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Osszefoglalé

Az aktin a sejtek miikddésében szamos tekintetben jatszik meghatarozo szerepet. A monomer ¢€s
filamentalis formdk egyensulya, illetve szerkezeti modosulasaik meghatdrozo jelentdségliek a
sejtek alakjanak megorzésében, mozgasuknak ¢és dinamikus kornyezeti alkalmazkodasuknak a
megvaldsitasdban. Ezt az egyensilyt, és a vonatkoz6 konformécidos modosulasokat is szigoruan
szabalyozzak olyan fehérjék, amelyek képesek kotddni az aktinhoz. Vizsgalatainkban - Az
OTKA K77840 palyazat keretei kozott az eredeti terveinknek megfelelden - ezen fehérjék koziil
azokak a kolcsonhatésait tanulmanyoztuk, amelyek az aktin filamentumok gyors felépiilésében,
vagy a filamentum képz6dés megakadalyozasaban jatszanak Kitiintetett szerepet. Kutatasaink
eredményei informacidt szolgaltattak az aktinnak a forminokkal, miozinnal, tropomiozinnal,
kofilinnel és twinfilinnel kialakitott kdlcsonhatasat illetéen, és ugyancsak leirast adtak az ezen
kolcsonhatasok nyoman a fehérjékben kialakuld szerkezeti médosulasokrdl is. Vizsgalatainkban
ugyanakkor fontos hangsulyt tettiink olyan modszertani fejlesztések megvaldsitasara is, amelyek
segitségével a vonatkozd fehérje-fehérje kapcsolatok  hatékonyabban  vizsgalhatok.
Eredményeinket eddig tiz nemzetkozi folyoiratban megjelent kézleményben ismertettiik, és
tovabbi két kéziratunk all elbiralas alatt.
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A kutatas eredményeit dsszefoglalo, szabad szoveges, feltoltendo részletes jelentés

A projekt elso évében vegzett vizsgalatok

Kutatésaink sordn a fluoreszcencia kioltds mddszerét alkalmazva meghataroztuk egy aktinhoz
kapcsolt fluorfornak az oldat felé mutatott hozzaférhetdségét kiilonbozé formin koncentraciok
mellett. Az eredmények azt mutattak, hogy forminok jelenlétében az oldat felé mutatott
hozzatérhetoség modosul. Ezzel parhuzamosan megvaltozott a kioltd szaméara elérhetd
fluoroférok hényada is. Mindezen eredményeink Osszhangban vannak a kordbbi
megfigyeléseinkkel, amelyek szerint a forminok kotddésének hatdsdra az aktin filamentumok
dinamikai tulajdonsagai megvaltoznak (J. Photochem. Photobiol. B, 98(1), 7-11, 2009).

A debreceni tarsintézetiinkb6él Bacs6 Zsolttal egyiittmiikddve tanulmanyoztuk,hogy hogyan
valtoztatjak meg egyes - a sejt- és molekularis biologiaban gyakran alkalmazott - detergensek az
aktin polimerizacios tulajdonsagait. A detergenseknek szamottevé hatasa volt az aktinnak ezen
sajatsagara, ami koncentracio-fliggé moddon jelentkezett. Megfigyeléseink felhivtdk arra a
figyelmet, hogy az ilyen detergensekkel kezelt sejtekkel val6 munka sordn az eredmények
értelmezésénél ezen nem kivanatos detergens hatasokat figyelembe kell venni (Cytometry A.,
77(5), 447-56, 2009).

Szegedi (Mihaly Jozsef munkacsoportja) és parizsi (Marie-France Carlier munkacsoportja)
egylttmikodve részletesen tanulmanyoztuk ¢€s leirtuk egy specidlis formin csalad (DAAM) in
vitro és in vivo koriilmények kozott mutatott funkcionalis jellemzdit. Megallapitottuk, hogy ezen
csalad tagjai szdmos koz0s tulajdonsagot mutatnak mas formin csalddok képviseldivel. Azt is
megfigyeltiik ugyanakkor, hogy a DAAM altal eldsegitett aktin polimerizacié lassabb, mint a
leggyorsabb ismert forminok estében tapasztalhatd. Eredményeinket nemzetkozi folydiratban
jelentettiik meg (J. Biol. Chem., 285(17),13154-69, 2010).

A projekt masodik évében végzett vizsgalatok

Megfigyeltilk azt is, hogy egy aktin-koté toxinok befolyassal lehetnek az aktinnak a
nukleotidokkal vald koélcsonhatasara. Tanulmanyoztuk ¢€s leirtuk, hogyan modositja a foszfat
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nemzetko6zi szaklapban kozoltiik (Eur. Biophys. J., 2010, 40(5):619-26).
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Bugyi Beata ¢és Hild Gabor kollégaimmal, a Cytoskeleton c. nemzetkozi folyodirat felkérésére,
irtunk egy 0sszefoglald cikket az aktin monomerek és filamentumok dinamikai és konformacios
allapotair6l, illetve ezen 4llapotoknak ¢és megvaltozasuknak a bioldgiai, funkcionalis
jelentdségérol (Cytoskeleton, 2011, 67(10), 609-29).

A projekt harmadik évében végzett vizsgalatok

Az aktinnak a forminokkal, illetve tovabbi fontos aktin-koté fehérjékkel vald kolcsonhatasat
leirtuk, a tropomiozin ¢és a miozin formin indukélta aktin filamentumokra gyakorolt hatasat
jellemeztiik. Megallapitottuk, hogy ezen két fehérje megforditja a formin 4altal kivaltott
konformacios hatasokat, az aktin filamentumokat kotodésiik mereviti, é€s a kotésiik utan az aktin
abba az allapotba keriil, amit formin mentes kdzegben is megfigyelhetiink. Ezen eredményeink
kiegészitették és alatdmasztottak azt a modelliinket, amelyben az aktin filamentumok szerkezetei
¢s dinamikai mddosulédsai szabalyozé szerepet toltenek be, és amelyben az aktin allapotat mas
aktin-kot6 fehérjék szabalyozzak. Eredményeinket nemzetkozi folyoiratban jelentettiik meg (J.
Biol. Chem., 287(38):31894-904, 2012).

Szerbiai kollaboracids partneriinkkel egyiittmiikodve megvizsgaltuk Osszetettebb fluoreszcencia
emisszios tulajdonsagokkal rendelkezd fehérjék egyedi sajatossagait. Az eredmények alapjan
jellemeztiik €és csoportositottuk ezeket a fehérjéket. Az eredményeket nemzetkozi folydiratban
kozoltiik (J. Fluoresc., 23(3), 605-610, 2013).

A projekt negyedik évében végzett vizsgalatok

Szadmos olyan aktin monomer kotd fehérje van, amely a sejtekben meghatarozo szerepet jatszik
az aktin monomerek és filamentumok ko6zott fennalld dinamikus egyensuly kialakitasaban és
szabalyozasaban. Ezek koziil vizsgéltuk a twinfilinnek, a profilinnek és a kofilinnek az aktin
monomerekre gyakorolt hatdsait. Fluoreszcencia kioltdsi, FRET ¢és koszedimentacios
kisérleteinkben korrelaciokat mutattunk ki az egyes aktin kotd fehérjék funkcidi és az aktinra
gyakorolt hatasaik kozott (az eredményeket egy mar elfogadott (BBA Proteins and Proteomics,
2013, in press), és egy tovabbi - jelenleg elbiralas alatt all6 - kozleményben ismertettiik).
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Tanulmanyoztuk, hogy hogyan valdsul meg az "IRSp53-Missing in Metastasis Domain”, IMD,
szabalyozasa az aktin és a megfelelden kivalasztott lipid Osszetételek vonatkozasaban,
fiiggvényében. Az aktin és a lipidek kozott 1étrejovo kolcsonhatasokat fluoreszcencia
spektroszkopiai modszerekkel (FRET, fluoreszcencia kioltas) tanulmanyoztuk. Eredményeink
megmutattadk, hogy mind a két vonatkozé komponens valtozésa szerepet jatszik ezekben a
szabalyozasi folyamatokban. Ezeket a megfigyeléseket folyodirat cikkben kozoltik (BBA
Molecular and Cell Biology of Lipids, 2013, in press).

A forminoknak az aktinra gyakorolt szerkezetmodosité hatdsait tovabb vizsgaltuk, immar
elektron paramagneses rezonancia moddszerekkel. Eldszor megvizsgéltuk, hogy hogyan lehet
spektroszkopiai probédkat kapcsolni a forminokhoz. Kisérleteink akkor mutattdk a legbiztatobb
eredményeket, amikor kisméreti EPR szonddkat alkalmaztunk. Ezek felhasznélasaval
jellemeztiik a formin konformécios allapotat aktin nélkiili, illetve aktint kotd allapotaban.
Eredményeink 0sszhangban voltak a fluoreszcencia spektroszkopiai mddszerek alkalmazasaval
kapottakkal, és kiegészitették mas idéskalan jellemzé mozgésok leirasaval azokat. A munkank
eredményeit folydirat cikkben mutattuk be (European Biophysics Journal, 2013, in press).

Végeztiink a projekt masodik felében olyan sikeres kutatasokat is, amelyeknek az eredménye
nemzetko6zi szaklapokban még nem jelent meg, de a leirasukra irt kziratok jelenleg mar elbiralas
alatt allnak. A tropomizoin izoformak vizsgalataba nem-izom eredetli TmBr3 és Tm5 fehérjéknek
aktinnal, és aktin nukledcios faktorokkal vald kolcsonhatasat tanulmanyoztuk fluoreszcencia
spektroszkopiai, koszedimentacidés, ¢és gyongy alapu in vitro motilitas kisérletekben.
Megéllapitottuk, hogy a forminoknak és az Arp2/3-nak az aktin polimerizicidjara gyakorolt
hatasa nagymértékben fiiggott attol, hogy az aktin kot-e tropomiozint, és ha igen, melyik
izoformat (az eredményeket ismertetd kézirat jelenleg elbiralas alatt all).

Spektroszkopiai vizsgalataink folytatasaként azt vizsgaltuk meg, hogy hogyan kovetheté nyomon
az egyes triptofant tartalmazé fehérjék denaturacios allapota fluoreszcencia élettartam meérések
adatainak segitségével. A fluoreszcencia élettartamok félértékszélességét megvizsgalva
korrelaciot talaltunk a fehérjék kiilonbozd kémiai denaturdcidra torténd modosuldsaival, és a
modszernek ezt az eldnyét igy mas vonatkozdé mérésekben is alkalmazasra ajanlottuk (a
vonatkozo kézirat jelenleg elbiralas alatt all).

A korabbiakban mas kutatécsoportok megmutattak, hogy az egyik nukledcios faktor csalad, a
leiomodinok izom sejtekben az aktin filamentumok negativ végeihez lokalizaloédnak. Ezen
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megfigyelések ugyanakkor arra is engedtek kovetkeztetni, hogy a sejtek fejlodésének egyes
fazisaiban a leiomodin a filamentumok mellett is megtalalhaté. Munkank soran igazoltuk, hogy a
leiomodin viszonylag erds affinitassal képes az aktin filamentumok oldaldhoz k&tddni. Ezen
kotddés fiziologia jelentdségét tovabb vizsgaljuk. Megfigyeltik azt is, hogy mig a teljes
hosszusagl leiomodin az akin polimerizaciojat gyorsitja, a C-terminalis fragmentum ellentétes
hatast valt ki. Ezen leiodmodin-aktin kdlcsonhatasoknak tanulmanyoztuk az oldat ionerdsségétol,
valamint az aktualis magnézium koncentraciotol vald fliggését is. A leiomodin hatasait leird
kisérleteink befejezd fazisukban vannak, a vonatkozé kézirat elokészitését megkezdtiik.

Ugyancsak folytattuk kutatasainkat a nuklearis aktin egyik fontos partner fehérjéjének, a miozin
16-nak a leirdsat illetden. A tervezett expresszaldsok koziil megvaldsitottuk az egyik specialis
domén, az ankirin domén létrehozasat. Ugyancsak folyamatban vannak a teljes hosszlisagu
miozin 16 eléallitasat célzoé bakulovirus expresszalasi rendszert alkalmazo preparalasaink is. Az
ankirin domén vizsgalata soran megdallapitottuk, hogy képes Ilehet kotddni az aktin
filamentumokhoz. Ezen megfigyelés részleteinek tisztdzasa, a molekularis kdlcsonhatasok
leirasa, és a biologiai funkcid meghatarozasa jelenleg is folyik kutatocsoportunkban.

Mindezen vizsgalataink és eredményeink Gsszhangban vannak a palyazati anyagban bemutatott
kutatasi koncepcioval.



