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A kutatdasok személyi és egyeb feltételei

Kutatdsaink soran a palyazat munkatervében leirt vizsgalatainkat valdsitottuk meg. A
koltségtervtdl jelentésen egyik palyazati évben sem tértiink el, a futamidd leteltével pénziigyi
maradvany vagy hiany nem keletkezett. A projekt soran ugyanakkor modosult a kutatocsoport
Osszetétele. A palyazati tervben szerepelt - Ujfalusi Zoltan és a témavezeté mellett - Bugyi
Bedta és Papp Géabor, mint a kutatdcsoport fiatal kutatd résztvevoi. Bugyi Beata a palyazat
elso felében témavezetésemmel megszerezte a Ph.D. fokozatat, és ezt kovetden harom éves, a
Marie-Curie Program altal finanszirozott posztdoktoralis tanulmanyura utazott Parizsba,
Marie-France Carlier munkacsoportjaba. Papp Gabor idékozben allando statuszt kapott a PTE
TTK-4n, és ennek megfelelden a kutatocsoportunk munkdjabol 2007 masodik felében kivalt.
Papp Gabor Ph.D. fokozatszerzési eljardsa folyamatban van, ebben tars-témavezetoként
miikodok kozre. A két kutatd kivalasa miatt sziikséges 0jabb fiatal munkatarsakat bevonni a
vizsgalatainkba. A kutat6i Osszetétel megvaltozasa a projekt hatékony megvaldsitasat nem

akadalyozta.

Miozinok tanulmanyozasa

A projekt els felében kaptak helyet azon vizsgalataink, amelyeket korabbi témavezetémmel,
Michael A. Geeves-el kozosen végeztiink. A miozin 18 jelenleg ismert 18 csaladja koziil
vizsgaltuk a kiilonlegesnek szamito, €s szamos pathologiai folyamat megvalosulasdban részt
vev6 miozin XIV (toxoplasma gondii) kinetikai vizsgalatat végeztiik el. A miozint Dominique
Soldati svajci laboratoriumaban izolaltak. Tekintve, hogy a rendelkezésiinkre 4llo
fehérjemennyiség kicsi volt, a kisérleteket a flash-photolysis moddszerének segitségével
végeztiik el. Eredményeinket a J. Muscle Res. and Cell Motil. ¢. nemzetkozi folyoiratban

kozoltiik (J. Muscle Res. and Cell Moatil., 1-13, 2006).



Elvégeztiik emlds izom miozinok &sszehasonlito leirasat kinetikai modszerekkel. Tobb emlds
faj (egér, patkany, nyul, sertés) vazizmabol izolaltunk egyedi izomrostokat, amelyek nagy
valosziniiséggel csak egyetlen miozin izoformét tartalmaztak. Minden rost esetében
azonositottuk a miozin izoformat, és ellendriztiik, hogy valdban csak egyetlen izoforma volt a
rostban. A paviai (olaszorszagi) Roberto Bottinelli kutatocsoportja izolalta és karakterizalta a
miozin izoformakat. Ezt kovetden a flash-photolysis moddszerét alkalmazva meghataroztuk,
hogy milyen kinetikaval képes a bekdtddo ATP ezeket a miozinokat disszocialni az aktin
filamentumokrol, illetve hogy milyen affinitassal kotik ezek az izoformak az ADP-t. A
kinetikai eredményeket az egyes izoformak vonatkozasaban Osszevetettiik (J. Mol. Biol.,

355(3), 432-442, 2006).

Ugyancsak tanulmanyoztuk, hogy hogyan befolyasolja a miozin ATP-kotd zseb mellett
talalhat6 funkciondlis domén modositasa a miozin kinetikai tulajdonsagait. A miozinokat a
san-diego-i Sandy Bernstein laboratériumaban, Drosophyla melanogaster-bdl izolaltak, a
méréseket gyors-kinetikai modszerekkel végeztiik el (J. Mol. Biol., 368(4), 1051-66, 2007).

Az aktin kolesonhatasa nukleotidokkal

Az aktinnak miikodése soran az egyik legfontosabb kolcsonhato partnere az ATP, illetve az
ATP hasitasakor keletkezd termékek. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy hogyan hat
kdlcson az aktin a kiilonbozd nukleotidokkal. Aktin izoforma fliggd kiilonbségeket talaltunk
és irtunk le ezeknek a nukleotidoknak az aktinnal valé kdlcsonhatasaban (Biochem. Biophys.
Res. Comm., 368(3), 696-702, 2008).

A korabbi vizsgalataink sordn, mdas laboratoriumok eredményeivel Osszhangban,
megmutattuk, hogy az aktin filamentumok kooperativ modon koétik a falloidint. A projekt
keretei kozott megvizsgéaltuk, hogy modosul-e az aktinnak ez a jellegzetes kooperativ
tulajdonsdga abban az esetben, ha a nukleotid-k6td helyen nem ATP vagy ADP, hanem
nukleotid analogok vannak. Azt tapasztaltuk, hogy mind ADP.BeF,, mind ADP.AIF,
alkalmazdsa esetén az aktin elveszti a falloidin kooperativ kotésére valdo képességét. A

falloidint ugyan megkoti, de nem kooperativ modon (Biochemistry, 47(15), 4530-4, 2008).

Aktin-koto fehérjék hatdasa az aktin monomerek szerkezetére



Tanulmanyoztuk, hogy hogyan befolyasolja egyes aktin-monomer kot fehérjék kotddése az
aktin ~ monomerek  konformaciés  tulajdonsagait.  Kisérleteinkben  fluoreszcencia
spektroszkopiai, azon beliil is steady-state ¢és id6fiiggd fluoreszcencia kioltasi modszereket
alkalmaztunk, és a kofilin, illetve a profilin hatasat mértiilk. Megallapitottuk, hogy a profilin
kotdédésének a hatasara a monomerek szerkezete lazabb, mig a kofilin hatasara merevebb lesz.
Ezen megfigyeléseink 6sszhangban voltak a két aktin-kotd fehérje kordbban leirt, az aktinnak

a nukleotidokkal val6 kdlcsonhatasara gyakorolt hatasaval (Biophys. J., in press).

Forminok hatdsa az aktin filamentumok szerkezetére

A projekt feladatainak a megvalositasa sordan a legnagyobb hangsulyt az aktin
filamentumoknak a forminokkal valé kolcsonhatdséra fektettik. Az mar a korabbi
vizsgalatokbol ismert volt, hogy az aktin filamentumok kétféleképpen képesek a forminokat
megkdtni. Egy nagyobb, néhany tiz nanomolos affinitast kdtohely talalhatod a filamentumok
pozitiv végén, mig gyengébben, néhany mikromolos affinitdssal kotd formin-kotd helyek
vannak a filamentumok oldalain. Kutatasaink soran steady-state és id6fiiggd fluoreszcencia
spektroszkopiai modszereket alkalmazva azt vizsgaltuk, hogy modositjak-e az aktin
filamentumokhoz k&tddo forminok a filamentumok szerkezetét. Azt tapasztaltuk, hogy igen.
A forminok hatasa ugyanakkor fliggott a formin koncentraciotol, illetve pontosabban a formin
¢és aktin koncentraciok aranyatdl. Alacsony formin koncentraciokon a forminok kotddése a
filamentumok szerkezetének fellazulasat okozta. Ez a hatds 500nM formin koncentracié alatt
bizonyult dominansnak. Ezen koncentracio felett - az 1:1 formin:aktin koncentracio
kozelitésével - a filamentumok szerkezete elvesztette a forminok altal alacsony
koncentracidkon kialakitott viszonylag nagy flexibilitasat. Eredményeinket Gigy értelmeztiik,
hogy a filamentumok végeihez kot6dé forminok képesek a filamentumok szerkezetét
fellazitani. Ez a hatds, a nagy affinitasu kotés és a filamentumok végén 1évd kis szamu
kotdhely miatt mar alacsony formin koncentraciok alkalmazasa esetén 1is erds.
Megallapitottuk, hogy egyetlen formin dimer kotddése legalabb 160 aktin protomer
szerkezetét volt képes modositani. A formin koncentracid ndvelésével a filamentumok
oldalain 1évd kotdhelyek is telitddtek. Az ide beko6tddd forminok ugy viselkedtek, mint
molekularis acskapcsok, és a szomszédos protomerek kolcsonhatasat stabilizaltdk. Ennek
eredményeként a filamentumok szerkezete is stabilizdlodott. Mindezen eredményeink
egyértelmilen megmutattdk, hogy a forminok képesek megvaltoztatni az aktin filamentumok

konformacios allapotat. Ezen hatasuk értelmezésiink szerint megteremti a molekularis alapjat



egy eddig nem ismert, az aktin nukledcios faktorok kotddésének hatasara épiild, az
intracellularis fehérjekomplexek kialakuldsaban meghatarozo jelentségli  szabalyozasi
folyamat megvaldsulasanak (J. Biol. Chem., 281(16), 10727-36, 2006 és Biophys. J., 91(7),
2564-2572, 2006).

A forminok altal az aktin filamentumban létrehozott valtozasok tovabbi jellemzése érdekében
konvencionalis és szaturacid transzfer EPR (,,electron paramagentic resonance”) méréseket is
végeztiink. Ezek a mérések megmutattak, hogy a forminok altal kivaltott hatdsok Osszetettek,

¢és a protomerek egyes részeit nem egyforma mértékben érintik (Biophys. J., in press).

A forminoknak az aktin filamentumokra gyakorolt hatdsat megismerve felvetddott a kérdés,
hogy vajon ezek a konformacids valtozasok csak a gyors polimerizacid sziikségessége ¢€s
létrejotte miatt alakulnak-e Ki, vagy hordoznak biologiailag fontos informacids, vagy
betoltenek valamilyen funkciot. A kérdés megvalaszolasa érdekében eldszor azt vizsgaltuk
meg, hogy képes-e mas aktin-koté fehérje visszaforditani, modositani a forminok altal
kivaltott hatasokat. Az egyik legszélesebb korben megtaldlhatd, és funkciojaban minden
ismert esetben az aktinhoz asszocidlodo fehérje a tropomiozin, ezért ennek a hatdsat
tanulmanyoztuk részletesebben. Megallapitottuk, hogy a tropomiozin kotédésével az aktin
filamentumok szerkezetében a forminok altal kivaltott konformaciés modosulasok
megszliinnek, az aktin allapota flexibilitdsa hasonléva valik ahhoz az allapothoz, amit

forminok és tropomiozin nélkiil tapasztalhatunk (Biophys. J., in press).

Megitélésiink szerint a vizsgalt tudomanyos problémak pontosan megfeleltek a palyazat
tervezésekor leirtaknak. Eredményeink ugyanakkor megfeleld alapot szolgaltatnak az aktin
citoszkeleton miikodésének, azon beliill a vonatkozé molekularis szabalyozasi folyamatoknak

a pontosabb megertését célzo tovabbi vizsgalatainkhoz.
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