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Irodalmi attekintés

Az eukariota citoszkeleton mikrofilamentum halézatanak f6 alkotéeleme az aktin.

Straub Ferenc Bruné fedezte fel az aktin fehérjét 1942-ben. Straub a miozin ATP-az
aktivitasat serkentd aktint, egy miozin preparatum vizsgalata kozben fedezte fel. Az aktin
szamos biolégiai rendszer alkotéeleme és kiilonb6z6é bioldgiai folyamatban jatszik
meghatarozd szerepet. Ilyen folyamatok koézé soroljuk a sejtmozgast vagy a sejtek
alakjanak megvaltozasat. Szerepet jatszik még a sejten beliili transzport folyamatokban,
az endo- és exocitozisban, a sejtosztddasban is. A sejtmagon beliil is megtalalhatjuk az
aktint, itt a transzkripcioban és jelatviteli folyamatokban van szerepe. a-izoformaja a
harantcsikolt izomszovetben fordul elé6 a legnagyobb mennyiségben. Az aktin a
szarkomer vékony filamentum rendszerét alkotja, és a vastag filamentumokat képezd
miozinnal k6z0sen a szarkomerek rovidiilését, ami az izom 6sszehizédasat eredményezi.
Az els6 rontgen-krisztallografias felvételeket az aktin szerkezetérdl 1990-ben kozolték
Kabsch és munkatéarsai.
Az aktin monomer egy 42,3 kDa molekulatomegii globularis fehérje, amely két doménbdl
all. A két domén mindegyike két szubdoménbdl épiil fel. A kisebb aktindomén az I. és II.
szubdoménekbdl, a nagyobb aktindomén pedig a IlII. és IV. szubdoménekbdl all. A két {6
domén kozott helyezkedik el a kation- és nukleotidkotd arok, amelyben ATP vagy ADP és
kétértékl kation kotédhet az aktinhoz. Ez a kation fiziolégias koriilmények kozott Caz*
vagy Mg?2* lehet.

Az aktin monomer formajat G-aktinnak, a filamentalis formajat pedig F-aktinnak is
hivjak. A G-aktin molekuldk jobbra csavarodd, dupla helikalis szerkezeti filamentumokat
képeznek a polimerizalédasuk utan. Kezdeti 1épésként a G-aktin molekulak egymassal
osszekapcsolddnak, dimereket és trimereket képeznek. Ezzel a lassti nukleacios fazissal
kezdddik a filamentumok kialakuladsa, ez hatarozza meg a polimerizacié sebességét is,
mivel ez a kapcsolddas instabil.

Az aktinnak létezik egy kritikus koncentracioja, e f6lott a polimerizacié spontan
lejatszodik. Ezt a kapcsolédé nukleotidok tipusa, a kotott kationok koncentracioja,
valamint az aktink6t6 fehérjék jelenléte is befolyasolja .

A kovetkezé szakasz alatt tovabbi aktin monomerek kapcsolédnak a
filamentumhoz, igy a filamentum hossza tovabb novekszik. Ez az ugynevezett elongacio,

amely mar egy gyorsabb folyamat. Az egymashoz épiil6 monomerek orientaciéja azonos,



ezért a filamentum szerkezete polaris lesz. A polimerizaci6 utols6 fazisa az, amikor beall
a dinamikus egyensuly. Az ekkor létrejové tigynevezett taposémalom mechanizmus azt
eredményezi, hogy a filamentum hossza valtozatlan marad. Bar ilyenkor a filamentum
mindkét végén lejatszodik a monomerek asszociacidja és disszociacidja is, azonban a
,szakallas” végen az asszociacio, a ,hegyes” végen a disszociaci6 folyamata domindl, és a

két hatas egyenstlyban van.

Nukleotid analégok

A G- és az F-aktin kiilonb06z6 szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagokat mutat, ha
ATP, ADP-P;, vagy ADP kotddik hozzajuk, vagy egyaltalan nem kotédik hozzajuk nukleotid.
Az aktin képes hidrolizalni az ATP-t. Az aktin alapi mozgasokhoz ATP sziikséges. A
globularis aktin monomerek ATP-t kotnek és az ATP - mikdzben a G-aktin filamentalis
aktinna polimerizalédik - ADP-vé és szervetlen foszfatta hidrolizalédik.

Tobb tanulmany azt feltételezi, hogy a nukleotidkotd arok két allapotot vehet fel,
nyitott és zart allapotot. A két allapot kozotti atmenetet az aktualis puffer kortilmények,
és az aktinhoz kapcsolédé ligandumok is szabalyozzak. A G-aktinban a nukleotidcsere
miatt bekovetkezd valtozasok is a két atmenet egyensulyanak az eltol6ddsahoz vezetnek.
Az eltér6 nukleotidot kotd allapotok kiemelked6en fontosak a filamentdlis aktin
struktirajanak kialakitasaban, illetve befolyasoljak a kialakult aktin filamentum fizikai
tulajdonsagait is. Abban az esetben, ha a polimerizaci6 kiindulasi allapotanak tekintett
aktin monomerek ADP-t kotnek, egy kevésbé merev F-aktin szerkezet jon létre, mint
filamentum allapot alakul ki olyan esetekben, amikor a kotott nukleotid nem
hidrolizalhat6é ATP analég, vagy ADP-P;.

A természetes bazisokkal, nukleotidokkal nagyfoki szerkezeti hasonldsagot
mutatd vegyiiletek tartoznak a nukleotid analégok csoportjaba. Jelentdségiik, hogy a
hasonldsag miatt — az él6 szervezetben, a sejtekben — részben helyettesithetik a
természetes nukleotidokat. Ez a helyettesités azonban nem tokéletes, emiatt gyakran
gatoljak a nukleotid anyagcserét vagy a polinukleotidok szintézisét.

Az AMP-PNP (adenilil-imidodifoszfat) egy nem-hidrolizal6dé ATP anal6g. Az ATP
nukleotid analégjanak tekinthet§, amennyiben az AMP.PNP hasznalatakor az aktin

filamentum az ATP-aktin allapothoz tartoz6 szerkezeti tulajdonsagokat mutat.



Aktinkotegeld fehérjék

Az aktin-halézatokban egymast keresztez6 mikrofilamentumok szovevényét
altalaban nagyméretdi, flexibilis keresztkotd fehérjék stabilizaljak. Ezek a fehérje
polimerek oldaldhoz kotédve eldsegitik azok magasabb rendd polimer halézatokba,
kotegekbe vald szervezddését. A kotegekben parhuzamos szalak vannak keresztkotve a
keresztkot6é fehérjék altal. Szamos aktin filamentumhoz kot6d6é aktinkotegeld fehérje
létezik, amelyek kozvetitenek kiillonb6zd, a sejtekben lejatszédé folyamatokban, mint a
sejtmembran kitiiremkedések képzése vagy a sejt adhézios folyamatok és a stressz szalak
képzésén alapulé mozgasok. A sokféle keresztkoté kozil az alfa-aktinin és a fascin a
legismertebb. Az aktinnal alkotott kélcsonhatdsuk kiilonb6zé modon alakul ki, és
alkalmassa teszi 6ket arra, hogy a specifikus bioldgiai funkcioikat ellathassak. A fascin és
az alfa-aktinin jelen vannak kortikalis és citoszkeletalis aktin struktirakban, mint példaul
mikrovillusokban, sztereociliumokban és filop6diumokban, valamint részt vesznek sejt-
matrix adhézids folyamatokban, sejt-mozgasban, a sejtek kozotti interakciokban.

A fascin egy 55 kDa molekulatomegii (~ 5 nm atmérgjii) globularis fehérje, amely
négylevell l6heréhez hasonl6 térszerkezetli, 4 doménbdl épiil fel. Hirom izoformaja
ismert eml6sokben: a fascin-1, 2 és 3, amelyek kiilonb6z6 szovet tipusokban
expresszalodnak. Mig sok esetben a foszforilacié aktivalja a fehérjéket és szamos
jelatviteli utat, addig a fascin az egyik olyan aktinkotd fehérje, amelyet a foszforilacié
negativan szabalyoz. A fascin két aktinkotd hellyel rendelkezik. Az egyik a fehérje C-
terminalis részén ([ trefoil-3) talalhatd, a Ser39 foszforilacios hely mellett, amelynek
kulcsszerepe van az aktinhoz val6 kot6désében, a masik pedig az N-terminalis végen (3
trefoil-1). Ezek a kot6helyek részt vesznek a stabil és viszonylag merev aktinkotegek
kialakitasaban. A segitségiikkel létrejové aktinkotegek utvonalat szolgaltatnak a
vezikuldk transzportja szdmara a sejttestt6l a folyamatosan fejl6dd sejtkitiiremkedés
elils6 éle felé. A fascin a filopédiumokban, mikrotiiskékben és aktin-alapu
kitliremkedésekben lokalizalédik a plazma membran alatt, valamint kézremiikodik az
egymassal parhuzamos F-aktin szerkezet 0sszedllitisaban és fenntartasaban a mozgé
sejtek filopoédiumainak csicsi részében. Expresszidja fontos az aktinkotegek
stabilitdsadhoz az invadopoédiumokban. A legtobb normal felnétt epitél sejtben vagy
egyaltaldn nem, vagy nagyon kis mennyiségben expresszalédik, azonban a legtobb human

karcindmaban nagyobb mennyiségben irodik at, igy a tumorok 6sszes tipusaban a fascin



szintje megnovekszik, mind fehérje, mind gén szinten. Ezaltal a fascin egy igéretes és
egyszer( tumor marker létrehozasara ad alapot.

A fascin intracellularis mennyiségének jelentds csokkenése vagy a funkciéjanak a
gatlasa a filopddiumok altal mozgatott sejtek csokkent mértékii vindorlasat eredményezi
a kitliremkedések és filopddiumok szamanak csokkenése altal. Nemrégiben kimutattak,
hogy a fascin képes mddositani az aktin filamentumok szerkezetét és dinamikai
tulajdonsagait. Mansson munkacsoportjdnak eredményei alapjan a fascin Aaltal
keresztkotott aktin filamentumok flexibilitdsa csokken, a fascin kotédésének hatasara a
filamentumok perzisztenciahossza mintegy 15-szor hosszabb lesz, mint azoké a
filamentumoké, amelyek nem kotnek fascint.

Az alfa-aktinin egy 200 kDa-os fehérje, amelyben két palca alaki monomer alkot
egy homodimert (a hossza 20-30 nm), antiparallel elrendezésben. Mindkét monomer
tartalmaz az N-terminalis végén egy-egy aktinkotd helyet, amelyeket 4 spektrinszeri
harmas helikalis tandem rendez6d6 struktira koévet. A spektrin strukturak felelések a
nem-kovalens dimerek kialakuldasaért és a dimerizaciés domének specifikus
jellegzetességei hatarozzak meg a homodimerek hosszat. Az aktinkoto fejek orientacidja
nagyon fontos az aktin kotés és az azt kovet6 kolcsonhatasok 1étrejottéhez .

Az alfa-aktinin a sejten beliil kiilonb6z6 részeken fordul el6, mint a harantcsikolt
izom Z-lemezeiben, illetve a nem-izom eredet( sejt adhézios plakkokban. Az alfa-aktinin
kiilonb6z6 izoformai az aktin filamentumokat vagy polaris, vagy bipolaris aktinkotegekké
kotegelhetik és ennek kovetkeztében a létrehozott aktin hal6zat polaritasa a fehérjéktol
fugg.

Hasonlé alapvet6 funkciojuk (keresztkotés és kotegelés) ellenére az alfa-aktinin és
a fascin altal kotegelt aktin filamentumok kiilonb6z6 mechanikai sajatsagokat mutatnak.
Kilonbségek vannak a kotegek Osszeépiilésének gyorsasagaban, illetve a
rugalmassagukban is, attdl fiiggéen, hogy a kotegel6 milyen koncentraciéban van jelen. A
legnyilvanvalobb kiilonbség a két fehérje hatdsa kozott mégis az, hogy attdl fliggben, hogy
melyik kotegel6 molekula vett részt a kotegek kialakitasaban, a kotegekben az aktin
filamentumok kozotti tavolsag kiilonb6z6. Ennek oka vélhetéen leginkabb a kotegeld

molekulak kozotti méretbeli kiilonbség.

A fascin tomorebb aktin kotegeket hoz létre, mint az alfa-aktinin. Azonban az

osszefliggés a jellemz6 geometriai tulajdonsagaik és a funkcionadlis viselkedésiik kozott



nem ilyen egyszer(. Nagy és munkatdarsai felfedezték, hogy a miozin-X hatékonyabban hat
kolcson a fascin altal kotegelt aktinnal, mint az egyedi aktin filamentumokkal. Az
el6bbiekben részletezett kotédés kovetkeztében a kotegek filopddialis belsé részében a
miozin-X képes hosszirdnyban kozlekedni és felhalmozédik a filopédiumok disztalis
csucsaiban. Ricca és Rock kimutatta, hogy a miozin-X folyamatosan képes lépkedni, azaz
processziv tulajdonsdgokat mutat a fascin-aktin kétegek mentén. Az a tény, hogy a
kotegekkel ez a miozin hatékonyabban hat kdlcson, mint egyedi aktin szalakkal arra utal,
hogy a miozin-X nem egyedi motorként, hanem nagyobb klaszterekbe szervezddve fejti ki

biologiai hatasat.



Célkitizések

Munkam els6 részében a harom eltérd nukleotidnak — az ATP, az ADP és egy nem
hidrolizal6dé ATP anal6g, az AMP.PNP — altal az aktin szerkezetében kivaltott dinamikai
és konformacids valtozasokat vizsgaltuk EPR technika segitségével.

A kovetkez kérdéseket tettiik fel:

(1) Hogyan valtozik meg a kilonb6zé nukleotidokat koté globularis és
filamentalis aktin h6mérsékleti stabilitasa?

(2) Megvaltozik-e az F-aktin rotaciés dinamikaja, ha benne a monomerek
ATP-t kotnek, és nem ADP-t; és ha igen, akkor hogyan?

Munkam masodik részében két aktinkotegeld fehérje - a fascin és az alfa-aktinin -
altal létrehozott filamentdlis aktinkotegek mechanikai tulajdonsagainak néhany
vonatkozasat vizsgaltuk. A fascinnak vagy az alfa-aktininnek az aktin filamentumokhoz
valo kotddése altal okozott flexibilitds valtozasok kimutatdsdhoz az EPR alkalmazasan
alapulé modszereket alkalmaztunk.

Ehhez kapcsol6ddan az alabbi kérdéseket kivantuk vizsgalni:

(1) Milyen rotaciés dinamikai kiilonbségek jellemzik a fascin illetve az alfa-
aktinin altal kotegelt aktinkotegeket?

(2) Milyen hatdsa van az aktinhoz kotott kotegel6 fehérjéknek az aktin
protomerek szerkezetére?

(3) Milyen hatasa van a filamentumok koz6tti kapcsolédasok kialakuldsanak

az aktin filamentum egészének a mozgasaira?



Anyagok és modszerek

Az aktin preparalasa

Az aktin fehérjét hazi nyul (Oryctolagus cuniculus domestica) hatizmabol
preparaltuk. Ennek elsé részében Feuer és munkatarsai moédszere szerint aceton
forgacsot készitettiink, amit felhasznalasaig - 20 °C-on taroltunk. Ledaraltuk a nyul
hatizmabdl kinyert részeket, majd 4 °C-on, KCl-pufferben (150 mM K2HPO4, 100 mM KCl;
pH 6,5), ezutan 0,05 M NaHCO3 és 1 mM EDTA oldatban kevertetve tisztitottuk tovabb. Az
egyes lépések soran négyrétegii steril gézen szlirtiik at a félig kész forgacsot. Végiil kétszer
desztillalt vizzel, 6tszor pedig acetonnal mostuk at a forgacsot. Az igy késziilt és kiszaritott
aceton forgacs -20 °C-on tobb honapig mindségromlas nélkiil felhasznalhaté volt.

Az aktin kinyerését az aceton forgacsbdl a Spudich és Watt altal leirt médszer
alapjan végeztiik. A forgdcsunkat A-pufferben (4 mM Tris-HCI vagy MOPS; 0,5 mM MEA,
0,2 mM ATP, 0,1 mM CaClz, 0,005 % NaNs3; pH 8,0), jégen kevertettiik, négyrétegii steril
gézlapon atszirtiik, majd ezeket a miiveleteket még egyszer megismételtiik. A sziirletet
centrifugaltuk (100000g, 2 6ra, 4 °C-on), a feliilldszéhoz 2 mM MgClz-ot és 50 mM KCl-ot
adtunk a polimerizaci6 érdekében. Az igy polimerizalt fehérjekomplexben 0,8 M KCl
hozzaadasaval disszociadltattuk az aktint a tropomiozintél. A polimerizalt aktint
centrifugaltuk (400000g, 45 perc, 4 °C-on), majd a feliiluszot leontottiik. Az iiledékben
levd aktint MEA mentes A-pufferben (4 mM Tris-HCl vagy MOPS, 0,2 mM ATP, 0,1 mM
CaClz, 0,005 % NaNs; pH 8,0) homogenizaltam és 12 6ran keresztiil dializaltam. Az igy
eléallitott G-aktin preparatumot, a még esetlegesen megmaradt aktin filamentumoktdl és
a szennyezddésektdl centrifugalassal (400000g, 30 perc, 4 °C-on) tisztitottam meg.

A preparalas végén az aktint A-pufferben 4 °C-on taroltuk, és néhany napon beliil
felhasznaltuk. A G-aktin koncentraciét Shimadzu UV-2100 spektrofotométer
hasznalataval hataroztuk meg az abszorpciét 290 nm-en mérve, 0,63 mglmlcm -1
abszorpcios koefficienst alkalmazva a szamolashoz.

Az aktin filamentumok létrehozasahoz (polimerizalas) az aktin monomerekhez
2 mM MgClz-ot és 100 mM KCl-ot adtunk (végkoncentraciok), és az oldatot két 6ran

keresztiil szobah6mérsékleten inkubaltuk.



Kotegelo fehérjék (alfa-aktinin és fascin) preparalasa

Az alfa-aktinin preparalasa

Az alfa-aktinint rekombindans technika alkalmazasaval preparaltuk. Els6 1épésben
pEGFP-N1 plazmidot (AddGene) E. coli BL21 kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd
LB taptalajon (10 g/l tripton, 5 g/1 éleszt6 kivonat, 10 g/1 NaCl és 15 g/l agar) novesztettiik
37 °C-on. A nedves sejttomeghez feltaré puffert (grammonként 5 ml PBS, proteaz-
inhibitor koktél és 1 mg/ml lizozim) adtunk a sejtekhez, majd feltartuk a sejteket kézi
Bandelin Sonopuls Ultrasonic homogenizator és szonikator segitségével (5x 1 perces
impulzusok, 80% amplitudd). A sejtszuszpenziohoz DNaz I enzimet (1ml/15 g) adtunk,
majd 1 6ran at 0°C-on kevertettiik. A felesleges sejttormeléket ultracentrifugalassal
(Sorvall Ultra Pro 80, 200000g 4 °C, 30 perc) valasztottuk el mintatdl.

A GST-fziés rekombinans alfa-aktinint affinitas kromatografiaval (Pharmacia
FPLC) tisztitottuk, ami soran a GST-alfa-aktinin fehérje a Glutation-sepharose 4B (GSH)
oszlop gyongyeihez kotddott. Az aspecifikusan kot6dd fehérjék eltavolitasara 20-szoros
oszloptérfogati mosé puffert (50 mM TRIS/HCI, 300 mM NacCl, 3 mM DTT, 1 mM EDTA,;
pH 7,5) hasznaltunk. A fehérjét FactorXa hasitas (0 °C, 16 6ra) utan elualtuk 10 mM
TRIS/HCI, 150 mM NaCl, 3 mM DTT, 1 mM EDTA; pH 7,5 6sszetételd elualé pufferrel. A
mintankat koncentraltuk: Janetzki K26 centrifugaban (400000g, 4 °C, Amicon ULTRA 10
MWCO centrifugacsovekben). A szennyez6 fehérjéket gélfiltralassal (Superdex G-75
oszlopon: 16 mm, 3-70 kDa tomegii rekombinans fehérjék tisztitasara idealis) tavolitottuk
el. A csucsokhoz tartozo frakciokbol mintat vettiink, majd megfuttattuk SDS-akrilamid
gélen (Natrium Dodecil Szulfat- Poliakrilamid Gél, 10 % akrilamidot tartalmaz). Az alfa-
aktinin fehérjét tartalmazé frakciékat 6sszegyijtottiik és a mar korabban leirt médon
koncentraltuk. Tarolas el6tt a fehérjét 4 mM TRIS-HCI, 4 mM NacCl, 20 uM EDTA; pH 7,6
pufferben dializaltuk, majd az el6z6 0Osszetételli pufferben folyékony nitrogénben

lefagyasztottuk. Az alfa-aktinint felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

A fascin preparalasa

A fascin fehérje preparaldsa hasonl6 médon tértént, mint az alfa-aktininé. Az FSCN-
1 plazmidot (AddGene) E. coli BL21 kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd LB
taptalajon (10 g/l tripton, 5 g/1 élesztd kivonat, 10 g/1 NaCl és 15 g/I agar) novesztettiik
37 °C-on. A nedves sejttomeghez feltaré puffert (50 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl, 10 %



glicerol, 5 mM DTT, EDTA-mentes proteaz-inhibitor koktél és 1 mg/ml lizozim és 10
pug/ml DNAaz 1. enzim; pH8,0) adtunk, majd feltartuk a sejteket kézi Bandelin Sonopuls
Ultrasonic homogenizator és szonikator segitségével. A felesleges sejttormeléket
ultracentrifugalassal (Sorvall Ultra Pro 80, 200000g 4 °C, 30 perc) tavolitottuk el a
mintabol.

A fascin fehérjét Pharmacia FPLC (affinitas kromatografia) segitségével tisztitottuk
tovabb. Az aspecifikusan kot6dé fehérjék eltavolitdsara 20-szoros oszloptérfogatd mosé
puffert (50 mM TRIS/HCI, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 10 % glicerol, 5mM DTT; pH 7,5)
hasznaltunk. A fehérjét Precission Protease hasitas (0 °C, 16 6ra) utan elualtuk 20 mM
imidazol, 20mM NaCl, 5mM DTT; pH7,4 0&sszetételd eludlé pufferrel, majd
koncentraltuk: Janetzki K26 centrifugaban (400000g, 4 °C, Amicon ULTRA 10 MWCO
centrifugacsovekben). A szennyez6 fehérjéket ioncseréld Q-Sepharose oszlopon (100
mm, 6 % agardz, erls anioncseréld) sogradienssel (0-1 M NaCl) tavolitottuk el. A
csucsokhoz tartozod frakciokbol mintat vettiink, majd megfuttattuk SDS-akrilamid gélen
(Natrium Dodecil Szulfat- Poliakrilamid Gél, 10 % akrilamidot tartalmaz). A fehérjét
tartalmazo frakciokat 0sszegytijtottiikk és a mar korabban leirt médon koncentraltuk.
Tarolas eldtt a fehérjét 20 mM imidazol, 150 mM KCl, 10 % glicerol és 5 mM DTT; pH 7,4
pufferben dializaltuk, majd az el6z6 Osszetételi pufferben folyékony nitrogénben

lefagyasztottuk; felhasznalasaig -80 °C-on taroltuk.

Az aktin jeldlése EPR vizsgalatokhoz

Az aktint az EPR alkalmazasok érdekében paramagneses vegytlettel (EPR

szondaval) reagaltattuk; ezt nevezziik a kés6bbiekben spinjelolésnek.
Az alkalmazott mérési modszerek

EPR spektroszkopia

Mar az 1970-es évek oOta kutattadk az aktin és miozin rendszereket EPR
spektroszképia alkalmazasaval a PTE AOK Biofizikai Intézet munkatarsai. A
konvencionalis mérési mdodszer a 10-12 - 10-8 s id6tartomanyban teszi lehetdvé a rotacids
korrelaciés idék meghatdrozasat. Emellett a szaturaci6 transzfer EPR modszere
segitségével a 100 ns-nal hosszabb id6tartomanyban is vizsgalhatjuk a molekulaink
rotaciés diffaziés tulajdonsagait. A specialis jelolési technikak — pl. ,site directed

labeling”, segitségével az altalunk jelolt csoport kozvetlen kornyékének rotacids
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dinamikajat is tanulmanyozhatjuk. Ez fligg attél, hogy a spinjel6lt molekularészlet
(szegmens) a molekula egészétdl fiiggetleniill mozog-e, vagy sem. Amennyiben a
spinjelolével megjelolt szegmens rigiden kapcsolédik a molekula egészéhez, ugy a teljes
molekula forgasat jellemezhetjiik. Ebben az esetben példaul azt detektalhatjuk, hogy a
kolcsonhatasok kovetkeztében a molekula egészének valtozott-e a forgasallapota
(rotacids korrelacids ideje). Hasonl6an hasznos informaciékat kaphatunk, amennyiben a
jelolt szegmens nem mereven kapcsolédik a molekula egészéhez, vagy a molekula
valamilyen kolcsonhatasa kovetkeztében megvaltozik a megjelolt szegmens forgasa
(mozgasi szabadsaga). Ebben az esetben a rendszer forgasanak a leirdsdhoz mind a
molekula egészének, mind pedig a szegmens sajat forgasanak a figyelembe vétele
szlikséges

Munkam egyik jelent6s részében EPR spektroszképiat alkalmaztunk kisérletek
soran a molekularis kolcsonhatasok vizsgalatara. A modszer alapja, hogy azokban az
atomi vagy molekuldris rendszerekben, amelyek parositatlan spinli elektronokat
tartalmaznak, magneses térben az elektron spinhez tartoz6 energiadllapotok
energetikailag felhasadnak, azaz energetikailag kilonboznek egymastoél. Ezek kozott az
eltérd energiaallapotok kozott atmenetek hozhatdak 1étre megfeleld energiaju (altalaban
a mikrohulldmu tartomanyt alkalmaznak) kiils6 elektromagneses sugarzassal, és az
atmenetekhez kapcsolddoan abszorpcié vagy az abszorpcié utani emisszié mérhetd. A
paramagneses centrumnak a kornyezetével valé kolcsonhatasai befolyasoljak.az
elektronallapotok energiajat. Az energiaallapotok leirasakor az elektron sajat spinjét,
valamint az atommag spinallapotat is figyelembe kell venniink, mivel az atommagok
spinallapota is befolyasolja a magneses térben 1év§ elektronok energiaallapotait. Ezt a
kolcsonhatast irja le a hiperfinom csatolasi allandé. Ha megvaltozik a kornyezet
polaritdsa, az kihat az elektroneloszlas térbeli eloszlasara, ami a hiperfinom csatolasi

alland6 nagysaganak valtozasahoz is vezet.

Differencial pasztazoé kalorimetriai mérések

A kalorimetriai modszerek idealis eszkozok a killonb6z6 anyagokban lejatszodé
héeffektussal jaro folyamatok gyors vizsgalatara. Ezen modszerek a biologiai
rendszerekre jellemzd globalis valtozasok jellemzésére is kivaléan alkalmasak. A

differencial pasztazo kalorimetria (,differential scanning calorimetry”, DSC) segitségével
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a fehérjék konformaciés valtozasai, valamint térszerkezeti stabilitisa egyarant
feltérképezhet6ek. A modszer alkalmas a vizsgalanddé rendszer felmelegitése, illetve
lehiitése soran lejatsz6dé molekularis folyamatok energetikai hatterének leirasara. A DSC
érzékenysége lehetévé teszi fehérjék termodinamikai allapothatarozéinak hatékony
vizsgalatat. Az allapothatarozok segitségével térszerkezeti stabilitasuk, biolégiai és
biokémiai folyamataikban végbemend konformacids valtozasai is jellemezhetbek. Ezaltal
pl. a fehérjék termodinamikai, valamint térszerkezeti stabilitasa kozott fennallé kapcsolat
kalorimetrikus mddszerekkel feltérképezhetd6. A DSC technika alkalmazasa hatékony
modszer arra, hogy képet kapjunk arrdl, milyen valtozasokat okozott a nukleotidcsere az
aktin szerkezetében illetve arrél, hogyan valtozott meg az aktin hdstabilitasa a
nukleotidcsere hatasara.

A mérés soran a két egymastdl és a kornyezetiiktdl elszigetelt mintatartoban
elhelyezett mérendd, illetve referenciamintat tartalmazé cella egyidejli, egyenletes
sebességli felflitése, majd lehiitése torténik. A két minta hdmérséklete linearisan
novekszik az id6 fliggvényében. A két cella hdmérséklete kozotti kiillonbség a felftités
soran mindaddig zérus, amig a mintaban nem torténik szerkezeti valtozas. Ugyanis a
cellak betoltése soran a tomegiik azonos (max. + 0,1 mg eltéréssel), és a referencianak
hasznalt rendszer ho6kapacitasa a mintdéval kozel azonos. A felflités kezdeti
homeérsékletét olyan alacsonyra valasztva, amikor a mérendd mintadban még nincs
szerkezeti valtozas, a minta és a referencia homérséklete kozel azonos modon valtozik
(AT=0). Ekkor, a minta molaris h6kapacitasaban nincs ugrasszerd valtozas. A vizsgalt
rendszerre jellemz6 h6mérsékleten/hémérsékleteken olyan valtozasok léphetnek fel a
mintara jellemz6 molekularis kolcsonhatasokban (pl. kotések szakadnak fel,
fazisatalakulas 1ép fel), amik a folyamat lezajlasa utdn a hdékapacitas ugrasszer(
megvaltozasat eredményezik. Ebben az allapotban a vizsgalandé minta hémérséklete
nem koveti a referencia h6meérsékletét, mert a referencidban nem kovetkeznek be a
vizsgalt mintdéhoz hasonlé valtozasok. A cellak kozott fellépé hémérséklet kiilonbséget
egy szabalyozo rendszer igyekszik kiegyenliteni, ezért a mérdcellaban lezajlo (endoterm
vagy exoterm) folyamat jellegét6l fiiggen tobblet energiat taplal be a szabalyozo
rendszer (a mérés soran ezt mérjik vagy az id6, vagy a hdmérséklet fiiggvényében) a
megfelel6 cellaba a felfitési homérséklet kovetésére, azaz a cellak kozoti AT=0
fenntartasara. A betaplalt energianak megfeleld hdéaram kiilonbségét a minta és a

referencia h6kapacitasanak eltérését csak a mintaban lezajl6 valtozasok okozzak.

12



Eredmények

Munkam elsé részében az aktin fehérje szerkezetében az eltér6 nukleotidok (ATP,
ADP és AMP.PNP) kotodése altal el6idézett konformacids és dinamikai valtozasokat
vizsgaltam. Feltételezéslink szerint az F-aktinban a monomerek ADP-t kotnek, ezzel
biztositva a miikodéséhez sziikséges optimalis flexibilitast.

Megfigyeléseink:

(1) Az AMP.PNP-t kot6 globularis és filamentdalis aktin termodinamikailag
stabilabb szerkezettel rendelkezik, mint az ADP koté forma. Ennek a
stabilabb allapotnak a kialakuldsat az AMP.PNP nukleotidkot6 zsebbe
torténd beépiilésének tulajdonitjuk.

(2) Az ADP-F-aktin és az AMP.PNP-F-aktin rotaciés dinamikaja kozott az
ATP-G-aktin és az AMP.PNP-G-aktin-hoz képest joval Kkisebb, de
kimutathat6 kiilonbséget figyelhettiink meg.

Munkam masodik részében elvégzett méréseim az aktinkotd fehérjék altal
létrehozott halézat szabalyozasanak és dinamikajanak megismerésére iranyultak.

Hipotézisiink szerint a fascin és az alfa-aktinin altal létrehozott kotegekben levd
aktin filamentumok dinamikai tulajdonsagai meghatarozéak a kotegek funkcidinak
szabalyozasaban.

A korabbiakban feltett kérdéseinkre adott valaszaink:

(1)A fascin és az alfa-aktinin kot6désének ellentétes hatisa van a
filamentumok rotaciés dinamikajara. Mindkét kotegel6 fehérje
megvaltoztatja az aktin filamentumok szerkezetét, de két, egymassal
ellentétes mechanizmussal.

(2) Az aktinkotegeld fehérjék megvaltoztattak az aktin protomerek
szerkezetét a filamentumokban.

(3) Szaturaci6 transzfer EPR méréseink eredményei megmutattak, hogy mind
a fascin, mind az alfa-aktinin kot6édése utidn a filamentumokban a
molekularis mozgasok lassabbak voltak a mikroszekundumos idéskalan.
Ennek a lassabb mozgasnak az oka egy merevebb filamentalis aktin
szerkezet 1étrejotte lehet, amelyet a keresztkotott szerkezet kialakulasa

okozhatott a filamentumok kozott.
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