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BEVEZETES

A harantcsikolt izom szerkezeti és mikodési egysége a szarkomer. Bar a szarkomer
aktiv 0sszehtizodasanak molekularis mechanizmusairdl sokat tudunk, maig nem
pontosan ismert, hogy ez a lenyligozen rendezett strukturaji komplex hogyan alakul
ki, és milyen mechanizmusok hatarozzdk meg illetve szabalyozzdk az 6t felépitd
filamentumok szerkezeti tulajdonsagait és kolcsonhatasait. Jelen tudasunk szerint az
altalam vizsgalt mindkét fehérje, a titin €s a formin is fontos szerepet jatszik az
izomszarkomer szerkezetének szabalyozasaban.

A titin a természetben el6forduld legnagyobb méretli fehérje. Egyik legfobb szerepe
az izom vékony és vastag filamentumoktol fiiggetlen, passziv rugalmassaganak
biztositasa. In situ atlagos hossza tobb mint 1 um és molekulatomege izoformatol
fiiggben 3-3,7 MDa [1, 2]. Mennyisége alapjan a titin a miozin és aktin utan a harmadik
leggyakoribb fehérje a gerincesek vazizmaban. A harantcsikolt izomban a vékony és
vastag filamentumok kozott parhuzamosan futd egyedi titinmolekuldk athidaljak a
szarkomer hosszanak felét [3]. N-terminalis része a Z-csikban talalhatd, C-terminalisa
az M-vonalhoz rogziil. Szekvencia analizise alapjan kifejezetten modularis felépitésii
molekula. Tomegének 90%-at két kiilonbozo tipust, a fibronektin 111 (FNIII) és az
immunglobulin (1g) szupercsaladba tartozéo domének ismétlodése teszi ki [4]. Az Ig és
FNIII doménsorozatok kozott 17 egyedi szekvencia helyezkedik el.

Az egyik legismertebb és funkcionalis szempontbol legfontosabbnak tartott egyedi
szekvencia a PEVK régio. Nevét a prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavak szokatlanul gyakori el6fordulasar6l kapta. Hossza izoformatol fiiggden
163-2174 aminosav lehet [5]. Szekvencigjaban két, valtozd szamban megjelend
motivum tipust irtak le: a sok bazikus oldallanci aminosavat tartalmazé PPAK (vagy
PEVK) és a glutamatban gazdag polyE motivumokat.

Jollehet a PEVK régié rugalmassaga maig igen aktivan kutatott teriilet, hattere még
nem teljesen ismert. Az eddigi kutatdsok alapjan ugy gondoljak, hogy kis és kdzepes
nyjtd erék esetén jol alkalmazhatd ra az entrdpikus elaszticitds modellje, nagyobb
mértékii megnyujtaskor azonban entalpikus tényezok szerepe is felmertilt [6, 7]. llyen
entalpikus faktorok koz¢ sorolhatjuk a PEVK szekvenciajan beliili elektrosztatikus és
hidrofob kolesonhatasokat.



A szarkomerikus vékony filamentumok képzdédése soran az aktin polimerizécidja
révén filamentumok épiilnek Ossze. A polimerizacié folyamataban a forminoknak
alapvetd jelentéségiik van. A formin fehérjék a titinhez hasonléan szintén domén
szerkezetli molekulak. Molekularis szintii, in vitro vizsgalatok soran deriilt fény arra,
hogy a forminok is az aktint szabdlyozd, ugynevezett nukleacios faktorok kozé
tartoznak [8-10]. Erdekes tulajdonsaguk emellett, hogy nem csak a kialakulo aktin
szabalyozzak [11, 12].

Az altalunk vizsgalt formin fehérje a DAAM (Dishevelled Associated Activator of
Morphogenesis) fehérjecsalad tagja, amely egy ujabban felfedezett és emiatt még csak
részlegesen leirt formin csalad [13]. Tagjaira jellemzd, hogy a molekula két végén
talalhatd6 domén a fehérje aktivitasat szabalyozza. Mai ismereteink szerint a sejten beliil
a Rho GTP-az fehérjecsalad tekintheté a f6 regulatoruknak. Kolcsonhato partner
hianyaban a DID (Diaphanous Inhibitory Domain) és DAD (Diaphanous
Autoregulatory Domain) domének egymashoz kotddnek, ezaltal tartva inaktiv
allapotban a fehérjét. Amint azonban GTP-4z kotddik a molekula N termindlis végén
talalhatd GTP-az kot6é doménhez, az autoinhibicids konformacid feloldasra keriil, és
hozzaférhetévé valnak a formin aktin kotésben szerepet jatszo szakaszai [14]. Egyik
ezek koziil az FH1 (Formin Homology 1) domén, mely ugyan direkt médon nem képes
aktin kotésére, azonban az aktin monomert k6t profilin kolesonhato partnere. Az FH2
(Formin Homology 2) domén a leginkabb konzervativ szakasz a molekulan beliil, és ez
az ,elsérendt" aktin-koto rész [15].

Az elmult években deriilt csak fény arra, hogy a C-terminalis kozeli DAD
doménnek a formin molekula inaktiv allapotban tartdsan kiviil esetleg mas funkcioja is
lehet. Gould és munkatéarsai 2011-ben megjelent kdzleménye alapjan a DAD domén
szerepe kettés: az autoinhibicion til a forminok nukleacios aktivitasaban iS Szerepe
lehet [16].

Ezek a kisérletek vilagitottak ra arra, hogy érdemes lenne feltérképezni a DAAM
formin karboxil-terminalasanak viselkedését, hiszen ezek a vizsgalatok talan fényt
derithetnének arra, hogy mennyiben kiilonbozik az eddigiekben karakterizalt FH2-aktin
kolcsonhatas a (teljes hossztsagu forminhoz sokkal inkabb hasonldé) FH2-DAD-aktin

kapcsolattol.



CELKITUZESEK

crer

tekintették. Mindazonaltal, egyes vizsgalatok masodlagos szerkezeti elemek
(pl. poliprolin II tipusu hélixek) jelenlétére utalnak. Vizsgalataink soran arra kerestiik a
valaszt, hogy a m. soleus titin izoforma PEVK doménje valoban ideélis polimerlancként
viselkedik-e, és rugalmassagara alkalmazhato-e a féregszeri lanc (wormlike chain,
WLC) modell.

Részletes céljaink az alabbiak voltak:

e fluoreszcensen jeldlt, szintetikus PEVK peptidek vég-vég tavolsaganak
meghatarozasa  fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer vizsgalatok
segitségével,
latszolagos perzisztenciahossz meghatarozasan keresztiil;

e kémiai denaturansok konformacidra kifejtett hatdsanak vizsgalata;

e a lanc flexibilitasanak vizsgalata homérséklet-indukalt fluktudciok hatasan
keresztiil;

e masodlagos szerkezeti elemek valdsziniisithetd megjelenésének vizsgalata
molekularis dinamikai szimuléciok segitségével;

e PPAK fragmentum klonozasa, E. coliban torténd termeltetése, tisztitasa és
egyedi PPAK fragmentumok nanomechanikai jellemzése atomerd-

mikroszkdpos megnyujtasuk alapjan.

Kutatomunkam masik részében a Drosophila DAAM karboxil-terminalis
voltak:
A DAAM formin alabbi konstrukcidinak eldallitasa:
e GST-FH1-FH2-DAD+C terminalis vég (késobbiekben: CDAAM)
o GST-DAD (késébbiekben: DAD)
e GST-DAD+C terminalis vég (késobbiekben: DAD+C)
e vad tipust és mutans GST-FH1-FH2 (késébbiekben: FH1-FH2)



Annak meghatdrozésa, hogy

a CDAAM az FHI1-FH2 konstrukciéval 0Osszehasonlitva képes-e
fokozottabban gyorsitani az aktin polimerizacidjat,

az esetleges effektus a polimerizacio mely szakaszara kifejtett hatdsnak
tulajdonithato,

befolyasolja-e a DAD/DAD+C konstrukcié az aktin polimerizacidjanak
kinetikajat,

a DAAM formin DAD/DAD+C doménje képes-e az aktin monomer
kotésére,

szerepe van-e a molekula C-terminalis részén 1évé aminosavaknak a
kotésben,

az 1732A mutacié megsziinteti-e az FH2 nukleacios aktivitasat (ahogyan

erre az el6zetesen megfigyelt in vivo kisérletek utalnak).



ANYAGOK ES MODSZEREK

A Kkisérletekhez hasznalt peptidek és fehérjék eloallitasa

PEVK peptidek

A 11- illetve 21 aminosav hosszsagu PEVK peptideket (PEVKI11 és PEVK21) szilard
fazisu szintézis segitségével kollaboracios partnereink, Dr. Fiilop Livia és munkatarsai
allitottak elé [17]. A peptidek szekvencidja megfeleltethetd a X90569 GenBank
hivatkozasi szdmt human titin MRNS 17413-17442 (PEVKI11) és 17413-17472
(PEVK21) szakaszainak [5].

Humdan vazizom PPAK fragmentumok eldallitasa

A human véazizom cDNS konyvtarat Dr. Siegfried Labeit-tol kaptuk. Az altalunk
expresszalni kivant PPAK fragmentum a m. soleus titin PEVK doménjének elsd
harmadaban talalhato. A fragmentumot k6dol6 603 nukleotid hosszusaga régiot (17413-
18015, GenBank hivatkozasi szam: X90569 [5]) Nhel ¢és Xhol restrikcios
endonukleazzal (Promega) végzett hasitas utan pET-28a (Novagen) vektorba ligaltuk. A
konstrukciot BL21(DE3)pLysS E. coli kompetens sejtekbe (Promega) transzformaltuk
és 1 mM IPTG-vel (izopropil p-D-1-tiogalakto-piranozid, Sigma) torténd indukcioval
37 °C-on, 3 oran at termeltettiik a fehérjét Luria-Bertani (Scharlau) tapoldatban.

Az expresszalt fehérjét tartalmazé sejtlizatumot lecentrifugaltuk (Sorvall Ultra Pro
80 ultracentrifuga, T-1250 rotor, 100000 g, 4 °C, 1h), a feliliszot Ni-NTA agaroz
oszlopon (Qiagen) atfolyattuk és Ni’*-affinitds kromatografiaval tisztitottuk. Végiil az
imidazollal elualt fehérjét egy éjszakan at dializaltuk foszfat puffer ellenében és tovabbi

felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

DAAM konstrukciok megtermeltetése és tisztitdsa

A kiilonbozé Drosophila melanogaster DAAM szekvenciakat kodolé pGEX-2T
plazmidokat Dr. Mihaly Jozsef és munkacsoportja (Szegedi Biologiai Kutatokdzpont,
Genetikai Intézet) bocsatotta rendelkezésiinkre. A fehérjék preparalasat korabban

ismertetett eljarasok alapjan végeztiik [18].



Az aktin prepardlasa és fluoreszcens jelolése

Meéréseinkhez nyal (Oryctolagus cuniculus) vazizombodl eldszor aceton-extrahalt
izomforgacsot preparaltunk [19], majd ebbdl Spudich és Watt mddszere alapjan [20]
izolaltuk az aktint.

Az aktin polimerizacidjanak nyomon kovetéséhez az aktin 374-es pozicioban 1évé
cisztein aminosavat pirén-jodacetamiddal (pirén, Molecular Probes) jeloltik meg [21].

A steady-state fluoreszcencia anizotropia és a teljes belsé visszaverddésen alapulod
fluoreszcencia mikroszkopiai (TIRFM) vizsgalatokhoz az aktint Alexa Fluor 488-
szukcinimidil-észter fluoreszcens festékkel (Alexa 488, Molecular Probes) korabban

ismertetett modszer alapjan konjugaltuk [22].

Fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok

Az aktin polimerizacidojanak kovetése és sebességének meghatarozasa

A DAAM konstrukciok aktin polimerizacidjara kifejtett hatasat pirén fluoroforral jelolt
aktin segitségével vizsgaltuk. A polimerizacios kisérleteket 2,5 uM, 5%-ban pirénnel
jelolt aktin jelenlétében 20 °C-on végeztiik, Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluoriméter
segitségével. 5 nm-es optikai rések mellett 365nm-es gerjesztési, ¢s 407 nm-€s
emisszids hullamhosszat beallitva vettiik fel a polimerizacios gorbéket, melyekbdl a

polimerizacio sebességét meghataroztuk.

PEVK peptidek steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai mérései

A PEVK peptidek fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatat termosztalhato
mintatartoval felszerelt Jobin Ywvon Fluorolog-3 spektrofluoriméterrel végeztiik.
Kisérleteinkben a peptidek N-terminalis triptofanja mint donor és az IAEDANS mint
akceptor kozott lejatszodo fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert (FRET)
fluoreszcencia spektroszkopia segitségével kovettitk nyomon. Az emisszios spektrumok
felvétele soran a triptofant 295 nm-en gerjesztettiik és az emittalt fényt 305-700 nm
hullamhossztartomanyban detektaltuk 5 nm-es optikai rések mellett.
A FRET hatasfokat (E) a kovetkez0 egyenlet segitségével hataroztuk meg:
E :1—h, 1)
D

ahol Fpa a donor fluoreszcencia intenzitasa az akceptor jelenlétében, Fp pedig akceptor

nélkil.



Az energiatranszfer hatasfokanak ismeretében kiszamolhat6 a donor és az akceptor

molekulak kozotti tavolsag (R) az alabbi osszefliggés alkalmazasaval:

R=f R @

ahol Ry a Forster-féle kritikus tavolsag, amelynél a transzfer hatasfoka 50%-0S
(triptofan-TAEDANS par esetén 2,2 nm [23]).

A FRET hatasfok ismeretében kiszamolhato az un. f' paraméter, melynek
segitségével informacioét nyerhetiink a donor ¢és akceptor kozotti fehérjematrix
rugalmassagarol [24]:

frmo—. @3)

|:DA

PEVK peptidek iddfiiggd fluoreszcencia spektroszkopiai mérései

A mintdk egy részén a steady-state fluoreszcencia spektroszkopia mellett idokorrelalt
egy-foton szamlalasos (,,Time-Correlated Single Photon Counting”, TCSPC)
rendszerrel is elvégeztik a FRET vizsgalatokat. A méréseket egy ISS Chronos-BH
spektrofluoriméterrel (Champain, IL, USA) 22°C-on végeztik. A triptofan
fluoreszcencia atlagélettartamat (t) diszkrét élettartam eloszlas feltételezésével a

kovetkezd egyenlettel hataroztuk meg:

Za|T|
(4)
Zalrl
ahol ¢ és 7 a triptofan egyes élettartam komponenseinek amplitidojat és értékét jelolik
[25].
A FRET hatasfokat e mérések soran a triptofdn fluoreszcencia élettartamanak

csokkenésébol szamoltuk:

E:l—’%, 5)
D

ahol t, és tp4 a donor (triptofan) atlagos fluoreszcencia élettartama akceptor

(IAEDANS) nélkiil és annak jelenlétében.



DAAM formin fragmentumok steady-state fluoreszcencia anizotropia vizsgdlatali

A méréseket Horiba Jobin Yvon Fluorolog-3 fluoriméter segitségével 20 °C-on
végeztiik. A kisérletekben 0,5 M Alexa Fluor 488-szukcinimidil-észterrel 50%-0san
jelolt G-aktinhoz kiilonb6zé koncentraciokban adtunk DAD illetve DAD+C
konstrukciokat. A fluoreszcensen jelolt aktin monomereket 488 nm-en polarizalt
fénnyel gerjesztettiik és az emissziot 516 nm-en vizsgaltuk 5 nm-es optikai rések
alkalmazasaval. A steady-state fluoreszcencia anizotropia (r) szamolasa a kovetkezd
modon tortént [26]:

- Il —Glyy ’ (6)

Iy +2Gly

ahol Iy és lyy a vertikalisan polarizalt fénnyel gerjesztett fluorofér emisszidjanak
vertikalisan és horizontalisan polarizalt komponense (intenzitasa), G pedig a geometriai
faktor, amely a miszer vertikalisan és horizontalisan polarizalt fényre vonatkoztatott
eltérd érzékenységét jellemzi.
fiiggvényében abrazoltuk. A steady-state anizotropia additivitasa szerint az adatsorra az

alabbi egyenletet illesztettiik:

rr, =A0+D0+K—\/A0+D0+K ? _4AD,

()

crer

anizotropia értéke, Ag és Do pedig az aktin, illetve a vizsgalt DAAM konstruktok teljes

koncentracioja, K pedig a kdlcsonhatast jellemzé disszociacios egyenstlyi allando.



Mikroszkopos vizsgalatok

Teljes belso visszaverodeésen alapulo fluoreszcencia mikroszkopia

Az aktin polimerizacié nukleacids és elongacids szakasza nem kiilonithetd el a pirén-
aktin alkalmazasan alapulod fluoreszcencia spektroszkopiai mérések soran. Az aktin
polimerizacidjanak részletes vizsgalatara teljes belsd visszaverddésen alapulo
fluoreszcencia mikroszkopiai (total internal reflection fluorescence microscopy;
TIRFM) kisérleteket végeztiink.

A méréseket egy Olympus IX81 epifluoreszcens mikroszképra szerelt TIRF
megvilagitd egység segitségével szobahdmérsékleten végeztiik.

A novekedés sebességét (v) um/s-ban az alabbi moédon szamoltuk:

Al
V=—-=tane, 8
A a 8

ahol tan a a filamentum hossz (4l) - 1d6 (A4t) fiiggvény meredeksége. Feltételezve, hogy
1 pm 330 alegységet tartalmaz, az elongacios sebesség ismeretében a kovetkezd
egyenlet segitségével kiszamolhato az aktin monomerek filamentumba épiilését
jellemzd asszociacios sebességi allando (K+):

\Y

“F oo ©

-

ahol egy filamentum esetén F = 1, G a teljes G-aktin és cc a kritikus koncentracio,

amelyet 0,15 pM-nak vettiink [27].

Atomerdé-mikroszkopia

A mechanikai manipulacios kisérleteket Molecular Force Probe-1D tipusu
(Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA) erémér6 atomerd-mikroszkoppal
végeztik.

A kisérletek kiértékelése soran az er6-megnyulas gorbékre az entropikus
rugalmassag ,,féregszerti lanc” (,,Wormlike Chain”, WLC) egyenletét illesztettiik [28,
29]:

Fo R, 1 1 w0
keT L 41-R/L ~ 4
ahol L, a perzisztenciahossz, kg a Boltzmann éallandd, L. a kontirhossz, R a vég-vég

tavolsag, T az abszolut hdmérséklet és F a megnytjtasi erd.
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Polimer-modell szamitasok
A PEVK peptidek konturhosszat (L) az aminosavak szama (Naa) alapjan a kovetkezo

modon szamoltuk:

Le =Naa - La +Liagpans (11)

ahol Ly egy aminosav atlagos hossza (0,38 nm) és Liagpans az akceptor molekula
mérete (0,87 nm, [30]). Az ily modon meghatarozott kontirhossz PEVKI1 esetén
4,18 nm, PEVK21 esetén pedig 7,98 nm volt.

A PPAK fragmentum kontirhosszat az aminosav szekvencia alapjan szdmoltuk,
ennek értéke 85,12 nm-nek addédott (224 x 0,38 nm).

A peptidek atlagos vég-vég tavolsagat (R) a FRET mérések alapjan hataroztuk meg
(2. egyenlet), a polimerek hajlitasi merevségét jellemz6 paramétert, a latszolagos
perzisztenciahosszat (Lp) pedig osszhangban a WLC modellel az alabbi &sszefliggés
segitségével [31, 32]:

L

L
<R2>:2LpLC 1-& 1-e " ||, (12)
ahol R? az 4tlagos négyzetes vég-vég tavolsag.

Molekularis dinamikai szimulaciok

A molekuléris dinamikai szimuldciokat Dr. Hetényi Csaba egyiittmiikddd partneriink
végezte. A jeldletlen peptidek lehetséges masodlagos szerkezetének becslése a GOR4
[33], a NetSurfP [34], a Jpred3 [35] és a PSIPRED [36] masodlagos szerkezet

predikcios szerverek alkalmazasaval tortént.
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EREDMENYEK

A PEVK peptidek spektralis tulajdonsagai

Az IAEDANS-jelolt peptidek elnyelési gorbéjén a 336 nm-es hulldmhossznal jelentkezd
cstics megfelelt az akceptor abszorpciés maximumanak. A 300 nm alatti régioban a
fehérjék abszorpciodjara jellemz6 280 nm koriili cstcs egy része volt 1athato.

Ezt kovetden rogzitettiik a csak donort illetve a donort és akceptort is tartalmazé
peptidek fluoreszcencia emisszids spektrumait. A triptofan donor 355 nm-es csucsnal
jelentkez6 fluoreszcencia intenzitasa akceptor jelenlétében lecsokkent (Fpa), tehat
lejatszodott a FRET jelensége. A FRET er6s tavolsagfliggését jol mutatta a rovidebb
peptid esetében megfigyelt sokkal nagyobb Fpa csokkenés.

A PEVK peptidek latszolagos perzisztenciahossza

A peptidek hajlitdbmerevségének jellemzése érdekében kiszamoltuk azok latszolagos
perzisztenciahosszat. Ennek érdekében elobb a FRET mérések segitségével
meghatarozott transzferhatisfok ¢és a vég-vég tavolsagok kozotti Osszefliggés
(2. egyenlet) segitségével meghataroztuk a peptidek atlagos vég-vég tavolsagait. Ezek
értékei, az alkalmazott, fiziologiashoz kozeli koriilmények kozott (0,2 M ionerd és
20 °C) a PEVKI11 illetve PEVK21 peptidek esetén 2,12 (+0,01) és 2,69 (+0,05) nm
voltak. Ezen értékek és a 11.egyenlet figyelembevételével kapott konttrhosszak
ismeretében a latszolagos perzisztenciahosszak a 12. egyenlet alapjan 0,63 (PEVKI11)
¢s 0,48 (PEVK21) nm-nek adoédtak.

Kémiai denaturacié hatasa a PEVK peptidekre

Tovabbi kisérletekkel megvizsgaltuk, hogy létezhetnek-e a peptideken beliil olyan
kolesonhatasok, amelyek kémiai denaturansok altal felbonthatok. Méréseinkben eldszor
guanidin-hidrokloridot (GUHCI) alkalmaztunk, de hasonlé eredményeket kaptunk urea
hasznalataval is. A PEVK11 transzferhatasfok értékei novekvo denaturans koncentracio
mellett fokozatosan, kis lépésekben csokkentek 0,56 (+£0,01)-rol 0,41 (+0,02)-re. A
PEVK21 esetében a transzferhatasfok 0,23 (£0,02)-r6l 0,16 (+£0,003)-ra csokkent,
azonban a 2-4 M GuHCI koncentracié tartomanyban a hatasfok meredekebb esését
tapasztaltuk. Az energiatranszferben bekovetkezé csokkenés megfelel a peptidlanc vég-

vég tavolsag (R) novekedésének.

12



A triptofan-IAEDANS fluorofor-par Forster-féle kritikus tdvolsdganak (Ro=2,2 nm,
[23]) ismeretében ez esetben is kiszamitottuk a transzferhatasfok értékeknek megfeleld
vég-vég tavolsagokat (2. egyenlet). Szamitasaink alapjan a rovidebb peptid R értéke
2,12 (+0,01) nm-rél 2,34 (£0,03) nm-re, mig a hosszabbik peptidé 2,69 (+0,05) nm-rél
2,91 (£0,01) nm-re nétt. A vég-vég tavolsagok alapjan szamolt perzisztenciahossz

értékek, a nativ koriilmények és a 6 M GuHCI koncentracié kozotti kiilonbséget

tekintve 0,18 nm-rel novekedtek a PEVK11 és 0,09 nm-rel a PEVK21 esetében.

PEVK peptideken végzett fluoreszcencia élettartam mérések
A fenti steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai eredmények igazolasa érdekében
ugyanazokon a mintakon id6fliggd fluoreszcencia méréseket is végeztiink idékorrelalt
egy-foton szamlalas moédszerrel, kiilonb6z6 denaturans koncentraciok mellett. A
triptofan fluoreszcencia lecsengési gorbék dupla exponencialis fliggvénnyel valo
illesztése adta a legjobb eredményt, mely arra utal, hogy kétféle élettartam populaciod
allhat a fluoreszcens viselkedés hatterében. GuHCI alkalmazasa jelent6s mértékben csak
a hosszabb élettartam-komponens értékét csokkentette.

Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a két kiilonb6z6 mddszerrel mért transzfer
hatasfok értékek kozelitéleg azonosak (a legnagyobb eltérés 4,2%-on beliilinek

adodott). Mindez igazolja a steady-state modszerrel kapott eredmények érvényességeét.

Toneré hatasa a PEVK peptidek konformaciojara
felvett fluoreszcencia emisszios spektrumokkal vizsgaltuk. A gorbékbdl szamolt FRET
hatasfokokat a soOkoncentraci6 fliggvényében dabrazoltuk. A kozeg ionerdsségének
novelése mindkét peptid esetén egyre nagyobb transzfer hatasfokot eredményezett (6%-
os teljes novekmény a PEVK11, illetve 10,3%-0s a PEVK21 esetén).

Tovabbi mérésekben arra kerestiik a valaszt, hogy befolyasolja-e a peptidek
transzfer hatasfokat a kalcium koncentracio valtozasa. Ennek érdekében pCa 9 és pCa 2
kozott (pCa: a Ca?*-koncentracio tizes alapu negativ logaritmusa) fokozatosan emeltiik

crer

szamottevOen, a legnagyobb mértékii ndvekedés is 2%-on beliili volt.
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Hoémérséklet hatasa a PEVK peptidek konformacios dinamikajara

Munkank soran hoémérsékletfiiggd fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
alkalmazasaval vizsgaltuk a peptidek szerkezeti dinamikajat és fluktuacioit. A
homérsékletet fokozatosan 10-r61 50 °C-ra emelve, a PEVK21 transzfer hatasfoka
20,7%-rol 24,2%-ra nétt, mig a PEVK11-nél csak kismértékii valtozas jelentkezett.
Figyelembe véve, hogy a termikus fluktuaciok perturbaljak a molekula szerkezetét,

megvizsgaltuk a peptidek szerkezeti dinamikajat jellemzd relativ f' paramétert (a

normalt transzfer hatasfok relativ értéke, 3. egyenlet) a 10-50 °C tartomanyban. A
hémérséklet 40 °C-os emelkedésének hatasara a PEVKI11 peptid relativ f' értéke
mintegy 30%-al, mig a PEVK21 peptidé koriilbeliil 70%-al nétt.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy hémérséklet fiiggvényében a peptidek
relativ f' paraméterében bekovetkezd valtozasok nyomvonala eltérd. A rovid peptid
esetében a novekedés a hdmérséklet novelésével egyre Kisebb mértékii, mig a hosszabb

peptid adatsora sokkal meredekebb, a novekedés titeme csak 40 °C felett csillapodik.

PEVK peptidek molekularis dinamikai szimulacioja
Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, létezhetnek-e tartdbsan magasabbrendii
szerkezeti elemek a peptideken beliil, 100 ns id6étartamtt molekularis dinamikai
szimulaciokat alkalmaztunk. A szimulacidkat Dr. Hetényi Csaba egylittmiikodo
partneriink végezte. A PEVK21 peptid belsd aminosavai esetében az alkalmazott
masodlagos szerkezet predikcios szerverek mindegyike o-hélix szerkezetet
valoszintsitett, mig a PEVKI1 peptid esetén a kiilonb6zé szerverek helikalis,
rendezetlen lanc vagy ezek kombinaciojanak lehetdségét jelezték. A szimulaciok elsé
10 ns-os id6tartama soran a kezdeti o-hélix struktura részlegesen (PEVK21) vagy
teljesen (PEVKI11) eltiint, mikozben laza m-hélixek, hajlott és kanyar motivumok
jelentek meg.

Az energiaminimalizalast kovetden az N-termindlis triptofan és a C-terminalis
ciszteinhez konjugalt IAEDANS aromas oldallanca kozotti tavolsag 2,2 nm-nek adodott

a rovid, illetve 2,9 nm-nek a hosszabb peptid esetében.

14



A PPAK fragmentum molekularis mechanikaja

A fragmentumok rugalmassagat egyedi-molekula erdspektroszkopidval vizsgaltuk.
Ismételt huzési és visszaengedési ciklusokban eré-megnyuléds gorbéket gyhjtottiink. A
nem-linearis rugalmas er6gorbékre a ,,féregszerii lanc” (WLC, 10. egyenlet) modell
egyenletét illesztettiik.

A PPAK fragmentum WLC-illesztéssel kapott kontirhossza 81 (+13,3) nm,
perzisztenciahossza 0,68 (+0,27) nm. Az altalunk kapott konturhossz aranylag jo
egyezést mutat a szekvencia alapjan szamitott konturhosszal (85 nm, 11. egyenlet).
Mindez arra utal, hogy molekularis mechanikai kisérleteinkben tobbnyire a végiikon

fogtuk meg a molekulakat.

A CDAAM az FH1-FH2 konstrukcidoval osszehasonlitva nagyobb mértékben
gyorsitja az aktin polimerizacidjat

Vizsgalataink sordan kérdésiink az volt, hogy az eredendden autoinhibicidos doménként
karakterizalt DAD jelenléte képes-€ befolydsolni a fehérje aktinnal kialakitott
kolecsonhatésat.

Ehhez a vizsgalathoz elséként kétféle DAAM konstrukciot hasznéltunk: a korabbi
kutatasainkb6l mar ismert FHI1-FH2-t, illetve a CDAAM-ot. Az aktin
polimerizacidjanak kinetikajat pirén fluoroforral jelolt aktin segitségével vizsgaltuk.

A kiértékelés sordn azt kaptuk, hogy a CDAAM konstrukcidé képes volt tovabb
erésiteni az FHI-FH2 aktin polimerizaciot fokozo hatasat. Erdekes modon azonban
onmagaban sem a DAD+C, sem pedig a DAD nem befolyasolta az aktin filamentumok
Osszeszerelddését az  altalunk  vizsgalt koncentracidtartomanyban.  Tovébbi
eredményeink szerint a mutans FHI1-FH2-nek nem volt érdemi hatiasa az aktin

polimerizaciojara.
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A CDAAM ¢és FH1-FH2 konstrukciok hatasainak vizsgalata az aktin
polimerizacidojanak egyes szakaszaira

A DAAM konstruktok aktin polimerizacidjara kifejtett hatdsanak részletesebb
vizsgalata érdekében teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkdpiai
(TIRFM) vizsgalatokat végeztink. A mikroszkopos felvételeken mind az FH1-FH2,
mind pedig a CDAAM fragmentum jelenléte jelentdsen megndveli az aktin
filamentumok szamat a formint nem tartalmazé kontrollhoz képest.

katalizalni. A filamentumok novekedési sebességét az aktin filamentumok hosszanak
idobeli valtozasabol hataroztuk meg. Az aktin filamentumok spontan ndvekedési
sebessége 2,99 (+0,12) alegység/s-nak adodott (9. egyenlet), Osszhangban korabban
publikalt irodalmi adatokkal [27]. Az FH1-FH2 és CDAAM jelenlétében mért
elongacios sebességek 0,30 (£0,08) ¢és 0,87 (£0,59) alegység/s-nak adodtak, azaz
CDAAM gitlé hatasa kevésbé kifejezett. Osszhangban a pirén-aktin alkalmazasan
alapulo fluoreszcencia spektroszkopiai mérésekkel, sem a DAD+C, sem a DAD, illetve

a mutaciot hordoz6 FH1-FH2 konstrukcié sem befolyasolta jelentésen a filamentumok

crer

A DAD, illetve DAD+C konstrukciok kotnek az aktin monomerhez
Annak megallapitasara, hogy a DAD képes-e az aktin monomer kotésére, steady-state
fluoreszcencia anizotropia vizsgalatokat végeztiink Alexa 488-jelolt aktin segitségével.
A jelolt monomer aktinhoz mindkét konstrukcido képes kotddni, noha teljesen
kiilonboz6 mértékben. A 7. egyenletet felhasznalva meghataroztuk a két konstrukcio
aktinhoz valo affinitdsit. A C-terminalist nem tartalmaz6 konstrukcid esetében
lényegesen gyengébb affinitdas volt mérheté (K=43,4+ 1,0 uM) mint a DAD+C
esetében (K=0,76 = 0,09 uM).

16



OSSZEFOGLALAS, KOVETKEZTETESEK
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vizsgaltuk 11- illetve 21 aminosav hosszusagu szintetikus PEVK peptidek és egy 224

aminosav hosszsagi PPAK fragmentum felhasznalasaval.

A peptideken végzett fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer mérések
segitségével meghataroztuk azok vég-vég tavolsagat (R). Fiziologiashoz kozeli
koriilmények kozott a PEVKI1 illetve PEVK21 peptidek R értékei 2,12 (+0,01)
illetve 2,69 (+0,05) nm voltak.

A . féregszerii lanc” (WLC) modellre alapozva kiszamoltuk a peptidlanc
hajlitomerevségét jellemzo latszolagos perzisztenciahosszakat (L), melyek nativ
koriilmények kozott 0,63 (PEVKI11) és 0,48 (PEVK21) nm-nek adodtak. A két
peptid jelentdsen eltérd L, értéke a perzisztenciahossz lanc menti valtozasaival
¢s/vagy a peptidlancon beliili kdlcsonhatasok jelenlétével magyarazhato, és azt
jelzi, hogy nem tekinthet6k idedlis polimerlancnak, igy a WLC modell
valdsziniileg nem érvényes az esetiikben.

Kémiai denaturdcié sordn a peptidek vég-vég tavolsiga megnédtt, ami a
peptidlancon beliili hidrofob kdlcsonhatasok 1étére illetve meggyengiilésére utal.
Az ionerdsség novelésével a vég-vég tavolsagok csokkenését tapasztaltuk.
Ennek lehetséges magyarazata, hogy az elektrosztatikus arnyékolas gyengitheti a
peptideken beliili, lancmerevitd hatdsu intramolekularis taszitas hatasat.

A kalciumnak a PEVK szerkezetére gyakorolt hatasa elhanyagolhato volt.
Hoémérsekletfiiggd méréseink alapjan a relativ f' paraméterének hdmérséklet
fliggvényében kapott nagyobb altalanos meredeksége azt jelzi, hogy a PEVK21
esetében a peptidmatrix rugalmassaga nagyobb, mint a PEVK11 esetében.

A peptideken végrehajtott molekularis dinamikai szimulaciok a PEVK21
szerkezetében egy megkozelitoleg két fordulat hosszsagh o-helikalis szegmenst
valoszintisitettek, mig a PEVKI11 jol meghatarozhat6 masodlagos szerkezetek
kozott fluktudlt.

Az eréméré atomer6-mikroszkopos méréseink soran a PPAK fragmentum
perzisztenciahossza 0,68 (+0,27) nm-nek adodott, amely Gsszemérheté a FRET

mérési modszerek segitségével kapott perzisztenciahossz értékekkel.
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az aktin filamentalis rendszer szervezésében betoltott szerepét vizsgaltam.

A polimerizacios tesztek soran a CDAAM konstrukt az FHI1-FH2-vel
Osszehasonlitva fokozottabban gyorsitotta az aktin polimerizaciojat.

Az FH2 domén nukleéacios aktivitdsat megsziintette az [732A mutacid, igazolva
a korabbi in vivo megfigyeléseket.

A teljes belsd visszaverddésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopos kisérletek
alapjan a DAAM DAD doménje 6nmagaban nem volt hatdssal az elongaciora,
viszont az is megallapithato, hogy a CDAAM kisebb mértékben gatolja a
hossznovekedést, mint az FH1-FH2 konstrukcid.

A DAD/DAD+C konstrukcidk a polimerizacids kinetikdra nem voltak hatéssal,
azonban anizotropia értékeik megnovekedése arra utal, hogy képesek az aktin
monomerek kotésére.

A DAD+C konstrukcié esetében a C-termindlis iranyban elhelyezkedd

aminosavaknak jelent6s szerepe van az aktin monomerek kotésében.
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MEGBESZELES

Eredményeink alapjan elképzelheté, hogy a PEVK rendezetlen szerkezetii, illetve
szerkezet nélkiili egysége mintegy 10 aminosav hosszusagu, mindazonaltal, dtmeneti
kolcsonhatasok, példaul elektrosztatikus vagy hidrofob kolcsonhatasok megjelenhetnek
hosszabb szakaszokban. Ilyen gyenge kolcsonhatasok a PEVK rugalmassagahoz
entalpikus komponensek formajaban jarulhatnak hozza, amelyet Linke és munkatarsai
korabban felvetettek [6]. Figyelembe véve, hogy ezen kdlcsonhatasok mértékét kiilso,
példaul az olddszer altal meghatarozott tényezok befolyasoljak, ez lehetdséget teremt a
titin latszolagos rugalmassdganak dinamikus modositasara, akar gyors kornyezeti
valtozasok hatdsara. A két altalunk hasznalt peptid a polyE szekvenciamotivumok
csoportjahoz tartozik, amelyek a PEVK szekvencidjanak csak kisebb hanyadat alkotjak.
Mindazonaltal, mivel nincs 1ényeges kiilonbség az altalunk vizsgalt peptidek és a PEVK
altalanos aminosav Osszetétele kozott, 1évén hogy mindkettd tartalmaz aminosavakat,
amelyek részt vehetnek elektrosztatikus vagy hidrofob kolesonhatdsokban,
lehetségesnek tartjuk, hogy eredményeink extrapoldlhatdak méas PEVK fragmentumokra
vagy akar a teljes PEVK szakaszra is.

Fluoreszcencia spektroszkopiai eredményeink arra utalnak, hogy a DAAM formin
C-terminalis régidja fontos szerepet jatszik az aktin-formin kdlcsonhatas kialakitasaban,
viszont a pirén jelolt aktin polimerizacidjanak sebessége nem valtozott a DAD konstrukt
jelenlétében. Mindamellett a DAD-ot és FH2-t is tartalmaz6 konstrukcid jelentds
mértékben gyorsitotta a polimerizaciot. Polimerizacios tesztjeink soran megfigyeltiik,
hogy a mutins FHI-FH2 konstruktnak nincs hatasa az aktin polimerizaciojara. Igy a
korabban in vivo megfigyelt, az FH2 domén nukleal6 hatasat eltérlé mutacié szerepe in
vitro is beigazolodott.

TIRF mikroszkopia segitségével megallapitottuk, hogy a DAD-ot és FH2-t is
tartalmaz6 CDAAM konstrukcio kisebb mértékben gatolja a hosszndvekedést, mint az
FH2-t tartalmaz6. Tovabbi eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a DAAM
DAD+C/DAD doménjeinek dnmagukban nincs hatdsuk az elongaciora, tehat az aktin
monomert kotd tulajdonsdguk nem befolydsolja a polimerizaci6 ezen szakaszat.

A DAAM formin konstrukciokkal elvégzett steady-state fluoreszcencia anizotropia
mérések alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Drosophila DAAM autoinhibicios

doménje képes az aktin monomert megkotni, am a kotés erdssége szempontjabol
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meghatdroz6 az a par aminosav, amely a kifejezetten DAD doménnek nevezett

szakasztol C-terminalis irdnyban helyezkedik el.

Kisérleteink igy a forminok C-terminalis szakaszanak egy eddig nem ismert

tulajdonsagara deritettek fényt. A formin csalddok aktinra kifejtett hatasa kozotti apréd

kiilonbségek, illetve miikodésbeli kiilonbozoségek szolgalhatnak talan magyarazatul

arra, hogy miért 1étezik olyan sokféle formin fehérje, és mi lehet az indoka azok

szovetspecifikus lokalizacidjanak és funkcidjanak.
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