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BEVEZETES

Az eukariota sejtek sejtvazanak nélkulozhetetlen alkot6i a fehérje alegységekbdl
felépulé polimerhaldzatok; ezek a mikrofilamentumok (vagy aktin filamentumok, AF),
intermedier filamentumok (IF) és a mikrotubulusok (MT). Ezek a polimerhal6zatok
szinte minden sejtfunkcidban fontos szerepet jatszanak, kéztlik (ide értve, de nem
kizarolagosan) a sejtosztdédast, a sejtmozgast, adhézidok formalasat, jelatviteli
folyamatokat, valamint intra-, és extracellularis transzportfolyamatokat. Sejtjeink
megfelel6 mikodése; és ezaltal egészséglink, ezen halézatok morfoldgiai és
dinamikai sajatsagainak pontos iddbeli és térbeli szabalyozasan alapszik, melyet
szamos, a polimerhalézatokhoz asszocialt fehérje végez. Eppen ezért ezen szabalyzd
fehérjéknek a sejtvaz mikodésében betdltott szerepének megértése elengedhetetlen
az orvostudomany és az élettudomany szamara.

A forminok a sejtvazhoz asszocialt szabalyzé fehérjék, amelyeket az evoluciésan
konzervalt formin homoldég domének alapjan azonosithatunk (FH1 és FH2). Az FH2
domén az aktinnal, mig az FH1 egy kis aktin-k6té fehérjével, a profilinnel képes
kélcsénhatni. A tandem FH1-FH2 modul legfébb szerepe az aktin monomerek gyors
filamentumma épullésében mutatkozik meg; katalizalja az aktin filamentumok
nukleaciojat és azok processziv ndvekedését profilin-aktin jelenlétében. Az altalam
vizsgalt Dishevelled-associated activator of morphogenesis (DAAM) formin a
Diaphanous-related formin (DRF) csaladhoz tartozik. A csaladra jellemzé, hogy az FH
doméneken kivil rendelkezik specialis N-(DID), és C terminalis (DAD-CT) doménekkel
is, amelyek az FH1-FH2 és az aktin kblcsdnhatasanak id6-, és térbeli szabalyozasat
végzik (autoregulacio).

A DAAM szerepe az eddig fellelhet6 irodalom alapjan igen sokréti, fontos szerepet
jatszik az aktin sejtvazhoz kapcsoldédé morfogenetikai folyamatokban. Illyen példaul
Drosophila melanogaster modell rendszerben az aktin kabelek iranyitasa, mellyel
el6seqiti a trachea megfelel6 apikalis elrendez6dését (Matusek, Djiane et al. 2006). A
novekedési kup fellletén talalhato filopodialis kitiremkedések kialakitasa révén részt
vesz az axonok novekedésében is (Matusek, Gombos et al. 2008), valamint az izmok
kialakulasa soran a szarkomerogenezisben is (Bao, Zhang et al. 2012; Molnar, Migh
etal. 2014; Vogler, Liu et al. 2014). Kutatécsoportunk korabbi munkaja soran mar leirta
a Drosophila DAAM FH1-FH2 az aktinnal kialakitott kdlcsonhatasainak alapvet6 fiziko-
kémiai sajatsagait, mely szerint a DAAM FH1-FH2 egy profilin-szabalyozott aktin
filamentum 6sszeszerel6 faktor (Barko, Bugyi et al. 2010; Molnar, Migh et al. 2014).

A forminok C-terminalis szakaszainak Ujszerii szerepe és funkcioja

Az utdbbi évek kutatasai ravilagitottak arra, hogy kulénb6zé forminok (egér Dia1,
FMNL3, INF2, Drosophila Capuccino, human Daam, éleszt6 Bni1 és Bnr1) C -
termindlis szakaszai befolyasolhatjak az FH1-FH2 aktin-szabalyzé funkcidit a mar
ismert autoregulacios aktivitasuk mellett (Chhabra and Higgs 2006; Gould, Maiti et al.

2



2011; Heimsath and Higgs 2012; Vizcarra, Bor et al. 2014). Az eddigi biokémiai
vizsgalatok arra utalnak, hogy a forminok izolalt C-terminalis régioi az FH2 domén
jelenléte nélkdl is képesek az aktinhoz koétédni, azonban ennek a kdlcsonhatasnak a
funkcionalis kimenetele eltéré lehet. llyen vizsgalat alanya volt példaul az INF2 formin,
melynek WH2/DAD C-termindlisa szekvesztralja az aktin monomereket, valamint
hasitja a filamentumokat (Chhabra and Higgs 2006). Az FMNL3 formin dimer formaju

et al. 2011). Ezzel szemben a Capuccino formin farki része még dimer formaban sem
fejt ki hatast az aktin flamentumok O0sszeszerel6désére (Vizcarra, Bor et al. 2014).
Mindezen megfigyelések alapjan elmondhatd, hogy a C-terminalis régiok eltéré6 modon
befolyasolhatjak az aktin filamentumképz6dés egyes szakaszait. igy felmeriil a kérdés,
hogy a C-terminalis szakaszok kulonb6zé szerepei kdzul, mely aktivitasok és miként
jarulnak hozza a kuloénb6zé forminok bioldgiai funkcidihoz az FH1-FH2 domén
jelenlétében.

A forminok uj szerepe a mikrotubulus sejtvaz szabalyzasaban

A klasszikus elgondolas szerint a forminok az aktin sejtvaz meghataroz6 szabalyzoi.
Azonban nemrégiben megjelent tanulmanyokbdl arra kdvetkeztethetliink, hogy egyes
forminok - egér Dia1/2, INF1/2 és Drosophila Capuccino - kdlcsdnhatnak a
mikrotubulusokkal és szerepet jatszhatnak azok dinamikai szabalyozasaban is,
példaul a sejtvandorlas, sejtosztddas, illetve virusfertézés soran (Palazzo, Cook et al.
2001; Zhou, Leder et al. 2006; Bartolini, Moseley et al. 2008; Young, Thurston et al.
2008; Bartolini and Gundersen 2010; Gaillard, Ramabhadran et al. 2011; Roth-
Johnson, Vizcarra et al. 2014). In vitro munkak szerint az egér Dia1/2, INF2 and
Drosophila Capuccino forminok az FH2 doménjukén keresztil koétéddnek a
mikrotubulusokhoz, csakugy, mint az aktinhoz. Ezzel szemben, az INF1 formin izolalt
FH2 doménje nem képes a mikrotubulusokkal kdlcsdnhatni, a kdtésben egy ujonnan
azonositott C-terminalis mikrotubulus két6 domén vesz részt (Young, Thurston et al.
2008). A forminokat és mikrotubulus halézatot EGFP-Dia2 FH1-FH2 segitségével
vizualizaltak, mely intracellularis lokalizaciés eredmények megerdsitették a formin és
a mikrotubulusok asszociaci6jat (Bartolini, Moseley et al. 2008). A formin-MT
kolcsOnhatas funkcionalis hatasainak elsé vizsgalatai megkezdddtek; hideg-, és
higitas-indukalt depolimerizacidés vizsgalatokban kimutattak, hogy az egér Dia1/2
formin  stabilizadlla a  mikrotubulusokat, feltételezhetéen az alegységek
Mindezek mellett az egér Dia2, az INF2 és Drosophila Capuccino forminok képesek
kotegelni is a mikrotubulusokat (Bartolini, Moseley et al. 2008; Gaillard, Ramabhadran
et al. 2011; Roth-Johnson, Vizcarra et al. 2014). Erdekes felfedezés, hogy az INF2
formin képes egy idében az aktin filamentumokhoz és a mikrotubulusokhoz is kotédni
(Gaillard, Ramabhadran et al. 2011).



A fent megfogalmazottaknak megfeleléen a forminok C-terminalis régidja kiulonb6zé
aktivitasokkal rendelkezhet az FH1-FH2 altal katalizalt aktin 6sszeszerel6désben.
Emellett a formin fehérjék fontos szerepet tolthetnek be a mikrotubulus sejtvaz

szabalyozasaban, valamint az  aktin-mikrotubulus  halézat funkcionalis
koordinalasaban is.



CELOK és KERDESEK

Munkam soran célul tliztem ki a Drosophila DAAM (dDAAM) formin C-terminalis
szakaszainak az aktin dinamikai szabalyozasaban betdltott szerepének vizsgalatat,
illetve az FH és a C-terminalis domének kolcsdnhatasainak és aktivitasainak leirasat
a mikrotubulus és az aktin-mikrotubulus halézatok szervez6désében.

Az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1.

w

Részt vesznek-e a dDAAM N-, és a C- terminalis doménjei az FH1-FH2 aktinnal
kialakitott kdlcsdnhatasainak szabalyozasaban, hasonléan a DRF csalad mas
tagjaihoz?

Befolyasoljak-e a dDAAM C-terminalis szakaszai az FH1-FH2 altal katalizalt
aktin filamentum 6sszeszerel6dést? Ha igen, mely régiok felelések ezért?
Kélcsdn hat-e a dDAAM izolalt C-terminalisa az aktinnal?

Képes-e a dDAAM koélcsdnhatni a mikrotubulusokkal? Ha igen, mely régiok
felel6ések ezért és mik ezen kdlcsdnhatas funkcionalis kdvetkezményei?
Képes-e a dDAAM egyidejlleg az aktin filamentumokhoz és a
mikrotubulusokhoz is koétédni? Ha igen, mely régidk meghatarozéak ebben
kolcsdnhatasban?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Fehérjék elballitasa, fluoreszcens jelolés

A Drosophila melanogaster DAAM szakaszainak nativ, mutaciot tartalmazé, valamint
trunkalt valtozatait (DID: 115-356 aa cDAAM: 568-1153 aa, FH1-FH2: 568-1054 aa,
cDAAMACT: 568-1116, DAD-CT: 1083-1153 aa, DAD: 1083-1119 aa, FH1-FH2'732A,
cDAAM'732A " cDAAMRA, DAD-CTRA) egylttm(ikodd partneriink (Mihaly Jézsef, MTA
SZBK, Szeged) bocsatotta rendelkezéstnkre. A fehérjéket Gluthation S-Transferase
(GST) fuziés fehérieként E. coli BL21(DE3)pLysS sejtvonal alkalmazasaval
termeltettuk és tisztitottuk (Novagen). Az aktint nyul vazizombdl nyert
acetonforgacsbdl tisztitottuk (Feuer, Molnar et al. 1948). Az aktin fluoreszcens
jelolékkel valé modositasat standard eljarasok szerint végeztik (Bugyi, Papp et al.
2006; Barko, Bugyi et al. 2010; Bugyi, Didry et al. 2010; Toth, Majoros et al. 2016).
JelOletlen és Hylite Fluor™ 488-jeldlt liofilizalt tubulint (Cytoskeleton) BRB pufferben
(80 mM PIPES pH6.9, 1 mM MgClz, 1 mM EGTA, 2 mM GTP, 1 mM DTT) oldottunk a
gyarto leirasa szerint. A profilin 1 (egér) tisztitasa és jeldlése Alexa Fluor® Cs 568
maleimide-el (Alexa568C, Invitrogen) korabban kidolgozott eljarasok szerint tortént
(Perelroizen, Marchand et al. 1994). A sapkafehérje (egér, heterodimer al12, CP) a
mar korabban leirt médszerek szerint kerilt tisztitasra (Bugyi, Didry et al. 2010).

Steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatok

Az aktin monomerek (0.2 uM, AlexaFluor® 488NHS-jeldlt) és az egyes dDAAM
fehérjék kolcsonhatasat profilin (0.8 uM) jelenlétében és hianyaban steady-state
anizotropia mérésekben vizsgaltuk. A méréseket Horiba Jobin  Yvon
spektrofluoriméteren végeztik. Az anizotrépia értékeket a dDAAM koncentracidjanak
fuggvényében abrazoltuk, melyre gorbék illesztésével a dADAAM:G-aktin kdlcsdnhatast
jellemzd disszociacios egyensulyi allandot hataroztuk meg. A dDAAM DAD-CT
profilin:G-aktinnal kialakitott kolcsonhatasat Alexa Fluor® 568Cs maleimiddel jeldlt
A dDAAMnak az aktin (2 uM) filamentumok O0sszeszerel6dési kinetikajara gyakorolt
hatasait profilin (6 uM) jelenlétében és hianyaban pirén jeldlt (N-(1-pirén)jodacetamid)
aktin alapu polimerizacios kisérletekben vizsgaltuk (Cooper, Walker et al. 1983;
Pollard and Cooper 1984). A polimerizaciét 1 mM MgClz és 50 mM KCI hozzaadasaval
inditottuk el. A meéréseket Safas Xenius FLX spektrofluoriméteren végeztik. A
mennyiségi elemzés soran a polimerizacios sebességet a pirén tranziens fél-
maximumnal meghatarozott meredekségbdl szamoltuk. A dDAAM és a sapkafehérje
aktin filamentumok dsszeszerel6désére gyakorolt egyuttes hatasat a korabbiakban
kidolgozott médszertan alapjan végeztik (Bombardier, Eskin et al. 2015).

Teljes visszaverédésen alapulé fluoreszcencia mikroszképiai (TIRFM)

kisérletek

A dDAAM aktivitasait az egyedi filamentumok szintjén TIRF mikroszkopiaval

vizsgaltuk. Meghataroztuk a dDAAM hatasait az aktin (0.5 yM, 10 % Alexa488NHS-G-
6



hianyaban is. A vizsgalatokhoz N-etilmaleimid (NEM) jeldlt vazizom miozin S1-el
funkcionalt fed6lemezt alkalmaztunk, biztositva az aktin filamentumok evanszcens
mezében vald jelenlétét. A méréseket Olympus 1X81 mikroszkoppal (491 nm és 568
nm lézer alapu TIRF modul, APON TIRF 60x NA1.45 immerzids objektiv, Hamamatsu
Orca-ER-1394 CCD kamera) végeztik. A képelemzéshez a Fiji szoftvert hasznaltunk.
A mennyiségi elemzés soran az aktin flamentumok szamat és névekedési sebességét
hataroztuk meg.

A dDAAM aktin filamentum és mikrotubulus keresztkdtegelé képességét falloidin
stabilizalt aktin filamentumok (0.4 uM 10 % Alexa568NHS-G-aktin) és taxol stabilizalt
mikrotubulusok (0.4 puM 10 % Hylite Fluor™ 488-tubulin) egyittes jelenlétében
vizsgaltuk TIRFM kisérletekben. A méréseket Olympus IX81 mikroszképpal (491 nm
és 568 nm lézer alapu TIRF modul, APON TIRF 60x NA1.45 immerzids obijektiv,
Hamamatsu Orca-ER-1394 CCD kamera) végeztiuk. A képelemzéshez a Fiji szoftvert
hasznaltuk. A mennyiségi elemzés soran az aktin filamentumok és mikrotubulusok
kolokalizacidjat hataroztuk meg (Elie, Prezel et al. 2015).

Szedimentacids kisérletek

A dDAAM-nak aktin filamentumok (2 uM) oldaldhoz valo kétédésének vizsgalatahoz
magas fordulatszamu ultracentrifugalasi kisérleteket végeztunk (100.000 g, 20 min,
20°C). A felUluszdk és pelletek fehérjetartalmat SDS-PAGE analizissel hataroztuk
meg. A dDAAM:F-actin kdlcsOnhatast jellemzd disszociaciés egyensulyi allandot a
korabbiak szerint szarmaztattuk (Shimada, Nyitrai et al. 2004).

A dDAAM-nak az aktin filamentumok, vagy mikrotubulusok kotegelésére kifejtett
hatasat alacsony fordulatszamu centrifugalasi kisérletekben vizsgaltuk (14.000g, 5
min, 20°C). A felliluszék és pelletek fehérjetartalmat SDS-PAGE analizissel hataroztuk
meg. A mennyiségi elemzés érdekében a fellluszok relativ F-aktin/mikrotubulus
tartalmat hataroztuk meg.

Az dDAAM-nak az aktin filamentumokbdl és mikrotubulusokbdl (2 uM) allé kopolimerek
kialakulasara kifejtett hatasainak vizsgalatahoz egy 30%-0s cukorgradiensen keresztul
torténé alacsony fordulatszamu centrifugalasi (4000 g, 10 min, 20°C) maddszert
dolgoztunk ki (Elie, Prezel et al. 2015). Kontroll kisérletek alapjan ilyen korulmények
kozott az egyedi polimerek csakugy, mint az aktin filamentum koétegek nem
szedimentalddnak, csak a nagyobb filamentum komplexek (mikrotubulus kotegek, F-
aktin:mikrotubulus kopolimerek) jelennek meg a pelletben. A fellliszok és pelletek
fehérjetartalmat SDS-PAGE analizissel hataroztuk meg.

Statisztikai médszerek
Az adatok legalabb két figgetlen kisérletbdl szarmaznak. Az értékek atlag *
standard deviacioként vannak megadva. A TIRFM kisérletekbdl szarmaz6 adatokat
két-mintas T-, illetve Z-probaval elemeztuk, figyelembe véve a minta nagysagat és
varianciajat (Excel, Microsoft). Jeldlések: p = 0.05 statisztikailag nem szignifikans, *p
< 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, ****p < 0.0001.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

A dDAAM FH1-FH2 domén aktinnal kialakitott kdlcsonhatasat az N-terminalis
DID és a C-termindlis DAD domének kozotti autoregulaciés kolcsonhatas
szabalyozza

Pirén polimerizacids kisérleteink eredményei alapjan elmondhato, hogy a dDAAM DID
doménje nem befolyasolja szignifikansan sem a spontan aktin polimerizacio, sem az
FH1-FH2 altal katalizalt aktin 6sszeszerel6dés kinetikajat. Ezzel ellentétben, a cDAAM
altal katalizalt aktin polimerizacié koncentraciéfuggd maédon gatolt DID jelenlétében.
Mivel az egyetlen kulonbség a dDAAM FH1-FH2 és a cDAAM kozott a C-terminalis
DAD-CT régio jelenléte, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a DID ezen C-terminalison
elhelyezkedé doméneken keresztul fejt ki negativ hatast a dDAAM aktivitasara. A
mennyiségi elemzés alapjan a DID:C-terminalis kdlcsonhatast jellemz6 disszociacios
egyensulyi allandé ~ 30 nM-ra tehetd, mely erdés kdlcsbnhatasra utal. In vitro
eredményeink alapjan a dDAAM egy bona fide DRF formin, mivel az FH1-FH2-aktin
kdlcsbnhatas az N-terminalis DID és a C-terminalis DAD domén kozott kialakuld
autdinhibicié altal szabalyozott. Az irodalmi adatok és medfigyeléseink alapjan ez az
autoregulaciés mechanizmus konzervalt a rovarok és az emberek kozott (Liu, Sato et
al. 2008).

A cDAAM hatékonyabban katalizalja az aktin filamentumok 0sszeszerel6dését,
mint az FH1-FH2, ami a hatasosabb nukleaciot elésegitd képességén alapszik
A dDAAM DAD-CT esetleges aktin aktivitasainak vizsgalata érdekében a konstitutivan
aktiv FH1-FH2 és cDAAM régiok polimerizaciot elésegité hatasait tanulmanyoztuk
pirén aktin alapu polimerizacios esszékben. Eredményeink alapjan a cDAAM ~36-szor
hatékonyabb a polimerizacio elésegitésében, mint az FH1-FH2. Ez a kulonbség nem
az eltér6 aktin monomer affinitasaikra vezethet6 vissza, ahogy azt steady-state
fluoreszcencia anizotropia vizsgalataink is alatamasztjak. Egyedi filamentumok
0sszeszerel6désének TIRF mikroszkdpiai elemzése alapjan a filamentumok szama a
cDAAM jelenlétében szignifikansan nagyobb volt, mint a DAD-CT-t nem tartalmazo
FH1-FH2 jelenlétében. A filamentumok ndvekedési sebességét mindkét konstrukt
ugyanolyan mértékben befolyasolta. Osszességében medfigyeléseink egyérteimiien
bizonyitjak, hogy a cDAAM fokozottabb polimerizaciét elésegité hatasa, az FH1-FH2-
hoz képest, a hatékonyabb nukleacios aktivitasanak kdszonhetd. Eredményeink tehat
arra utalnak, hogy a dDAAM DAD-CT doménje képes befolyasolni az aktiv FH1-FH2
domeének aktin polimerizaciéra kifejtett hatasat is.

A dDAAM megfelelé nukleaciés aktivitasahoz mind az FH2 mind pedig a C-
terminalis régiok jelenléte sziikséges

Steady-state anizotropia méréseink szerint a dDAAM izolalt DAD-CT régidja, kis
affinitassal ugyan, de képes kotédni az aktin monomerekhez, fuggetlenul az FH1-FH2
domén jelenlététdl. A kolcsonhatast jellemzé affinitas az ioner6sség novelésével
csokkent. A CT szakasz nélkili (DAD) és a mutacioval rendelkezé CT (DAD-CTRA)
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konstrukcidink esetében nem talaltunk szignifikans kotédést. Pirén aktin alapu
polimerizacidés és TIRFM méréseink eredményei szerint egyik C-terminalis konstrukcid
sem befolyasolta szignifikansan az aktin filamentumok 0sszeszerel6désének
kinetikajat. Mindezek arra utalnak, hogy a dDAAM DAD-CT az FH2 domén jelenlététél
fuggetlen mdédon képes kolcson hatni az aktin monomerekkel, azonban az FH2
domeéntél fuggé aktivitast mutat az aktin dinamika szabalyozasaban. Az FH2 és a C-
terminalis domének hozzajarulasat a dDAAM aktin polimerizaciéra kifejtett hatasaihoz
a tovabbiakban mutaciot hordozo, illetve trunkalt konstrukciok vizsgalataval folytattuk
(FH1-FH2'732A cDAAM!732A cDAAMACT, cDAAMRA), Kinetikai vizsgélataink alapjan
mind a DAD, mind pedig a CT régi6 jelenléte szikséges a dDAAM FH1-FH2
domeénjének polimerizaciora kifejtett hatasanak elésegitéséhez. Eredményeink arra is
fényt deritettek, hogy a monomer kotés mellett, a DAD-CT régio a filamentum végekkel
kialakitott kdlcsdnhatasban is szerepet jatszhat.

A dDAAM a sapkafehérje antagonistaja

Irodalmi adatok alapjan bizonyos forminok a klasszikus sapkafehériék (CP)
antagonistajaként funkcionalnak a szdges vég dinamikajanak szabalyozasaban
(Romero, Le Clainche et al. 2004; Bombardier, Eskin et al. 2015). Pirén aktin alapu
polimerizacids kisérletekben arra kerestik a valaszt, hogy a DAD-CT hozzajarul-e a
dDAAM sapkafehérjével szemben mutatott antagonisztikus hatasahoz. A mennyiségi
elemzés alapjan a cDAAM erdsebb versenytars a sapkafehérjével szemben, mint az
FH1-FH2 (ICso(FH1-FH2) = 47.7 £ 16.97 nM, ICso(cDAAM) = 345.9 + 27.60 nM). A
nativ cDAAM fehérjéhez képest a DAD-CT régié6 mutacidja/trunkacioja részleges
funkciovesztést okozott (ICso(cDAAMRA) = 108.6 £ 19.35 nM, ICs0(cDAAMACT) = 93.7
1+ 19.06 nM). Sem az I732A mutaciot hordozé FH2 domént tartalmazé konstrukciok,
sem az izolalt C-terminalis régi6 nem képes befolydsolni a sapkafehérje
polimerizaciéra kifejtett gatld6 hatasat. Ezen eredményeink alapjan dDAAM
antagonisztikus miikddéséhez a vad-tipusu FH2 domén nélkilézhetetlen, mig a DAD-
CT elbsegiti ezt az aktivitast. Vizsgalataink igy a DAD-CT egy Uuj funkcidjat
azonositottak, mint a dDAAM a sapkafehérje ellenében betoltdétt antagonisztikus
szerepének szabalyozo alegysége.

A DAD-CT:aktin kolcsonhatas szerkezeti hattere

Steady-state anizotrépia és kinetikai vizsgalataink alapjan a dDAAM DAD-CT aktin
monomer kotését és aktin aktivitasat a profilin nem befolyasolja. Ezek az eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy a profilin és a DAD-CT egyidejlleg kotédik az
aktinhoz, egy haromtagu komplexet kialakitva. A komplex csak akkor tud kialakulni, ha
a DAD-CT és a profilin két6helyei nagymértékben kilénbdznek. Korabbiakban leirtak,
hogy a profilin kétéhelye az aktin hidrofob zsebénél, az 1-es és a 3-as alegység kdzott
talalhatd (Schutt, Myslik et al. 1993). A WH2 domének aktinhoz valo kotédési helye is
ismert, igy egy WH2 doménnel rendelkezé fehérje segitségével kompeticios
mérésekbdl kotéhely elhelyezkedésre kovetkeztethetlink. Anizotrépia eredményeink
alapjan a SALS (Sarcomere Length Short) WH2 doménjei gatoljak a DAD-CT aktin
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monomerhez val6 kétédését. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a WH2 és a DAD-CT
kotohelye szignifikansan atfed. Ezt megerdsitendd, szerkezeti elemzést végeztink. A
WH2 domének N-terminalisa egy amfipatikus alpha-hélixbe tekeredve az aktin
hidroféb hasadékaban talalhato, mely kdlcsonhatast a WH2 domén konzervalt hidrofob
LIxxI aminosavai stabilizaljak. Ezt a kotést tovabb erdsiti a WH2 domén C-terminalisa
felé elhelyezkedé LKKT/V motivum. igy a WH2 domén C-terminalisa az aktin hegyes
vége iranyaban helyezkedik el, a kotédése elsésorban elektrosztatikus
kélcsdnhatasokon alapul. Bioinformatikai elemzésink arra utal, hogy a DAAM DAD-
CT rendelkezik egy konzervalt LIxxI motivummal, habar az LKKT/V szakasz, mely az
aktin WH2 domén kolcsbnhatas stabilitasaban fontos szerepet jatszik, hianyzik.
Osszességében adataink alatamasztjak, hogy a gyenge aktin-DAD kélcsénhatas egy,
a hidroféb hasadékban talalhato WH2-szer( aminosav tripletnek kdszdonhet6, amelyet
a CT szakasz er6sithet az aktin monomer negativ régioival kialakitott
kolcsonhatasaval.

dDAAM képes az aktin filamentumok oldalahoz kotédni és rendelkezik
filamentum kotegel6 aktivitassal is

A DAD-CT (Kd = 38.9 £ 3.2 uM) képes kotddni az aktin flamentumok oldalahoz, bar
kisebb affinitassal, mint az FH1-FH2 (Ka = 2.1 £ 0.5 uM) (Barko, Bugyi et al. 2010)). A
C-terminalis trunkacidja/mutacidéja a filamentum kotétd képességet jelentésen
csokkenti (Ka > 100 uM). Mind az FH1-FH2, mind a cDAAM képes az aktin
filamentumokat kotegelni. Az izolalt DAD-CT az oldalkotés altal képes az aktin
filamentumokat magasabb rend(i szerkezeti egységekbe, kdtegekbe rendezni, mig a
C terminalison trunkalt/mutalt DAD-CT konstrukciok koétegel6 hatasa elenyészo.
Eredményeink alapjan a dDAAM f6 filamentum oldalk6té/kotegeld eleme az FH2
domén, mig a DAD-CT csak hozzajarul ehhez funkcidhoz.

A dDAAM kolcsonhat a mikrotubulusokkal és kotegekbe, illetve keresztkotott
strukturakba rendezi azokat

A cDAAM képes koteg/keresztkotott mikrotubulus strukturakat indukalni (alacsony
fordulatszamu szedimentacios kisérletek). Erdekes médon a C-terminalist nem
tartalmazo FH1-FH2 nem képes erre, csakugy, mint az izolalt DAD-CT sem. Mindezek
az eredmények azt jelzik, hogy az izolalt FH1-FH2 és a DAD-CT egyedul nem
elégségesek a kotegelésre/keresztkdtésre. A megfelel§ kotegelb/keresztkotd
aktivitashoz ezen régiok mikrotubulusokkal val6 egyideji interakcidja szukséges.

A dDAAM képes egyidejlileg kotdédni az aktin filamentumokhoz és a
mikrotubulusokhoz és képes azokat keresztkotegelni

A dDAAM kélcsdnhat mind az F-aktinnal, mind a mikrotubulusokkal. igy felmeriil annak
a lehetdsége, hogy a dDAAM esetleg képes a két filamentum tipussal egy id6ben
kOlcson hatni, fizikailag 0Osszekapcsolni azokat. Ezen lehet6ség vizsgalatara
létrehoztunk/kifejlesztettink egy alacsony fordulatszamu szedimentacids protokollt,
mely biztositia az F-aktin-MT komplex mas komplexektdl valé elszeparalasat (pl.
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egyeni filamentumok, kdtegek). A szeparacio eléréséhez a centrifugalas egy 30 %-0s
szukréz parnan keresztll nagyon alacsony, 4000 g fordulatszamon torténik. llyen
feltételek mellett az egyéni vagy kotegelt aktin filamentumok (példaul FH1-FH2,
cDAAM altal) a feluluszéban maradnak, mig a nagyobb fehériék (cDAAM altal
kotegelt/kereszt-kotott mikrotubulusok) szelektiven szedimentalhatéak lesznek és a
pelletbe mennek. Mindez magaba foglalja, hogy az aktin filamentumok csak akkor
jelennek meg a pelletben, ha fizikailag a mikrotubulusokhoz vannak kotve.
Eredményeink szerint cDAAM jelenlétében jelentés mennyiségl F-aktin jelent meg a
pelletben a mikrotubulusokkal egyltt, mutatva a cDAAM és a két polimer tipus egyideji
interakciojat. Ezzel ellentétben FH1-FH2, DAD-CT, DAD or DAD-CTRA jelenlétében az
aktin filamentumok nem szedimentalédtak a pelletbe. Ezen eredményeinket teljes
mértékben alatamasztjak a TIRFM alapu kolokalizaciés kisérleteink is. Osszefoglalva,
mindkét régio, az FH2 és az CT is szukséges az aktin filamentumok és a
mikrotubulusok keresztkdtegéléshez, bar egyik sem elégséges dnmagaban, mely
kooperativ természetl aktivitasra utal.

KOVETKEZTETESEK és HIPOTEZISEK

A forminok C-terminalisanak szerepe az FH2 altal medialt aktin
osszeszerelédésben

A munkam legfébb eredményei szerint a dDAAM DAD-CT befolyasa az FH1-FH2
régiora, mely igy egy hatasosabb nukleator és az FH1-FH2 filamentum-vég
kolcsOnhatasok megerdsitéséhez valé hozzajarulas. Hogyan kapcsolhatok Ossze a
DAD-CT szerkezeti és mikodési sajatsagai? Az FMNL3 formin FH1 doménje a
vizsgalatok alapjan stabilizalhatja az FH2-dimer szerkezetét, mely igy egy erésebb
elongatorként mikodik (Gould, Maiti et al. 2011; Thompson, Heimsath et al. 2013). Az,
hogy a DAD-CT egy hasonld hatasmechanizmust adaptal és stabilizélja az FH2
dimereket, ezaltal egy er6sebb nukleatort teremtve, az egyik lehetséges magyarazata
eredményeinkre. igy a DAD-CT hozzajarulasa az FH2 eredeti aktivitasahoz indirekt és
fluggetlen a sajat aktin koté képességétél. Figyelembe véve, hogy az izolalt dDAAM
DAD-CT képes az FH2-t6l flggetlenil aktin monomereket kotni egy alternativ
magyarazatot is kilatasba helyezhetlink. Azt gondoljuk, hogy a DAD-CT hozzajarulasa
az FH2 nukleacids aktivitasahoz a DAD-CT és az aktin monomer direkt kotésének az
eredménye. A lehetséges aktin-DAD-CT kotési médok megtalalasa érdekében - az
FH1-FH2-DAD-CT dimeren belll - ismert aktin, WH2-domén és formin szerkezeteket
hasonlitottunk 6ssze. A szerkezeti adatok alapjan az FH1-FH2-DAD-CT dimeren belul,
a DAD-CT régiok képesek egy-egy aktin monomerrel kapcsolatot kialakitani, a mar
FH2 altal kotott monomereken felul. Mindezek alapjan az FH1-FH2-DAD-CT
komplexben levéd DAD-CT képes kozvetlenul kapcsolddni az aktinhoz, mely igy a
nukleacios intermedierek stabilizacioja révén, hatékonyabb nukleaciot eredményez.
igy a formin C-terminalis szakaszainak hozzajarulasat az FH2-medialt nukleaciéhoz a
‘'monomer stabilizaciés modell’ alapjan értelmezhetjuk. A modellben az FH1-FH2
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dimer altal kétott aktin monomerekhez kdzvetlentl kapcsolddik a DAD-CT altal kotott
monomer, stabilizalva a dDAAM aktin komplexet. Ebben az elrendezésben a dDAAM
FH1-FH2-DAD-CT dimer négy aktin monomert stabilizal. A kdzelmultban egy masik
modellt, a formin FH1-FH2-C-terminalis, mint haromtagu szerkezeti egységet vezették
be, amely szerint a C-terminalis egy monomer toborzé motivumként mikodik (Gould,
Maiti et al. 2011). A ’'monomer toborzd’ modell feltételezi, hogy a DAD-CT altal kotott
monomer a hegyes végen épul be, melyet azonban profilin jelenléte megakadalyozna.
Erre azonban méréseink nem utalnak, mivel a profilin nem akadalyozza meg a DAD-
CT mikodését. Mindezek mellett figyelembe kell venni, hogy az aktin dDAAM-hoz val6
affinitasa viszonylag gyenge az FH2 domén hianyaban, raadasul megfelel6 monomer
toborzas megfeleld aktin kotderésséget is feltételez. igy a 'toborzé modell’ feltételezi,
hogy a forminok FH1-FH2-C-terminusban levé C-terminus affinitasa jelentésen
nagyobb, mint izolalt formajukban. Az affinitas er6sségét feltételezhetéen vagy az
FH2-altal indukalt C-terminus szerkezeti valtozasai, vagy az FH2 altal a DAD-CT-hez
kozvetlen kdzelségbe hozott monomerek névelhetik meg. Ebben az elrendezésben a
forminok alacsony aktin affinitasu C-terminalis régiéi az FH2 dimer altal kotott
monomerek stabilitdsat novelhetik, mig a magas affinitasu domének a tovabbi
szerepet, de segiti az FH2 filamentumvégekkel kialakitott kolcsdnhatasat és a
sapkafehérje elleni kompeticiot is. Ezen funkcidk a filamentumveég kozvetlen
kozelében elhelyezked6 alegységekkel torténé kolcsOnhatasokon keresztil
mutatkoznak meg, mely elképzelés az Aaltalunk javasolt szerkezeti modellnek is
megfelel. A C-terminalis jelenlétében a forminok processzivitasa megkoveteli mind az
processziv filementumvég kotédést, ahogy azt eredményeink és masok munkaja is
alatamasztja.
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Az FH2 és a C-terminalis alegységek 6sszehangolt monomer beépitésnek alternativ modelljei
A ,monomer toborzé” (Gould, Maiti et al. 2011) és a ,monomer stabilizalé” modellek sematikus abrgja.
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A dDAAM aktin és mikrotubulus sejtvaz koordinaciéjaban betoltott szerepe
Munkank soran a dDAAM Uj kdlcsdnhatasait - az aktinnal valé kolcsonhatas mellett-,
aktivitasait azonositottuk: képes mikrotubulusokat kdtegelni/keresztkotni, és szimultan
képes Kkolcson hatni az aktin filamentumokkal és a mikrotubulusokkal,
keresztkotegelve a két polimertipust. Megallapitottuk, hogy az FH2, mint f6 aktin
kélcsdnhato partner jelenléte nem elégséges a mikrotubulus kotegelé/keresztkotd és
aktin-MT 8sszeflizd aktivitdishoz. Ehhez szilkséges a C-terminus jelenléte is. Eppen
ezért adataink Uj kdlcsOnhatasokat, informaciot szolgaltathak a dDAAM DAD-CT
régiojarol. Kollaboracidos partnerink Drosophila primér idegsejtes munkaja
megerdsitette, hogy ezen Uj aktivitasok bioldgiai jelentéséggel is birnak (Szikora, Foldi
et al. 2017). A dDAAM Kkolokalizalédik, mind az aktin, mind a mikrotubulus halézattal
az idegsejtek novekedési kupjaiban és jelentés mennyiségi hanyaduk (~ 20 %)
keresztkoti a két polimerhalét. EImondhatd, hogy a dDAAM kdlcsdnhatasai alapvetd
szerepet jatszanak a megfelel§ filopodium képzdédésben és dinamikaban a névekedési
kupban. Az idegrendszer aktin-mikortubulus halézat mikdédésének és
szabalyozasanak részleteiben valé megértéséhez tovabbi kutatasokat kell végezni. In
vitro adataink alapjan, a dDAAM filopodium képzédésben jatszott szerepérdl a
névekedési kipban a kdvetkezé6 munkahipotézist allitjuk fel. (Abra 34). Az aktin
gazdag periférian, a lamellipddium aktin filamentum kotegekkel stabilizalt
kitiremkedéseit, az Arp2/3 komplex és a sapkafehérje koordinalt egyuttmikddése
tartja fenn, mely meghatarozza az erékifejtés iranyat és mechanikai stabilitast is ad
(Blanchoin, Boujemaa-Paterski et al. 2014). Az elongacio el6rehaladtat a
filamentumvégekhez kapcsoldédd sapkafehérjék akadalyozzak meg. A filopddium
képzddés soran a dDAAM aktivalodik: a megfelel6 RhoGTPaz koétédik a DID
doménhez. A DID-DAD kétés felbomlik és az FH1-FH2 domén aktin kétéhelye mar
nem lesz szerkezetileg gatolt. A dDAAM versenyezve a sapkafehérjével, fenntartja az
iranyitott és folyamatos profilin:aktin beépulést a filamentumvégeken, mely filamentum
és ezaltal filopddium hosszndvekedéshez vezet. Kotegeld aktivitasa altal a dDAAM a
képzddd filopodialis aktin filamentumokat kotegeli, ndvelve a filopodium mechanikai
integritasat. A dDAAM a mikrotubulusok filopddiumba valé bearamlasaban is segithet.
Egyidejlleg kotédve az aktin filamentumokhoz és mikrotubulusokhoz keresztkoti a két
polimer rendszert, mely kotegek igy egyutt tudjak a filopédiumot kialakitani az
idegsejtekben.

ooy

ENTANGLED ACTIN NETWORK OF DAAM ACCUMULATION AT SITES OF NET FILOPODIAL ELONGATION DAAM-MEDIATED FUNCTIONAL
LAMELLIPODIAL PROTRUSIONS FILOPODIAL PROTRUSIONS MEDIATED BY DAAM COUPLING BETWEEN ACTIN

* inactive DAAM » activated DAAM » actin filamentformation/elongation FILAMENTS AND MICROTUBULES

» filamentgrowth is inhibited by CP » displacementof CP by DAAM » actin filamentbundling = actin filament- microtubule co-alignment

KEY MEMBRANE ACTIN == MICROTUBULE [ — INACTIVE DAAM = ACTIVE DAAM e

A dDAAM miikodési modellje filopodium képzddés soran az idegsejtekben.
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A TEMABAN ELERT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Munkam soran a Drosophila Dishevelled-associated activator of morphogenesis
(dDAAM) forminnak a sejtvaz dinamikai szabalyzasban betoltott szerepét kutattam. A
DAAM kulonbdzé bioldgiai funkciok elengedhetetlen szereplbje és kulcsfontossagu az
aktin és a mikrotubulus haldézat szabalyozasban az idegrendszer folyamatos
atalakulasa soran. Korabbiakban kutatocsoportunk a DAAM FH1-FH2 domén szerepét
mar leirta, de friss tanulmanyok szerint a forminok C-terminalisa is képes befolyasolni
az aktin dinamikajat. Az eddigi kutatasok ugy tekintettek a forminokra, mint aktin koté
fehérje. Azonban in vivo vizsgalatok megmutattak, hogy dDAAM képes az idegi
mikrotubulus halézattal is kdlcsonhatni.

A dDAAM a biologiai funkcidinak, idegrendszerben betoltott szerepének molekularis
mikodési alapjainak megértéséhez, a dDAAM kulonbozé régidinak kolcsdnhatasait
vizsgaltam az aktinnal és a mikrotubulusokkal.

Eredményeim dsszefoglalasa:

» A dDAAM egy bona fide DRF, vagyis az FH2 domén aktin kétése a N-terminalis
DID és a C-terminalis DAD domének altal szabalyozott.

= A DAD-CT szakaszt tartalmazé cDAAM hatékonyabban katalizalja az aktin
filamentumok 6sszeszerel6dését, mint az FH1-FH2, ami az er6sebb nukleaciot
elésegité hatasan alapszik.

= A DAD-CT tartalmaz6 cDAAM hatadsosabban képes a sapkafehérje jelenlétében
a filementumvég dinamikajat fenntartani, mint az FH1-FH2, mely a DAD-CT uj
szerepét vetiti el6, mint az elongaciot el6segitdé gépezet egysége.

= Az izolalt dDAAM DAD-CT FH2-tél figgetlen mdédon képes kotédni az aktin
monomerekhez és filamentumokhoz, mely koétédés elektrosztatikus
kolcsonhatasokon alapszik.

= A dDAAM DAD-CT aktin monomer kolcsdnhatast a profilin nem befolyasolja
jelentésen, ellentétben a WH2 domén fehérjékkel.

» A dDAAM DAD-CT aktin kot6 képessége ellenére, az FH2 hianyaban nem
befolyasolja az aktin dinamikat, vagyis FH2-fliggd funkciokkal rendelkezik.

= A dDAAM képes kodtegekbe rendezni az aktin flamentumokat, amihez az FH1-
FH2 domén jelenléte szUkséges és elégseges.

» A dDAAM képes magasabb rendi kotegekbe rendezni a mikrotubulusokat,
amelyhez az FH1-FH2 és DAD-CT egyuttes jelenléte szukséges. Ez a
képesség feltételezhetben kooperativ tulajdonsaggal bir.

» A dDAAM képes egy idében kotédni az aktin filamentumokhoz és a
mikrotubulusokhoz és keresztkotegelni a két polimertipust, mely aktivitds mind
az FH1-FH2 mind a DAD-CT domén jelenlétét feltételezi.

Osszességében eredményeim Uj perspektivaba helyezik a dDAAM nemcsak az

aktin, de az aktin-mikrotubulus halézatban nyujtott szabalyzd szerepét, és

szélesitik az egyes formin domének a polimerhalézatok szabalyzasban betdltott
funkcidinak megeértését is.
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