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Részletes szakmai zardjelentés
(OTKA K60968 palyazat)
Az aktin kolcsonhatdasa aktin-koto fehérjékkel és peptidekkel: fluoreszcencia spektroszkopiai
vizsgadlatok

Az OTKA K60968 palyazat keretei kozott az eredeti terveinknek megfelelden tanulmanyoztuk
az aktin monomereknek ¢és filamentumoknak mas fehérjékkel ¢és peptidekkel wvald
kolcsonhatasait. A kutatdsok sordn elsOsorban fluoreszcencia spektroszkopiai modszereket
alkalmaztunk, de az adott kérdéskortdl fliggden ezen modszerek eredményeit kiegészitettiik
elektron paramagneses rezonancia spektroszkopiai és kalorimetriai vizsgalatokkal is. Részletes
vizsgélatokban jellemeztiik az aktin filamentumoknak a forminokkal val6é kdlcsonhatasat, és
megallapitottuk, hogy a forminok kétddésével a filamentumok szerkezete lazabba valik. Azt is
megfigyeltiikk, hogy a forminok &ltal kivaltott konformaciés modosuldsokat a tropomiozin
vagy a miozin kotddése megsziinteti. Tanulmanyoztunk és leirtunk tovabba egy eddig nem
jellemzett formin csaladot, a DAAM forminokat. Ezen vizsgélataink mellett jellemeztiik és
értelmeztiilk az aktinnak a kolcsOnhatasat egyes mérgezd toxinokkal, valamint U
megfigyeléseket tettiink az aktin-miozin kolcsonhatds szerkezeti és kinetikai sajatsagait
illetden is.

Az eredmények részletesebb ismertetése

A projekt keretein beliil tanulmanyoztuk ¢€s leirtuk egy specialis aktin-kotd fehérje csaladnak,
a forminoknak, az aktinra kifejtett hatdsat. Korabbi munkankra (Bugyi és mtsai., J. Biol.
Chem., 281(16), 10727-36, 2006) alapozva megallapitottuk, hogy a forminok kotddésével az
tulajdonsagaira kifejtett hatdsa fiiggott a formin koncentraciotol. A fliggés oka az volt, hogy a
forminok két eltérd modon kotddhetnek az aktinhoz. A két kotddési helyre vonatkozdan a
forminok affinitdsa eltér, és az egyik illetve masik helyhez kotddve ellentétes hatast
gyakorolnak az aktin szerkezetére (ld. mellékelt &bra). Eredményeink ismeretében
megalkottunk egy olyan modellt, amely egy 11j, az aktin citoszkeleton szabalyozasaban fontos
szerepet jatsz6 mechanizmus részleteit irja le. Ezen modell allitasainak a tesztelése
folyamatban van. (Papp és mtsai., Biophys. J., 91(7), 2564-2572, 2006)

A forminoknak az aktin filamentumokra gyakorolt
hatasat tovabbi  vizsgalatainkban jellemeztiik
elektron ~ paramdgneses  rezonancia,  illetve
fluoreszcencia kioltasi kisérletekben is. Az ezen
modszerek alkalmazéasaval kapott eredmények
Osszhangban voltak a korabbi fluoreszcencia
spektroszkopiai megfigyelésekkel (Kupi és mitsai.,
The Uncoupling of the Effects of Formins on the
Local and Global Dynamics of Actin Filaments.
2009. Biophys. J., 96(7), 2901-2911; illetve Ujfalusi
és mtsai., The Effects of Formins ont he
Conformation of Subdomain 1 in Actin Filaments.
2009. J. Photochem. Photobiol. B, in press.)

Eredményeink ismeretében felvetddott a kérdés,
hogy a forminok altal az aktin filamentumokban kivaltott konformaciés valtozasoknak van-e
kozvetlen biologiai jelentésége. A kérdés megvalaszoldsa érdekében megvizsgaltuk, hogy
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létezik-e olyan aktin kot fehérje, amely az intracelluldrisan forminok kozremiikddésével
keletkez6 aktin filamentumokhoz koétve azok fellazult szerkezetét képes stabilizalni. Els6
kisérleteinkben a tropomiozin hatasat tanulmanyoztuk, és megallapitottuk, hogy a tropomiozin
kotddesével a formin altal fellazitott aktin filamentumok szerkezete stabilizalodik. Ez arra
utalt, hogy a forminok jelenlétében kialakuld lazabb aktin szerkezetnek nincs kozvetlen
biologiai jelentdsége, €s ezen lazabb konforméacid csak a gyors polimerizacié miatt megjelend
nem kivanatos aktin filamentum forma. Eredményeink tudomanyos kdzleményben ismertettiik
(Ujfalusi és mtsai., The effect of tropomyosin on formin-bound actin filaments. 2009. Biophys.
J., 96(1), 162-8). A feltevésiink tovabbi alatamasztasara jelenleg vannak folyamatban azon
kisérleteink, amelyekben azt vizsgaljuk, hogy képes-e a miozin is stabilizdlni az aktin
filamentumok szerkezetét. Elsd, még nem kozolt megfigyeléseink szerint igen.

A palyédzati munka masodik szakaszaban francia partneriinkkel kollaboracidoban jellemeztiik
egy eddig ilyen tekintetben még nem ismert formin csaladnak, a DAAM forminoknak az
aktinnal vald kolcsonhatasait. Ezekben a kutatdsokban a fluoreszcencia spektroszkopiai
modszerek mellett alkalmaztunk fluoreszcencia mikroszkopiai eljarasokat is. Vizsgalataink
eredményei alapjan megéllapitottuk, hogy ezen formin csalad tagjai tobb olyan tulajdonsaggal
rendelkeznek, amelyeket kordbban mar mdés formin csaladok esetében is leirtak.
Eredményeinket a kozelmultban publikdltuk (Barkd és mtsai., Characterisation of the
biochemical properties and biological function of the formin homology domains of Drosophily
DAAM. 2010, J. Biol. Chem., in press).

Munkénk soran ugyancsak kidolgoztunk egy olyan matematikai eljarast, ami lehetévé teszi
fluoreszcencia kioltasi kisérletek kivitelezését olyan esetekben is, amikor a kioltott
fluoroféroknak egynél tobb, més-mas oldat feldli hozzaféréssel rendelkezd populacidja van.
Ezen modszerrel vizsgalhatd a fehérjék kotodo fluoreszcens ligandok kiolthatosaga akkor is,
amikor a ligandok egy jelentds része nem kotddik a fehérjéhez, szabadon van. Az aktin
monomert kotd fehérjék csoportjaba tartozd kofilinnek és profilinnek az aktinhoz torténd
kotddése altal kivaltott szerkezeti és dinamikai valtozasok vizsgélatara ilyen fluoreszcencia
kioltds kisérletek segitségével keriilt sor. A monomerek ATP-kotd zsebe és a zseb
kornyezetének szerkezeti és dinamikai tulajdonsagainak jellemzésére a nuleotid-kotd zsebben
1évé ATP-t egy fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezé ATP analdggal (e-ATP) cseréltiik ki.
A vizsgalatok soran kioltoként a toltéssel nem rendelkezd akrilamidot hasznaltuk. A steady-
state kisérletek soran meghataroztuk a Stern-Volmer allandé értékét (Ksy). A Kgy értékek az
e-ATP hozzaférhetdségét jellemzik, midltal a nukleotid-kotd zseb szerkezeti valtozasardl és a
valtozas molekularis dinamikai részleteirdl nyerhetiink informaciot. Az elvégzett kisérletek
eredményeképpen megéllapithaté volt, hogy a kofilin bekotddését kovetden a Kgy értéke
kisebb volt (Kgy=0,08 + 0,05 M) a kofilint nem két6 aktin monomerre kapott kioltasi allando
értékéhez képest (Ksy=0,28 + 0,06 M™). Ez az eltérés az ATP-kotd zsebnek az aktin-kotd
fehérje hatdsara torténd bezarodasara utal. Profilin bekotddését kovetden ellenkezd hatas volt
megfigyelhetd (Ksy=0,8 + 0,08 M™"). A nagyobb Ksy érték az ATP-kotd zseb felnyilasara utal.
Kisérleteinkkel igazolhatd volt, hogy mind a kofilin mind a profilin befolyasolja az aktin
monomer ATP-kotd zsebének tulajdonsdgait. Az eredmények arra utaltak, hogy a két aktin-
koté fehérje hatasa ellentétes jellegii. A kidolgozott matematika eljarast és az eredményeket
tudomanyos kozleményben ismertettiik (Kardos és mtsai., The Effects of ADF/Cofilin and
Profilin on the Conformation of the ATP-Binding Cleft of Monomeric Actin. 2009. Biophys.
J., 96(6), 2335-2343).

Korabbi vizsgalataink folytatasaként megvizsgéltuk, hogy hogyan modosulnak az aktin
filamentumok konformacios és termodinamikai tulajdonsagai egyes toxinok kotédésének a
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hatasara. Ezen vizsgalatainkban az aktin filamentumok az ADP.P; allapotukban voltak, amit
ADP.BeF, alkalmazasaval hoztunk létre. Kalorimetriai modszerek alkalmazasaval
megallapitottuk, hogy az ADP.BeFy altal mar stabilizalt filamentumok termikus stabilitdsa a
jasplakinolid kotédésének hatasara tovabb ndtt. Eredményeinket vonatkozd kalorimetriai
szaklapokban kozoltik. (Kardos ¢és mtsai., The Effect of Jasplakinolide on the
Thermodynamic Properties of BeFy Bound Actin Filaments. Thermochim. Acta, 2007,
Thermochim. Acta, 463, 77-80; és Vig ¢és mtsai., Effect of Phalloidin on Filaments
Polymerised from Heart Muscle ADP-Actin Monomers. J. Thermal Anal. And Calorim.,
2009, 3, 721-725).

Ugyancsak vizsgaltuk és leirtuk egyes aktin izoformaknak a nuleotidokkal vald kolcsnhatésa
soran tapasztalhat6 sajatossagait (Orban és mtsai., Nucleotide Dependent Differences between
the a-skeletal and a-cardiac Actin Isoforms. Biochem. Biophys. Res. Comm., 2008, 368(3),
696-702). Tanulmanyoztuk az aktin filamentumoknak egy specialis, pontosan nem értett és
értelmezett tulajdonsagat, a kooperativitasukat. Az aktin filamentumokhoz kapcsolédé aktin-
koto fehérjék vagy mas ligandumok szerkezeti valtozasokat okozhatnak. Ezen valtozasok nem
csak a kotohely kozvetlen kozelében, hanem attdl tavolabb is jelentkezhetnek. A tavolabb
megjelend konformaciés modosulasokat allosztérikus kolcsonhatasok okozzak. Az aktin
filamentumok esetében szdmos esetben — példaul a falloidin kétddésekor - figyeltek meg
hasonlo, allosztérikus, vagy kooperativ kdlcsonhatasokat. Munkank soran megfigyeltiik, hogy
a falloidin kotddése altal kivaltott konformécids valtozasok nem kooperativak abban az
esetben, ha az aktin filamentumok az ADP.P; allapotukban vannak. Kalorimetrias kisérletek
alkalmazasaval ezt a megfigyelésiinket kiilonb6z6 ADP.P; analogok, mint ADP.BeFy és
ADP.AIF, esetében is megmutattuk. Ezen eredményeinket a Biochemistry-ben ismertettiik
(Orban és mtsai., Non-Cooperative Stabilization Effect of Phalloidin on ADP.BeFy- and
ADP.AIF,-Actin Filaments. Biochemistry, 2008, 47(15), 4530-4.)

A debreceni €s budapesti biofizikai Intézetekkel kozdsen tanulmanyoztuk azt is, hogy hogyan
modositjak egyes — a sejtbiologiai munka soran gyakorta alkalmazott — detergensek az aktin
polimerizacids sajatossagait. Megallapitottuk, hogy ellentétben az eddigi kozvélekedéssel
egyes detergenseknek az aktin polimerizacios kinetikdjara gyakorolt hatasa igen erds lehet.
Munkank soran korrelaciét irtunk le az in vitro koriilmények kozott megfigyelt polimerizacios
kinetikai tulajdonsagok, és a megfeleléen kezelt sejtekben talalhatd aktin filamentumok
mennyisége kozott is. Eredményeink jelenleg nyomdai elkészités alatt allnak (Ujfalusi-
Pozsonyi és mtsai., The Effects of Detergents on the Polymerization Properties of Actin. 2010.
Cytometry A. in press).

Nemzetkdzi egyiittmiikodések keretein beliil tanulmanyoztuk tovabba az aktinnak a miozinnal
— az egyik legfontosabb aktin-kotd fehérjével — vald kolcsonhatasat is. Gyors-kinetikai
modszerek alkalmazédsaval leirtuk az aktinnak egy nem-izom miozinnal, a XIV miozin
csaladba tartozd Toxoplasma gondii Myosin D-vel vald kolcsonhatasanak kinetikai részleteit
(Herm-Gotz és mtsai., J. Muscle Res. and Cell Motil., 1-13, 2006). Emellett ebben az
1d6szakban fejeztliik be az emlds izmokbdl szarmazoé miozin izoformak tanulméanyozéasanak
elsd fazisat is (Nyitrai és mtsai., J. Mol. Biol., 355(3), 432-442, 2006). Ugyancsak a palyazati
periodus soran kozoltiik azon vizsgalataink eredményeit, amelyben kiilonb6z6 fajokbol
szarmaz6 emlds vazizom miozin izoformék kinetikai tulajdonséagait vetettiik 6ssze (Miller és
mtsai., A Variable Domain near the ATP-Binding Site in Drosophila Muscle Myosin Is Part of
the Communication Pathway between the Nucleotide and Actin-binding Sites. J. Mol. Biol.,
2007, 368(4), 1051-66).
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A vazizombol szarmazd miozinok mellett megvizsgaltuk, hogy hogyan modositjdk egyes
pont-mutaciok a simaizom miozinok miikodését, ATPaz aktivitasat és kinetikai tulajdonsagait.
Ezen kutatdsainkat a rochesteri Mayo Clinic Biokémiai Intézetének kutatoival kozdsen
valositottuk meg, és eredményeinket kdzos publikacidban ismertettiik (Ajtai és mtsai., The C-
loop is an Allosteric Actin Contact Sensor in Actomyosin. 2009. Biochemitsry, 48(23), 5263-
75).
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