A K61784 OTKA palyazat zarojelentése

A zérojelentés targyat képezd kutatasi program soran a korabbi, miozinok szerkezet-funkcid
Osszefliggéseit ¢€s  szabalyozéasat tanulmanyoz6  kutatdsaimat kivantam  folytatni
munkatarsaimmal és egyiittmiikddé partnereimmel egylitt. Bar az eredeti munkatervben
egyértelmiien ezt a célt tlztik ki magunk elé, kiegészitve a munkacsoportom szamara 1j
terliletnek szamitd sejtszintli vizsgalatokkal, a palyazat futamideje soran a kutatds targyaban
hangsulyeltolodas tortént. Ennek részben személyi részben pedig a tudomanyos kutatidsokat
rendszeresen kisérd, a ,,serendipity” kifejezéssel magyarazhato okai voltak. Az els6 ok, hogy
a tervezésnél az idegsejteken eclvégzendd, az V-0s tipusu intracellularis szallito miozin
motorfehérje funkcionalis vizsgéalatat megcélzd munka Toth Judit szakértelmére (elsdsorban a
miozin V-tel kapcsolatos ,.live cell imaging” kisérletek) épiilt, 6 azonban a palyazati futamid6
kezdetekor elhagyta a munkacsoportom. A masodik ok, hogy egyrészt a miozinok coiled-coil
szerkezeti elemeinek (ld. 2. kutatisi téma), masrészt a miozin V egyik konnyli ldncanak
vizsgalata soran (Id. 3. kutatasi téma) olyan 0j eredményeket értiink el, amelyek a miozin
motorfehérjéken tulmutato, altalanosabb fehérjetudomanyos jelentdséggel birtak, s mintegy
,kikoveteltéek”, hogy az eredeti terveinkhez képest mas kutatési teriiletekre is kitekintsiink.
Szerencsére eredményeket is sikeriilt elérniink, s ez utobbi kutatasi teriileten folytatjuk a
munkat az idékdzben elnyert NK81950 OTKA palyazat keretében.

1. Miozin 11 szerkezet-funkcio6 vizsgalatok: enzimatikus ciklus és regulacio

Folytattuk olyan rekombinans HMM (nehéz meromiozin) és S1 (szubfragmentum-1)
konstrukciok eldallitasat, amelyek alkalmasak lehetnek nagyfelbontast szerkezetvizsgalatra.
A Pecten maximus és Argopecten irradians kagyloizom/ emlés simaizom kiméra HMM-ek
mellett mas puhatestlieckbdl szarmazd, szintén kozvetleniil Ca®"-ionok altal szabalyozott
miozin-1. HMM-ek eléallitasaval is probalkoztunk, amelyek alkalmasak lehetnek
nagyfelbontasu szerkezeti munkara. A Placopeceten magellanicus féstiskagyld harantcsikolt
¢és simaizmaboél, valamint a Loligo paelei (kozonséges kalmar) limitalt proteolizissel S1
fragmentumokat (miozin ,,fej”) preparaltunk. A puhatestli S1-ek aktin kotésének nukleotid
hidnyaban kicsi a hdmérsékletfiiggése (az aktin pirén fluoreszcencidjaval kdvetve), hasonldan
a miozin V-hoz. Ebbdl a tulajdonsagbol kovetkezik, hogy a miozin fej szerkezete nukleotid és
aktin nélkil is a rigor allapotnak megfelel$ szerkezethez lehet nagyon hasonlo, tobbek-kozott
az aktin-arok részben bezarodik (ellentétben a pre-munkaiitem és a poszt-rigor allapotokban
korabban megfigyelt nyitott aktin-arokkal). Mindhdrom forrasbol szarmaz6é Sl
kristalyszerkezetét sikeriilt meghatarozni (egyilittmiikodés C. Cohen munkacsoportjaval,
Brandeis Egyetem, USA). Ervelésiink szerint ezzel elsének sikeriilt atomi felbontasa modellt
alkotni a konvencionalis miozinok ,,rigor-szeri” allapotar6l. Ezzel bizonyitottuk azt is, hogy
az un. aktin-drok részbeni zarodasdval egyiitt jaro szerkezet nem csak a V-0s és VI-0s
osztalyba tartozé miozinnal, hanem a konvencionalis miozin esetében is kialakul. A szerkezeti
eredmények tiikkrében a kiilonbozé osztalyokba tartozé miozin izoformék funkcionalis
kiilonbségeit az S1 szubdomének kozti kontaktusok kiilonbségeivel tudjuk pontosabban
magyarazni. (1. publ., Yang et al:, Structure).

A miozin izoformak szerkezet-funkcio valtozasaval kapcsolatos masik munkankban a motor
,felhtizott” (pre-munkaiitem, recovery stroke) allapotba keriilését perturbaltuk pont mutaciok
segitségével, amelyeket két, az er6kar tovénél elhelyezkedd szubdomén interakcios felszinére
vittiink be. Ezeket a kisérleteket a rekombindns konvenciondlis miozin fragmentumok
eloallitasara leginkabb alkalmas expresszids rendszerben, Dictyostelium nyalkagomba



sejtekben allitottuk eld. A Lys84-Arg704 kozotti taszitd kdlcsonhatds megvaltoztatasaval az
erokar felhtizasanak egyensulya eltolodott az ATP hidrolizis és a foszfat felszabadulés
sebességi allanddinak megvaltozasan keresztiil. Ezzel egy olyan kinetikai ,,finomhangolasi”
mechanizmust sikeriilt feltarnunk, ahol az ATP-az ciklus steady-state intermedierjei kozti
aranyok bedllitdsan keresztiil a miozin izoformék optimalis erdgeneralasa valdsulhat meg.
Ennek egyik eleme lehet, hogy a fenti mechanizmus a motor terhelési aranyat (duty ratio) is
beéllithatja, ami szintén fontos funkcionalis kiilonbség a kiilonb6zé miozin forméak kozott.
Amennyiben igy van (ezt tovabbi vizsgalatoknak kell eldontenie, amelyek jelenleg folynak
Kovéacs Mihaly kollégdm munkacsoportjaban), az altalunk hely-Specifikusan moddositott
aminosavak a miozinok funkcionalis diverzitasdhoz kozvetleniil is hozzajarulhatnak. (2. publ.,
Malndsi Csizmadia et al: J.Biol.Chem.)

Az Argopecten féstiskagyld harantcsikolt izom miozin és emlds simaizom vagy emlds nem-
izom miozin Il kiméra HMM-ek koziil tobbet teszteltink, s a scMD-smRDS2zip
konstrukcioval (ahol a két miozin nehéz lanc dimerizaciojat egy GCN4 transzkripcios
faktorbol szarmaz6 Leu-cipzar szekvenciaval stabilizaltuk) részletesebb vizsgalatokat is
végeztiink. A kiméra HMM Ca2+-reguléci(')t mutat steady-state ATP-az tesztben, azonkiviil az
in vitro motilitdsi teszt is egyértelmiien mutatta a motorfehérje Ca®* szabalyozasat. Az
eredményeket (6nhibankon kiviili okbol) teljes kozleményben nem, csak konferencidn és egy
akadémiai doktori disszertacioban publikaltuk (3. publ., Nyitray L.: MTA disszertdcio).

A rekombinans Physarum HMM-et (ellentétben a szintén kozvetleniil Ca?*-regulalt puhatestii
HMM-mel) elé tudtunk allitani. Ezt a miozin 11-t, érdekes modon a Ca?* nem gatolja, hanem
aktivalja (a regulald Ca**-kotShelyet kordbban mi azonositottuk az ELC elsé EF-kéz
motivumaban), azon kiviil az RLC foszforilacidja is hozzajarul a szabalyozashoz. Hibrid
mutans konnyt lancokat tartalmazé HMM-eket allitottunk el kiillonbozo szabalyozas alatt
allo miozin II-kbél és vizsgaltuk a rekombinans fehérjék ATP-az aktivitasanak és in vitro
motilitasanak Caz+-érzékenységét. A teljes miozinra jellemzd regulacios tulajdonsago(k)at
részben sikeriilt reprodukalni a rekombinans HMM-mel is, de az adatok interpretalasa még
tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges. (4. publ. Kawamichi et al: Adv.Exp.Med.Chem.)

2. Helikalis miozin farok domének vizsgalata: a coiled-coil doménektdl egy maganyos a-
hélix fehérje szerkezeti elem felfedezéséig

Az Argopecten miozin S2 tovabbi 6t kristalyszerkezeti modelljét sikeriilt meghatarozni a
korabban eldallitott rekombinans kiméra konstrukcioval (a ,farok” N-terminalis 51
aminosavdhoz DNS szinten egy Gly-Ser linkeren keresztil egy leucin-cipzart
fuzionaltattunk). A proximalis farok régid, mint azt korabbi eredményeink is bizonyitottak,
instabil coiled-coil szerkezetli. Az ijabb szerkezetek segitségével tovabb tudtuk pontositani a
flexibilitds molekuldris alapjait. Pontosan meghatdroztuk a fej-farok hatarpontot, ami a
Leu836 utani peptidkotés. Kisérleti bizonyitékot szolgaltattunk, hogy a 835 és 845 kozott
peptidszakasz a-helikalis és nem-helikalis szerkezet is fel tud venni, ami a miozin
miitkodéshez elengedhetetlen tulajdonsag. A kagyld és a gerinces simaizom miozin Il, mint
un. kozvetleniil szabalyozott miozinok CD  spektroszképiai  vizsgélataval — és
molekuladinamikai szimuldcidokkal is igazoltuk, hogy az indirekt modon szabalyozott
miozinokkal (gerinces vazizom és szivizom) ellentétben jelentdsen kisebb a proximalis
coiled-coil domén stabilitasa. Ez a szerkezeti instabilitas a regulalt miozin II ,kikapcsolt”
allapotahoz esszencialis, mivel a nagy léptékii konformaciés atmenet soran (a két fej



egymassal 1ép kolcsonhatasba és visszahajlik a proximalis S2 felé) a fej-farok csukld helikalis
szerkezete minden bizonnyal letekeredik (5. publ. Brown et al: J.Mol.Biol.)

A miozin VI farok régié coiled-coil szerkezetiinek josolt, erésen toltott farok doménjérél
(medidlis farok domén) bizonyitottuk, hogy fiziologids koriilmények kozott egyszalu,
sohidakkal stabilizalt o-hélixet (CSAH: ,,charged single o-helix”) alkot. Kétféle in silico
prediktal6 programot dolgoztunk ki (SCAN4CSAH és FT CHARGE), amelyek hasznalataval
kimutattuk, hogy a CSAH egy, a fehérjék vilagaban altalanosan elterjedt fehérjemotivum
lehet. A SwissProt adatbazisban ~100, CSAH motivumot tartalmazo fehérjét josoltunk,
szigoru kiiszobfeltételekkel (mindkét prediktdldé programmal magas pontértéket elért
szekvenciakat tekintiink csak nagy valdszintiséggel CSAH-nak). A miozin VI fragmentumon
tal tobb CSAH-nak josolt rekombinans fehérjérél (GPC60: Golgi-specifikus fehérje; M4K4:
MKKK-kindz) CD spektroszkopiaval, kémiai keresztkotésekkel és molekularis dinamikai
szimulaciokkal igazoltuk, hogy o-helikalis szerkezeti. A CSAH motivum jelentésen
kiilonbozik mind a coiled-coil, mind a szerkezet nélkiili fehérjemotivumoktol. A CSAH
lehetséges funkcidi: a motorfehérjéknél ,erdkar” hosszabbitds (pl. miozin X);
funkcionalis/szerkezeti domének kozotti merev ,tavtartd” (pl. kaldezmon); alternativ (nem
coiled coil) dimerizacioés szerep (miozin VI). (6. publ. Siiveges et al: Proteins)

A dimerizécios szerep bizonyitasara (mivel a nativ miozin VI szdmos irodalmi adat alapjan
processziv motorfehérjeként csak dimer allapotban tud miikodni) szamos kisérletet tettiink
(kémiai keresztkotés, pirén excimer fluoreszcencia), de sikerteleniil. Ugyanez mondhat6 el a
CSAH atomi felontast szerkezeti biologiai vizsgalatarol (kristalyositas és NMR).

A két joslo programunkat egy publikus szerver formajaban ingyenesen hozzaférhetdvé tettiik
a kutatoi kozosség szamara (http://himalia.chem.elte.hu/cgi-bin/csahserver.cgi). Az ezzel
kapcsolatos kézlemény publikalas alatt all (Z. Gaspari, D. Siiveges, L. Nyitray, G. Toth (2010):
Consensus prediction of charged single a-helices by the CSAH server, Bioinformatics, submitted)

A CSAH motivumokkal foglalkozé Proteins cikkiinkben leirtuk, hogy a CSAH, a coiled-coil
(cc) és a szerkezet nélkiili (IDP) fehérjerégiok in silico joslasa gyakran atfedést mutat.
Alaposabban elemeztiik ezt a kérést a cc és IDP prediktdldo programok Osszehasonlitd
vizsgalataval. Ennek alapjan azt mondhatjuk, hogy cc szekvenciakat gyakran IDP-nek lehet
prediktalni, ami részben dimer/multimer természetiikb6l adodik (azaz az egyszali cc-nek
nincs stabil térszerkezete). A forditott keresztpredikcio sokkal ritkédbb, valdszinilileg a cc
szekvencidk joval nagyobb szabalyossdga kovetkeztében. Konklizionk, hogy a
fehérjeevolucio soran egy IDP szekvencia viszonylag konnyen alakulhat cc-vé, azaz jol-
definialt szerkezetli fehérjerészletté (7. publ. Szappanos et al: FEBS L)

A coiled coil szerkezetre vonatkozo Kiterjedt irodalom attanulmanyozasa, valamint a CSAH
¢s IDP motivumokkal vald, predikcidos és részben evolucids hasonldsaga alapjan egy
Osszefoglald cikket irtunk, amelyben a coiled coil, mint szerkezeti evoluciés modell
jelentésége melletti érveket sorakoztatunk fel (8. publ. Gaspdri and Nyitray: BioMol
Concepts)

A CSAH motivumok klasszikus molekularis dinamikai szimulacioi segitségével magyarazatot
tudunk adni az extrém magas stabilitdsanak tobb aspektusdra. Ot természetes CSAH
szekvencia (MYO6, MYO10, GPC60, CAM, M4K4) analizise alapjan korrelaciot talaltunk a
bazikus aminosavak (Lys, Arg) aranya ¢s a CSAH flexibilitdsa kozott, nevezetesen magasabb
Lys/negativ oldallanc ardny merevebb, mig a magasabb Arg/negativ oldallanc arany
dinamikusabb szerkezetet eredményez. A kiilonb6z6 miozinok (VI-0s, X-es osztaly)
erékarjat hosszabbit6 CSAH motivumoknak szerepe lehet az adott miozin cellularis
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szerepének ,finomhangolasaban”. Az eredményt konferencian mutattuk be (9. publ.
Espinoza-Fonseca et al: Biophys J).

Az MD szimulaciokat kiterjesztettiik két szintetikusan eléallitott, kizardlag Arg-Glu illetve
Lys-Glu ionparokkal teletiizdelt peptidre (~60 aminosav hossz), amelyek 80°C-on is igen
magas o-hélix tartalommal birnak, s elongalt rud alak(i molekuldkat képeznek. A korabbi
korrelaciot nem tudtuk igazolni, de a szimulacids adatok sokkal részletesebb elemzésébol
egyrészt tovabbi érdekes és fontos kovetkeztetéseket vontunk le, masrészt a trajektoriak
alapjan a CSAH motivumok mechanikai paramétereit (perzisztencia hossz, Young-modulus)
is meg tudtuk hatarozni. A szintetikus és a természetes CSAH motivumok nagyfoka
stabilitasat is lokalis (séhidak) ¢és hossza-tava elektrosztatikus  kdlcsonhatasok
kombindciodjaval tudjuk magyarazni. A CSAH domének perzisztencia hosszara két, fiiggetlen
modszerrel is 40-80 nm-et kaptunk (megjegyzendd, hogy ez a DNS Ly-jével megegyezik, mig
a coiled coil szerkezeténél kisebb érték). Mivel a legtobb CSAH kontirhossza ennél joval
rovidebb (atlagban 50-60 aminosav), ezért az adataink alatdmasztjdk CSAH motivumok
mechanikai szerepére vonatkoz6 elképzeléseket. Az eredmények publikalasa folyamatban van
(L. Michel Espinoza-Fonseca, D. Siiveges, I. Derényi and L Nyitray: Structural, dynamic and
mechanical properties of charged single a-helices, Biophys J., submitted (10. publ. Siiveges
D., PhD disszertdcio)

3. Vizsgalatok a miozin V konnyt lanc DYNLL fehérjével: egy ,,hub protein” jellemzése

elfogadott elnevezése a korabban altalunk is DLC-nek roviditett LC8 dinein kdnnyt lancnak).
Ez az igen konzervativ kis fehérjét eredetileg a dinein motorfehérje feltételezetten kargd
kotést végzo adapter alegységeként irtak le. A miozin Va esetében a kotédomént a farok régio
medialis ¢és disztalis coiled-coil szerkezetiinek prediktalt doménje kozé ékelddo,
szerkezetnélkiili és egy harom aminosavbol 4llo alternativ exont tartalmazd régidban
azonositottuk. A DYNLL kotodés hatasara a kotédomén kissé, viszont a szomszédos coiled-
coil domének jelentés mértékben stabilizalodnak, azaz a DYNLL ,,chaperon-szeri” szerepet
tolthet be a miozin V komplex (és a dinein komplex) kialakuldsdban. A két fehérje kozotti
interakci6 disszociacios allandojat ITC-vel 40 nM-nak mértiik. A komplex szerkezetét NMR
spektroszkopiaval és molekularis dokkolassal vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a miozinnak egy
kb. 10 tagh lineéaris peptidszakasza kot a homodimer DYNLL két alegysége kialakitotta
felszini arokba, de nem teljesen a mar korabban meghatarozott DYNLL-partner peptid
komplexekkel megegyezé modon. (11. publ., Hodi et al, Biochem.)

A DYNLL két gerinces paralogja (DYNLL1 ¢s DYNLL2) tobb tucat fehérjéhez kotddik az
emlitett két motorfehérjén kiviil. Elsoként vetettiik fel, hogy a DYNLL az eukaritta fehérje
interakcios halézat (az interaktom) egy csomoponti fehérjére (hub protein), amely
kotépartnereirdl kimutattuk, hogy egy kozos tulajdonsaguk van — mindannyian szerkezet
nélkiili fehérjék (IUP), avagy a kotddoménjiik szerkezet nélkiili (IUD) és a DYNLL-
kétdmotivum gyakran coiled coil vagy mas dimerizacidos motivum kozelében lokalizalhato.
Eredményinket konferencian ismertettilk, de a teljes publikalas meghiasult, mivel egy
amerikai csoport benniinket megel6zve ugyanezeket az eredményeket lekozolte. (12. publ.
Hodi et al. FEBJ J).

A DYNLL izoformdk monomer ¢és dimer peptidkotésének kinetikai €és termodinamikai
jellemzését befejeztiik. Megallapitottuk, hogy in vitro a DYNLLI1 és DNYLL2 gyakorlatilag
azonos affinitassal kot peptideket, azaz az in vivo megfigyelt partner specificitas (DYNLL1-



dienin, DYNLL2-miozin Va) oka mashol keresendd6. A DYNLL-k6t6 kétféle konszenzus
szekvenciaval rendelkezd peptidek is kozel azonos kotéserdsséget mutattak (Kd = puM),
viszont a természetes (myoVa) vagy szintetikus bivalens peptidek nagyfoka affinités
novekedést, azaz aviditast mutattak (Kd =~ 10 M). Az aviditast a disszociacids sebességi
alland6 csokkenése okozza. ITC vizsgalatokbol megallapitottuk, hogy a KXTQT tipust
motivum kotése entalpia-hajtott, mig a /'VQVD ¢és a nem-kanonikus kotépeptidek (myoSa,
Pak1) affinitdsahoz az entalpia és az entropia is pozitivan jarul hozza. Tranziens kinetikai
mérésekbdl megallapitottuk, hogy a peptidek DYNLL-hez kotése két 1épésben jatszodik le.
Egy gyorsabb kotése ¢és egy lassabb izomerizacidos Iépést detektaltunk. Kiilonbozo
megfontolasokbol valoszinlibb, hogy az izomerizacid a kotés eldtt torténik, s az apo-DYNLL
két allapota kozotti egyensulyt jelzi (,,konformacids szelekcidos modell”). A peptid csak a
,kotés-kompetens” szerkezettel alakit ki komplexet. A monomer Ser88Glu DYNLL
mutanssal végzett kotési vizsgalatok azt mutattak, hogy nagy affinitast peptidek a monomer-
dimer egyensuly visszaszoritdsan keresztiil képesek kotddni (egy dimer myoSa fragmentum a
Kd ~3 uM). Azt is kimutattuk, hogy a Pakl, az irodalommal ellentétben nem foszforilalja a
DYNLL Ser88-at (hanem egy, a rekombinans konstukcidkhoz hasznalt trombin hasitohelyet)
(13. publ. Radnai et al: J.Biol.Chem)

A DYNLL2 és a miozin Va kotdpeptid komplexének kristalyszerkezetét a projekt végére
sikeriilt meghatdroznunk kb. 2 A-6s felbontasban (egyiittmiikodés Katona Gergellyel,
Goteborg University). A szerkezet magyardzatot ad a ,,nem-kanonikus” miozin peptid
kotésére, amely a korabbi dokkolds eredményét megerdsitve a DYNLL ligandum-koto
arokban taldlhatd, viszont a kotdpeptid az N-termindlis végénél érdekes moddon
visszakanyarodik ¢és rovid P-hajtli szerkezetet alakit ki onmagaval. Az M7 jelii hosszabb
miozin Va fragmentum és a DYNLL2 komplexének NMR vizsgalata egyrészt bizonyitotta,
hogy a kotddomén rendezetlen szerkezetli, masrészt azonositottunk a DLC kotdarkon kiviili
fehérje-fehérje kontaktusokat is. Jellemeztiik a komplex dinamikai tulajdonsagait. Végezetiil
HSQC titralassal enyhe pozitiv kooperativitast lattunk a két azonos ligandum kotddése kozott.
Az eredmények kozlésre eldkészitve. (Radnai, L., Bodor, A., Lang A., Perczel A.,, Weixao,
WW., Katona, G, Nyitray L., in preparation).

A DYNLL kolcsonhatasi halozatnanak szabalyozéasa kapcsan mar emlitettem a Pak1-gyel
kapcsolatos (részben negativ) eredményeinket. Viszont elérelépés, hogy egyrészt igazoltuk a
Tyrd9-es oldallanc foszforilalasanak szabalyoz6 szerepét (monovalens ligandumok kotését
gatolja), masrészt a reverzibilis foszforilacidban résztvevd potencidlis protein-kinaz
enzimeket azonositottunk adathaldszat utjan. Az eredményeket konferencian kozoltiik, teljes
publikacid eldkésziiletben (Molnar T., Rapali P., Radnai L., Nyitray L, in preparation) (14.
publ., Molnar et al.: Biokémia)

Eleszt6 két-hibrid modszer segitségével egy uj DYNLLI1 kotépartnert azonositottunk, az
ATMIN/ASCIZ-t, amely egy ATM-kinazzal kolcsonhatasba 1ép6 fehérje és szerepe lehet a
DNS-sériilések soran kialakulé nuklearis fokuszok szabalyozasaban (egyiittmikodés I.
Rodriguez-Crespoval, Complutensa Egyetem, Madrid). Az uj kotépartnert éleszto-kettd
hibrid médszerrel azonositottuk. Sikeriilt szamos biokémiai mddszerrel in vitro és in vivo is
igazolni a két fehérje interakcigjat. Az ATMIN DYNLL-kotS régioja is egy szerkezet nélkiili
doménben taldlhatd. A DYNLL szabalyozhatja az ATMIN DNS-hibajavitasban betoltott
szerepét a sejtmagban, de szerepe lehet az ATMIN sejtmagi importjdban is. Az eredmények
kozlésre elokészitve. (P. Rapali, M. Martinez-Moreno, J. Boskovic, K. Tarnok, K.

Schlett, J. Kardos, L. Nyitray & I. Rodriguez-Crespo: Dynein light chain DYNLL1 binds to
the C-terminal domain of ATMinteracting protein (ATMIN/ASCIZ) and regulates its function,
in preparation).



A DYNLL fehérjék biologiai szerepét RNSi technikaval vizsgaljuk C. elegans modellben
(egyuttmiikodés Vellai T.-vel). Eredmények: pleiotrop fenotipus, tobbek kozott a féreg
fejlédése sordn az idegsejt axonok vandorlasa (axon guidance) hibds, sejtfuizido defektusok,
sterilitas és embrionalis letalitas tapasztalhatok. Publikacio megiras alatt (Vellai, Rapali et al)

Azt kérdést tettiik fel, hogy in vitro evolucio segitségével a természetes szekvencidknal lehet-
e nagyobb affinitdsi DYNLL kotépeptidet eldallitani illetve 0j kotOpartnereket josolni. Fag-
bemutatds modszerrel hét aminosavas naiv peptidkdnyvtarat hoztunk létre és majdnem a teljes
szekvenciateret lefedtiik. A peptideket leucin-cipzar segitségével bivalens formaban mutattuk
be M13 fagok felszinén. 25 klont azonositottunk. A természetes szekvencia mintazattdl a
leglényegesebb eltérés a -4-es pozicioban 1évé Asp hianya és a -5-0s pozicidban 1évé Val
magas aranya. A természetes DYNLL kotOpeptideknél (a monovalens ill. bivalens
ligandumok Kd-je 1-10 uM ill. 3-40 nM), az in vitro evoltacioval kb. két nagysagrenddel
nagyobb affinitisi szekvenciat tudtunk elééllitani. Erdekes médon a szelektalt peptidek
konszenzusa megtalalhatd egyetlenegy természetes fehérjében, az EML3-ban, ami egy
mit6zis szabalyozasban résztvevé mikrotubulus-koto fehérje. A minimalis EML3 kotépeptid
¢s a DYNLL komplexének a szerkezetét rontgenkrisztallografiaval sikeriilt meghataroznunk,
ami részleges magyardzatot ad az affinitds novekedésre. A konszenzus szekvencia alapjan uj
predikcids algoritmust dolgoztunk ki DYNLL kd&téfehérjék joslasara. A humén proeomban
legalabb szaz potencialis partnert azonositottunk, amelyekben a kotdmotivum intrinszik
szerkezetnélkiili doménben lokalizalhato. (15. publ., Rapali et al: PLos One)

A projekt befejezése eldtt a DYNLL-lel kapcsolatos irodalmat, beleértve a funkcidjaval
kapcsolatos legujabb sajat elképzeléseinket, egy dsszefoglald kdzleményben irtuk meg, amely
jelenleg elbiralas alatt all. A DYNLL egy ,,molekularis ragasztoként” miikodd hub protein,
amely igen kiterjedt szub-interaktommal rendelkezik. (16. publ. Péter Rapali, Aron Szenes,
LaszI6 Radnai, Anita Bakos, Gdbor Pal, Laszlo Nyitray: DYNLL/LCS8: A Light Chain Subunit
of the Dynein Motor Complex and Beyond, FEBS J, submitted)

4. A miozin-Va és a protein-kinaz-D vizsgalata idegsejteken

Differencialatlan, illetve retinsav (RA) kezeléssel idegsejt-iranyba fejlodé NE4C
tenyészetekben szemi-kvantitativ RT-PCR technika alkalmazasaval vizsgaltuk a DYNLL1 és
DYNLL2, valamint a miozin Va kifejezédését. A DLC mRNS mind az indukélatlan, mind a
RA-val kezelt tenyészetekben kozel azonos szinten volt detektalhato. Western blot
vizsgalataink ezekkel a megfigyelésekkel Osszhangban alltak, mivel a DLC izoformak
mennyiségében a neuronalis elkdtelezddés soran nem tapasztaltunk valtozast. Egy hetes RA
kezelést kovetden, amikor a tenyészetekben az idegsejtek mar nagy szamban voltak jelen, a
miozin Va expresszioja kissé megnétt. Mindez az irodalmi adatokkal 6sszhangban all, hiszen
a miozinVa az idegrendszerben nagy mennyiségben eléforduld miozin izoforma.

Schlett Katalin csoportjanak az elmult években az embriondlis hippokampalis idegsejtek
tenyésztését, valamint a mar érett idegsejtek transzfekciojat is sikeriilt meghonositani.
Részben németorszagi kollaboracidnknak kdszonhetden (Institute of Cell Biology and
Immunology, University Stuttgart, Stuttgart) arra is lehetdségiink nyilt, hogy az idegsejtekkel
termeltetett, fluoreszcensen jelzett fehérjék intracellularis transzportjat €16 sejteken végzett,
gyors live cell imaging technika segitségével is nyomon kovethessilk. A GFP-jeloléssel
ellatott, teljes hosszusdgu miozin Va fehérjét Lipofectaminos transzfekciot kovetden sikeriilt
az érett morfologiaju idegsejtekben termeltetni. Az axonokban a GFP-jelet diszkrét “pottyok™
formajaban detektaltuk, amelyek a live cell imaging felvételeken jol lathatdan mozogtak. Az
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axonokban a mozgas iranya elsésorban anterograd volt, sebessége a 0,1 — 0,5 um/sec
sebességtartomanyba esett. A mozgasi mintazatra jellemzd volt, hogy 5-10 masodperces
mozgési szakaszok utdn rovidebb-hosszabb ideji megtorpanasokat is megfigyeltiink.
Eredményeink szerint a GFP-vel jelzett miozin Va fehérje a szinaptikus vezikuldkhoz
asszocialt szinaptofizin fehérjével nem kolokalizalt, igy a miozin Va valdsziniileg nem a
szinaptikus vezikuldk szallitasaben vesz részt. Live cell imaging felvételeinkkel azt is
bizonyitani tudtuk, hogy a hippokampalis idegsejtek axonjaiban a miozin Va fehérje a protein
kinaz D (PKD) enzimmel egylitt mozog — megfigyeléseink alapjan valosziniisithetd, hogy a
miozin Va és a PKD egyazon multiprotein komplexhez kapcsolédik. Erdekes megfigyelésiink
volt, hogy a fluoreszcensen jelzett miozin Va és a PKD molekuldk kozott csak akkor
figyeltiink meg kolokalizaciot, illetve kdzos transzportot, ha a vad tipusit PKD-t termeltettiik
az idegsejtekkel. Ha a PKD dominans negativ pontmutacidjat (PKDkd) expresszaltattuk,
akkor a PKDkd jel a miozin Va el6fordulasaval méar nem mutatott korrelaciot. Mindez arra
utal, hogy a PKD aktivitds sziikséges ahhoz, hogy az enzim a feltételezett multiprotein
komplexhez kapcsolodhasson. Ahhoz, hogy a két fehérje axonokban betoltott szerepérdl
tobbet tudhassunk, az axonokban megfigyelheté PKD, illetve miozin transzport elemzését
jelenleg is folytatjuk. A fenti, részleges eredményinket még nem publikaltuk.

Embrionalis hippokampusz sejtekben magas PKD aktivitast mutattunk ki a Golgi-komplexben
¢és dendritekben, viszont nem volt PKD az éré axonokban. eGFP-fuzionalt wt és konstitutivan
aktiv PKD a transz-Golgi héalézatban alig volt megtalalhato, viszont egy dominans-negativ
PKD muténs elsdsorban itt volt lokalizalhat6 és gyakorlatilag tonkretette a neuronalis Golgi-
komplexet. Az inaktiv mutans hatasara az idegsejt dendrit haldzata redukalddott, valamint az
aktiv valtozat fokozta a dendrit arboraciot. Kovetkeztetésiink, hogy a PKD szelektiven részt
vesz a hippokampusz sejtekben a Golgi-halozat fenntartasaban és a dendrit-halozat
kialakitasaban. (17. publ. Czondir et al: Mol Biol Cell)



