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BEVEZETES

A szarkomerikus vékony filamentumok osszeszerelédésének modellje

A harantcsikolt izom alapveté kontraktilis egységei a szarkomerek. Szerkezetik és
mikodésuk viszonylag jol ismert, de a szarkomerogenezis folyamatardl, azon bellil is az aktin
alapu vékony filamentumok 06sszeszerel6désérél tudomanyos ismereteink a mai napig
hianyosak. A szarkomer 6sszeszerel6désének tobb modellje is 1étezik. Egy viszonylag Uj
tanulmany szerint az aktin flamentumokba valé szervezddése alapjan egy 3-fazisu modell
feltételezhet6 [1]:

1. fazis: A szarkomer fejl6désének kezdeti szakaszaban az aktin filamentumok
‘robbanasszer(i’ de novo polimerizacidja figyelheté meg. Ennek eredményeképpen homogén
eloszlasu, kézel parhuzamos orientacioju mikrofilamentum raktar alakul ki.

2. fazis: A kialakulé szarkomerikus egységeken belll a de novo polimerizaciét az aktin
monomerek foltszer(i asszociacioja valtja fel. Az aktin beépullése mind a szdges (Z korongnal),
mind pedig a hegyes végen (M vonal irdanyaban) megfigyelhetd, amely révén a filamentumok
egyenletes hosszeloszlasa alakul ki.

3. fazis: A kés6i szakaszokra az aktin beépillésének harom kilonbdzé maodja jellemzé: a
vékony filamentumok lateralis hosszabbodasa, a szarkomerek periférias (transzverzalis)
vastagodasa és a szdges vég dinamika (turnover).

A fentiek alapjan a szarkomerikus vékony filamentumok 6sszeszerel6dése az in vitro
spontan aktin filamentum szervezédési mechanizmusokat tikrézi: de novo nukleacid és
elongacié, longitudindlis vég-vég asszociacid (annealing), transzverzalis oldal-oldal
asszociacio (bundling/crosslinking). Erdekes médon ugyanakkor a vékony filamentumok
hegyes végen térténd hosszabbodasa is megfigyelhetd, ami ellentétes a nem-izom sejtekben
és a tisztitott fehérjerendszerekben az aktin flamentumokra altaldban jellemzé szbéges vég
sulypontu névekedéssel.

A fejl6dési allapotnak megfelel6 fazisok szerkezeti és dinamikai sajatsagai jol

elkilondlnek, de a hattertikben allé molekularis mechanizmusok részleteiben nem ismertek.

Az aktin filamentumok kialakulasat és dinamikajat szabalyozé fehérjék a
harantcsikolt izom fejlédése soran

A vékony filamentumok kialakuldsanak és szervez6désének moddjai Osszetett
mintazatot mutatnak a szarkomerogenezis soran, ami alapjan kilénb6zd aktinkétd fehérjék
bonyolult, dsszehangolt mikddése feltételezhetd [1-3].

A thymosin B4 (Tp4) és a profilin monomerkoété fehériek mar az izomfejlédés korai

szakaszaiban kifejez6dnek gerincesek harantcsikolt izmaiban [4, 5]. Biokémiai aktivitdsaik



alapjan ezek a fehérjék az aktin polimerizaciéjanak negativ szabalyozoi; a szarkomer
monomer raktaranak fenntartasaban lehet szereplk (szekvesztracio és nukleotid csere) [6].
A szarkomerikus aktin filamentumok dinamikus sajatsagait tobb aktink6té
fehérjecsalad koordinalja. A filamentumvégek dinamikajat sapkafehérjék korlatozzak [4, 5, 7].
A filamentumok szbges végét a Z korongnal a CapZ sapkazza, ami révén gatolja a
filamentumok elongacidjat, ugyanakkor szerepe van a filamentumok szabalyos regiszterbe
val6é rendezésében is. A tropomodulin (Tmod) az aktin filamentumok hegyes végével (M vonal
aktivitasat a tropomiozinnal (Tpm) kialakitott kdlcsonhatasa pozitivan befolyasolja. In vitro tébb
olyan aktinkoté fehérjecsalad is ismert, amelyek képesek el6segiteni a filamentumok
képz8deését (assembly promoting factors, APFs); ezek a harantcsikolt izomban is kifejez6dnek
[3, 4, 8]. Az APF csaladba tartoznak a formin fehérjék (FHOD, FMNL, Dia, INF és DAAM) és
a WH2 domén Leiomodin fehérje (Lmod). Biokémiai sajatsagaik alapjan adddott az attraktiv
elképzelés, mely szerint a forminok és a Leiomodin a szarkomerikus aktin filamentumok de
novo nukleatorai lehetnek [8, 9], azonban e funkcidjuk biolégiai kérnyezetben még nem
bizonyitott. Allatkisérletes vizsgalatok alapjan inkabb az aktin filamentumok szerkezeti
rendezettségének kialakitasaban lehet szereplik, nem pedig a miofibrillogenezis kezdeti

fazisaiban megfigyelheté de novo filamentum 6sszeszerel6désben [10].

WH2 domén fehérjék

A WH2 (Wiskott-Aldrich syndrome homology region 2) domén egy rovid, néhany tiz (20
—50) aminosavbal allé aktink6té régid [6, 11, 12]. A domén sajatsaga egy kdzponti konzervalt
LKKT/V aminosav mintézat. Ezt a domén N-terminalisan egy amfipatikus jellegl a-hélix, a C-
terminalis iranyban pedig egy FxxxK aminosav mintaju szakasz veszi kézre. A domén C-
termindlisa valtozatos mind hossz, mind pedig 6sszetétel tekintetében. A WH2 domének
koétbpartner hianyaban nem rendelkeznek masodlagos szerkezeti elemekkel, térbeli
szerkezetlk rendezetlen (intrinsically disordered region, IDR). A domén részleges foldingja a
partnerfehérjéjével; az aktinnal kialakitott kdlcsonhatasa révén valdsulhat meg [13, 14]. Az
aktin asszocialt fehérjékben a WH2 domének eléfordulhatnak izolaltan, tandem mddon
rendez6dve (2 — 4 domén), vagy mas tipusu aktink6td modulokkal dévezve [10, 15]. A
doménkdrnyezettél figgéen a WH2 domén fehérjék mind az aktin monomerekkel, mind pedig
a filamentumokkal kdlcsdnhathatnak; igy a domének szamatdl és aminosav dsszetételétél
fugg6 multifunkcionadlis sajatsagokkal rendelkezhetnek. A WH2 domén fehérjecsalad tagjai az
izommikodésben is meghatarozd szerepet jatszanak; a vazizom szarkomerikus aktin
filamentumainak dsszeszerel6désében és szervezddésében. A Leiomodin gerinces specifikus

fehérje, mig a Sarcomere length short (SALS) Drosophila melanogaster-ben fordul el [1, 9,



16, 17]. Bar in vivo vizsgalatok alapjan a két fehérje hasonld funkcionalis sajatsagokkal

rendelkezik, genetikai kapcsolat k6zottik nem ismert [1, 4, 8].

Leiomodin

A Leiomodin (Lmodl — 3) izoformai a tropomodulin csaladdal rokon fehérjék. A
harantcsikolt izom specifikus Lmod2 és Lmod3 a szarkomerikus vékony filamentumok
szervez6désében, azok hosszanak szabalyozasaban jatszik fontos szerepet [8]. A fehérje
diszfunkcidja tébb human betegség hatterében all (Lmod2: dilatalt kardiomiopatia [18, 19],
Lmod3: nemaline miopatia [16]). Az Lmod két aktin-, (ABS1, ABS2) és egy tropomiozinkétd
(TMBS1) régié mellet a C-terminalisan egy prolin aminosavakban gazdag (proline-rich domain,
PRD) szakaszt és egy WH2 domént tartalmaz. A PRD profilin kdlcsdnhatasa nem ismert. Az
Lmod az aktin filamentumok &sszeszerel6dését katalizalja in vitro a de novo nukleacios
aktivitasa révén, ami az ABS2 és WH2 domének szinergikus hatasahoz kétheté. A tropomiozin
kotése a fehérje ezen aktivitasanak pozitiv szabalyozéja. Az Lmod bioldgiai funkcidja

hatterében allé molekularis mechanizmusok részletei azonban még pontosan nem ismertek.

Sarcomere length short

A Sarcomere length short (sals) gént 2007-ben azonositottak ecetmuslica primer
izomsejtekben [17]. A SALS fehérjének két izoformaja ismert; egy hosszu (935 as), izom
specifikus (ISALS) és egy rovid (533 as), nem-izom szdévetekben megtalalhaté izoforma
(SSALS). A SALS gerinces ortolégja nem ismert [4]. A hosszabb ISALS két WH2 doménnel
(WH2-1: 399-416 as, WH2-2: 447-481 as) és azoktdl N-terminalis iranyban egy prolinokban
gazdag szakasszal (Pro) rendelkezik. A révidebb sSALS a hosszu izoformanak a C-terminalis
felét teszi ki egy WH2 doménnel. A fentieken kivil mas specifikus régiot/domént nem
azonositottak a fehérjében.

A SALS lokalizaciojat tekintve komplex mintazatot mutat; a fejl6d6 ecetmuslica larvak
izomszovetében a vékony filamentumok elongacidja soran azok hegyes végéhez asszocialt,
az adult allatokban miutan a vékony filamentumok elérték a végleges hosszukat azonban
jellemzden a Z korong kdrnyékére helyezédik at. A sals gén csendesitése mar az embrionalis
korban letalisnak mutatkozott, ami a fehérje esszencialis funkciora enged kdvetkeztetni. A sals
mutacié primer izomsejt kulturaban a szarkomerek rovidilését és szamuk ndvekedését,
vékonyabb miofibrillumokat és szakadozottabb izomrostokat eredményezett a vad tipushoz
képest. Mig a miozin Il alapu vastag filamentumok szervez&désére nincs jelents hatassal. A
sals mutans embriok izmainak elektronmikroszképias vizsgalata nemaline miopatiara jellemz6
sotétebb foltokat tart fel. A fehérje tultermelése (Dmef2-Gal4, UAS-sals) rendellenes
harantcsikolt mintazatot, valamint hosszabb szarkomerek kialakulasat idézte el8. A fenotipus

a Tmod csendesitésére is jellemz8. A SALS mennyiségének csokkenése a Tmod tultermelés
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hatasat fokozta, ami a két fehérje genetikai kdlcsbnhatasara és antagonisztikus funkcidjara
utal a vékony filamentumok Osszeszerel6dése soran. A sals gén temporalisan kontrollalt
csendesitése fiatal allatokban (50 h peterakast kdvetéen) a vékony filamentumok hegyes végi
hosszndvekedését szignifikansan gatolta, azonban a szarkomerek periférias vastagodasat
nem befolyasolta [1].

Mindezek alapjan a SALS a szarkomerikus aktin hal6zatok fontos szabalyozdjaként
kodzvetett modon befolyasolja a vékony filamentumok hegyes veég elongacidjat a szarkomer
érése soran. A fenti medfigyelések alapjan felallitott hipotézis szerint a SALS a vékony
filamentumok hegyes végi elongaciojat segiti el6 [17]. Mindazonaltal a SALS aktin

kdlcsdnhatasai és azoknak a fehérje bioldgiai funkciéjaban betdltott szerepe nem tisztazott.



CELKITUZESEK

A szarkomer szerkezeti sajatsagai viszonylag jol ismertek, azonban kialakulasanak
folyamata, a vékony filamentumok 6sszeszerel6désének és szervez6désének hatterében allé
komplex események és szabalyozé fehérjék, illetve azok pontos miikédési mechanizmusa
részleteiben nem tisztazott. A vékony filamentumok dsszeszerelédésiik tekintetében szokatlan
sajatsagot mutatnak, amennyiben az in vitro és nem-izom sejtekben dominans szdges vég
novekedéssel szemben a hegyes vég dinamikaja tlnik az elongacié vonatkozasaban
meghatarozonak. Ebben a tekintetben a WH2 domén fehérjék, mint a human Leiomodin és a
Drosophila specifikus Sarcomere length short, fontos szerepet télthetnek be a szarkomerikus
aktin filamentumok dinamikai szabalyozasaban. Habar a két fehérje k6zott genetikai rokonsag
nem ismert, biologiai aktivitasaik alapjan funkcionalis homoldgiat, valamint az aktinra gyakorolt
hatdsmechanizmusuk konzervaltsagat sejthetlnk.

A Ph.D. munkam soran érdekl6édésem kdzéppontjaban a SALS fehérje biolégiai
funkcidinak hatterében allé molekularis mechanizmusok feltarasa allt. A WH2 domén ismert
aktink6té motivum, ezért elséként a SALS két WH2 doménjének és az aktin kdlcsénhatasanak
in vitro biokémiai és biofizikai jellemzését tlztem ki célul. A SALS a WH2 doménjei mellett
rendelkezik egy prolin-gazdag régioval, ami az aktinkoté profilinnel alakithat ki kdlcsénhatast,
és befolyasolhatja a SALS aktin dinamikara kifejtett hatasat in vitro. igy a WH2 domének

jellemzése mellett munkam kiterjedt a prolin-gazdag régio szerepének vizsgalatara is.

A kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:
» Hogyan hat kélcsdn a SALS az aktinnal?
» Hogyan befolyasolja a SALS az aktin dinamikat?
» A WH2 domén tartalmu fehérjékhez hasonléan a SALS esetében is megfigyelhetlink
funkcionalis sokszinliséget?

» Milyen szarkomerikus fehérjék befolyasolhatjak a SALS miikodését?

A célkitlizések megvaldsitasara kutatdsaim soran a SALS WH2 doménjeit (SALS-WH2),
valamint a prolin-gazdag régiojat is tartalmazé fragmentumat (SALS-Pro-WH2) allitottam eld
rekombinans uton, és azok aktin monomerekkel és filamentumokkal kialakitott in vitro

kélcsdnhatasainak jellemzését végeztem el biokémiai és biofizikai mddszerekkel.



ANYAGOK ES MODSZEREK

A fehérjék elballitasa és fluoreszcens moédositasa

A SALS-WH2 (379 — 531 aminosav) és a SALS-Pro-WH2 (345 — 531 aminosav)
konstruktok cDNS-ét pGEX-2T plazmidba klénozva egylttmikodd partnerink (dr. Mihaly
Jozsef, MTA SZBK, Szeged) bocsatotta rendelkezéslinkre. A fehérjéket GST (Glutation S-
Transzferaz) fuzios fehérjeként E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen) sejtvonal alkalmazasaval
termeltettlk és tisztitottuk. Az aktint és a tropomiozint nyul vazizombal nyert acetonforgacsbal
tisztitottuk [20-22]. A human gelsolint (GSN), az egér profilin1 (profilin) és a nyul vazizom
miozin Il fehérjéket kordbban leirtak alapjan preparaltuk [26, 27]. Az aktint pirén (Sigma-
Aldrich), IAEDANS (Life technologies), IAF (Sigma-Aldrich) és Alexa488®NHS (Invitrogen); a
tropomiozint Alexa568®Cs maleimid (Invitrogen); a profilint Alexa568®Cs maleimid (Invitrogen)
fluoroférokkal standard eljarasok alapjan jeldltik [20, 23-25].

Fluoreszcencia spektroszkoépiai vizsgalatok

Steady-state fluoreszcencia emisszié és anizotropia mérésekben vizsgaltuk a
SALS WH2 doménjeinek aktin monomerekkel kialakitott kdlcsonhatasat, IAEDANS, vagy
Alexa488NHS jeldlt G-aktint (1 uM vagy 20 pM) alkalmazva. A spontan polimerizacio
megakadalyozasa érdekében az aktint (1 uM vagy 20 uM) Latrunculin A-val (4 uM vagy 20
uM) inkubdltuk. A SALS konstruktokat ezt kdvetéen adtuk a mintdkhoz. A SALS és a
tropomiozin (A568®Cs maleimid-Tpm, 1 uM) kolcsonhatasat steady-state anizotrépia
mérésekben, kilonbdzd ionerésségl kornyezetben vizsgaltuk (alacsony ionerésség: 10 mM
NaCl, kézepes ionerésség: 50 mM KCI + 10 mM NaCl, magas ionerdsség: 100 mM KCI + 10
mM NaCl; a 10 mM NaCl a SALS tarolopufferének hozzajarulasa). Az ionok kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatas erdsségét jellemz6 ioner6sséget az ionok molaris
koncentraciojanak és toltésének ismeretében hataroztuk meg. A SALS és a profilin (A568®Cs
maleimid-profilin, 1 uM) kdlcsdnhatasat steady-state anizotropia mérésekben vizsgaltuk. A
relativ fluoreszcencia emisszié és a maximum hulldmhossz értékeit, valamint az anizotrépia
értékeket a SALS (SALS-WH2 és SALS-Pro-WH2) koncentraciojanak fluggvényében
abrazoltuk, az adatok kvantitativ elemzése soran a SALS:G-aktin, illetve SALS:Tpm
kélcsdnhatast jellemzé disszociaciés egyensulyi allanddkat (Kp) hataroztuk meg.

Fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) méréseket végeztink a
SALS:G-aktin komplex sztéchiometrigjanak megallapitasa érdekében. Donorként (D)
IAEDANS (1 uM), akceptorként (A) IAF (9 uM) jeldlt aktint hasznaltunk. A donor és az akceptor
kozotti energiatranszfer hatasfokat G (monomer) és F pufferben (G puffer + 1 mM MgClz, 50
mM KCI, filamentum), valamint gelsolin (5 uM; 1 GSN : 2 G-aktin), vagy SALS-WH2 (10 uM)



jelenlétében hataroztuk meg. A fluoreszcencia emissziot korrigaltuk a minta dnabszorpciojabdl

szarmazo inner filter effektusra.

A SALS konstruktok hatasat az aktin monomer:filamentum egyensulyra pirén jeldlt aktin
alkalmazasaval tobbféle médon vizsgaltuk.

Az aktin polimerizacié kinetikai vizsgalata: Az aktin (2.5 uM, 5% pirén jeldlt)
polimerizaciéjat 1 mM MgCl, és 50 mM KCI hozzaadasaval inditottuk el SALS hianyaban és
jelenlétében. Az aktin filamentumok 6sszeszerel6désének kinetikajat a pirén fluoreszcencia
emissziojanak idébeli valtozasan keresztil kovettiik nyomon. A kvantitativ elemzés érdekében
a polimerizacio sebességét a pirén tranziens kezdeti szakaszara (0 — 500 s) illesztett egyenes
meredekségébdl hataroztuk meg és abrazoltuk a [SALS] fliggvényében. Az analizis soran a
féltelitési koncentraciot (ICsp) hataroztuk meg [28]. A SALS konstruktok hatasat az aktin
filamentumok hegyes vég dinamikajara gelsolin:aktin magok (seeds, GA;) alkalmazasan
alapulo polimerizacios kisérletekben vizsgaltuk. A GA; komplex létrehozasahoz gelsolint (0.5
uM) és G-aktint (1.1 uM) inkubaltunk G pufferben CaCl, jelenlétében (2.5 mM) [23]. Az aktin
kinetikajat kovettik nyomon SALS hianyaban és kilonb6zd koncentracioi mellett.

Az aktin depolimerizacio kinetikai vizsgalata: Az aktin filamentumokat (1 uM, 50%
pirén jeldlt) 20 nM-ra higitottuk a SALS kulénbdzé koncentracioi, gelsolin (0.1 és 0.5 uM), vagy
Latrunculin A (20 uM) mellett. A Tpm jelenlétében végzett mérések soran az aktin
filamentumokat tropomiozinnal (4.5 uM) inkubaltuk (4 °C, éjszakan at) a SALS hozzaadasat
megel6z&en. Az aktin filamentumok szétszerel6désének kinetikajat a fluoreszcencia emisszio
csokkenésének idébeli nyomon kdvetesével vizsgaltuk.

A kritikus koncentracié meghatarozasa: Aktint (5% pirén jeldlt) polimerizaltunk
ndvekvé koncentraciéban SALS-WH2 hianyaban és jelenlétében (0.5 uM és 1.5 uM), vagy
gelsolin (0.01 pM) hozzaadasat kovetbéen. A mintdk steady-state pirén fluoreszcencia
emissziojat mértik és abrazoltuk az [aktin] flggvényében (J(c) abrazolas) [29]. A J(c)
abrazolas karakterisztikus toréspontjahoz tartozé aktin koncentraci6 a steady-state
'nempolimerizalt’ aktin mennyiségének felel meg. Ez a steady-state szabad G-aktin (kritikus
koncentracid, c:) és a szabalyozé fehériék altal kotoétt, szekvesztralt monomerek
mennyiségének 6sszegébdl tevidik dssze. Igy, a kritikus koncentracié, a mintaban 1évé teljes
[SALS-WH?2], valamint a SALS-WH2:G-aktin komplex disszociaciés egyensulyi allandéjanak
fuggvénye.

A monomer:filamentum arany steady-state vizsgdlata: Aktint (2.5 uM, 50% pirén
jelolt) polimerizaltuk phalloidin (2.5 uM), jasplakinolide (2.5 uM) vagy tropomiozin (6 pM)

hianyaban, illetve jelenlétében (4 °C, éjszakan at). Ezt kdvetéen a filamentumokat a SALS-



WH2 kiilonbdzé koncentracidi mellett inkubaltuk (4 °C, éjszakan at), majd a steady-state pirén

fluoreszcencia emissziot mértik és relativ értékeit abrazoltuk a [SALS-WH2] fuggvényében.

Teljes bels6 visszaver6désen alapulé fluoreszcencia mikroszkoépia (TIRFM)
A TIRFM vizsgalatok soran Alexa488®NHS jelolt G-aktin (0.5 uM, 10% Alexa®NHS488

jelolt) polimerizaciojanak kinetikajat az egyedi filamentumok szintjén kovettik nyomon SALS-
WH2 hianyaban és jelenlétében. A vizsgalatokhoz N-etilmaleimid (NEM) jel6lt vazizom miozin
Il-vel funkcionalt fed6lemezt alkalmaztunk, biztositva az aktin filamentumoknak az
evaneszcens mez6ben vald jelenlétét. Az aktin filamentumok noévekedési sebességét
hataroztuk meg és abrazoltuk a [SALS-WHZ2] fliggvényében, az adatokbdl a féltelitési

koncentraciot (ICso) szarmaztattuk.

Szedimentacioés vizsgalatok

A SALS monomer:filamentum egyensulyra gyakorolt hatasat, valamint F-aktin
kdlcsdnhatasat ultracentrifugalason alapulé koszedimentaciés modszerrel vizsgaltuk; F-aktin
(1, 1.5 és 2.5 uM) vagy phalloidin-F-aktin (1 uM) alkalmazasaval. A mintak ultracentrifugalasat
(300.000 g, 30 min, 20°C) kovetben az lledék és a fellluszd fehérjetartalmat SDS-PAGE
analizissel vizsgaltuk. A fellliszéban (G-aktin) és pelletben (F-aktin) 1évé aktin koncentracidjat
fuggvényében. Az adatsorra illesztett egyenes meredeksége fiigg a kritikus koncentraciotol, a
mintaban lévd teljes [SALS-WH2]-tél, valamint a SALS-WH2:G-aktin komplex disszociacios

egyensulyi allandéjatol.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A SALS WH2 doménjei kolcsonhatnak az aktin monomerekkel

A steady-state fluoreszcencia emisszio és anizotrdpia kisérleteink eredményei alapjan
a SALS-WH2 mikromolar alatti affinitassal (Kp ~ 0.23 - 0.4 uM) kot az aktin monomerekhez. A
SALS-WH2:G-aktin kdlcsénhatast az aktin Cys®’* aminosavahoz kapcsolt IAEDANS spektralis
tulajdonsagainak  (fluoreszcencia emisszi6 csOkkenése, maximum  hulldmhossz
voroseltolédasa) szignifikans valtozasa kisérte. Ennek hatterében az allhat, hogy a WH2
domeének koétddése a fluorofdr lokalis kdrnyezetét befolyasolja, ami az IAEDANS oldoszer
szamara val6 elérhetbségét fokozza. Az Alexa488NHS jel6l6 alkalmazasakor a fluoreszcencia
emisszid spektralis sajatsagai nem valtoztak. Az Alexa488NHS a monomer Lys®?%-as
aminosavahoz kapcsolddva tavolabb esik a WH2 domének kétéhelyétél. A SALS-WH2:G-aktin
komplex sztéchiometrigja is fliggott az alkalmazott fluorofortdl (IAEDANS estén 1 : 1,
Alexa488NHS esetén 1 : 2). Az Alexa488NHS jelol6 tehat alkalmasabb a WH2 domén:G-aktin
kdlcsOnhatasra iranyuld vizsgalatokban.

Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a SALS mindkét WH2 doménje
kélcsonhat egy-egy aktin monomerrel. A SALS WH2 doménjei a WH2 doménekre jellemzé
'klasszikus’ — szerkezetvizsgalti modszerekkel meghatarozott — médon kapcsolddhatnak az
aktin monomerekhez; a domén N-terminalis amfipatikus a-hélixe a G-aktin S1 és S3

alegyseége kodzotti hidroféb arokba ékelédik be [13, 14].

A SALS WH2 doménjei gatoljak az aktin monomerek filamentumba épiilését

A SALS fehérjével kapcsolatos in vivo vizsgalatok azt a hipotézist vetették fel, hogy a
fehérje elbsegiti a szarkomerikus vékony filamentumok elongacidjat a hegyes végen [1, 17]. A
polimerizacios kinetikai vizsgalataink szerint a SALS-WH2 koncentraciéfliiggé médon gatolta
a filamentumképzddést; a féltelitési koncentracié ICso ~ 0.3 uM-nak adédott. A SALS-WH2
polimerizaciéra kifejtett hatadsat egyedi aktin filamentumokon TIRFM segitségével is
megvizsgaltuk. A SALS-WH2 koncentraciofiggé médon gatolta a filamentumok elongaciojat;
a féltelitési koncentracio 1Csp ~ 0.4 uM-nak adodott. Kvantitativ elemzést nem végeztiink, de
a TIRFM felvételek arra utalnak, hogy a SALS-WH2 jelenlétében nem csak a filamentumok
hossza valtozott, de szamuk is csdkkent. A fenti ICso értékek kdzel azonosak a steady-state
fluoreszcencia spektroszkdpiai mérésekben meghatarozott Kp értékkel, ami arra utal, hogy a
SALS-WH2 polimerizaciét gatlé hatdsa a monomerekkel kialakitott kdlcsdnhatasan alapul.
Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy a SALS WH2 doménjei gatoljak mind az

aktin filamentumok nukleéaciojat, mind pedig azok elongacidjat. A SALS-WH2 polimerizaciét
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gatlé aktivitasa igy ellentétes a telies hossziusagu fehérje feltételezett, filamentum
Osszerel6dést el6segitd aktivitasaval.

A teljes hosszusagu SALS fehérje elemzése soran leirtak, hogy a gelsolin altal — a
szdges vegen — sapkazott filamentumok &sszeszerel6dését gatolja, ami a SALS és a
filamentumok hegyes vége kozotti kdlcsonhatasara utal [17]. A fluoreszcencia spektroszkopian
alapuld kinetikai méréseinkben a polimerizaciot gelsolin-aktin magokrdl indukaltuk.
Eredményeink szerint a SALS-WH2 koncentraciéfiggd médon gatolta a filamentumok hegyes
vég polimerizacidjat is. Mindez arra utal, hogy a SALS izolalt WH2 doménjei nem elégségesek

a hegyes vegen torténd filamentum 6sszeszerel6dés elbsegitéséhez.

A SALS WH2 doménjei szekvesztralé aktivitassal birnak

A SALS-WH2 polimerizaciéra kifejtett gatldé hatasa eredhet a monomerekkel kialakitott
kblcsdnhatasan alapulé szekvesztrald aktivitasabdl és/vagy a filamentumokkal kialakitott
kdlcsOnhatasan alapuld szdges vég sapkazasbol. A SALS-WH2 filamentumvég dinamikara
kifejtett hatasat kritikus koncentracié mérésekben vizsgaltuk. A SALS-WH2 hianyaban a J(c)
abrazolas toéréspontja cc ~ 0.15 uM-nal jelent meg, ami a szdges vég dinamikajat jellemzd
kritikus koncentraciénak felel meg. Gelsolin jelenlétében a téréspont c. ~ 0.6 uM-ra toldédott, a
hegyes vég dinamikajat jellemzd kritikus koncentracié értékre. SALS-WH2 jelenlétében (0.5
uM vagy 1.5 uM) a J(c) abrazolas parhuzamosan futott a spontdn dinamikat jellemzd
adatsorral, azonban a tdéréspontok rendre ~ 0.3 puM-nak, illetve ~ 0.8 pM-nak adddtak.
Medgfigyeléseink kvantitativ elemzése arra enged kovetkeztetni, hogy SALS-WH2 jelenlétében
a 'nempolimerizalt’ aktin mennyiségének ndvekedését a fehérje szekvesztrald aktivitasa és
nem a szoges vegek sapkazasa magyarazza.

A koszedimentacios vizsgalataink eredmeénye is alatamasztotta a WH2 domének
szekvesztrald aktivitasat. Az Uledékben 1évd aktin (F-aktin) mennyisége csokkent, a
feluluszéban 1évé aktin (monomerek és/vagy kisebb oligomerek) mennyisége névekedett a
mennyiségét a [SALS-WH2] flUggvényében abrazolva parhuzamos lefutasu linearis tendenciat
figyeltink meg az alkalmazott aktin koncentraciok esetében. Az illesztett egyenesek
meredekségének abszolut értéke 0.36 £ 0.02-nak adddott, ami dsszhangban van a SALS-

WH2 szekvesztral6 aktivitasaval.

A SALS WH2 doménijei elésegitik az aktin filamentumok szétszerel6dését

A depolimerizacios kinetikai kisérleteink eredményei egyértelmiien arra utalnak, hogy
a SALS-WH2 aktiv modon képes el6segiteni a filamentumok szétszerel6dését, a hatas
mértéke alapjan a severing (fragmentald) aktivitasnak megfelelé hatékonysaggal. A SALS-

WH2 severing aktivitdsanak eléfeltétele a filamentumok oldalahoz valé kétése. A steady-state
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fluoreszcencia spektroszkdpiai kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a SALS-WH2 koétédik a
phalloidin-, vagy a jasplakinolide-stabilizalt aktin filamentumokhoz, de nem képes azok
szétszerel6dését el6segiteni. Ez lehet6séget adott a SALS-WH2 kozvetlen filamentum
oldalkétésének kvantitativ vizsgalatara. Koszedimentacios kisérletek soran a phalloidin-
stabilizalt F-aktin jelenlétében a SALS-WH2 koncentraciofiggé modon megjelent a pelletben,
ennek mennyisége magasabb volt (~ uM), mint ami a filamentum végkdtésnek tulajdonithato
(~ nM). Ez a SALS-WH2 filamentum oldalk6tésére utal. A telitési goérbe maximumahoz tartozo
SALS-WH2:aktin arany ~ 0.5-nek adédott. Ez az érték megegyezik a steady-state anizotrdpia
mérésekben megallapitott 1 SALS-WH2 : 2 aktin sztdchiometriaval, ami arra utal, hogy a SALS
mindkét WH2 doménje kétédik az aktin filamentumok oldalahoz.

Mindezek alapjan arra koévetkezettink, hogy a SALS WH2 doménjei képesek
kozvetlentl az aktin filamentumok oldalahoz kotédni, ami révén elbésegitik az aktin

filamentumok szétszerel6dését, tehat severing aktivitassal birhatnak.

Aktinkoté fehérjék hatasai a SALS WH2 doménjeinek aktin aktivitasaira

A SALS mas WH2 domén fehérjékhez hasonléan (Arp2/3 aktivatorai, VASP, MIM, WIP,
Cordon Bleu és a Leiomodin [30]) tartalmaz egy prolin-gazdag régiét a WH2 doménektél N-
terminalis iranyban. A prolin-gazdag régié gyakori motivum aktinkétd fehérjékben, ami
profilinnel biztosithat kdlcsOnhatast és ez altal a fehérje aktin dinamikara kifejtett hatasat
WH2 domének mellett a prolin-gazdag régiot is tartalmazé konstrukt (SALS-Pro-WH2)
biokémiai aktivitasait tanulmanyoztuk. Steady-state anizotrépia méréseink szerint a SALS
prolin-gazdag szakasza nem képes profilint kétni és nem befolyasolja a WH2 domének
aktivitasat, sem profilin jelenlétében sem hianyaban. Ez arra utal, hogy a SALS esetén a prolin-
gazdag szakasz a fehérje flexibilis szerkezeti elemeként funkcionalhat.

Az F-aktin kanonikus szarkomerikus partner fehérje a tropomiozin gatolta a SALS-WH2
altal medialt severing kinetikajat a higitas indukalta depolimerizaciés mérésekben.
Ugyanakkor a steady-state pirén fluoreszcencia emisszidn alapuld kisérleteinkben a
monomerek mennyisége azonos volt, mind tropomiozin jelenlétében, mind annak hianyaban.
A phalloidinnel ellentétben a tropomiozin nem/kis mértékben befolyasolja filamentumvégek
dinamikajat, igy nincs hatadssal a szekvesztracid6 révén felhalmozédé monomerek
mennyiségére [34, 35]. Ezek alapjan a tropomiozin a SALS-WH2 szekvesztralé aktivitdsara
nem, csak severing aktivitasara lehet hatassal. Osszhangban ezzel, az F-aktin:Tpm komplex
nagyfelbontasu szerkezete alapjan a tropomiozin filamentum oldalkétése sztérikus médon
gatolhatja a SALS-WH2 F-aktin kétését és ez altal severing aktivitasat [36]. A steady-state
anizotropia vizsgalataink alapjan a SALS kétédik a tropomiozinhoz. A komplex disszociacios

egyensulyi allandoi a kulonbozd ionerésségi kornyezetben SALS-WH2: Kp =1.1+£0.2 uM (5

12



mM), Kp=41.37.7 uM (32 mM), Kp > 100 uM (59 mM); SALS-Pro-WH2: Kp = 0.7 £ 0.4 uM
(5 mM)—nak adodtak. Az ioner6sseg ndvelése a kdtést szignifikdnsan gyengitette, ami a
kolcsdnhatas elektrosztatikus jellegére utal. Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy
a kotésben nem a WH2 domének, hanem a konstrukt mas szekvenciarészletei
meghatarozéak. Erdekes megjegyezni, hogy a tropomiozinkotés a SALS és a Leiomodin
k6z6s sajatsaga [8, 9]. Az Lmod:Tpm kdlcsbnhatas az Lmod N-terminadlisan talalhaté TMBS
kotéhelyen keresztll valosul meg. Tovabba ismert, hogy a Lmod tropomiozin kétése a

nukleacios aktivitasat fokozza [8, 9].

Eredményeink alapjan az izolalt SALS-WH2 aktivitasai nem rekonstrualjak a teljes
hosszusagu fehérje aktin dinamikaban tetten érheté hatasait (7. abra) [1, 17]. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a SALS mas régioi és/vagy mas szarkomerikus elemek is
nélkulozhetetlenek a fehérje megfelelé bioldgiai funkcidihoz. A kérdéskor vizsgalata a jévdbeli
kutatbmunkam célkitlizését alapozza meg. Ennek megvaldsitasa érdekében elkezdtem

kidolgozni a teljes hosszusagu SALS fehérje rekombinans uton torténé eléallitasara vonatkozé

protokollt.
BIOKEMIAI AKTIVITAS BIOLOGIAI FUNKCIO
SPONTAN AKTIN DINAMIKA TROPOMIOZIN : AKTIN
szekvesztracio, severing szekvesztracio P
o e §
2 e \WM—

A W N\o—

aktin SALS-WH2 tropomiozin profilin  prolin-gazdag régio SALS

1. abra A SALS izolalt WH2 domének biokémiai aktivitdsainak és a teljes hosszisagu fehérje feltételezett

biologiai funkcidjanak sematikus abrazolasa.
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A Ph.D. MUNKAM SORAN ELERT UJ EREDMENYEK

A SALS WH2 doménjei koélcsénhatnak mind az aktin monomerekkel, mind pedig a

filamentumokkal. A szekvesztrald és severing aktivitasaik révén a monomer:filamentum aranyt

a monomer iranyaba toljak el.

A SALS-WH2 a G-aktin kotés tekintetében a WH2 doménekre jellemzd szerkezeti
sajatsagokat koveti.

A SALS-WH2:G-aktin kdlcsdnhatast mikromolar alatti affinitas jellemzi.

A SALS-WH2:G-aktin komplex sztdchiometriaja 1 : 2, azaz a SALS mindkét WH2
domeénje képes egy-egy aktin monomert megkotni.

SALS-WH2 monomer kdlcsdnhatasanak funkcionalis kdvetkezménye a szekvesztrald
aktivitas, ami révén gatolja a monomerek filamentumba épulését, annak szdges és
hegyes végeén egyarant.

A SALS WH2 doménjei képesek kdlcsdnhatast kialakitani az aktin filamentumok
oldalaval.

SALS-WH2 filamentum kolcsdnhatédsanak funkcionalis kovetkezménye a severing
aktivitas, ami révén el6segiti az aktin filamentumok szétszerel6dését.

A SALS prolin-gazdag régiéja nem képes profilint kétni és nem befolyasolja a WH2
domeének aktin aktivitasait.

A tropomiozin gatolia a SALS WH2 doménjeinek az aktin filamentumok
szétszerel6désére kifejtett hatasat.

A SALS-WH2 kotodik a tropomiozinhoz, a kdlcsonhatas elektrosztatikus termeészet.

A SALS WH2 doménjeinek felderitett biokémiai tulajdonsagai nem rekonstrualjak a teljes

hosszusagu fehérjének a szarkomerikus vékony filamentumok dinamikajara kifejtett hatasat.

igy a SALS bioldgiai funkcidja a WH2 domének aktivitdsanak finomhangolasat feltételezi,

amelyben a SALS tovabbi régidi, illetve mas szarkomerikus fehérjék jatszhatnak szerepet.
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