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|. Bevezetés

I.1. Aktin

A mikrofilamentum szamos kiilonféle sejtfolyamatot miikodtet. Ilyen a sejt alakjanak
meghatdrozdsa vagy a sejtmobilitds, de szerepe van tobbek kozott az intracelluldris
transzportban, a citokinézisben és a transzformacioban is. Alapvetden az aktin és a tropomiozin
(TM) épiti fel a mikrofilamentumot (Vindin and Gunning 2013). Az aktint Straub Bruno fedezte
fel Szent-Gyorgyi laboritériumaban 1942-ben.

Az aktin molekulastlya 42,3 kDa ¢és 375 aminosav épiti fel. Sejtekben két forméaban
talalhatd meg, monomer vagy globularis (G-aktin) és polimer vagy filamentalis (F-aktin)
formaban. Monomer formdbdl filamentummaé valod atalakuldst polimerizacionak hivjuk. A
filamentum végekr6l aktin  monomerek levaldsa is Iehetséges, ezt nevezzik
depolimerizacionak. A polimerizacié harom f6 szakaszra bonthat6. Els6 szakasz a nukleacio,
mely sordn két, majd harom monomer Osszekapcsolddasaval képzdédik a nukleusz. A
polimerizaci6 kovetkezd szakasza a diffazio vezérelt elongacid, ahol a monomerek
filamentumba valo6 beépiilése a dominans. Az utolso fazis egy dinamikus egyensuly, mely soran
a filamentum mindkét végén monomerek épiilnek be és valnak le kiillonboz6 kinetikaval. Az
egyik végen a monomerek beépiilése domindl, mig a mdasik végen inkabb a levalasuk a
dominalo, és mindekdzben a filamentum hossza nem valtozik. A filamentum novekvd végén

elhelyezkedd protomerek ATP-t kdtnek, mig a rovidiild végen 1év6 protomerek ADP-t kotnek.

I.2. Aktin-kot6 fehérjék

Tropomiozin

A tropomiozin megnyult, a-helikalis szerkezetii parhuzamos lancu n. coiled-coil
formaban eléfordul6 fehérje, mely dimereket alkot. Az egyes dimerek vég-vég kapcsolodéssal
huzddnak az aktinszal mindkét oldalan annak hossztengelye mentén (Coulton et al. 2008).
Emldsok esetében négy tropomiozin gén ismert, melyrdl tobb mint 40 mRNS irodik at, majd
ezekbdl 25 kiilonboz6 tropomiozin fehérje keletkezhet. Altalaban az izomsejtekben eléforduld

izomdsszehtizodasdban  résztvevd  tropomiozinokat izom  izoformaknak, a  sejt



citoszkeletonjahoz kapcsoldodoé tropomiozinokat nem-izom vagy citoszkeletalis izoformaknak
nevezzik. Az egyes izoformdk expresszidja €s lokalizacioja szdvetben és sejtben egyarant
szigoruan szabalyozott és gyakran a fejlodési allapottdl is fiigg (Gunning et al. 2005; Gunning,
O’neill, and Hardeman 2008). Az idegrendszerben eldszor Fine és munkatarsai fedezték fel
(Fine et al. 1973). Azbta szamos idegrendszerben el6forduld izoformat leirtak mar.

A Tpml.11 és Tpml.12 rovid, mig a Tpm1.10 hosszl izoforma, el6z6eknél az 1b, mig
utébbinal az la és 2b exon figyelheté meg az N-termindlison. A y-TM gén kodolja a
neuronokban eléforduld tropomiozinokat, mint a Tpm3.1 és Tpm3.2, melyek rovid tipusa
izoformak 1b exonnal. Ezek az izoformék eltérd sejten beliili eloszlast és fejlodési profilt

mutatnak, ami arra utal, hogy kiilonb6z6 idegrendszeri folyamatokhoz specializalodtak.

Gelsolin

A gelsolin szerkezetileg az aktin-koto fehérjék csaladjaba tartozik (Nag et al. 2013). A
gelsolin 6 gelsolin-homologia domént tartalmaz, melyek elnevezése az N terminalistol a C
termindlis fel¢ haladva sorrendben: GHI1-GH6. A gelsolin mind intracellularisan (pl.:
citoszolban, mitokondriumban), mind extracellularisan (pl.: vérplazmaban) megtalalhato (Koya
et al. 2000). A gelsolin valojaban az aktin dinamikajanak egy tobbfunkcios szabalyozdja. EQy
gelsolin molekula 2 aktin monomert képes megkotni (McGough et al. 2003; Silacci et al. 2004).
Citoplazmaban a gelsolin altalaban egyetlen izoformaban létezik. In vitro a gelsolin képes mind
nuklealni, mind elvalasztani az aktin monomereket és lefedni az aktin szoges végét (Finidori et
al. 1992; Harris and Weeds 1984; Yin et al. 1981). A gelsolinrol felfedezték, hogy gatolja
makrofagokban a sol-gél atmeneteket (Yin and Stossel 1979).

Gelsolin képes Ca®" ionok megkéotésére, tobb kotéhellyel is rendelkezik, melyek kiilonbozo
affinitassal rendelkeznek (Nag et al. 2013). Ca?* kotédés soran felszabadul a gelsolin kompakt
szerkezete és szabadda valnak a G-aktin és F-aktin kothelyek (Burtnick et al. 1997;
McLaughlin et al. 1993; Robinson et al. 1999).



. Célkituzések

A tropomiozin izoformdk kotddése az aktin filamentumhoz nagyfoku kooperativitast
mutat, melynek soran a szomszédos tropomiozinok N- és C- terminalisai specifikusan
kapcsolodnak egymashoz. Az aminosavszekvencia kisebb valtoztatasa is befolyasolhatja az
aktinhoz valo kotodést és ennek kovetkeztében a tropomiozin funkciojat. Ahhoz, hogy jobban
megértsik a Tpml.12 és Tpm3.1 izoformak mukodését a sejten beliil, aktinnal valo
kolcsonhatasukat kivantuk vizsgalni biokémiai és biofizikai megkozelitésben.

Céljainkat roviden az alabbi pontokba soroltuk:

1) Célul thztiik ki, hogy neuronspecifikus, tag-mentes Tpm1.12 és Tpm3.1 rekombinans

fehérjéket készitstink.

2) Els6ként a klonozott Tpml.12 és Tpm3.l izoformak aktin filamentumhoz vald

kotddeését kivantuk meghatarozni koszedimentacids esszé segitségével.

3) Az egyes izoformdknak az aktin filamentum felépiilésére gyakorolt hatasat

polimerizacios tesztek segitségével kivantuk vizsgélni.

4) Kutatasaink célja kozt szerepelt a Tpml.12 és Tpm3.1 izoformak hatasanak

megismerése a VCA-Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin polimerizaciora.

5) Annak megismerésére, hogy ezen tropomiozinok mennyire stabilizaljak az aktin

filamentumot, depolimerizécios teszteket kivantunk végezni

6) Kivancsiak voltunk, hogy a Tpm1.12 és Tpm3.1 képes-e kotédni a gelsolinhoz.

7) Vizsgalni kivantuk, hogy ezen tropomiozinok védelmet nytjtanak-e az aktin

filamentum szdmara a gelsolin depolimerizal6 hatasaval szemben.

8) Tovabba kivancsiak voltunk, hogy miként valtozik a gelsolin aktivitasa, ha a
tropomiozinnal komplexet képez. Befolyasolja-e az aktin filamentum veégek
dinamikajat, polimerizaciojat és depolimerizacidjat ha a gelsolin komplexet képez a

tropomiozinnal?



1. Anyagok és modszerek

III.1. Fehérjék eloallitasa
II1.1.1. Aktin preparalas

Kisérleteinkben nyul vazizom aktint allatottunk elé ((Spudich and Watt 1971), majd
Superdex G75 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) oszlopon gélfiltraltuk A-pufferben (4
mM Tris, 0,2 MM ATP, 0,1 mM CacCl,, 0,5 mM B-mercaptoethanol, and 0,005% NaN3 (pH
7,8)). A G-aktint jégen taroltuk A-pufferben. Fluoreszcencia méréseinkhez az aktint pirénnel
(pyrenyl-iodoacetamide, (pyrene; Invitrogen, Carlsbad, CA)) jeloltiik mar korabban leirt
modszerrel (Kouyama and Mihashi 1981).

III.1.2. Tpm1.12 és Tpm3.1 kldnozasa €s tisztitasa

Tpm1.12 és Tpm3.1 izofomrakat pET28a plazmidba klénoztuk, majd Escherichia coli B121
(DEDJ) sejtekbe transzformaltuk, majd a tisztitast egy korabban leirtak szerint végeztiik kisebb
modositasokkal (Kis-Bicskei et al. 2013). Az Gjraszuszpendalt baktériumpelletek lizispufferje
10 mM imidazolt, 1 mM B-merkaptoetanolt, 1% Triton-X 100-at és 2 mM CaCl;-t tartalmaz,
és a lizatumot 440 000 x g-vel 1 6ran 4t 4°C-on centrifugéljuk. A fehérjekoncentraciot BCA
protein assay kit (Sigma, St. Louis, MO) alkalmazasaval mértiik, és a fehérjekészitményeket

0°C-on taroltuk 10 mM Tris-ben, 10 mM KCl-ben és 1 mM ditiotreitolban (pH 7,8).

II1.1.3. skTM tiszitasa

Az skTM-et az aktin-aceton por maradvanyaibol tisztitottuk (Smillie 1982), majd hidroxi-
apatit-kromatografias modszerrel tisztitottuk, és fagyasztva taroltuk 5 mM Tris-ben (pH 7,8)
¢s ImM DTT-ben. Fluoreszcencia méréseinkhez pirénnel (pyrenyl-iodoacetamide, (pyrene;
Invitrogen, Carlsbad, CA)) jel6ltiik mar korabban leirt modszerrel (Kouyama and Mihashi
koefficienseket hasznalva: aktin esetén e280=1.11 mI*mg2*cm? és £200=0.63 mI*mg*cm?,

skTM esetén €280=0.3 mI*mgt*cm™.



I11.1.4. VCA-Arp2/3 tisztitasa

Szarvasmarha-agybol szarmazé Arp2/3 komplexet és a rekombinans GST-taggel ellatott
human VCA-t a korabban leirtak szerint tisztitottuk (Egile et al. 1999).

II1.1.5. Gelsolin tisztitasa

Gelsolin eldallitasahoz His-taggel ellatott teljes hosszusagi szekvenciat hasznaltunk
pET21d(+) vektorba klonozva (Nag et al. 2009). A plazmid DNS-t Escherichia coli BI21 (D3)
sejtekbe transzformaltuk. Fehérje koncentraciot ismét fotometrias modszerrel hataroztuk meg

(£280=1.29 mI*mg**cm™).

III.1.6. TEV proteaz tisztitasa

A TEV proteazt 6x His-tag pET24 (TEV-235) plazmid-konstrukcioval (Hiiseyin Besir,
EMBL ajandéka) tisztitottuk az Escherichia coli BL21 DE3 sejtekben. A fehérje koncentraciot
fotometrikusan meghataroztuk €280 = 51,19 ml * mg-1 * cm-1 alkalmazéasaval. A végso

glicerin-tartalmat 50% -ra allitottuk be, és a mintakat -20 © C-on taroltuk.

II1.2. Mérési modszerek

I11.2.1. Koszedimentaciods esszé

20uM Mg-G-aktint polimerizaltunk 2mM MgClz és 100mM KCI1 mellett, majd
polimerizacios pufferrel kihigitottuk SuM-osra tropomiozin nélkiil, illetve kiilonb6z6
tropomiozin koncentraciok jelenlétében. A mintdkat (60ul) ¢jszakan at inkubaltuk 4°C-on,
ezutan lecentrifugaltuk (440.000 g-vel 4°C-on 30 perc). A pelletet és feliiliszot SDS-PAGE
gélen elemeztiik. A gélt Coomassie Blue festékkel kezeltiik. A fehérjemennyiségeket
denzitometrids méréssel hataroztuk meg. A pelletben 1évd TM:aktin aranyt a teljes TM
koncentraci6 fliiggvényében abrazoltuk. Az adatok kiértékeléséhez a kovetkezd egyenletet

alkalmaztuk:

_%“ [([TM}(JJF{A]UJFKJ) * Ez]ﬂ;( o \/f(([TM]()+[A]()+[(d) * ?;1;]&;()2_4 \S[;L]]:X * [TM}U}




Az S a TM:aktin ardnya a pelletben, Smax @ TM:aktin arany maximalis értéke telitési
koncentracidban, [TM]o és [A]o az adott tropomiozin és az aktin koncentracidja a mintakban,
illetve a Kqaz adott tropomiozin:F-aktin komplex disszociacios egyensulyi allandodja.

Gelsolinos mérések esetében két méréssorozatot készitettiink. Egyrészt 2uM gelsolint
adtunk 25uM filamentalis aktinhoz és inkubaltuk 1 éran at. Ezt kovetéen a mintat kihigitottuk
10uM aktin, 0,8uM gelsolin koncentraciora Kkiilonboz6 tropomiozinokkal (Tpml.12
végkoncentracioja 40uM; Tpm3.1 végkoncentracioja 40uM és az skTM végkoncentracioja
10uM volt), illetve tropomiozin nélkiil polimerizacids pufferrel, majd inkubaltuk Gjabb 2 6ran
at. Masrészt 10uM filamentalis aktint inkubaltunk el6szor kiillonbdzd tropomiozinnal, illetve a
nélkiil. A tropomiozin koncentraciok ugyanazok voltak, mint az els6 esetben. Ezt kvetden
adtunk a mintdhoz 0,8uM gelsolint és ujabb 1 6ran at hagytuk inkubalodni. Mindkét sorozatot
centrifugaltuk (Beckman-Coulter, TLA-100 rotor, 440,000g, 30 perc, 4°C). A gélt Coomassie
Blue festékkel kezeltiik. A fehérjemennyiségeket denzitometrids méréssel hataroztuk meg.

A kiértékelés soran az aktint tartalamazo6 mintaban a leiilepedd aktinra, az aktint és
gelsolint tartalmaz6 mintaban a leiilepedd gelsoloinra normalizaltuk az eredményeinket. A
mérési eredmények 3 fliggetlen mérési sorozat atlagabol adédnak. Az adatok megadésa a 3

mérés atlagaban és azok szoérdsaban (Standard Deviation) tortént.

111.2.2. Fluoreszcencia mérések

Fluoreszcencia kisérleteinket PerkinElmer vagy Jobin Yvon spektroszkoppal végeztiik
(Horiba Scientific). Az adatokat mindig legalabb harom fliggetlen mérés atlagabol szamoltuk

¢s atlag +SE-ben tiintettiik fel.

111.2.2.1. Polimerizaciods esszé

5uM Mg-G-aktint A-pufferben polimerizaltunk (amely 5% pirén jelolt aktint tartalmaz)
2mM MgCl,, 100mM KCI (végs6 koncentracid) és kiilonbozo tropomiozin jelenlétében. A
polimerizacio kinetikdjat a pirén fluoreszcencia iddbeli valtozasainak meérésével kovettiik. A
fluoreszcencia tranzienseket normalizaltuk és a polimerizécios sebességet az adatok lineéris
szakaszanak (0,45-0,55) meghatarozasaval hataroztuk meg. Legalabb 3 fliggetlen mérés

eredményét hasznaltuk a kiértékeléshez.



111.2.2.2. Depolimerizacios esszé

10 uM Mg-G-aktint az A pufferben (amely 50% pirén-jeldlt aktint tartalmaz)
polimerizaltuk egy ¢éjszakan keresztiil 2 mM MgCl és 100 mM KCI (végs6 koncentracio)
hozzaadasaval tropomiozin hianyaban vagy jelenlétében. Az F-aktin oldatot 50 nM-re
higitottuk polimerizacioés pufferben. A depolimerizacios kinetikat a pirén fluoreszcencia
idébeli csokkenésének mérése kovette. A depolimerizacios sebességet a pirén tranziensek elsd
50 masodperces linearis meghatarozasaval becsiiltiik meg. Kiszamitottuk legalabb harom
fliggetlen mérés atlagat. A normalizalt depolimerizacids sebességeket igy szamoltuk, hogy a
tropomiozin hianyaban a depolimerizacios sebesség aranya a tropomiozin jelenlétében

kialakulé depolimerizacios sebességgel aranyos.

II1.2.3. Feliileti plazmon rezonancia (SPR)

Fehérje kolcsonhatasok és fehérjekotések egyik vizsgdlati modszere a feliileti plazmon
rezonancia. A mérés soran valds idében kovethetjiik a kotédés kinetikajat, és kiszamithatjuk az
interakcid termodinamikai paramétereit is.

Biacore 3000 miiszer alkalmazasaval vizsgaltuk a tropomiozin és a gelsolin kdlcsonhatasat.
Az egyes tropomiozin izoformékat kozvetleniil CMDS00L érzékeld chipre immobilizaltuk a
fehérjék amin csoportjan keresztiil. A feliiletet el6szor 35u1 EDC/NHS oldattal (200mM EDC;
50M NHS) injektaltuk, majd a tropomiozint 30pg/ml-re higitottuk az immobilizacios pufferrel
(10mM Na-acetat, pH=3,5) és injektaltuk a feliileten 7 percig. 10ul/perc aramlasi sebesség
mellett. A felesleges reaktiv helyeket ezutan blokkoltuk 1M etanol-amin (pH=8,5)
injektalasaval 7 percig Sul/perc daramlési sebesség mellett. A kontroll feliiletet aktivaltuk, majd
etanol-aminnal blokkoltuk. A tropomiozinok immobilizalasat kovetden a gelsolint higitottuk a
foly6 pufferben (10mM HEPES; 150mM NaCl; 3mM EDTA; 0,005% P20 feliiletaktiv anyag;
pH=7,4) kiilonb6z6 koncentracidkban (0,5; 1; 2; 3; 4; 5; és 7,5uM) 10ul/perc aramlasi
sebességgel.

A gelsolin és a tropomiozin kdzotti asszocidcios szakaszokat 7 percig kovettiik nyomon, a
gelsolin nélkiili disszociacios szakaszokat 6 percen keresztiil. Ezt kdvetden meghataroztuk a
kolesonhatdsok kinetikai paramétereit €s a disszociaciot. Az érzékeld chipeket minden egyes

kotési vizsgalat utan regeneraltuk 10mM glicin-HCI (pH=2,1) injektalasaval. A kinetikai



paramétereket a BlAevalution 3.1 szoftverrel értékeltiik ki, feltételezve, hogy a

gelsolin:tropomiozin dimer kdlcsonhatas ardnya 1:1 a fehérjék kozott.

IV.  Eredmények és megbeszélés

IV.1. Tpm1.12 és Tpm3.1 expresszioja ¢s tisztitasa

A Klonozas soran teljes hosszusagli egér tropomiozin izoformak eléallitasa volt a cél. A
fehérjék tisztasagat, valamint a sikeres hasitast SDS poliakrilamid gélen ellendriztiik. Ismert
molekulastlyt marker segitségével meghataroztuk az egyes izoformék molekulatomegét SDS
poliakrilamid gélfuttatast kovetden. Ez alapjan a Tpml.12 molekulaméretét 31 kDa-ra, a
Tpm3.1 37 kDa-ra becsiiltik. A szekvencia alapjan is meghataroztuk az elméleti
molekulatomeget Protparam program segitségével, ahol a izoformara Tpm1.12 28,313 kDa, a
Tpm3.1 fehérjére 28,948 kDa eredményt kaptunk. Ezt az szamitast tomegspektrometrias
méréssel is alatdmasztottuk. Mérései alapjan a Tpml.12 28,301kDa méretii, a Tpm3.1
28,949kDa méretll. Az aminosav szekvenciaban torténd kisebb modositasok is mar
befolyasolhatjak az aktinhoz valé kapcsolodasukat, igy a funkcidjukat is (Bharadwaj et al.
2004). Ezért a Tpm1.12 és Tpm3.1 rekombinans fehérjék eldallitasanal tigyeltiink, hogy csak
az eredeti szekvencia részeket kodoljuk. A klonozas soran teljes hosszisagl egér tropomiozin
izoformak eldéllitasa volt a cél. Sikeresen klonoztuk és megtisztitottuk ezeket a tropomiozin

izoformakat az aktinnal val6 kolcsonhatasuk in vitro jellemzéséhez.

IV.2. Tpm1.12 és Tpm3.1 kotddése az aktin filamentumhoz

A mérés soran S5pM F-aktinhoz ndvekvd koncentracidban adtuk az egyes tropomiozinokat,
majd ¢éjjelen at tart6 inkubalast kovetden centrifugalassal pelletaltuk a mintakat. Kontrollként a
tropomiozinok ilepedését F-aktin nélkiil is megmértiik. Az aktin nélkil pelletalodott
tropomiozinok mennyiségét minden egyes koncentracidban szamszerisitettik ¢és ezzel

korrigaltuk az aktint is tartalmazo tropomiozin mintakat. Az igy kapott tropomiozin:F-aktin

crer
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Az adatokbol az adott izoformara jellemzd disszocidcidés egyensulyi allando volt
meghatarozhat6. Ezek alapjan a Tpm1.12 koriilbeliil hétszer kisebb affinitassal (Kp= 3,5 +
0,9uM) kotodik az F-aktinhoz, mint az skTM (Kp=0,5 uM) (Boussouf and Geeves 2007), mig
a Tpm3.1 esetén ez a kiilonbség sokkal kisebb (Kp=0,1 £ 0,1uM). Ez a kotddési kiilnbség
Osszhangban all a korabbi eredményekkel, és azt mutatjak, hogy a tropomiozinok aktinhoz val6
kotodése erdsen fiigg a tropomiozinok N- és C- termindlisait koédold exonok specialis
kombinaciojatol (Moraczewska, Nicholson-Flynn, and Hitchcock-DeGregori 1999).

Eredményeink aldtdmasztjak azt a nézetet, miszerint a tropomiozinok N- és C-terminalisai
meghatarozoak az aktinhoz val6 kotédés hatékonysagaban, mivel meghatarozzak a tropomiozin
azon képességét, hogy polimereket képezzenek végig az aktin-filamentum mentén. A Tpm1.12
aktin-filamentumhoz torténé kotédésének alacsonyabb affinitasa megegyezik a korabbi
megallapitasokkal is, melyek azt mutatjak, hogy a szovetbdl izolalt agyi izoformak kb 10-szer
alacsonyabb affinitassal kotik meg az aktint, mint az izom-izoformak (Broschat and Burgess
1986).

IV.3. Tpm1.12 és Tpm3.1 hatasa az aktin filamentum Osszeszerelésére

Polimerizécios esszEk segitségével vizsgaltuk, hogy az altalunk tisztitott izoforméak milyen
hatassal vannak az aktin monomerek filamentumba vald beépiilésére. A normalizalt
polimerizaciés gorbék 0,45-0,55 kozotti linearis szakaszara egyenest illesztettiink ¢és

meghataroztuk a meredekségiiket.

Osszhangban a korabbi mérésekkel, vazizom tropomiozin (skTM) esetén azt tapasztaltuk,

hogy az altalunk hasznalt 6uM skTM ~60%-kal lassitja az SuM aktin polimerizaciojat.
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Figyelembe vettiik, hogy az skTM aktinhoz val6 kétédése Kp=0,5uM, ami azt jelenti, hogy az
altalunk hasznalt 6uM skTM koncentracié az dsszes aktin kotdhelyet lefedi.

Tpm1.12 esetén 40uM és Tpm3.1 esetén 17uM az alkalmazott koncentracid, ami tobb mint
10-szerese a korabban meghatarozott Kp értéknek. Ennek ellenére, a két izoforma csak kis
mértékben befolyasolta az aktin polimerizacidjat. Mig a Tpm1.12 az skTM-hez hasonloan

csokkentette a polimerizacio sebességét, addig a Tpm3.1 novelte azt.

1.4
1.2+

1.0
0.8-
0.6-
0.4
02 l
0.0-

aktin  +Tpm1.12 +Tpm3.1 +skTM
2. abra: Normalizalt polimerizacios sebességek az egyes tropomiozinok jelenlétében

normalizalt polimerizacids sebesség

IV.4.: Tpm1.12 és Tpm3.1 hatdsa az Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin 6sszeszerelésére

A korabbi biokémiai vizsgalatok azt mutattak, hogy egyes tropomiozin izoformak gatoljak
az Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin sszeallitasat (Blanchoin et al. 2001; Bugyi, Didry,
and Carlier 2010). A sejtbiologiai vizsgalatok azt mutattak, hogy a Tpm1.12 és a Tpm3.1
A Tpml.12 és a Tpm3.1 hatasainak vizsgalatara Arp2/3 komplex aktivitasti polimerizacios
vizsgalatokat végeztiink. Megallapitottuk, hogy hasonléan az skTM-hez, a Tpm3.1 gatolja a
VCA-Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin Osszeallitasat koncentraciofiiggé modon. A
legmagasabb Tpm3.1 koncentracional a gatlas ~ 25% volt. Erdekes modon azt talaltuk, hogy a

Tpm1.12 nem volt hatassal az Arp2/3 komplex altal katalizalt aktin-Gsszeallitasra (3. abra).
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3. dbra: Aktin polimerizacios sebessége Arp2/3, valamint az egyes
tropomiozinok jelenlétében

IV.5. Tpm1.12 és Tpm3.1 hatasa az aktin filamentum szétszerelésére

A depolimerizacié tanulmanyozasara az aktint (2M, 50% pirén-jelolt aktint tartalmaz)
elészor polimerizaltuk, majd a polimerizaciés pufferbe 50nM végkoncentraciora higitottuk. Ez
biztositja, hogy higitds utdn az aktin koncentracioja alacsonyabb legyen, mint a kritikus
koncentracié, ami az aktinfilamentum szétszerelését eredményezi, amiben a szdges vég
szétszerelése a domindld. Az aktin filamentumok depolimerizacids kinetikajat a pirén
fluoreszcencia monitorozasaval kovettiik. Tropomiozin hidnyaban egyszeri csokkend gorbét
figyeltiink meg (4A, felsé panel, fekete vonal). Amikor eléinkubaltuk az aktint 10uM skTM-
mel, 40uM Tpm1.12-vel vagy 40uM Tpm3.1-gyel két fazis volt megfigyelhetd (4A éabra felsd
panel). Az elsé fazis (kb. 50 masodperc) lassabb depolimerizaciot mutatott, mint a tropomiozin
hidnydban megfigyelt esetben. Ezutan jelent meg a masodik, gyorsabb fazis. Ezekben az
esetekben az a puffer amelyhez az aktint higitottuk, nem tartalmazott tropomiozint.
Kovetkezésképpen higitds utan (40x) a tropomiozin koncentracioja jelentdsen csokkent. A
koriilmények megvaltozasa miatt ) egyensulyt alakitottak ki, és a tropomiozin nagy része
disszocidlodott a filamentumokrol. A kapott gorbék elsé féazisait az aktin filamentum

depolimerizacidjanak tulajdonitottuk az aktin-tropomiozin komplexben, mig a méasodik szakasz

~~~~~~

crer

az aktin mintakban volt (10uM skTM, 40uM Tpm1.12, 40uM Tpm3.1). Ebben az esetben
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szintén csak egy fazis volt megfigyelhetdé a mérések soran (4A. abra als6 panel), ezzel

------

.....

¢s néhany tiz masodperces id6tartamon beliil zajlik. A depolimerizacids kisérleteket kiilonb6zo
tropomiozin koncentraciokban megismételtiik. A kapott gorbék els6 50 masodpercét linearis
fiiggvényekkel rogzitettilkk és a meredekségiiket hasznaltuk a depolimerizacids sebesség
becslésére. Az adatok azt mutattak, hogy ezek a tropomiozin izoformdk koncentraciofiiggd
modon csokkentették a depolimerizacids sebességet (4B. abra). Az skTM és a Tpm3.1

koriilbeliil kétszer nagyobb hatassal volt az aktin depolimerizaciojara, mint a Tpm1.12.

o 10 g;’

! @ 1.0-‘};

& 2 @+ Tpm1.12

2 9 @ + skTM

'E 0.94 2 0.8 + @ + Tpm3.1

‘© —actin O
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g 0.8 . £ _

e v S04 ©

g S

£ T 0.2 .
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4. abra: (4): Aktin filamentum depolimerizdcidja tropomiozin jelenlétében (B):
Depolimerizacio sebessége kiilonbozo tropomiozin koncentracio jelenlétében

IV.6.: Tropomiozinok kétddése gelsolinhoz

A gelsolin egyes tropomiozin izoformakhoz vald kotési affinitasat feliileti plazmon
rezonanciaval (SPR- Surface Plasmon Resonance) vizsgaltuk. A tropomiozinokat amin
csoportjuknal az érzékeld chipre immobilizaltuk, majd kiilonb6z6 koncentracidban gelsolint
juttattunk a feliilethez. A szenzogrammokra exponencidlis fliggvényt illesztettiink ¢és
meghataroztuk az asszociacios (ka) €és a disszociacids sebességi allandot (kq). A kettd

hanyadosabdl pedig kiszamitottuk a disszociacios allandot Kp=ka/ka egyenlet segitségével. A
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szamolasokat mindegyik tropomiozin izoformaval elvégeztik. Igy a kapott disszociacios
konstansok a kovetkezOk lettek: skTM esetén Kp=1,9£1,4uM; Tpml.12 esetén
Kp=0,7+£0,2uM; Tpm3.1 esetén Kp=0,3+0,2uM. Ezek a Kp értékek viszonylag nagy affinitast
jeleznek a tropomiozinok és gelsolin kozott, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a gelsolin-

tropomiozin kdlcsonhatasoknak funkcionalis jelentdsége lehet.

IV.7.: Gelsolin hatdsa az aktin polimerizaciora

Megvizsgaltuk, hogy a tropomiozin-gelsolin kapcsolodas befolydsolja-e ezen fehérjék
aktivitisat. Elséként Ca?* iont kotd aktinnal megvizsgaltuk annak polimerizaciéjat ndvekvod
gelsolin koncentraciéo (2-500nM) jelenlétében. Els¢ mérésiink soran a puffer sotartalma
(100mM KCI, 2mM MgCl,) altal kivaltott polimerizacidt néztiik. Megfigyelhetd, hogy a
kezdeti nukleacios fazis koriilbeliil 1-2 percig tart, majd ezt koveti az elongacios fazis, mignem
lassan elér egy egyensulyi allapotot. Ehhez képest a gelsolint is tartalmaz6 mintdknal az aktin

Osszeépiilése egy gyorsabb folyamat, melyet a gorbe nagyobb meredeksége is tiikroz. A

crer

crer

egyre nagyobb (5. dbra) Ez az eredmény 6sszhangban all a mar korabbi vizsgalatokkal (Yin et
al. 1981).
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5. dbra: Gelsolin altal indukalt aktin polimerizacio

Az aktinhoz képest magasabb gelsolin koncentracié esetén (> 200nM) a kezdeti

polimerizacié gyorsabb mint a depolimerizacid, igy kialakul egy az egyensulyi allapothoz
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képest magasabb csucs. Ez a jelenség a gelsolin aktin monomereket kot €s filamentum
severing funkcidja miatt alakulhat ki. Relativ alacsonyabb gelsolin koncentracidoban ez a
jelenség nem dominans, mivel a gelsolin jelentds része a nukleacié modosulasara, a kialakult
filamentumok sapkazasara forditodik. Megnovekedett gelsolin-aktin arany tobb szabad
gelsolint eredményez, mely az elongacié soran kialakult filamentumokat darabolhatja, ezaltal
tobb rovidebb filamentum alakul ki. A kialakult egyenstlyi allapotot mutatd platd fazis
magassaga a hozzaadott gelsolin mennyiségével aranyosan kisebb lesz. Ez valosziniileg tiikrozi
a gelsolin altal megkotott aktin monomerek mennyiségét, melyek igy nem képesek a

filamentumba épiilni. Ezaltal csokkent fluoreszcencia intenzitast mérhetiink.

IV.8.: Gelsolin polimerizaciora gyakorolt hatasa tropomiozinok jelenlétében

Megvizsgaltuk, hogy az altalunk hasznélt tropomiozin izoformék befolyasoljak-e a
gelsolin polimerizaciora kifejtett hatasat. A mérés sordn megnéztiikk, hogyan valtozik a
polimerizacid gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében. Utdbbi mérés sordn a
gelsolint 30 percig el8inkubaltuk a tropomiozinnal 100uM Ca?" jelenlétében. A gelsolin altal
megnovekedett aktin polimerizacios sebesség mindegyik tropomiozin jelenlétében tovabb
novekedett (6A abra). A legkisebb hatast a Tpm1.12-nél észleltiik, kozepes hatést fejtett ki a
Tpm3.1 és legnagyobb hatassal az skTM volt a polimerizaciora. A legkisebb hatast az aktin-
Osszeszerelésére a Tpm1.12-nél, a kdzepes hatast a Tpm3.1-nél (57%), a legnagyobb a skTM-
mel (76%) figyeltiik meg. Kontroll mérések soran gelsolin nélkiil vizsgaltuk a tropomiozinok
hatasat az aktin polimerizacidra. Azt talaltuk, hogy az alkalmazott koncentracioban egyik

tropomiozin izoforma sem befolyasolja a Ca?*-aktin polimerizaciojat.

A gyorsabb polimerizaci6 egyik magyarazata lehet, hogy a tropomiozin eldsegiti a gelsolin
nukledld hatisat. Masik lehetséges magyardzat, hogy a tropomiozinok ndvelik a gelsolin
filamentum darabol6 hatasat, amely igy tobb szabad filamentum véget jelent a beépiilé aktin

monomerek szamara.
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6. abra: (A): aktin polimerizacio gelsolin és gelsolin-tropomiozin komplex jelenlétében, (B):
Tropomiozinok hatasa a Ca**-aktin polimerizdciora gelsolin jelenléte nélkiil

IV.9.: Gelsolin 4ltal kivaltott aktin filamentum szétesés tropomiozin jelenlétében

Ahhoz, hogy megvizsgéljuk a tropomiozinok hatdsat a gelsolin altal okozott filamentum
severing szempontjabol, depolimerizacids teszteket végeztiink. A mérésekhez pirén-jeldlt aktin
filamentumokat higitottunk a szdges vég kritikus koncentracioja (~0,12uM) ala (Bugyi and
Carlier 2010; Pollard 2007). Ilyen koriilmények kozott a szabad aktin monomerek beépiilése

.....

------

crcr

de a plusz végeket lesapkazza, ami a depolimerizacio nettd sebesség novekedését eredményezi.

Ez az eredmény 0sszhangban van mar korabbi eredményekkel (T6th et al. 2016).

Ha a tropomiozinokat eldinkubaljuk a gelsolinnal, €és ezt kovetden adjuk a rendszerhez,
akkor a depolimerizacid sebessége még magasabb lesz, mint csak gelsolin esetében. Ha a
tropomiozinokat gelsolin nélkiil adjuk a filamentumokhoz, akkor azok nem ndvelik a nettd
depolimerizacié sebességet. Ezen kiviill megfigyelhetd, hogy a Tpml.12 és Tpm3.1 kis
mértékben, az skTM sokkal nagyobb mértékben védte a filamentumokat a depolimerizacidval
szemben. Ez az eredmény korabbi depolimerizaciés méréseinkkel is korrelal, mely soran Mg?*-
aktin depolimeriziciojat vizsgaltuk. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a tropomiozinnal

komplexet képezo gelsolin nagyobb aktivitassal rendelkezik a filamentum feldarabolasara, mint
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onmagaban a gelsolin. Abban az esetben, ha az aktin filamentumokat eléinkubaltuk Tpm1.12-
vel vagy Tpm3.1-gyel és ezt kovetden adtuk hozza a gelsolint, a depolimerizacid sebessége
hasonldan valtozott, mint amikor nem inkubaltuk el6 az aktint tropomiozinnal. Ezzel
ellentétben, ha ugyanezt a mérést elvégeztiik skTM-mel, akkor az skTM teljes mértékben
megakadalyozta a gelsolin funkciojat. Amikor a tropomiozinnal eldinkubalt aktin
filamentumokhoz tropomiozin-gelsolin komplexet adtunk, a depolimerizacio sebessége minden

izoforma esetében nagyobb volt, mint amikor csak a gelsolint adtuk a rendszerhez.

IV.10.: Tropomiozin védo hatdsa gelsolinnal szemben az aktin filamentumon

A vizsgalat sordn két megkdzelitést alkalmaztunk. Elséként az aktin filamentumokat
gelsolinnal inkubaltuk, hogy elegendd id6 legyen a filamentumok leépiiléséhez, majd ezt
kovetden adtuk a rendszerhez a tropomiozint. A masodik esetben az aktin filamentumokat
tropomiozinnal inkubaltuk, hogy elegendd ideje legyen a tropomiozinnak a filamentumra
kotddni, majd ezt kdvetden adtuk hozza a gelsolint. Amikor a 10uM F-aktinhoz 0,8uM gelsolint
adtunk a pelletben 1év6 aktin mennyisége ~35-40%-ra csokkent a kontrollhoz képest (7. dbra A
paneljében lathatd). Amikor a mintdkhoz tropomiozint adtunk, a pelletben 1évd aktin
mennyisége megnovekedett. Ez arra utal, hogy a tropomiozinok részben megvédték az aktin
filamentumokat a gelsolin depolimerizacidos hatdsatol. Amikor Osszehasonlitottuk a
tropomiozinnal is kezelt mintékat a csak gelsolint tartalmaz6 mintékkal, azt tapasztaltuk, hogy
a gelsolin mennyisége 2-5-sz0rdsére valtozott (7. dbra B panelje mutatja). Kontroll mérésként
elvégeztiik a kisérletet aktin jelenléte nélkiil. Azt talaltuk, hogy a tropomiozin nincs hatéssal a

gelsolin tilepedésére.
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V. Osszefoglalas

Az alabbiakat tekintem sajat 4j eredményeimnek:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

A méréseink elvégzéséhez sikeresen klonoztuk a neuron-specifikus nativ, tag-mentes
Tpml.12 és Tpm3.1 izoformakat E.coli bakterialis rendszerben, és elegendd

mennyiségl és megfeleld tisztasag fehérjét sikeresen tisztitottunk.

Megallapitottuk, hogy mindkét izoforma kotddik az aktin filamentumhoz, azonban

kiilonbozo affinitassal.

Az aktin filamentum felépiilésére mindkét izoforma kismértékli befolyassal bir. Mig a
Tpml.12 kis mértékben csokkentette, addig a Tpm3.1 kis mértékben ndvelte a

polimerizacid sebességét.

Depolimerizacids vizsgalataink sordan megéllapitottuk, hogy mindkét izoforma

koncentraciofiiggésben csokkenti a filamentum leépiilésének sebességét. Tovabba

.....

kortlbeliil néhany 10 masodperces folyamat.

Feliileti plazmon rezonancia (SPR) mérésekkel megallapitottuk, hogy mindharom

vizsgalt tropomiozin kotddik a gelsolinhoz. A ko6tési affinitds Tpm1.12 esetén
Kp=0,7+ 0,2 uM, Tpm3.1 esetén Kp=0,3 £ 0,2 uM.

A tropomiozinnal komplexet képezd gelsolin erdteljesebben fokozza a filamentum

depolimerizacidjat mint 6Gnmagaban csak a gelsolin.

A vazizom tropomiozinnak védé hatasa van a gelsolin altal kivaltott depolimerizacidval

szemben.

A Ca** koncentraci6 ndvekedése mikromolos tartoményban fokozza mind a gelsolin,

mind a gelsolin-tropomiozin komplex aktivitasat.
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