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1 Altalanos bevezetd

1.1 Aktin

Az aktin filamentumok szamtalan folyamatban jatszanak nélkiilozhetetlen szerepet az
eukaridta sejtekben, tobbek kozott a sejtek alakjanak, polaritdsinak meghatarozasaban,
sejtosztodasban, intracellularis vezikuldk transzportjaban, stb. Ezen folyamatok legtobbje
ugynevezett aktin-koté fehérjék segitségével megy végbe, melyek hatasara az aktin
filamentumok kiilonb6zoképpen rendezddnek. Az aktint egy fiatal biokémikus, Straub Ferenc
Brino fedezte fel Szent-Gyorgyi laboratoriumaban 1942-ben. (Tovabbi informécio:

http://actin.aok.pte.hu/archives/)

Az aktin a mikrofilamentélis hal6zat {6 alkotdeleme és 15%-at teszi ki a vazizmok
teljes fehérjetartalmanak. Molekulastlya 42,3 kDa és 375 aminosav épiti fel. Sejtekben két
formaban talalhaté meg, egyik a monomer, vagy globularis forma (G-aktin), mig a masik a
polimer, vagy filamentalis forma (F-aktin). A filamentumok monomerekbdl épiilnek fel,
melyek nem-kovalens kotéssel rogziilnek egymashoz. Az aktin polimerizaciéja harom f6
szakaszra bonthato. Az elsé fazis a monomerek aktivacidjaval kezdddik, melyet a nukledcio
kovet. Nukleacio soran két, majd harom monomer dsszekapcsolddasaval képzddik a nukleusz.
E 1épés termodinamikailag kedvezdtlen mivolta magyarazza a keletkezd dimerek €s trimerek
instabilitdsat. A polimerizacido kovetkezd 1épése a diffuzié vezérelte elongacid, ahol a
monomereknek a képz6dd filamentumba vald beépiilése dominal. Az utolso fézisra a
dinamikus egyenstly jellemzd, melyben a filamentumok mindkét végén monomerek épiilnek
be ¢és valnak is le rola kiilonbozo kinetikaval. Az egyik végen foként a monomerek beépiilése
(asszociacid) domindl, mig a masik végen inkabb levalasuk a filamentumrol (disszociacio) a
f6 folyamat és mindekdzben a filamentum hossza nem valtozik. Mondhatjuk, hogy a
filamentumok polarizaltak, van egy dinamikusan novekvd pozitiv végiik €és egy negativ
végén elhelyezkedd protomerek ATP-t kotnek, mig a rovidiild végen 1évd protomerek ADP-t

kotnek (mert az ATP elhidrolizal, mire a protomerek a negativ végre érnek).
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1 Altalanos bevezetd

1.2 Forminok szerepe az aktin regulaciéjanak szabalyozasaban

A forminok az eukariotakban az evolicidé soran konzervalt fehérjék, melyek egy erdsen
konzervalt alegységiik az un. formin homolégia domén 2 (FH2) jelenlétével azonosithatok.
Hatasaikat az aktin és mikrotubulus rendszereken keresztiil fejtik ki, példaul meiozis, mit6zis
soran, sejt polaritasanak kialakitasaban, sejtmozgasokban, filopédiumok kialakitasaban,
endocitozisokban, endoszoOmak mozgatasaban, embrionalis fejlédés soran, spermium
akroszoma formacio kialakitasaban, stb.. A forminoknak az aktinra gyakorolt hatasa igen
erds, minddssze 5-200 NM formin mennyiség elegendd erdteljes nukledcio és/vagy elongéacio
létrehozasahoz in vitro. A forminok multidomén szerkezetli fehérjék, melyek allat- és
novényfajok széles korében megtalalhatok és képviseldiket csaladokba rendezik.

Zigmond modelljének megfeleléen az FH2 domén sziikséges ¢és elégséges feltétele az
az FH2 domének gyors kapcsolddasaval és levalasaval, hanem sokkal valosziniibb, hogy az
FH2 a helyén marad és mintegy ,,sétal” a filamentum véggel, mig az novekszik. Igy még
védelmet is nyujthat sapkafehérjék ellen, mikdzben biztositja Gjabb és ijabb monomerek
gyors beépiilését.

A forminok a legnagyobb befolyast az aktin citoszkeletonra gyakoroljak és

segitségiikkel hosszu, elagazasmentes filamentumok jonnek 1étre.

1.3 Tropomiozin

A tropomiozinok (Tm) nagy csaladjaba sok gén terméke tartozik, melyek egytdl egyig a
vékony filamentumok komponensei. A tropomiozinok az aktin filamentumok alfa-hélixének
arkahoz kotddnek ¢és nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be az izom-kontrakcid
szabalyozasaban. Nemizom sejtekben a tropomiozinok szdmos folyamat résztvevoi, ugymint
sejtosztodas, vezikula transzport, motilitas és morfogenezis. 1948-ban tortént felfedezése ota
az izomban betdltott szerepét tobb izben is publikaltak mar, de a nem-izom sejtek tropomiozin

izoformainak pontos funkcioit és hatasmechanizmusat mind a mai napig homaly fedi.



1 Altaldnos bevezetd

1.4 Miozin és nehéz meromiozin

A miozin meghatarozas az igen szerteagazd molekularis motorok szupercsaladjara utal.
Képesek aktin filamentumokat vagy mas fehérjéket mozgatni/szallitani rogzitett aktin
filamentumok felszinén. A miozin szupercsaldd legkevesebb 35 kiilonboz6 osztalyra
bonthaté. Kontraktilis aktivitasuk leginkabb a differencialt izomszovetekben jellemzo, de
emellett nem-izom sejtekben is megfigyelték a kiilonboz6 sejtszintii folyamatokban, mint pl.
sejtosztodasban, sejtmigracioban €s sejt-sejt vagy sejt-matrix adhézidkban betdltott szerepét.
A miozin Il a-kimotripszinnel vald6 emésztésével juthatunk legegyszeriibben nehéz
meromiozinhoz (HMM), melyet oldhatosaga miatt széles korben alkalmaznak a kisérletekben.
A nehéz meromiozinokat a-helikalis csavart-csavar (coiled-coil) szerkezetben

dimerizalddott két motor domén alkotja.



2 Célkitlzesek

Fluoreszcencia spektroszképids kisérletek mar korabban bizonyitottdk, hogy a formin
fragmentumok képesek megnoévelni az aktin filamentumok flexibilitasat, miutan azok pozitiv
végéhez kot6dnek. Ezen kisérletes eredmények kiemelték a forminok dltal az aktin
szerkezetében kivaltott intramolekuldris konformdcié valtozas jelent&ségét. A |étrejott
flexibilis aktin filamentumoknak feltehet6leg pontosan meghatarozott bioldgiai szerepik
van, mely adott intracelluldris korilmények kozott bizonyos feladatok elvégzésére teszi
alkalmassa azokat. Célul tliztem ki, hogy taldljak olyan aktin-kot6 fehérjéket, melyek képesek
befolyasolni ezt a formin indukalta flexibilitast.

Tobb aktin-kot6 fehérje is képes befolydsolni a formin segitségével |étrejott lazabb
szerkezet(i aktin filamentumok konformacidjat. Ezen fehérjék egyike a tropomiozin, mely
képes visszaallitani a formin indukalta konformacids valtozasokat és ily mddon stabilizalni az
aktin filamentumot. A masik fehérje, a miozin, az egyik leggyakoribb aktin-kot6 fehérje, mely
szintén képes kotddni a formin altal nuklealt aktin struktirdkhoz a sejtekben. A miozinok
aktin filamentumokhoz valé kooperativ kdtédése fiigg az adott miozin izoformatdl. igy, a
miozinnak minden esélye megvan, hogy moddositsa a formin dltal indukalt aktin
filamentumok konformdciés dinamikajat. Célul tlztik ki, hogy az alabbi kérdéseket

megvalaszoljuk:

= Hogyan befolyasoljak a formin fragmentumok az aktin filamentumok
strukturdjat?

= Milyen hatassal bir a tropomiozin az mDialFH2 indukalta aktin filamentumok
flexibilitasara?

= |onerdsség-fliggl-e a tropomiozin hatds?

= Van-e a nehéz meromiozinnak a flexibilis aktin filamentumokra gyakorolt

hatasa?



3 Kisérleti modszerek

3.1 Fehérjék preparalasa és tisztitasa
Az aktint, az mDialFH2 formin fragmentumot, a tropomiozint és a nehéz meromiozint

korabban leirt modszerek alapjan készitettiik.

3.2 Az aktin fluoreszcens jel6lése

Az aktint Miki és munkatarsai protokolljai alapjan jeloltiik meg IAEDANS és IAF jelolokkel

a 374-es cisztein aminosavon.

3.3 Koszedimentaciods vizsgalatok

A formin aktinhoz valé kotédésének vizsgalatdhoz az aktint ¢jszakan at polimerizaltuk formin
hianyaban, ill. kiilonb6z6 koncentracidinak jelenlétében. Ezutan a mintakat lecentrifugaltuk és
a feliiliszokat, valamint a pelleteket elkiilonitve SDS-poliakrilamid gélre vittiik fel. Futtatas

utan az adott sdvokat Syngene Bio-Imaging rendszerrel analizaltuk.

3.4 Hoémérseklet-fiiggd Eoérster-féle rezonancia energia transzfer
(FRET) meérések

A transzferhatasfok kiszamitasdhoz a donor jel6l6 (IAEDANS) fluoreszcencia intenzitisat

crer

normalt f ’ paraméter hdmérséklet-fiiggését hasznaltuk. Ha a hémérséklet-valtozas hatasara
nagyobb mértékben valtozik az f ' paraméter, akkor az egy flexibilisebb fehérjematrix

jelenlétére utal.

3.5 Steady-state anizotréopia mérések

IAEDANS-jelolt aktin filamentumokat tartalmazd mintdinkat sikban polarizalt fénnyel
vilagitottuk meg és az emittalt fluoreszcencia polarizaciéfokat analizaltuk. Az abszorpcio és

az emisszio kozotti iddintervallumban a molekulak ki tudnak mozdulni a polarizécio sikjabol,
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3 Kisérleti mddszerek

igy az emittalt fénylik adott szogben depolarizalttd valik. Ez a szog attdl fiigg, milyen
mértékben mozdult el az adott molekula. Kisebb molekuldk és flexibilis fehérjematrixok
gyorsabban mozognak és a depolarizacié szoge is nagyobb, mint a merevebb, rigidebb protein

struktarak esetén.

3.6 Steady-state fluoreszcencia kioltas kisérletek

A kioltas soran kapott primer adatokat a moédositott Stern-Volmer egyenlettel (Lehrer
egyenlet) értékeltiik ki, mivel ez adott megbizhatd eredményeket abban az esetben is, amikor

tobb fluorofor populacionk volt a mintakban, kiilonb6z6 hozzaférhetdségekkel.

3.7 Fluoreszcencia élettartam kioltas kisérletek

A fluoreszcencia élettartam értékeket két-exponencidlis lecsengés modell alkalmazasaval, az
illesztés pontossagat pedig x>-probaval hataroztunk meg. Az 4tlagos fluoreszcencia

¢lettartamot diszkrét €lettartam-eloszlasokbdl hataroztuk meg.

3.8 Fluoreszcencia élettartam és emisszios anizotropia lecsengés
mérések

Frissen készitett glikogén oldatot hasznaltunk referencianak, mivel ennek élettartama 0 ns. A
fluorofor fluoreszcencia élettartamat nemlinearis legkisebb négyzetek analizisével hataroztuk
meg. Az atlag fluoreszcencia ¢élettartamokat (taver) diszkrét élettartam eloszlasok
eredményébdl hatdroztuk meg. Az anizotropia lecsengése exponencidlisok 0Osszegeként
értelmezhetd, igy a kisérletesen meghatarozott adatokra kettés exponencidlis fiiggvényt

illesztettink.



4 Uj eredmények

1.

4.

Az mDialFH2 formin fragmentum indukalta aktin filamentum szerkezetbeli
atrendezOdése fluoreszcencia emisszids anizotropia moddszerrel is kimutathato, a
szerkezetbeli valtozas idobeni kialakulasa jol nyomon kovethetd.

mDialFH2 az alkalmazott ionerdsség fiiggvényében megvaltoztatja az egyes aktin

protomerek 1-es szubdoménjének konformaciojat.

A formin altal fellazitott aktin filamentum szerkezetét a tropomiozin stabilizalja,
mikdzben az aktin filamentumhoz val6 affinitdsa nem véaltozik. A tropomiozin és az
aktin filamentumok interakciojara a kalium-ion koncentracié nincs hatassal, mig a
magnézium-ion koncentracid jelentdsen befolyasolja azt.

Nehéz meromiozin stabilizalja a formint ko6t6, flexibilis aktin filamentumok
szerkezetét.



5 Eredmények megbeszélése

5.1 Az mDial-FH2 hatasa az aktin filamentumok szerkezetére
(fluoreszcencia kioltas)

Eldszor a formin bekotése altal indukalt konformécids valtozasokra probaltunk fokuszalni.
Ehhez steady-state és id6-fiiggd fluoreszcencia kioltdas modszerek alkalmazasa bizonyult a
leginformativabb moddszereknek vizsgalatainkhoz. Egy semleges kioltoval, akrilamiddal
karakterizaltuk az aktin protomerckhez (Cisz-374) kovalensen kotott IAEDANS jel6lo
hozzaférhetoségét. Akrilamid hidnyaban az |AEDANS fluoreszcencia emissziojanak
intenzitasa alacsonyabb volt formin jelenlétében, ami arra utal, hogy az FH2 domén kotése
megvaltoztatta az aktin 1-es alegységének mikrokornyezetét.

Lehrer-egyenlettel kiértékelve adatainkat, nagyobb Ksy értékeket kaptunk, amikor
formin is jelen volt a mintakban. 500 nM mDialFH2 koncentracional a Kgsy értéke kb.
haromszor nagyobb volt (6.2+0.1 M™), mint formin hidnyéban, és a hozzaférhetd
fluoroforok hanyada (o) lecsokkent 71 %-ra. Hogy a megfigyelt hatast jobban megvizsgaljuk,
megismételtiik a kisérleteket kiilonb6zé formin koncentraciok alkalmazéasaval. Az adatok
formin : aktin  koncentracioaranytol. A legnagyobb Ksy értéket 500 nM  formin
koncentracional figyeltiik meg. E fol6tt a Ksy lecsokkent és 3 uM formin koncentracional mar
ugyanazt az értéket mutatta (2.2 + 0.1 M), mint a kezdeti, formint nem tartalmazé mintak
esetén (2.3+ 0.1 M™).

Tovabb vizsgaltuk ezt a hatast magasabb ionerdsség alkalmazasaval is (50 mM KCI és
1 mM MgCly), hogy lassuk, érzékeny-e a kioltas a s6 koncentraciora. A forminnak az aktin
filamentumokra gyakorolt hatdsa fliggott az ionerdsségtol.

Az igy kapott Ksy értékek jol Osszevethetok 1do-fliggd kioltdsos eredményeinkkel, ezaltal
bizonyosak lehetiink afeldl, hogy a statikus kioltas hozzajarulasa a teljes kioltasi folyamathoz

elhanyagolhato.



5 Eredmények megbeszélése

5.2 A formin altal indukalt, megnévekedett flexibilitas visszaallitasa
l.

Szkeletalis izom tropomiozinnak ¢és nehéz meromiozinnak a formint-koto aktin
filamentumokra gyakorolt hatdsat steady-state ¢és 1idofiiggd fluoreszcencia vizsgalati
modszerek alkalmazéasaval vizsgaltuk. Mivel a teljes miozin az altalunk is alkalmazott relative
alacsony ionerdn precipital, igy miozin fragmentumokat hasznaltunk vizsgélatainkhoz. Az
elsé alkalmazott mdédszer ugyanaz a homérséklet-fliggd FRET modszer volt, mellyel régebben
kimutattuk a forminnak az aktin filamentumokra gyakorolt flexibilitast noveld hatasat. Most
is e modszer haszndlataval karakterizaltuk a tropomiozinnak és a nehéz meromiozinnak a
formin-kotés altal fellazitott szerkezetii aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagait

befolyasold hatasat (1. abra).
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1. abra — A normalt transzferhatasfok (relativ f °, flexibilitas) aktin filamentumokon.

(A) Tropomiozin csokkenti a formint-koté aktin filamentumok flexibilitasat. A kisérleteket 10 uM aktinnal
végeztilk aktin-kotd fehérjék hianyaban (iires négyzetek), vagy 500 nM mDial-FH2 jelenlétében (teli
négyzetek). Tropomiozin (2 uM) jelenlétében forminnal (iires kordk) és formin nélkiil (teli haromszogek) mért
adatok szintén fel vannak tiintetve az abran. Az abran lathat6 hibajelzések legalabb harom, egymastol fliggetlen
mérés hibaibdl tevédnek Ossze. A belsd kis abra aktin-kotd fehérjék hidnyaban mutatja a donor molekula
emisszidjanak fluoreszcencia intenzitasat akceptor jelenlétében (IAEDANS-IAF) és a nélkiil (IAEDANS).

(B) Nehéz meromiozin csokkenti a formint-kotd aktin filamentumok flexibilitasat. A kisérleteket 5 uM aktinnal
végeztik aktin-koté fehérjék hianyaban (lires korok), vagy 500 nM mDial-FH2 jelenlétében (iires négyzetek).
Formin jelenlétében, kiilonb6z6 HMM koncentraciokon (1 puM (teli korok), 3 uM (iires haromszogek), 5 uM (teli
négyzetek) vagy 10 uM (teli haromszogek)) mért adatok szintén fel vannak tiintetve az dbran. A nyil az abra

jobb oldalan a novekvé HMM koncentracio iranyat mutatja.
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5 Eredmények megbeszélése

5.3 A formin altal indukalt, megnévekedett flexibilitas visszaallitasa
Il

FRET méréseink megerdsitése végett anizotropia lecsengés méréseket végeztiink. Ezt a
modszert mar tobb izben is alkalmaztuk kordbban az aktin dinamikai tulajdonsagainak
leirasara. Kisérleteinket IAEDANS-jelolt aktin filamentumokkal végeztiik. Az adatok
kiértékelésénél két rotacids korrelacios idot kaptunk. A révidebb rotacids korrelacios ido
értéke 1-4 ns kozé esett és nem mutatott formin-, tropomiozin- vagy nehéz meromiozin-
fiiggést. A hosszabb rotacidos korrelacios i1d6 értéke fiiggott az alkalmazott formin
koncentraciotol. Ertéke ~ 700-900 ns formin hidnyaban, ami lecsokkent ~ 225-250 ns értékre
500 nM mDial-FH2 jelenlétében (2. és 3. abra). Ez a megfigyelés Gsszhangban van el6z6
eredményeinkkel, tehat a formin rugalmasabba teszi az aktin filamentumokat. Tropomiozin
jelenlétében a hosszl rotacios korrelacios idé6 megndtt, ami azt mutatja, hogy a formint kot
megfeleld mértékben.

1000

|A B

SRR T Y

| .. ++

200+ 1

Hosszabb rotacios korrelacios ido6 (ns)

| [aktin] = 30 uM ‘ | faktin] =20 uMm

o 2 4 6 8 100 2 4 6

[Tropomiozin] (M)

s

filamentumok rotacios korrelacios idejét. Az A panelen az aktin koncentracioja 30 uM volt és az mDial FH2
formin fragmentumé 1.25 uM. A B panelen szintén a hosszabb rotacios korrelacids id6 tropomiozin-fliggése
lathato, de itt az aktin koncentracioja 20 uM és az mDialFH2 formin fragmentumé 500 nM (teli négyzetek) vagy
ez helyett kontrollként alkalmazott mDial FHIFH2 formin fragmentumé szintén 500 nM (ires korok) volt. Az

abran feltiintetett hibak legalabb harom fliggetlen mérésboél adodnak.
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5 Eredmények megbeszélése

Koszedimentacios kisérleteket végeztiink annak kizarasara, hogy a formin esetleg
gyengitené a tropomiozin aktinra vonatkozé affinitasat. A pelletekben 1évé tropomiozin
mennyisége nem fliggdtt a formin jelenlététdl, igy megbizonyosodhattunk arrdl, hogy az
mDialFH2 nem befolyasolja a Tm affinitasat az aktinhoz.

Korabbi tanulmanyok szerint a forminok aktin filamentumokra vonatkozo6 hatasa fiigg
az ionerdsségtol, igy megvizsgaltuk kalium és magnézium sok hatdsat a formin-kotott aktin és
tropomiozin interakcidjara. Fluoreszcencia anizotropia lecsengés mérésével kimutattuk, hogy
a Tm ¢és az aktin kozotti kapcsolat magnézium-fiiggd. Tropomiozin aktinhoz vald affinitasa és
a kapcsolodd asszociacios ¢€s disszociacidos sebességi allandok fiiggnek a magnézium
koncentraciotol. Az affinitds érték magasabb, nagyobb MgCl, koncentracido esetén
(Kp = 2,4 uM, ha a magnézium koncentracioja 0,5 mM és Kp = 0,5 uM, ha 2,5 mM a MgCl,).

Megismételtik az anizotropia lecsengés kisérleteket formint kotd —aktin

filamentumokkal, kiilonb6z6 koncentracioban hozzaadott HMM jelenlétében. (3. abra).

Hosszabb rotacios korrelacios

M7
0.0 0.2 04 06 0.8 1.0

[HMM] : [Aktin]

s

aktin filamentumok rotacids korrelacios idejét. A szaggatott vonal az aktin filamentumokon mért rotacios
korrelaciés idot mutatja formin és HMM hianyaban. Az aktin koncentracidja mindenhol 30 uM és a forminé

1,25 uM. Az abran feltiintetett hibak legalabb harom fliggetlen mérésbol adddnak.
A hosszabb rotacios korrelacios id6 értéke emelkedik, minél nagyobb koncentracidban van

jelen Tm vagy HMM. Tehat a formin-kotott aktin filamentumok szerkezete merevebbé valik
Tm- ill. HMM-kotott allapotban.
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5 Eredmények megbeszélése

5.4 A formin altal indukalt, megnoévekedett flexibilitas visszaallitasa
[l.

Steady-state fluoreszcencia anizotropia méréseink megerésitették el6zé eredményeinket. A
steady-state anizotropia adatok informaciot adnak a kiivettaban 1évo kisérleti anyagunk
flexibilitasarol. Minél magasabb az anizotropia értéke, annal merevebb a protein matrix.
Ezeket a kisérleteket is IAEDANS-jelolt aktin filamentumokkal végeztiik.

Amikor az aktin filamentumokat énmagukban vizsgaltuk, 0,25-0,26 fluoreszcencia
anizotropia értékeket kaptunk. Ha az aktint polimerizald koriilmények kozott 500 nM
mDialFH2 formin fragmentummal (minden esetben ez volt az alkalmazott formin
koncentracio) inkubaltuk éjszakan at, akkor az anizotropia lecsokkent 0,14-0,17 értékre, az
inkubdci6 idejétdl fiiggden.

Ez a megfigyelés 0Osszeegyeztethetd mas moddszerekkel kapott korabbi
eredményeinkkel és megerdsiti a tényt, hogy formin-kotés hatasara a fehérje matrix
flexibilitdsa megno.

Kiilonb6z6 koncentraciokban a fellazult szerkezetli aktin filamentumokhoz adott
tropomiozin lassan elkezdte novelni az anizotropia értékét, mely ~ 30 perc utan elérte platojat
~ 0,25 koriili anizotropia értéken.

Ejszakan at tartd inkubacié utan a fellazult szerkezetii filamentumokhoz adott HMM
(koncentréaciojatol fiiggden) nagyon gyorsan visszaallitotta (platot 1 percen beliil elérte) az

anizotropia értéket a 0,24-0,26 koriili, az aktin filamentumokra onmagukban jellemzo értékre.
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6 Osszefoglalas

Fluoreszcencia kioltas kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy a kiolté molekuldk jobban
hozzaférnek a formint kotd aktin filamentumok protomereihez. Tehat formin hatdsdra a
kioltas mértéke megvaltozott, ami azt mutatja, hogy a Cisz-374 aminosav koriili protein
matrixnak, tehat az aktin protomerek 1-es szubdoménjének konformacidja atalakult. Ezek az
intramolekularis valtozasok egyértelmiien arra mutatnak, hogy formin kotés hatasara az aktin
protomerek 1-es szubdoménje flexibilisebbé valik.

Ezen eredmények megerdsitik korabbi megfigyeléseinket arrdl, hogy a filamentumok szoges
végéhez kapcsolddo formin fragmentum dimerek alloszterikus kdlcsonhatasok révén az aktin
szerkezetét fellazitjak.

Homérséklet-fiiggd FRET, fluoreszcencia anizotropia lecsengés ¢és steady-state
fluoreszcencia anizotropia modszerek segitségével sikeresen megmutattuk, hogy a nehéz
meromiozin képes stabilizalni a formin altal fellazitott aktin filamentumok szerkezetét.

E harom spektroszkopiai modszer segitségével arra is fényt deritettiink, hogy a dimer
mDialFH2 fragmentum bekotése altal modosult  dinamikai  tulajdonsagi  aktin
filamentumokra tekeredé tropomiozin is stabilizalo hatast fejt ki, igy ellensulyozza a

forminok altal kivaltott flexibilitds novekedést.
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7 Kovetkeztetések

Ezen 0j eredmények kiemelik a forminok altal 1étrehozott konformacids valtozasok
jelentdségét. Az mDial formin megvaltoztatta az aktin protomerek 1-es alegységének
meghatarozott biologiai céljaik vannak, melyek adott intracellularis koriilmények kozott
teljesednek Kki. Viszont adott helyzetekben, bizonyos funkciok ellatisihoz az aktin
halézatoknak mechanikailag stabil, rigid filamentumokra van sziikségik, ezért a
legvalo6sziniibb, hogy a szintén jelen 1év6 aktin-kotd fehérjék képesek a formin altal fellazitott
aktin filamentum strukturak stabilizalasara.

Tropomiozin ¢és nehéz meromiozin azon hatasat vizsgaltuk, képesek-e
eredmények alatdmasztjak e két fehérjének az aktin filamentumok konformaciés dinamikajara
gyakorolt kozponti szerepét. Szerintlink a formin hatdsara 1étrejott  fellazult
filamentumszerkezet egy igen gyors és kiilonleges formin-indukalta aktin polimerizacid
eredménye. Az aktin filamentum halézatok normalis mukodését egy rigidebb szerkezet
valdsziniileg sokkal jobban eldsegiti, ezért elkeriilhetetlen, hogy legyenek olyan molekuléris
repair mechanizmusok (aktin-koté fehérjék bekotésével), melyek képesek visszaforditani a
forminok altal katalizalt megnovekedett flexibilitast. Tézisemben bemutatott eredményeim
alapjan mind a tropomiozin, mind a nehéz meromiozin betdltheti ezt a szabalyozo szerepet.
Ko6z06s tulajdonsaguk, hogy kotésiikkel kooperativan befolydsoljadk az aktin filamentumok
szerkezetét.

Jelen munkam jo alapot szolgaltat ujabb kutatdsokhoz is, melyek segitségével mas
szabalyz6 fehérjéket. Ezen fehérjék funkcidit egyiitt, egy komplex rendszerben kellene
tanulmanyozni, mely altal fény deriilhet egymasra gyakorolt (adott funkciot erdsitd vagy
éppen gyengitd) hatdsaikra is és arra, hogy igy egylittesen milyen modon alakitjdk a sejtek
aktin halozatdnak konformécids dinamikéjat. Ily moddon betekintést nyeriink kiilonb6zo
folyamatokba, melyekben ezek a fehérjék egymassal versenyezve alakitjak ki illetve szervezik

ujra a citoszkeletont.
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