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A sejtek fehérje-vazrendszerének 06sszehangolt egységében a funkcionalisan eltéré aktin haldzatok
meghatarozd szerepet jatszanak az alapvetd sejtfolyamatok pontos térbeli és id6beli szabalyozdsaban.
Ezen mechanizmusok finom hangoldsdban fontos szereplk van a fehérjék kilonb6z6 izoformdinak,
azonban a héattérben allé6 molekuldris mechanizmusok még nem pontosan ismertek. A kutatasi
projektlinkben elséként a vizsgdlatainkhoz alapvetéen szliikséges modszertani fejlesztéseket valdsitottunk
meg. A palydzat munkatervének megfelel6en kutatasaink sordn az aktin sejtvdz felépitésében és
muakodésében alapvets fehérjék: az aktin és a tropomiozin izoforma specifikus sajatsagait vizsgaltuk.
Tanulmanyoztuk tovdbba azt is, hogy miként befolydsoljdk az izoforma specifikus sajatsadgok az aktin-
tropomiozin filamentalis rendszernek a sejtvaz szabalyozdsdban részt vevé mas fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatasait (nukledcios faktorok, miozin, ADF/cofilin). Kutatdsaink eredményei az aktin és tropomiozin
izoformak olyan izoforma specifikus sajatsagait és kolcsonhatdsait deritették fel, amelyek korabban nem
voltak ismertek. Megitélésiink szerint eredményeink hozzdjarultak e fehérjék sejten bellli funkcidinak
pontosabb megismeréséhez. A kutatdsi projekt eredményeit eddig négy nemzetkdzi folydiratban
megjelent kodzleményben ismertettik. A kutatdsi projekt keretein belll sikeres egylttmUkodéseket
tudtunk kialakitani mds kutatdcsoportokkal is, meggy8z6désiink, hogy ezek nem csupan a jelen projekt, de
a jov6beli kutatomunkank sordn is hozza fognak jdrulni a kutatdsaink hatékony és sikeres
megvaldsitdsahoz. A kutatdsaink sordn elért eredményekeinket az aldbbiakban részletezzik.
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A kutatds eredményeit 6sszefoglald részletes jelentés

1. Kutatdcsoportunk kordbbi vizsgalatai rdmutattak arra, hogy az aktin filamentumok képz&dését el§segité
nukleaciés faktorok csaladjaba tartozd forminok (mDial) képesek konformacids maoddosulasokat is
el6idézni a filamentumban, mégpedig azok szerkezetét fellazitjak (Bugyi et al., 2006). A jelen pdlydzathoz
kapcsolodd kutatasainkban id6fliggé valamint steady-state fluoreszcencia spektroszkdpia modszerek
alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a vazizom tropomiozinnak és miozinnak (HMM) a
spontan képzadott, illetve a forminok altal létrehozott vdazizom aktin filamentumok konformacios
dinamikdjara. Eredményeink szerint sem a vazizom tropomiozin, sem pedig a HMM nem befolyasolja a
spontan képz&dott aktin filamentumok konformaciés dinamikdjat. Azonban, mindkét fehérje képes
stabilizalni az mDial formin 4ltal fellazitott aktin filamentum szerkezetet. A HMM-nek ezt a tulajdonsagat
ez iddig még nem irtak le. A részletes vizsgalatok megmutattdk, hogy ugyan a HMM és a vazizom
tropomiozin hasonld mértékben képes stabilizadlni az mDial formin altal fellazitott filamentum szerkezetet,
a hatas hatterében eltéré mechanizmusok allnak. Mig a HMM hatasara bekdvetkez§ stabilizalas a kotéssel
egy id6ben torténik, addig a vazizom tropomiozin esetén a stabilizacié a komplex formalast kovetéen
valdésul meg.

Vonatkozé publikdcid: Ujfalusi Z., Kovacs M., Nagy T. N., Barkd Sz., Hild G., Lukdcs A., Nyitrai M., Bugyi B.*
Myosin and Tropomyosin Stabilize the Conformation of Formin-Nucleated Actin Filaments. Journal of
Biological Chemistry 2012

(* levelezé szerzd)

2. A nemizom tropomiozin izoformdk (TMBr3 és TM5NM1) fiziko-kémiai sajatsdgainak vizsgalata
érdekében elséként kidolgoztuk az elSallitdsukhoz szikséges moddszereket. A kutatasaink soran
megvizsgaltuk, hogy ezen nemizom tropomiozin izoformak sajatsagai eltérnek-e a részleteiben is jol ismert
vazizom eredetl izoforma tulajdonsagaitél. Ultracentrifugdldson és gélelektroforézisen alapuld
koszedimentdcidos moddszer segitségével leirtuk a tropomiozin izoformak aktin filamentumokhoz vald
kot6édését. Eredményeink szerint a nemizom eredet(i tropomiozin izoformak gyengébb affinitdssal
kot6dnek az aktin filamentumokhoz, mint a vazizom eredet( izoforma. Azt is megmutattuk, hogy a
tropomiozin-aktin  kotés ionerésség fliggd: magasabb ioner6sségen gyengébb a kdlcsdnhatas.
Fluoreszcencia spektroszképiai moddszerekre épuld vizsgadlatokkal megmutattuk, hogy a TMBr3 és
TM5NM1 jelentGsen nem befolydsolja a spontan filamentum képz&dés kinetikajat, ellentétben a vazizom
tropomiozinnal. Megmutattuk azt is, hogy a vizsgalt tropomiozinok izoforma specifikusan gatoljdk az aktin
filamentumok lebomldsat: a vazizom tropomiozinnal szemben a TMBr3 és TM5NM1 kevésbé stabilizalja az
aktin filamentumokat.

A sejtben az aktin filamentumok képz&dését nukledcids faktorok katalizaljak. Ezek kozul az Arp2/3
fehérjekomplex nélkilozhetetlen a membran kézeli lamellipodium dinamikus feléptléséért (Bugyi and
Carlier, 2010). Korabbi vizsgalataink megmutattak, hogy a vazizom tropomiozin izoforma gatolja az Arp2/3
komplex aktivitasat, amelynek hatterében az all, hogy a vazizom tropomiozin izoforma kotéhelye atfed az
Arp2/3 komplex kotShelyével (Bugyi et al.,, 2010; Rouiller et al., 2008). A jelen kutatémunkank soran
fluoreszcencia spektroszkopiai médszereken alapuld vizsgdlatokkal megmutattuk, hogy a tropomiozinok
izoforma specifikus modon képesek befolydsolni az Arp2/3 komplex aktivitdsat: a TM5NM1 gatolja az
Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin filamentum képz&dést, hasonldan a vazizom tropomiozinhoz, mig a
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TMBr3 nincs hatassal erre a folyamatra. Tudomasunk szerint a TMBr3 ez idaig az egyetlen tropomiozin
izoforma, amely nem gatolja az Arp2/3 komplex aktivitdsat. Ismeretes, hogy a tropomiozin izoformak
eltérd kotdfelszint foglalhatnak el az aktin filamentumon, vizsgalataink arra utalnak, hogy az aktin
filamentumokon elfoglalt kotéhely a TM5NM1 esetében a vazizom tropomiozinhoz hasonlé, még a TMBr3
esetén attol eltéré. Ezen eredményeink jo 6sszhangban vannak és lehetséges magyarazatot adnak a sejten
belll tett megfigyelésekre, melyek szerint a TMBr3 izoforma inkdbb a membran kézeli dinamikus aktin
halézatban, az Arp2/3 komplex &altal létrehozott lamellipodiumban lokalizadlodik és el8segiti azok
formalasat. Ezzel szemben a TM5NM1 izoforma a stressz szdlakhoz kotédik, valamint gatolja a
lamellipodium kialakuldsat (Bryce et al., 2003).

Vonatkozd publikacid: Kis-Bicskei N., Vig A., Nyitrai M., Bugyi B.*, Talian Cs. G.* Purification of
tropomyosin Br-3 and 5NM1 and characterization of their interactions with actin. Cytoskeleton 2013
(* kozos levelez6 szerzbk)

3. Az aktinnak eml&sokben hat izoformdja létezik, amelyeket tradicionalisan izom, és nemizom
csoportokba sorolhatunk. Bar az izoformak szekvencidlisan hasonldak, azonban funkcionalis szempontbdl
rendkivil eltéré sajatsdgokat mutatnak. Az aktin izoformak fiziko-kémiai sajatsdgainak vizsgélata eddig
elsésorban a vazizom eredet(i izoformara (alfa) terjedt ki, ugyanis ez izomszovetbdl viszonylag egyszer(ien
és nagy mennyiségben kinyerhetd. Az aktin esetében a nemizom izoformak (béta, gamma) izoforma
homogén el&allitdsdra egyedil a baculovirus fehérje expresszids rendszer kinal lehet6séget. Kutatdsaink
sordn a PTE AOK Biofizikai Intézetében kialakitottunk és felszereltiink egy laboratériumot a baculovirus
rendszer alkalmazdsdhoz, valamint beallitottuk a béta-, és gamma-aktin izoformak el6allitasdhoz szikséges
protokollt. Megmutattuk, hogy az egyes aktin izoformdk izoforma specifikus polimerizacids sajatsagokat
mutatnak. A filamentumok 6sszeszerel6dése a béta-aktin izoforma esetén volt a leggyorsabb, ezt az alfa,
majd a gamma aktin izoforma kovette. Tovabbi eredményeink szerint az aktin az Arp2/3 komplex
nukledcids faktorral izoforma specifikus kolcsonhatdsokat alakit ki. Ennek eredményeképpen az Arp2/3
komplex a gamma-aktin polimerizaciojat képes a leginkabb katalizalni, legkevésbé pedig a béta-aktin
izoformaét. Ezek az eredményeink magyarazatot szolgdlhatnak azon sejtbiolégiai megfigyelésekre, melyek
szerint a gamma-aktin a membran kozeli, Arp2/3 komplex altal étrehozott lamellipodiumot épiti fel, mig a
béta-aktin a nem Arp2/3 komplex-specifikus stressz szalakat (Dugina et al.,, 2009). A vonatkozd
eredményeink kozzététele folyamatban van.

4. Az ADF-H (actin depolymerizing factor - homology) domén fehérjék csalddjaba tartozé ADF/cofilin
fehérjék az aktin citoszkeleton dinamikajanak szabalyozasaban vesznek részt. Kutatdsaink soran
megyvizsgaltuk, hogy milyen szerkezeti eltérések allhatnak az ADF/cofilin fehérjék egyes izoformai kozott
megfigyelt funkcionalis kiilonbségek hatterében. Egy budapesti egylttmiikodés keretében (Kalmar Lajos
MTA Enzimoldgiai Intézet) azonositottunk egy kordbban nem ismert, izoforma specifikus szerkezeti elemet
az ADF/cofilin fehérjékben. Ezen eredményeinket az European Journal of Cell Biology cim( folydirat
felkérésére az ADF-H fehérjék izoforma specifikus szerkezeti és funkciondlis sajatsagairél megirt
Osszefoglald tanulmanyban tettlk kdzzé.

Vonatkozd publikdcié: Hild G., Kalmar L., Kardos R., Nyitrai M., Bugyi B.* The other side of the coin:
Functional and structural versatility of ADF/cofilins. European Journal of Cell Biology 2014
(* levelez6 szerzd)
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5. Szegedi partnerinkkel (Mihaly Jézsef, SZBK) egylttmkodve megmutattuk, hogy a forminok csalddjaba
tartozd6 DAAM alapvetd szerepet jatszik a szarkomer aktin filamentumainak oOsszeszerel6désében és
elrendezésében. Vizsgalataink szerint a DAAM képes katalizalni az izom eredetd aktin filamentumok
Osszeszerel6désének mind a kezdeti nukledcids, mind pedig az elongacids fazisat. Ugyanakkor a DAAM
képes elGsegiteni a mar Iétrejott rovid aktin filamentumok 6sszeépullését is (Un. annealing) tropomiozin
jelenlétében és nélkile is. Az in vitro és sejtbioldgiai eredményeink arra utalnak, hogy a DAAM nem
csupan nukleacidos és elongacids faktorként katalizélja az aktin filamentumok kialakuldsat, hanem a
polimerizacié kezdeti lépéseit kdvetben, az annealing-re gyakorolt hatdsa révén az aktin filamentumok
Osszeszerel6désének késdbbi fazisait is el6segiti.

Vonatkozé publikdcié: Molnar I., Migh E., Szikora Sz., Kalmar T., Orfanos Z., VéghG. A., Barkd Sz., Bugyi B.,
Dedk F., Kovacs 1., Juhasz G., Vard Gy., Nyitrai M., Sparrow J., Mihdly J.: DAAM is required for thin filament
formation and sarcomerogenesis during muscle development in Drosophila., PLOS Genetics, 2014
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