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Izomszovet eredetii aktin izoformak termodinamikai és spektroszkopiai vizsgalata

|.  IRODALMI ATTEKINTES

Kiihne volt az elsé kutato, aki miozinnak nevezett fehérjét preparalt izomszovetbol a
XIX. szazad végén, azonban 6 még nem volt tisztdban a preparalt fehérje funkcidjaval és
jelentéségével. Engelhardt és kutatdcsoportja volt a miozin szerepkorének felfedezdje. Az 6
modszeriikkel 1étrehozhatd preparatum vizsgalata soran Szent-Gyorgyi Albert és Straub F.
Bruné felfedezték, hogy a miozintol szeparaltan kinyerheté egy fehérje, aminek a miozin
ATP-4z aktivitasat serkentd hatdsa van. Emiatt (,,activated myosin”) aktinnak nevezték el a
fehérjét. Mar Straub és Feuer is bizonyitotta (/, 2), hogy az aktin monomerek ATP-t kitnek és
az ATP a polimerizacio sordn ADP-v¢ alakul szervetlen fosztfat (P;) keletkezése mellett, ami

az ATP aktin altali hidrolizisébol szarmazik.

A késébbiekben az aktin filamentumrol szerzett ismeretek alapjan felallitott
modellekben a monomereket gomboknek tekintették és azt feltételezték, hogy
Osszekapcsolodasuk eredményeként spiralszertien csavarodott (kettds) filamentumot alkotnak.
Ezt az elképzelést tamasztottdk ald a rontgen-krisztallografids eredmények. A mai napig
kiemelt jelentéségli az 1990-ben meghatarozott, 2,8 A-ds felbontasu térszerkezet, amit nyul

vazizombol preparalt aktinrol nyertek (3).

Napjainkban az aktin molekuldhoz kapcsolodd kutatasok kozéppontjaban egyre inkabb
az aktin mas aktinkotd fehérjékkel vald kolcsonhatésa, illetve az aktin citoszkeleton
valtozasanak és szabalyozasanak megismerése all. Nem feledkezhetliink meg azonban arrdl,
hogy szamos informacio rejlik még az egyes aktin izoformak és a beldliik felépiild
filamentum szerkezetének ¢és milkodésének Osszehasonlitdsdban. Ezek az informaciok az
aktinhoz kapcsolodd legfontosabb fehérjével, a miozinnal vald kolcsonhatds mélyebb

megértését is segitik.
1. A miozin molekula, mint aktinkot6 fehérje jellemzdi

A miozinok népes és szertedgazd funkcioji fehérje-csalddjabol az altalunk vizsgalt
miozin II-es (tovabbiakban: miozin) molekula megtaldlhaté minden eukariota allat sejtjeiben.
A tobbsejtii allatoknal az izommozgast segitd kontrakcids mechanizmus fontos résztvevdje
(4). Ezen funkcio elvégzésében az aktinhoz valo specialis kotése alapvetd jelentéségii. ATP
hidrolizisébdl szarmazd energiat felhasznalva a miozin képes elmozditani az aktin

filamentumot a hosszanti tengelye mentén.

A miozin I-es szubfragmentum (miozin SI) szerkezetének rontgendiffrakcios modszerrel
(5) valdé meghatarozasa alapjan megallapitottdk, hogy az funkciondlisan két doménbdl: a
motor- ¢és a regulacidos doménekbdl all. Az elébbi tartalmazza az aktin- €s az ATP-k6té/hasitd
helyet, mig az utobbi a motor domént a miozin raddal Osszek6td 2 konnytilancot €s a

nehézlanc egy részét foglalja magaba.
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Enzimatikus emésztéssel allithatd eld ez a szubfragmentum (miozin S1), igy egy
oldhato, ~120 kDa tomegli fehérje egység keletkezik. Az igy eldallitott S1-et hasznaltuk
vizsgalataink soran, ugyanis ez a fragmentum képes az aktinhoz val6 kotdédésre és rendelkezik
ATP-4z aktivitassal is (6, 7).

|.2. Az akto-miozin komplex mikodési ciklusa

Miikédés kozben az aktin és miozin molekuldk egymashoz kotddnek illetve szétvalnak,
¢s ez a mechanizmus ciklikusan ismétlédik (8, 9). A kiilonb6zé kotési allapotokban a miozin
mas-mas nukleotidot kot €és az aktin filamentummal — a nukleotid allapotnak megfeleléen —
mas-mas kapcsolatot 1étesit. ATP-t kotd allapotban a miozin fej és az aktin kapcsoldodasa
gatolt, majd a gyors hidrolizis hatasara a miozin fej (ADP-P; allapot) kezdetben kis affinitassal
kotddik az aktin filamentumhoz.

A hidrolizisbdl szarmazd energia a miozin fej nyaki részének (szabalyozo doménjében)
konformécidvaltozasat idézi eld és az akto-miozin komplexet az erdsen koto allapotba juttatja.
Ezek utan a szervetlen foszfat, majd az ADP is disszocidl a miozin fejrél mikézben a komplex
erdsen koto allapotban marad. A nyaki régidban végbemend konformécidvaltozas hatasara a
miozin erdt fejt ki €s a két filamentum egymashoz képest elcsuszik (/0). Ez az allapot csak
egy ujabb ATP kotésének hatasara modosul, ami a miozin aktinhoz valé affinitasat csokkenti,

azaz a komplex szétvalasahoz vezet.

1.3. Az aktin molekula tulajdonsagai

Az aktin a sejtszerkezet és szamos
sejtmiikddés alapvetd epitod és
funkciondlis egysége az eukaridta
sejtekben. Alapvet6 feladata van a sejten
beliili  transzportfolyamatokban, a
sejtmozgasokban, az endo- €s exocitozis
folyamatdban, a fagocitozisban ¢és a
citokinézisben egyarant. A
mikrofilamentalis haldzat alapjat képezo :"'-:"-.T
aktin halézat a mikrotubulusokkal ¢és -

intermedier filamentumokkal kozosen

alkotjak a  citoszkeletalis rendszer

harmasan dsszetett egységét. 1. abra: A globularis aktin monomer (jobb) és a

Az aktin monomer 42,3 kDa filamentum (bal) térbeli szerkezete. A kis domén

molekulatémegii globularis fehérje (11), az 1-2, a nagy domén a 3-4 aldoméneket

ami szerkezetileg két doménre és tartalmazza. Protein Data Bank kod: 1ATN

(http://www .rcsb.org/pdb/explore/explore.do?struct
ureld=1ATN).
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doménenként tovabbi két-két szubdoménre oszthato (1. abra). A két domén kozott taldlhato
hasadékban helyezkednek el a kation- és a nukleotid-koté helyek (3). A kotott kation és a
nukleotid mindsége erdteljesen befolyasolja a monomerek polimerizacids és a filamentum
depolimerizacios sebességét. Nemcsak az aktin monomer de a filamentum is érzékeny a
mikrokornyezet fiziko-kémiai tulajdonsagaira, melyek koziil néhanyat mi is vizsgéltunk. A
molekula ADP-t vagy ATP-t koté allapotban nyitott- vagy zart térszerkezetet alakit ki. A
kotott kétértékl kation a nukleotiddal egyiitt kotddik az aktinhoz.

|.4. Az aktin filamentum tulajdonsagai

Az aktin molekula in vivo és in vitro koriilmények kozotti el6forduldsi formai a
globularis monomer (G-aktin) és a filamentalis (F-aktin) homopolimer, ami a monomerek
Osszekapcsolodasaval alakul ki. Az els6 filamentum-szerkezeti vizsgalatok elektron-
mikroszkopiaval késziiltek. Ezek és a tovabbi vizsgalatok alapjan a filamentum szerkezetét és
kialakulasat illetéen tobb elmélet keletkezett, melyek kozos eleme a ténylegesen kialakuld

12 nm széles kettOs spiral szerkezet (12).

A kialakult spiral tekinthetd ugy, mint egy balmenetes hélix, illetve genetikus hélix, ahol
a periodus 2,75 nm. A Holmes-i modell alapjan felfoghatd azonban két protofilamentum
Osszekapaszkodasabol szarmazd jobbmenetes (a-) hélixnek is, ahol 13 monomer adja a

72 nm-es menetemelkedés periddusat (13).

[.5. Aktin izoformak

Az aktinnak ugyan tobb mint 100 egyedi szekvencidju formaja létezik, azonban ezek
koziil a térszerkezeti, illetve funkciondlis izoformak kiemelkedd homoldgidja mellett a
kiilonbozd ¢élélényekben eldforduld azonos izoformak erds szekvencialis konzervativizmusa
figyelemre méltd (90-100%) (/4). Az emldsokben eldforduld aktin 3 izoformdja
gélelektroforézises elvalasztds alapjan 3 csoportba sorolhaté, amelyek izoelektromos
pontjukban eltérést mutatnak (ou: pI = 5,40, B: pI = 5,42, v: pI = 5,44). Az aktin izoformak
leginkdbb a fehérje N-terminalis végén taldlhatd aminosavak koziil néhanyban térnek el
egymastol. Az altalunk vizsgalt, 375 aminosavat tartalmaz6 szivizom €s vazizom a-izoformak
az anatomiailag ¢és ¢lettanilag megkiilonboztetett (harantcsikolt-) vazizomban, illetve
szivizomban fordulnak el6. A vazizom-a-aktin a leginkdbb ismert izoforma, csak 4
aminosavban tér el a szivizom-a-aktin izoformatol (117, 15, 16). Nagymértékii szerkezeti és
fiziko-kémiai hasonldsaguk ellenére az aktin molekuldk funkcionalis eltérést mutatnak, ami az
eltérd élettani szerephez tarsithatd (/7-20). Az izoformak 6sszehasonlitdsa a mai napig nem

teljes.
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ll. CELKITUZESEK

Kutatdsaim soran az elsédleges cél az aktin molekula szerkezeti dinamikéjanak
alaposabb megismerése volt. Az aktin miozinnal alkotott komplexének vizsgélata soran, az
aktin oldalarol tekintettiink a problémara, szemben az irodalomban mar megalapozott miozin-
kozponti vizsgalatokkal. Az aktin és miozin kolcsOnhatdsanak szamos paraméterét
megvizsgaltuk a kiilonb6z0 (sziv-, vazizom szdvet) eredetli aktin és miozin-S1 segitségével.

Nagyon sokaig az aktint, illetve a vékony filamentumot csak statikus elemnek
tekintették a miozin filamentum mellett. Nem tulajdonitottak neki nagyobb szerepet, mint
kapaszkod6 rud, vagy esetleg kotél, ami mentén a munkavégzd egység — azaz motor —
elmozduldsat eredményezi a statikus helyzetiinek tekintheté miozin filamentumokkal
parhuzamosan. Mdéra azonban kialakult az a nézet, hogy az aktin molekula nem statikus
szerkezetl, ezaltal a filamentum is dinamikusan véltozhat. Ennek a valtozékonysagnak a
citoszkeletalis rendszerben, valamint az izomkontrakcidoban betdltott szerepére egyre tobb
hipotézis sziiletik €s az egyes szerkezeti allapotok megismerésén keresztiil eljuthatunk egy a

mainal tokéletesebb modell megalkotasadhoz.

Ennek megfelelden vizsgalataink kdzéppontjaban az egyes aktin izoformak kiilonb6zo
kornyezeti feltételek mellett kialakuld szerkezeti eltéréseinek és azonossagainak megismerése
allt. Az aktin molekula polimerizacios dinamikajaba engedett betekintést a polimerizacios
teszt hasznalata. A molekulaszerkezet eltérését ¢és kémiai agensek hatasara 1étrejovo
valtozasat kalorimetriaval, a miozinnal vald kolcsonhatast pedig ,,stopped-flow” technikéaval
vizsgéltuk. Ugyan az alkalmazott modszerek nem atomi szinti, hanem molekularis szint
vizsgalatokra alkalmasak, de mas technikakkal kiegészitve lehetdség van a molekulastruktira
valtozasainak kimutatasara. A statisztikai alapon miik6dd, globalis analizisre alkalmas
kalorimetria kelld érzékenységli miiszer esetén is legfeljebb domén szintli eltérések
kimutatasdhoz megfeleld, ugyanakkor a spektroszkdpiai oldalrol alaposan kivizsgalt
kornyezeti hatasok termodinamikai leirdsa sok esetben még nem volt ismert. Ezt a
hidnyossagot igyekeztiink potolni és termodinamikai oldalrél is megtamogatni, vagy
megkérddjelezni a korabbi elméleteket. Az altalunk kitlizott célok eléréséhez a hasznalt

technikak hasznosnak és elegenddnek bizonyultak.
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Célunk volt vazizom- és szivizom eredetli szovetekbdl preparalt aktin(ok) vizsgélata,
azok szovetspecifikus eltéréseinek, illetve homologian alapuld azonossagainak megismerése

érdekében.

Az egyes izoformak tulajdonsagai koziil az alabbiak vizsgalatat tiztiik ki célul:

1. Az ionerdsség hatdasa, valamint a mdr ismert, eltérd affinitassal koto, kétértékii

kationok (Mg2+/Ca2+) hatasa.

2. A pH hatasa.
A fehérjékre hatdo mikrokornyezeti feltételek egyik legismertebb tényezdje a H'-ionok
koncentracioja.

3. A nukleotidok és nukleotid analogok hatdsa.
Az aktin ATP-az aktivitassal rendelkezik. Az ATP hasitdsdra bekovetkezd dinamikai és
strukturalis valtozdsok még nem teljes mértékben ismertek és szerepkoriikk sem pontosan
meghatarozott mind a mai napig. Munkank soran célul tliztiik ki, hogy megvizsgéljuk az
ATP-4z ciklus koztes allapotanak — az ADP-P; allapotnak — tulajdonsagait, illetve az azt
mimikal6 nukleotid analogok (BeFy- és AlF4-ADP) hatasat.

Célunk volt kiilonb6zd, az akto-miozin komplex kapcsolatat jellemzd kinetikai paraméter
meghatarozasa a vazizombdl és szivizombol preparalt S1 és a kiilonb6zd aktin izoformak
jelenlétében:
4. Az akto-miozin komplex dinamikajat jellemzé paraméterek meghatarozasa (,, stopped
flow” technikaval)
5. Miozin-S1 ATP-az aktivitasanak, valamint az aktin dltal kifejtett aktivalo hatas

vizsgalata.

Célul taztiik ki a szerkezetmodosité toxinok jelenlétében és hianyaban tapasztalt eltérések
Osszehasonlitasat és értelmezését:

6. Toxinok egyedi hatasa.
Az aktin molekuldhoz k6t6dd toxinok — habar mesterséges allapotot idéznek el — segitséget
nyujtanak az aktin szerkezeti tulajdonsagainak ¢és funkcidjanak kozvetett modon vald
megismerésében.

7. Toxinok és nukleotid analogok egyiittes hatdsa.
Feladatul tiztiik ki az elobbi szempontok kiegészitéseként, hogy megvizsgaljuk a nukleotid
analogok ¢és toxinok kozOs hatasat a térszerkezetre termodinamikai jellemzdik

Osszehasonlitasa révén.
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lIl. ALKALMAZOTT MODSZEREK

lII.1.  Aktin preparalas izomszovetbdl

Az aktin preparalasa soran, mindkét izoforma esetén a Feuer és csoportja (/) altal eldirt
1épéseket kovetve készitettiik el az acetonnal extrahalt izomforgacsot. Az izolalas lépéseit
elészor Straub (27) adta meg. Mi a Spudich és Watt (22) altal tovabbfejlesztett valtozatot
hasznaltuk minden prepardlaskor. Az aktin preparalds egyik forrdsa a hazi nyul hatizma a
masik forras pedig szarvasmarha sziv volt. Mindkét forras kivalasztasaban szerepet jatszott az
alapos szakirodalmi hattér, de legféképpen az azonos human izoforma-tipusokkal valé teljes

szekvencialis azonossag.

ll1.2. Tovabbi preparacios lépések

Bizonyos feltételek teljesitéséhez az aktin kornyezetét meg kellett valtoztatni. Specidlis
eljarasokat igényelt:
o A kétértékii ionok cseréje
Az A-puffer Osszetétele miatt a preparalds végén az aktin monomerek formajaban, ATP-
t és Ca’"-ot kotve fordul el§ az oldatban (Ca’’-ATP-G-aktin). Az esetek tobbségében a

vizsgélatokhoz azonban magnézium-koté format hasznaltunk.

e Az ADP-aktin eloallitasa
Az A-pufferben 1évo G-aktin ATP-t kot. A nukleotid ADP-re vald cseréjéhez Drewes ¢€s

Faulstich modszerét alkalmaztuk (23).

o A pirén jelolt G-aktin eléallitasa
A fluoreszcencia alapti mérésekhez a pirén-jédacetamid (pirén) jelolt F-aktint DMF-
ben oldott pirén jeldldvel inkubalva majd szamos tisztitasi Iépésen keresztiil allitottuk eld. A
fluorofér a Cys374 aminosavon keresztiil kotodik az aktinhoz.

IV. VIZSGALATI ES MERESTECHNIKAK

A természetben, a fehérjékkel végbemend folyamatok valamint a folyamatok soran a
fehérjék belsd szerkezetének valtozasa meghatarozott torvényszeriségek szerint zajlik.
Ezekrdl a folyamatokrol tobbféle modszerrel nyerhetiink informaciot, de mindegyik technika
csak bizonyos mélységig enged betekintést a fehérje szerkezetébe. Az alkalmazott technika
alapos ismeretére van sziikség, hogy az altala nyert adatokat informécidva alakithassuk és

értelmezni tudjuk.
Az alabbi technikakat, modszereket hasznaltam a vizsgalataim soran:

o Spektrofotometria
Spektroszkopiai modszereket alkalmaztunk a fehérje ¢és fluoreszcens jelold

koncentracioinak meghatarozasdhoz, valamint a pirén-aktin gerjesztési €s emisszios

7
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spektrumanak vizsgalatahoz, a csatolt ATP-az aktivitds teszt €s az aktin polimerizacios teszt
mérésekhez. Szintén fotometrias valtozasokat kovettiink egymadssal reagaldé molekulak

kolcsonhatasi dinamikajanak megismeréséhez a

o A, stopped flow” technika
alkalmazasa soran, ami az egyik leggyakrabban hasznalt gyorskinetikai méréstechnika.
Vizsgalataink sordn a kinetikai paraméterek meghatarozdsahoz a pirénnel jelolt F-aktin

fluoreszcencidjanak valtozasat kovettiik.

o A differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)
A differencidlis pasztazd kaloriméter (DSC) a biologiai és biokémiai folyamatokban
lezajlé struktiralis és konformacids valtozasok nagy érzékenységli mérési eszkdze. A fehérjek
térszerkezeti stabilitdsa és termodinamikai stabilitdsa kozotti kapcsolat jol vizsgalhatd

kalorimetrikus modszerekkel (24).

o Az F-aktin termodinamikai kooperativitasi modellje
Kooperativitasra utaltak az F-aktin esetében azok a kisérletek, amelyeket példaul
falloidinnal, berillium-fluoriddal, miozinnal vagy bizonyos regulacios fehérjékkel végeztek. A
korabbi vizsgalatoknal mar hasznalt kooperativitasi modell (25) segitségével megvizsgaltuk

az altalunk alkalmazott agenseknek az aktin kooperativ tulajdonsagat befolyasolé hatasat.
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V. EREDMENYEK és KOVETKEZTETESEK

A mérési eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le.
IZOFORMAK:

Kiilonbség mutathaté ki az eltérd izoformak polimerizacios dinamikaja €s hdstabilitdsa

kozott. Méréseink alatamasztjdk, hogy a csak néhany aminosavnyi eltérés is fontos
kiilonbséget eredményezhet a fehérjék tulajdonsadgaiban, mely kiilonbségek az aktin
szdvetspecifikus mitkddésében is megnyilvanulnak. Osszefoglalva; a mérési eredményeink

szerint az eltérések a kovetkezok:

Polimerizacios kinetikat tekintve a szivizom izoforma érzékenyebb az ionerdsség
valtozasara. Azonos kornyezeti feltételeket (kationok, pH, nukleotidok, ionerdsség) biztositva

mindig lassabban polimerizal, mint a vazizom izoforma.

Kalorimetrids modszerrel alatamasztottuk a mas méréstechnikak altal kimutatott
eltérést, mely alapjan az o-vazizom aktin stabilabbnak bizonyult az a-szivizom aktin
izoformaval osszehasonlitva, féleg annak Ca®’ jelenlétében polimerizalt formajaban. A
szivizom a-aktin termodinamikai jellemzdit tekintve is érzékenyebben reagal a kdrnyezeti
feltételekre (kotott kétértékii kationok, pH, nukleotidok).

1. Az aktin molekuldban meghatarozott nagy- ¢és alacsony affinitdsu kation-
kotéhelyekhez bekotd ionok a termodinamikai stabilitdst nem valtoztattak meg olyan
mértékben, mint a tobbi kémai agens. A molekula mikrokdrnyezetében jelen 1évo kétértéki
ionok (Mg”", Ca>") ugyan a molekulak élettartamat befolyasoljak, azonban a hédenaturacio
szempontjabol azonos szerkezetet hoznak létre. Amennyiben a két kiilonb6zd iont kotd
filamentumot Gsszehasonlitjuk, akkor a vazizom izoforma Ca®"-iont kotd formaja, ezzel
szemben a szivizom izoformanak a Mg*"-kétd formaja bizonyult stabilabbnak. Méginkabb
elhanyagolhatd az egyértékii ionok altal kifejtett stabilizdlo hatds, melyeknek csak
mennyiségiiktdl fiiggd polimerizaciot serkentd (kritikus koncentraciot csokkentd) hatasukat
mutattuk ki, de a termodinamikai paramétereket nem befolyasoljak.

2. A pH elhanyagolhat6 hatasa ellenére a fehérjék in vivo fiziologias pH értékhez vald
optimalizaciojat, a pH 7,0-n (mindkét izoformanal) mérhetd termodinamikai paraméterek
nagyobb értékeivel tamasztottuk ala. A fiziologias pH kornyékén tehat mindkét a-aktin
izoforma ellenallobbnak bizonyult a hddenaturacioval szemben, mint mas pH értékeken.

3.  Megallapitottuk, hogy kaloriméter segitségével az aktin a-szivizom- €és a-vazizom
izoformai ADP-t k6t6 allapotban megkiilonboztethetok. Kimutattuk, hogy mind ADP, mind
ATP jelenlétében az a-vazizom izoforma a termodinamikailag stabilabb, habar az ATP-t
kotd izoformak stabilitdsa kozotti eltérés kismértékii. Mindkét izoforma esetén a DSC
gorbek félértekszeélessége nagyobb ADP-t kotd, mint ATP-t koté formaban. Ezek alapjan az
intramolekularis kooperacid mértékérdl megallapithatd, hogy ATP kotés esetén nagyobb,
mint ADP-t k6to esetben. A szivizom eredetii ADP-t k6t6 aktin filamentum DSC gorbéjén a
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két izoforma denaturacioés cstcsa jol elkiilonithetd, azaz ADP-t koto esetben az izoformak
termodinamikailag jol szeparalhatéan jarulnak hozza a teljes aktin populacié hodenaturacios
folyamatdhoz. A kotott nukleotidnak jelentds szerepe van tehat a filamentum élettani
szerepének meghatarozasdban, hiszen a kiillonb6zo stabilitast és rigiditasti filamentumok
eltéré modon vehetnek részt a cellularis folyamatokban és az izomkontrakcioban.
Akto-miozin komplex kinetikai paraméterei:

4. Az aktin ¢és miozin kolcsonhatasdt meghatarozo, altalunk vizsgalt kinetikai
paraméterek koziil az affinitdsi értékek (K4 és a Kyp €s Kpy) eltérnek a két izoforma
esetében. A kiilonbozd eredetii aktin és vazizom eredetli miozin-S1 kapcsolatat jellemzo
tovabbi kinetikai paraméterek szignifikdnsan nem kiilonboznek. A nagyobb affinitast a
vazizom aktin izoforma mutatta, ami az altala alkotott akto-miozin komplex hatékonyabb
mukodését eredményezi.

5. Az aktin indukalta SI ATP-az aktivitas alapjan az azonos szoveti eredetli miozin S1 és
aktin esetén az aktivalas mértéke nagyobb, mint az eltérd eredetli S1-aktin kolcsonhataskor.
Osszességében a vazizom eredetii aktin molekuldk nagyobb aktivitast mutatnak a szivizom
eredetiieknél. Ennek a kiilonbségnek az alapja az el6zé pontban emlitett nagyobb mértékii
affinitas lehet. Az azonos szoveti eredetii preferencia az akto-miozin komplex funkcidjanak

optimalizalasara szolgalo egyiittes adaptaciot feltételez (mindkét molekula részérdl).

Végeredményben megallapithatd, hogy a szivizom a-aktin izoforma polimerizacids
dinamikdja mindkét nukleotidk6td allapotban lassabb, a kialakult filamentum az altalunk
vizsgalt kornyezeti feltételek mellett termodinamikailag kevésbbé stabil szerkezetet hoz Iétre,
valamint az akto-miozin komplexet kisebb affinitdssal hozza 1étre, mint a vazizom a-aktin

izoforma.

TOXINOK és NUKLEOTID-ANALOGOK:

6. A korabbi mérésekkel azonos modon a falloidin €s a jasplakinolid vazizom eredet

aktin filamentumra kifejtett kozel azonos mértéki stabilizal6 hatasat mutattuk ki. Az F-aktin
hddenaturacids stabilitdsanak novekedését bizonyitjak a magasabb értékii termodinamikai
paraméterek. Ezek az eredmények azonban csak alapjaul szolgaltak a nukleotid allapotok
vizsgalatanak.

7. Megallapitottuk, hogy a falloidin és az egyes nukleotid analégok (BeFx / AlF,) eltérd
mechanizmusokkal stabilizaljak az aktin filamentumokat.

e A falloidin altal kivaltott stabilizald hatas a nukleotid analoggal telitett F-aktin esetén
mar nem kooperativ. A nukleotid analdégokkal kialakitott ADP-P; allapot nem teszi
lehetové a toxinok altal kifejtett hatds szomszédos protomerekre vald atterjedését a
filamentumon beliil.

Jasplakinolid ¢és — a falloidinnal tapasztaltakkal szemben — nukleotid analdg jelenlétében

additiv stabilizal6 hatas nem mutatkozik, ennek megfelelden interprotomer kooperativitas

kimutatasa egyaltalan nem lehetséges. A nukleotid analognak a filamentum szerkezetét
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modositdé hatasa gatolta a jasplakinolid hatasdnak kifejtését. Ennek oka valdsziniileg az,
hogy a toxin filamentumhoz vald affinitasa erésen lecsokken az ADP-P; allapotu szerkezet
kialakulasa esetén.

e A jasplakinolid és a falloidin hatasa szamos hasonldésaguk mellett és ellenére a

fentiekben leirt eltérd vonasokkal (is) rendelkezik.
VI. BIOLOGIAI JELENTOSEG

Az aktin izoformak dinamikai-, termodinamikai és strukturalis természetének eltérése
hatdssal lehet az egyes izomszdvet-tipusok miikddésére, figyelembe véve, hogy az izoformak
aranya eltér a szivizomban és a vazizomban. Ez a kiilonbség az egyes izomszdvet-tipusok
eltéré funkciojanak felel meg. Ebbdl kifolydlag a szivizomban talalhato természetes izoforma
arany mechanikai-, vagy pathologias hatas kovetkeztében torténd megvaltozéasa a szivizomzat
uj feltételekhez valo alkalmazkodésat, vagy mitkodési elégtelenségét okozhatja. Az izoformak
kozott tapasztalt dinamikai és szerkezeti eltérés alapu termodinamikai kiilonbségek a mar

emlitett szovetspecifikus funkciokhoz valo alkalmazkodast szolgaljak.

A nukleotidoknak jelentds szerepe van a kialakulo, illetve mar kialakult F-aktin
szerkezetben. Hatasuk ezeknek inkdbb a polimerizacid elétt azaz a monomer allapotban
jelentds (ez a ,treadmilling” egyik 1ényege), hiszen a filamentumban a nukleotid csere tobb
nagysagrenddel lassabb, mint G-aktinban. Szdmos aktin-k6té molekula esetén kimutattak
mar, hogy masképpen koti az ATP-t (ADP-P;), illetve az ADP-t koté filamentumot, illetve
filamentum szakaszt, valamint a nukleotidcsere sebességét befolyasolo hatasuk is lehet. Ezek
alapjan kijelenthetd, hogy mind az aktin filamentum dinamikus megajuldsat, mind a
filamentum térszerkezetét ¢és ezeken keresztiil a citoszkeletdlis rendszerben mutatkozo

funkcioképességét alapvetden befolyasoljak a nukleotidok.

A toxinok szerkezetstabilizalo hatasa kooperativ, ha ATP-G-aktinbdl 1étrejové ADP-F-
aktinhoz adjuk, mig az ADP-P; szerkezetet szintén stabilizal6 nukleotid analogok hatasara a
filamentumban a toxin kivaltotta stabilizdl6 hatds az egyes protomerek kozott nem
tovabbitodik, illetve hatds sem tapasztalhatdo. A kooperativitds szerepe az lehet, hogy kis
energiabefektetés hatasara (kevés ATP jelenlétében) is nagyobb filamentum szakaszok
szerkezeti valtozasa johessen létre, ezaltal minimalizalva az aktin funkcidképes szerkezetének
fenntartasahoz sziikséges energiat. A nukleotid analogoknal tapasztalt kooperacid hianyabol
arra kovetkeztethetiink, hogy az ATP/ADP-P; allapot egy olyan stabil allapot, amelynél az

aktin filamentum szerkezetének tovabbi kooperativ valtozasa nem sziikséges/lehetséges.

Eredményeink szerint azonban az akto-miozin komplex izoforméakon alapul6 eltéréseit
mas szempontokbdl is sziikséges megvizsgalni. Biologiai oldalrél nézve a miozin izoformak
szerepét, fizika szempontjabol pedig az erdkifejtésbeli- és az akto-miozin ciklus fizikai
paramétereinek eltérését érdemes tisztdzni, hogy erre alapozva tovabb lehessen Iépni a

komplexebb izommiikddés szabalyozasanak pontosabb megértéséhez.
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I.  INTRODUCTION

Actin is a highly conservative protein occurring in high abundance in all eucaryotes. Its
occurrence in many different cells emphasizes its central role in the function of living
systems. It is one of the building subunits of the thin filament in the muscle tissues. Apart
from its essential role in the muscle contraction it can also be found as a part of the
cytoskeleton, as it is the major component of the microfilament system. The cytoskeleton has
central role in the life of the living eukaryotic cells as it is involved in the intracellular
transport of molecules, the endo- and exocytosis and cell movements as well.

First it was prepared from skeletal muscle by Bruno F. Straub and Albert Szentgyorgyi (1).
They realised that a special protein can be separated from the so called myosin solution
prepared according to Kiihne’s and Engelhardt’s method. They found that this protein can
activate the ATPase activity of myosin and together they create a more viscous solution at
high salt concentrations, which is due to their specific interaction. Feuer and Straub
demonstrated that actin molecules hydrolise ATP during the so called polymerisation process
(1,2).

According to electron microscopic and X-ray diffraction experiments scientists created
models of actin forming a filament of helical structure. Until nowadays the most used and
generally spread model was based on a crystallographic study of actin monomer in complex

with DNase | at a resolution of 2.8 A (in 1990) (3).

Today the actin’s complex with myosin (acto-myosin complex) is the most frequent target of
investigations, more recently its complex with the actin binding proteins has come into the
forefront of scientific investigations. Beside this, we should not forget the importance of the
different isoforms of actins. A lot of information is still hidden in the structural and

physiological differences of isoforms that have influences on their role in the cell.

Myosin as actin binding molecule
We studied the interaction of myosin II (I will refer to as myosin) from the wide family of the
so called myosin motor proteins. This molecule can be found in eukaryotic animal cells. In
multicellular organisms the myosin is a highly important element of muscle contraction
beside the actin (4). Muscle contraction and other processes of cell motility are based on the
cyclic interaction of the head portion of myosin with actin.
Myosin is an asymmetric molecule due to its long helical tail and the more compact, globular

heads. The tails let myosin molecules bundle and create the thin filament and the heads
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contain the actin- and ATP-binding regions. Myosin subfragment 1 (myosin S1) is a digestive
subfragment of the myosin that was first used for structure deteremination by X-ray
crystallography (5). This subfragment as a water soluble, molecular mass of ~120 kDa protein
was used in our experiments because this is the smallest fragment of actin capable of both

actin binding and ATPase activity (6, 7).

The acto-myosin duty cycle
The bound and disconnected states of actin and myosin create a mechanic and an energetic
cycle. During the cycle the myosin bound ATP is hydrolysed to ADP through an intermediate
complex of ADP-P;. When ATP is bound to myosin actin binding is blocked and only when
ADP-P; state is reached the acto-myosin complex can be created. The released energy is
converted to a structure change of the so called neck region which transfers the complex to a
strongly bound state at the same time. In the next steps the inorganic phosphate (P;) and later
the ADP dissociates from the myosin head and the complex remains in the strong binding
state. In the previous step, due to the conformational change, the myosin creates a pulling
force and slides along the actin filament. A newly bound ATP can end the strongly binding

state of the complex and therefore the myosin detach from the actin filament.

Actin
Actin isoforms in the nature show high similarity in their highly conservated amino acid
sequences. Actin plays important role in cellular transport, cellular motility, endo- and
exocitosys and cytokinesys as well. Actin is the basic element of microfilament system that is
one of the three filamentous systems in cells beside microtubules and intermedier filaments.
In cells it can be found as a monomer (globular or G-actin) or polymer (filamentous or F-
actin) in complex with a divalent cation and a nucleotide in its central cleft between its large
and small domain that can be divided into 2-2 subdomains. This cation is assumed to be
magnesium in the physiological form of the protein. The monomer actin has a molecular mass
of 43 kDa.
Both actin monomers and the polymerised actin filaments are sensitive to the physico-
chemical properties of their environment. The molecular structure differs depending on the
bound nucleotide: with ATP it forms a closed structure and binding other nucleotides (e.g.
ADP) the molecule transforms to an opened state meaning wider cleft between the main
domains.

Due to the polymerisation process actin forms a homopolymer which is a double helix with a
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width of 12 nm (12). This spiral structure can resolved as a steep left-handed one stranded

filament and as two right-handed strands twisting around each other (13).

Actin isoforms

In the actin family more than 100 unique sequences exist and their spatial structure and
function show high similarity. The same isoforms are highly conserved at different
developmental levels of animals (14). Six isoforms of actin can be distinguished in the nature
based on their isoelectric points (three a-isoforms: pI=5.40; one B-isoform: pl=5.42; two y-
isoforms: pl=5.44). The B- and y-isoforms can be found mainly in non-muscle cells. The a-
isoforms are found mainly in the muscle tissues and can differ only in a few of their amino
acid residues. It is hypothesised that each of the muscle isoactin is specially adapted to the
function of its respective tissue and the minor variations among them have developmental
and/or physiological relevance.

The most studied actin isoform is the a-skeletal isoform. It differs only by 4 amino acids from
the a-cardiac isoform (11, 15, 16). In contrast to the small differences they are involved in
different physiological processes that is represented by the different function of the heart
muscle and the skeletal muscle cells (17-20).
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Aims

The final aim of my experiments was to get to know the dynamics of actin molecule, and the
interaction with moysin in details. We studied the acto-myosin complex using actins and
myoisin prepared from heart and skeletal muscle tissues to reveal tissue specific differences
related to the isoforms of the molecules and find homology based similarities as well.
The thermodynamic, polymerisation and acto-myosin complex creating properties of the actin
isoforms were investigated under different circumstances, such as:
1. Effect of the ionic strength, and the effect of the divalent cations (Ca®* / Mg®").

2. Effect of pH.

One of the known and most studied conditions of the microenvironment in the case of

proteins.

3. Effect of nucleotides and nucleotide anal ogues.

Actin has ATPase activity. The dynamic and structural changes due to the ATP

hydrolysation are not understood in details and its exact role is also not clear. The aim of

our study was to investigate the intermedier ADP-P; state of the ATPase cycle by using

mimicking nucleotide analogues (BeFx- and AlF4-ADP).

We studied acto-myosin complex to reveal kinetic parameters describing the molecular
interactions of actin and myosin, using different isoforms or more precisely molecules
extracted from heart and from skeletal muscle:
4. Determination of acto-myosin complex dynamics by appropriate kinetic parameters
(by stopped flow analysing technique).
5. Monitoring of the ATPase activity of myosin Sl, and the activating effect of actin
filaments on the ATPase activity of subfragment 1.

It was also our aim to compare and to understand the effect of toxins on the structure of actin
filament:
6. Separate and unique effect of toxins on actin filament.
The toxins — in spite of that they creat artificial state — helps us to discover the structure
and function of actin filament.
7. Collective effect of toxins and nucleotide anal ogues.
As supplemental information we planned to study and compare the separate and collective
effect of toxins and nucleotide analogues on the structure of the actin filament through its

thermodynamic properties.
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Il.  APPLIED TECHNIQUES

Actin preparation from muscle tissue(s)
Both the cardiac and skeletal actins were prepared from acetone-dried muscle powder
prepared by the method of Feuer et al. (1). The method of Spudich and Watt (22) was
followed to prepare the actin isoforms from bovine heart (cardiac a-isoform) and rabbit
skeletal muscle (skeletal a-isoform). Both isoforms are well studied isoforms of actin and are
generally prepared from bovine heart and rabbit skeletal muscle. Their amino acid sequences

totally match with the same human isoforms.

Further important preparation methods and steps

e Exchange of divalent ions
The bound calcium was replaced with magnesium on the actin monomers before

polymerisation by the method of Strzelecka and colleagues — when it was necessary.

e Preparation of ADP-actin
The actin monomer bound ATP was changed for ADP by the method of Drewes and Faulstich

(23).
e Preparation of pyrene labelled G-actin

For fluorescence based measurements the pyrene-iodoacetamide (pyrene) labelled F-
actin was prepared by incubating actin filaments with pyrene dissolved in DMF at a
concentration of 5 mg/ml for the stack solution. After the incubation the labelled actin was
purified in several steps (dyalisation, centrifugation). The fluorofor binds the actin at Cys®

amino acid.
[ll. MEASUREMENT TECHNIQUES

The processes where proteins are included follows well defined laws and these processes or
the laws may be discovered using the appropriate techniques. We applied the following
techniques and methods:

e Spectrophotometry

Spectroscopic methods were used to determine protein concentration, fluorofor labelling
efficiency, and to measure pyrene labelled actin’s excitation and emission spectra. The
Coupled ATPase activity test and the polymerisation test require this method as well.
»Stopped flow” technique also utilises spectroscopy to follow molecular interactions and to

reveal kinetic parameters of the interaction.
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e, Stopped flow” technique

This is one of the most widely used fast-kinetic measurement techniques. To determine

the dynamic parameters of actin we studied the change of pyrene labelled F-actin.
e Differencial scanning calorimetry (DSC)

The differential scanning calorimetry is a powerful biophysical tool to characterise the
thermal properties of proteins at molecular level and sometimes resolves information at
submolecular level as well (24). It is widely used in the measurements of the calorimetric
features of the muscle actin and its associates as well. The measured thermal parameters can

inform us about the thermodynamic properties of a protein.
e Cooperativity in the actin filament

Cooperativity was demontrated in experiments where actin filament was treated by
phalloidin, berillium-fluoride, myosin or with some regulation proteins. We applied the model
described recently (25) to analyze the phalloidin concentration dependence of the DSC data
obtained with actin filaments. The model assumes that phalloidin can stabilise not only the
conformation of the protomer it is bound to, but in the case of cooperative binding, the toxin

can also stabilise adjacent actin protomers along the actin filament.
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IV. RESULTS and DISCUSSION

Based on the experimental results the followings can be stated:

ISOFORMS:
Our results can demonstrate that the few differences between the amino acid sequences of the
a-actin isoforms have an influence on the thermal properties and on polymerisation dynamics
of the isoforms. Based on the presented experimental data the significance of small difference
in amino acid sequence might alter proteins’ physico-chemical properties and those
demonstrably appear in the work of different muscle tissues. Summarizing the differences:
Polymerisation dynamics of heart muscle originated actin is more sensitive to ionic strength
of the environment compared to the actin prepared from skeletal muscle. Under similar
circumstances (cation concentration, pH, nucleotides, ionic strength) cardiac isoform
polymerises always slower then the skeletal isoform.
Using calorimetric technique (DSC) we confirmed results of other techniques denoted as the
a-skeletal isoform of actin is more stable compared to the a-cardiac isoform, especially in the
presence of Ca>" ions. The cardiac isoform shows more sensitivity toward the change of the
environment considering the thermodynamic parameters as well.

1. Compared to other chemical agents the cations do not change greatly the actin’s
thermodynamic stability. The divalent cations (Mg®", Ca*") define the lifetime of the
actin molecule but independently of which is bound to the filament the structure is the
same. When we compare the isoforms, the Ca*"-skeletal isoform and the Mg "-cardiac
isoform is slightly more stable compared to the isoform binding the other cation. The
monovalent cations have less stabilisation effect with increasing concentration. They
can only affect the polymerisation speed (critical concentration decreases) but not the
thermodynamic properties.

2. A small difference can be shown in the thermodynamic properties of actin isoforms
due to a different ambient pH level. Both isoforms are more stable against heat close
to the physiological pH in muscle cells (pH 7.0) compared to lower and higher pH.

3. Significant differences were presented in the ADP-binding form of a-cardiac and o-
skeletal actin filaments. It was demonstrated that both ATP- and ADP binding forms
of skeletal isoform are more stable compared to the cardiac one, based on
thermodynamic parameters. In both cases the width (FWHM) of the DSC peaks
corresponding to the ADP-F-actin forms are bigger then at the case of ATP-binding
filaments. This indicates bigger intremolecular cooperation in ATP-binding actin
filaments. On the denaturation curve of the heart-originated actin filaments the peaks
of ADP-skeletal and ADP-cardiac isoform actin subpopulation are clearly separable.

We can declare that the nucleotides have a high impact on the determination of the
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physiological role of actin because the different stability of filaments would lead to
different work and behaviour in cellular processes and in muscle contraction.

Kinetic parameters of acto-myosin complex:

4. The kinetic parameters of the acto-myosin complex show a difference in the case of
the isoforms. The affinity values (Ka , Kap and Kpa) represent important information
of the actin-myosin interaction. Other examined parameters of skeletal muscle
myosin-S1 and actin filaments do not differ significantly. The skeletal actin isoform
filaments presented bigger affinity compared to cardiac isoform filaments which we
interpret as the skeletal isoform creates more effective complex with myosin-S1.

5. Based on the actin activated S1 ATPase activity the actin and myosin showed greater
activating effect when the molecules were prepared from the same tissue. Compared to
it the activation effect of actin prepared from another tissue then the myoisin was less.
In all of the experiments skeletal isoform filaments showed greater activation in
contrast with the cardiac isoform small activation. This is partly due to the greater

affinity of skeletal actin to S1, presented in the previous paragraph.

Concluding the above written facts we declare that the cardiac a-actin isoform has slower
polymerisation dynamics in both nucleotide binding state and the formed filament is
always thermodynamically less stable under the studied parameters of environment,
furthermore it creates the acto-myosin complex at a lower affinity compared to the a-
skeletal actin isoform.

EFFECT of TOXINS and NUCLEOTIDE ANALOGUES

6. According to previous measurements phalloidin and jasplakinolide presented similar

stabilisation effect on skeletal actin filaments. The increase of resistance against heat

denaturation can be justified based on thermodynamic parameters. These results are

only a base of comparison for further nucleotide state measurements.
7. We demonstrated that phalloidin and the nucleotide analogues (BeFyx / AlF4-ADP) use
different mechanisms to stabilize the structure of actin filaments.

e The stabilisation effect of phalloidin is no more cooperative in the case of nucleotide
analogue-filled F-actin. The ADP-Pi state formed by the analogues does not allow to
spread the effect of bound toxins to the neighbouring protomers in the filament.

e Using jasplakinolide and nucleotide analogue — in contrast to the case of phalloidin
and analogue — additive stabilisation effect of chemical agents was not
demonstrable. The nucleotide analogue effect incapacitate the toxin to further
stabilise the filament. Probably the analogue decreases the affinity of the toxin to the
actin filament by altering its structure.

e Jasplakinolide and phalloidin have different behaviours beside and despite the

numerous similar properties.
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V. BIOLOGICAL RELEVANCE

The accumulated data suggest that the stability of the actin filament plays a role in the
function of the actin cytoskeleton. For example, the altered stability of the protein matrix in
the case of the ADP-actin filaments, and thus their different conformation may explain their
altered affinity to the actin binding proteins as well.

It is hypothesised that each of the muscle isoform of actin is specially adapted to the
function of its respective tissue and the minor variations among them have developmental
and/or physiological relevance. Taking into account that in the heart the ratio of skeletal and
cardiac isoform is different from the ratio of isoforms in skeletal muscle tissue we might
conclude that each specific work requires specific isoform. When the ratio in the heart
changes due to increased mechanical stress or by pathological reasons then the reason of the
change is to adapt for the new circumstances. The demonstrated thermodynamic and dynamic
differences are the consequences of structural differences required for appropriate work in the

different tissues.

Nucleotides have an important role in defining the structure of the monomer and the
actin filament as well. It was demonstrated for several actin binding molecules that those bind
differently to the actin depending on the bound nucleotide. These molecules might have an
influence on the nucleotide exchange rate as well. Through this regulations of affinity and
nucleotide release these molecules define the rate of dynamic renovation, the structure and

based on these effects finally determine the functionality of actin in cells.

Toxins stabilise cooperatively the structure of ADP-actin filaments (prepared from ATP-
actin monomers). When F-actin is treated by toxins and nucleotide analogues the separately
demonstrated cooperative stabilisation of chemical agents disappears or at least the additive
stabilisation effect does not occur. The role of cooperativity may be that with small energy
investment (in presence of few ATP) large compartment of the filament can change the
structure, minimising the energy required to keep actin in its functional form. The
disappearence of cooperativity in the case of ADP-P; state might be due to the highly stable
ATP/ADP-P; structure of F-actin, which makes the further cooperative changes along the

filament impossible.

Based on our results it is highly important to study the acto-myosin complex.
Biologically the role of the isoforms, and from the viewpoint of physics the parameters of
force creation and acto-myosin cycle is waiting for further investigations to create a good

basis to understand the complex regulation of muscle contraction.
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