaban viszont nem iilepedett. Az irodalmi
adatokkal dsszhangban a szedimentacids vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a twinfilin
»sequestering” aktivitdssal rendelkezik, valamint kolcsonhatisba tud 1épni az aktin

filamentummal is [11].

II. EGER TWINFILIN-1 KOLCSONHATASANAK VIZSGALATA F-AKTINNAL

Az eger twinfilin-1 aktin filamentumhoz valo kétésének vizsgalata

wteady-state” fluoreszcencia anizotropia méréseket végeztiink, hogy vizsgaljuk a twinfilin
aktin filamentum-kotését. A kisérletek sordan IAEDANS jelolt Mg - F-aktint hasznaltunk,
melynek koncentracidja 5 uM volt és ehhez adtuk névekvd koncentracioban (0 - 60 pM) a
twinfilint. Az F-aktin anizotropia értékeiben egy csdkkend tendencia volt megfigyelhetd a
twinfilin-1 koncentracidjatol fiiggéen. Meghataroztuk az egyensulyi disszociaciés allandot az
F-aktin twinfilin-1 komplexre, ami 25,7 + 8,5 uM lett. Kordbbi tanulméanyokat figyelembe véve
elmondhat6, hogy az anizotropia értékben bekdvetkezd csokkenés a twinfilin szekvesztrald
funkcidjanak tulajdonithato [18]. Tovabba az sem kizarhato, hogy a szekvesztralas mellett a
twinfilin esetleges filamentum darabol6 hatasa is kozrejatszik a ,,steady-state” anizotropia érték

csOkkenésében.

A twinfilin-1 hatasa az aktin filamentum depolimerizaciojanak dinamikdjara

Higitas indukalta depolimerizacios kisérleteket végeztiink annak felderitésére, hogy a
twinfilin- 1 jelenléte miként valtoztatja meg az aktin depolimerizacio kinetik4jat. Pirén jelolt
az aktin koncentracidja a kritikus koncentracié (100 nM) ala csokkent, ezzel eldsegitve a
filamentum depolimerizaciojat. A moddszer eldnye, hogy a vizsgalt fehérje ,,szekvesztralo”
hatasa teljes mértékben kizarhatd, ugyanis ilyen funkcié esetén az aktin-koté fehérje altal
megkotott és monomer formdaban tartott aktin monomerek nem befolyasoljak a
depolimerizacidt. Irodalmi adatokbol ismert, hogy az ¢leszté twinfilin filamentum
fragmentaciora képes alacsony pH értékeken [41]. Kisérleteinkben az egér twinfilin-1 hatasat

vizsgéltuk az aktin depolimerizaciora eltéré pH értékeken (5,0 — 7,8). A mérések soran
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meghataroztuk a sebességi allando értékét twinfilin hidnyaban, jelenlétében (1,3 uM) valamit
latrunkulin A (5 uM) jelenlétében. A latrunkulin A képes az aktint monomer forméban tartani,
ezért ezt ,,sequestering” pozitiv kontrolnak tekinthetd. Twinfilin-1 jelenlétében a pirén-aktin
fluoreszcencidja jelentds csokkenést mutatott az alacsonyabb pH értékeken. Meghataroztuk a
depolimerizacio sebességi allanddjat a pirén fluoreszcencia intenzitas valtozasara illesztett
egyenes meredekségébdl twinfilin-1 hidnydban és jelenlétében minden egyes pH-n.
Megallapitottuk, hogy a sebességi allando a pH érték novelésével lecsokkent és pH=5,5 és 6,0
értekeken a kiilonbség szignifikansnak (p<0,05) bizonyult. Az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy az egér twinfilin-1 izoforma pH ¢érzékeny aktin filamentum

fragmentalo6 funkcioval rendelkezik.

A twinfilin-1 egyedi aktin filamentumokra gyakorolt hatasanak vizsgalata
Teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia alkalmazéasaval tettiik

lathatova a twinfilin valos idejii egyedi filamentumokra kifejtett hatasat. A depolimerizacios
kisérleteink azt mutattdk, hogy a twinfilin hatasa pH 6,0-on érvényesiil leginkabb, igy a
mikroszkopos kisérletek pH 7,8 és 6,0 kornyezetben végeztiik el. A filamentumok hosszat és a
depolimerizacio sebességi allanddjat hataroztuk meg twinfilin-1 hianyaban és jelenlétében
(1,53 uM) a kijeldlt pH érétkeken. Megallapitottuk, hogy magasabb pH-n a twinfilin-1 jelenléte
nem okozott 1ényegi valtozast sem az aktin filamentumok hosszéban, sem a sebességi allando
értékében. Ezzel szemben alacsonyabb pH érték esetén a twinfilin-1 jelenléte a filamentumok
hosszénak a csokkenését eredményezte. Emellett a depolimerizacid sebességi allanddja is
véltozott twinfilin-1 jelenlétében, egy kismértéki ndvekedés volt megfigyelhetd. A
mikroszképos eredményeibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a twinfilin effektiv ,,severing”
hatassal rendelkezik alacsony pH kornyezetben alatdmasztva a fluoreszcencia spektroszkopiai

kisérleteinket.

A twinfilin-1 hatdasa az aktin filamentum termodinamikai stabilitasara

Korabbi méréseinket kiegészitve differencialis pasztazd kalorimétert alkalmazva vizsgéltuk a
twinfilin hatdsit a Mg?* - F-aktin termodinamikai stabilitdsara. A mérések soran az F-aktin
koncentracidja 46 pM volt, ami 2 mg/ml-nek felel meg. Eldszor felvettiik az F-aktin
hddenaturacids gorbéjét €s meghataroztuk az olvadasi homérsékletet, ami 66,5 °C. Ez az
irodalomban aktin filamentumra jellemz6 olvadasi hdmérsékletnek megfeleld érték [42]. Majd

azonos koriilmények kozott megismételtik a mérést 7,5 uM twinfilin jelenlétében. Itt egy
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komplex, harom komponensbdl allé gérbe volt megfigyelhetd. Az egyes komponensekhez az
alabbi olvadasi hémérsékleteket hatdroztuk meg: 54,6°C, 59,2°C ¢és 63,23°C. A
legalacsonyabb olvadasi hémérséklet az aktin monomernek feleltethetd meg. A twinfilin aktin
monomer komplexre kordbban meghataroztunk egy 59,04° C-es olvadasi homérsékletet, igy a
masodik érték ehhez a komplexhez tartozhat. A legmagasabb homérsékleti értéket korabbi
méréseink soran nem figyeltiik meg. Feltételezziik, hogy a twinfilin jelenléte az aktin
filamentumhoz tartozd olvadasi hémérséklet értékét csokkenti, igy valoszinilleg ez a
twinfilin - F-aktin komplexhez tartozo érték. Tudott, hogy a twinfilin képes az F-aktinhoz kotni
¢s a kapott eredményilink alapjan feltételezhetd, hogy a twinfilin képes lazitani F-aktin
molekulan beliil a szomszédos protomerek kozotti kdlcsonhatast, aminek az alacsonyabb

olvadasi hdmérséklet tulajdonithato.
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A Ph.D. MUNKAM SORAN ELERT UJ EREDMENYEK

Az €16 sejtekben az aktin szamos biologiai funkcioért felel, mely ellatasahoz az aktin megfeleld

lokalizacidja és szerkezeti adaptacidja nélkiilozhetetlen. Az aktin citoszkeleton szabalyozés

mogott allé kulcsfontossdgii molekularis mechanizmusok vizsgalata rendkiviil fontos a

szabalyoz6 fehérjékhez kapcsolodo kolesonhatasok természetének a megértéséhez. Mindezeket

figyelembe véve a jovoben is hangsulyt kell fektetni az ilyen irdanyt kutatasokra.

Fobb eredményeimet az alabbiakban ismertetem:

Sikeresen expresszaltuk a hisztidin-tag egér twinfilin-1 fehérjét Escherichia coli
rendszerben. Meghatdroztuk az aktin monomerhez valo affinitdsat fluoreszcencia
anizotropia kisérletekkel, ami 0,12 + 0,04 uM lett, utalva a twinfilin-1 — Ca-G-aktin
kozotti szoros kdlcsonhatasra.

Megallapitottuk, hogy a twinfilin-1 gatolja a nukleotid kicserélédést az aktin
monomeren.

Feltételezhetjiik, hogy a nukleotid-kicserélodés gatlasa egylitt jar valamiféle
konforméciovaltozassal. Fluoreszcencia kioltasi kisérletekkel meghataroztuk, hogy
twinfilin-1 hatdsara az aktin nukleotid-k6td zsebéhez lokalizalt flourofor
hozzaférhetdsége lecsokkent.

Forster-féle rezonancia energia traszfer méréseket végeztiink annak megallapitasara,
hogy a twinfilin jelenléte milyen hatassal van az aktin monomer kis doménjanak
szerkezeti és dinamikai tulajdonsdgaira. A donor - akceptor tdvolsdg nem volt érzékeny
a twinfilin-1 jelenlétére. Ezt kovetden homérsékletfiiggd FRET méréseket végeztiink és
meghataroztuk az f” paraméter értékét. Twinfilin jelenlétében nem figyeltiink meg
szignifikans kiilonbséget az egyes homérsékleti értékeken, ami arra utalhat, hogy a
twinfilin aktinhoz val6 kotésével az aktin monomer kis doménjének fehérjematrixa
rigidebbé valik.

Differencialis pasztdzo kalorimetrias méréseink azt mutattak, hogy twinfilin-1
jelenlétében az aktin monomer termodinamikai stabilitasa ndvekedett.
Koszedimentacios kisérletekkel igazoltuk az altalunk hasznalt twinfilin-1 izoforma
szekvesztralo funkcigjat és aktin filamnetumhoz valo kotodését.

wteady-state” fluoreszcencia anizotropia kisérletekkel meghataroztuk a twinfilin

F- aktinhoz val¢ affinitasat, ami 25,7 + 8,5 uM lett.

17



— Higitas indukalta depolimerizacids kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy a twinfilin-1
pH-fliggd filamentum darabolo6 funkcidval rendelkezik.

— Teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia alkalmazéasaval
tettiik lathat6 a twinfilin valds idejii egyedi filamentumokra kifejtett hatasat és igazoltuk
a twinfilin-1 pH-fiiggd filamentum fragmentalo aktivitasat.

—  Kiegészitd kisérletként vizsgaltuk a twinfilin hatdsat a Mg — F-aktin termodinamikai
stabilitasara. Leirtuk, hogy a twinfilin F-aktinhoz valé kotésének hatdsara az aktin
filamentum olvadasi hdmérséklete lecsokkent, ezéltal feltételezhetd, hogy az F-aktin

egy lazabb konformacios allapotba keriil twinfilin jelenlétében.

Osszeségében elmondhato, hogy twinfilin-1 jelenlétében az aktin monomer nukleotid-kétS zsebe

egy zartabb, termodinamikailag stabilabb konformdcios allapotot vesz fel.

......

F-aktin fragmentalodasat alacsony pH koriilmény mellett. A Twinfilin-1 fontos szabdlyozo
fehérje lehet a filamentum depolimerizacioja soran, olyan specialis biologiai folyamatokban

vagy stresszhelyzetekben, ahol a pH jelentosen alacsonyabb, mint a fiziologids érték.
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