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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

Az izomkutatds nem ok nélkiill nagy népszertiségnek és tudoményos érdeklédésnek
orvendo teriilet. Izomkutatds alatt azonban legtobben az aktin és miozin kolcsonhatdsdnak
részletes vizsgalatat értik. Ha azonban csak egy fél 1épéssel messzebbrdl vessziik szemiigyre a
harantcsikolt izmot, és igyeksziink megérteni annak miikodését, rd kell csoddlkoznunk e
szovettipus hihetetlen rugalmassdgara. Az izmot, annak tonkretétele nélkiil tobb mint

kétszeresére nyujthatjuk.

Ez a dolgozat a hardntcsikolt izom rugalmas tulajdonsdgét biztosité legfontosabb fehérje,

a titin miikodését mutatja be.

1.1. A titinkutatas torténete.

A harantcsikolt izom miikodési egységének, a szarkomer szerkezetének vizsgilata immar
tobb mint fél évszdzados multra tekint vissza. Az els6, két filamentum rendszerbdl épitkezd
szarkomer modellt Huxley és Hanson, valamint Huxley és Niedergerke alkotta meg [1-3]. E
modell jol magyardzta az izom szdmos, aktiv Osszehuzddas, kontrakcid sordn mutatott
viselkedését, am az is hamar kideriilt, hogy nem magyardzza az izom passziv rugalmas
tulajdonsagait. Az izomrostok eredeti hosszuk mintegy kétszeresére nyujthatok anélkiil, hogy
a szarkomerben fenndll6 szerkezeti rend megbomlana. A megnyulds kozel egyenletes az
izomrost mentén, és az egyes szarkomerek relativ hosszvéltozasa kozel azonos. A megnytlas
sordn az izomban ellendllds, in. passziv izomerd fejlodik, amely a nyudjté hatds megsziinte
utdn helyredllitja az izom nyugalmi hosszat. Az is egyértelmii volt, hogy hizas kozben fejlodo
passziv izomer0 nem a vastag és vékony filamentumok kolcsonhatdsa révén jon létre, mivel a

nagymértékben tulnyujtott rostokba ezek mar nem fednek 4t.

Az 1950 - 1960-as években végzett elektronmikroszképos munkdk [4-6] alapjan

levonhat6 kovetkeztetés az volt, hogy a szarkomerben Iléteznie kell egy harmadik



filamentumrendszernek is [7-9]. Tdlnydjtott izomrostokrdl késziilt felvételen az volt lathatod,
hogy a vastag filamentumok végébdl vékony, alig lathaté szédlak indulnak ki a vékony
filamentumok irdnydba (1. dbra). Ezeket a fehérjéket ,,gap” vagy ,rés” filamentumoknak

nevezték el.

|-szakasz

1. dbra. Vazizom szarkomer az aktin filamentumok szelektiv eltavolitdsa utan. A vastag
filamentumok végét a szarkomert lezar6é Z-vonallal 6sszekété rugalmas filamentumok az aktin-mentes
I-szakaszban figyelhet6k meg [10].

A harantcsikolt izom elasztikus tulajdonsdgainak vizsgédlata sordn Maruyama ¢és
munkatarsai kiilonboz6 extrahdlé oldatokkal sorban vontdk ki a rostbol a fehérjéket. Végiil
egy olyan frakcidt nyertek, amely nagyon ellendllé volt az extrahdl6é oldatokkal szemben, és
oldhatatlan, fehérje alapi gélt alkotott [11]. A gélbdl kivonhaté legnagyobb fehérje a

connectin nevet kapta [12].

Ugyenezen az uton haladva a Szent-Gyorgyi laborban dolgozé Guba Ferenc irta le
elsoként a fibrillin nevli fehérjét, amely ugyanaz a fehérje volt, mint Maruyama é&s

munkacsoportja altal izolalt conectin [13, 14].

Wang és munkatdrsai ugyanebben az idében filamin-szerti fehérjék utan kutattak gerinces
harantcsikolt izomrostban. Filamint nem sikeriilt taldlniuk, de a legnagyobb, megadaltonos
mérettartomanyba esé fehérjét titinnek nevezték el [15]. Ma mar tudjuk, hogy Maruyama és
Wang egymastdl fiiggetleniil, kozel egy idoben ugyanarra a fehérjére taldltak. A titinkutatds
els6 tiz esztendejének egyik legfontosabb eredménye az volt, hogy sikeriilt igazolni az
oridsmolekula 1étét, valamint pontosan meghatarozni elhelyezkedését a szarkomeren beliil. A
titin élettani szerepének vizsgédlata terén is fontos tényekre deriilt fény: bizonyitott és

elfogadott lett, hogy az izom passziv rugalmassagéaért elsdsorban a titin felelds.



A titin az izom szerkezeti és miikodési egységében, a szarkomerben taldlhato.

1.2. A titin a szarkomerben

A titin a vékony és vastag filamentumok kozott, azokkal parhuzamosan helyezkedik el. A
molekula N-termindlisa a Z-vonalhoz, mig C-termindlisa az M-csikhoz rogziil, igy a titin a

szarkomer felét, mintegy 1 pm-nyi tdvolsagot hidal at [16] (2. abra).

A titin N-termindlis vége a Z-csikhoz erdsen rogziil. A titin molekula 60 - 80 kDa tomegl
szakasza a Z-vonalban panyvazodik ki. Két, szomszédos szarkomerben taldlhato titin ezen a
szakaszon atfed. Ilyen mddon a titin molekuldk egy, a szarkomerek sordn, az egész

filamentum hosszdban végigfuté molekulalancolatot alkotnak.

Z-vonal M-vonal Z-vonal
titin II miozin aktin

|I-szakasz A-szakasz

2. abra. A titin elhelyezkedése a szarkomerben.

A Z-vonalban a titin kapcsolatot 1étesit a telethonin (mdsik nevén titin-sapka, vagy T-cap),
valamint az alfa-aktinin fehérjékkel. Irodalmi adatok szerint ezek a fehérjék végzik a
titinmolekula N-termindlisdnak Z-vonalhoz valé kipanyvéazasit és a titin molekulak

hosszirdnyu keresztkotését [17].

A C-terminélisok kapcsolata nagy hasonldsdgot mutat az N-termindlisokéval. A titin ezen

végei az M-vonalak teriiletén fednek at [17].

Az A-szakaszban a titin mintegy 2 MDa nagysagu része taldlhaté. Ebben a szakaszban a

titin €s a vastag filamentum kolcsonhatdsa igen erds. Minden egyes vastag filamentumhoz,



helyesebben a vastag filamentum M-vonaltél Z-vonal felé mutaté feléhez hat titinmolekula

kapcsolodik [18, 19].

Az I-szakaszban (szovettipustdl, illetve titin izoformatdl fiiggden) a titinnek egy kb. 0,8 -
1,5 MDa kozotti tomegi része taldlhatd. Ebben a szakaszban a titin kdlcsonhatdsa a vékony
filamentummal jéval ,rugalmasabb” és ,.érdekesebb”, mint az A-szakaszban a vastag
filamentummal. Ez a szakasz 1étesit rugalmas kapcsolatot vastag filamentumok végei és a Z-

vonalak kozott.

A titin I — szakeszbeli szegmense a molekula talan legizgalmasabb, igy legintenzivebben
kutatott részlete. A titin szerkezetét tekintve ezen a szakaszon igen vdltozatos [20]. A
molekula I-szakaszbeli része harom szegmensre oszthat6. A vastag filamentumok végétol
szamitott 0,1 wm hosszi szakaszon a titin molekuldk hosszuk mentén tobb molekuldbodl
felépiil6 kotegekké (,,end filament”) kapcsolddnak Ossze [21]. A Z-vonal kdzepétdl szamitott
0,1 pum-es szakaszon a titin molekuldk a vékony filamentumokhoz kapcsolédnak [22, 23]. A

két szakasz kozott a kotegek kiilonallé6 molekuldkka valnak szét [24].

A titin mechanikai sajitsagait, szarkomerben betoltott szerepét ugy érthetjiik meg, ha

részletesen megvizsgaljuk a molekula szerkezetét.

1.3. A titin szerkezete

A titin ,,sz€lsOségesen” moduldris felépitésii fehérje. A 3.0 - 3.5 MDa tomegili fehérjének
mintegy kilencven szdzaléka klasszikusnak nevezhetd épitéelemekbdl, immunglobulin- és
fibronektin tipusu egységekbdl épiil fol. Az egységek elrendez0dése nagy szabdlyszerliséget

mutat.

Induljunk el a titin N-termindlisa feldl, és vizsgédljuk meg e hatalmas molekulat! A Z-

vonalban a titin 45 aminosav hosszusagu egységekbdl (Z-repeat) all, amelyek hét masolatban
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taldlhatéak meg a molekula ezen szakaszdn. A Z-repeat egységei nagy (45 %) szekvencia
homoldgiat mutatnak [25]. A titin Z-vonalban taldlhat6é részének a szerepe a molekula N-

termindlisdnak biztos, erds rogzitése a szarkomert hatrol6 vonalhoz.

A C-terminalis felé haladva a titin kovetkez6 szakasza a szarkomer I-szakaszara esik (3.
abra). Talan ez a molekula legizgalmasabb szakasza, de annyit mindenképp elmondhatunk,

hogy a titin megnyujthatdsagénak szerkezeti alapelemei ebben a szakaszban talalhatdak.

A titin I-szakaszbeli része izomtipustdl fiiggben igen kiilonb6z0 méretli lehet. E
funkciondlisan elasztikus szakaszt harom részre oszthatjuk (3. dbra). A Z-vonaltdl tdvolabb
esO (disztalis) tandem Ig szegmensre, a Z-vonalhoz kozelebbi (proximadlis) Ig-régiora, és az e
kettd 4ltal kozrefogott, egyedi szekvencidkbodl felépiild szakaszra (3. dbra). Ez utébbi tovabb
oszthaté az Ig-domének és egyedi szekvencidk véltakoz6 sorozatdbdl felépiild N2 régiora,

valamint PEVK szegmensre.

Proximalis tandem Ig-régio N2A PEVK Disztalis tandem Ig-régio

Z |-szakasz A-szakasz M

3. abra. A titin I-szakaszbeli részének felépitése és elhelyezkedése a szarkomerben.

Tekintsiik at az Ig-régiét, az N2 és a PEVK-szakaszok felépitését részletesen! A
proximdis és a disztdlis Ig-régiot a fehérjék vildgaban egyik leggyakrabban eldéfordul6
,strukturdlis modul”, az Ig-domén ismétlédései alkotjdk. Labeit és munkatérsai a titin cDNS
szekvencidjdnak elemzése alapjdn megéllapitottdk, hogy az I-szakaszt zommel 90-100
aminosav hosszisagu egységek épitik fel [26]. A szekvencia-homoldgia alapjan elobb a C2-

[27], késobb az I-tipusud [28] immunglobulin (Ig) doménként azonositottik az egységeket. Az
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immunglobulin egységek térszerkezetének vizsgdlata azt mutatta, hogy ezek mindegyike

stabil globularis domént alkot, amelyet hét antiparallel béta-lemez épit fel (4. abra) [29, 30].

4. abra. A titin egyik immunglobulin (127) doménjének szerkezete

A titin I-szakaszdban taldlhaté N2 régié Ig-doménekbdl és stabil masodlagos szerkezettel
nem rendelkezd szekvencia részletekbdl all. A legismertebb és funkciondlis szempontbdl is
legfontosabbnak tartott egyedi szekvencia a titin I-szakaszbeli részében taldlhat6 PEVK
szegmens, amely nevét a tobb mint 70%-at kitevd prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és
lizin (K) aminosavakrél kapta. Labeit és Kolmerer modellje szerint [31], a PEVK
szegmensben taldlhatdé nagyszamd, fiziol6gidas pH-n toltott aminosav  oldalldnc
megakadalyozza stabil mésodlagos szerkezet kialakuldsat. A viszonylag rovid szakaszon
elhelyezkedd, nagy szdmu toltdtt aminosav-oldallinc egymdsra gyakorolt vonzd és taszitd
hatdsa kovetkeztében a PEVK-szegmens a feltetelezések szerint nem rendelkezik stabil
madsodlagos szerkezettel [31]. NMR és CD-spektroszképids mérésekkel a PEVK doménben a
random szerkezet mellett sikeriilt kimutatni rovid életideji, egymdésba konnyen atalakuld
madsodlagos szerkezeti elemeket, poliprolin hélixet, B-red6ét [32], azonban a PEVK szakasz

masodlagos szerkezetét illetden még sok a nyitott kérdés.

A titin I-szakaszbeli része izomtipustdl fiiggden igen kiilonbdzd lehet. Erdekes tény, hogy
a titint egyetlen gén kddolja. A génben taldlhaté exonok szdma hatalmas: 363 [33].. A génrdl
alternativ splicing révén, szovettipustol fiiggden kiilonb6z6 méretli tomegl €s szerkezeti titin

izoformék fejezédnek ki.
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A disztdlis tandem Ig régi6 konstitutivan fejezddik ki, azaz az egyes izoformdkon beliil
mindig ugyanolyan. A differencidlisan kifejez0dé proximadlis Ig-régié és a PEVK szakasz
hossza izoformdnként valtozé (5. abra) [34, 35]. Az 5. dbra a titin alternativ splicing révén

kifejez8do I-szakaszbeli régidjdnak moduléris szerkezetét mutatja.

Az egyes izoformdk kozotti kiillonbségek az egyes izoformdk kozott igen nagyok. A
vazizomban 53 Ig doménnel t6bb alkotja a proximalis Ig-régiot, mint szivizomban. Az eltérés
az egyes izoformak kozott taldn a PEVK szakasz tekintetében a legszembeotlobb. A m. soleus
izoformaban taldlhat6 PEVK szakasz 2174 aminosav hosszisagi, mig a szivizomban
mindossze 163 aminosav alkotja e rendkiviil érdekes molekula - részletet (5. dbra). Az egész
titinre jellemzd modularitds még a stabil masodlagos szerkezettel nem rendelkez6 PEVK
szakasz esetén is megmutatkozik. Két f0 szekvencia motivumot kiilonboztetiink meg a PEVK
szakaszban: a PPAK és a polyE motivumokat. Az dtlagosan 28 aminosav hosszisigi PPAK
motivumokban a bazikus oldalldnci aminosavak domindlnak, mig a polyE szekvencidban

savas oldallancu glutamétok [36].

Az N2A és N2B egyedi szekvencidk koziil vazizomban altaldban az N2A forma taldlhat6
meg, mig a szivizom titin izoformdk tartalmazhatjak az N2B, vagy egyiittesen az N2A és N2B
valtozatokat. Az titin szovetrOl szovetre eltér6 méretben, €s eltér0 domén Osszetétellel
expresszdlodik. Az egyes izoformdk mds és mds fizikai paraméterekkel (nyujthatéség,
hajlitdmerevség) rendelkeznek, igy a titin nagy mértékben képes befolydsolni az egyes

harantcsikolt izomtipusok merevségét, nydjtassal szemben mutatott ellenall képességét.
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Vazizom

m. soleus izoforma
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5. abra. A titin I-szakaszbeli régiodja kiilénb6z6 harantcsikolt (vazizom és szivizom) izmokban [37].

Tovéabbhaladva a titin mentén a C-termindlis irdnydba a kovetkezd szakasz a szarkomer
A-szakaszdba es6 molekula darab. A titin A-szakaszbeli része konstitutivan expresszalddik,
azaz minden szovettipusban ugyan olyan. A titinnek ezen szakasza szabalyos, modularis

felépitésii. A titin A-szakasza a mdar kordbban bemutatott immunglobulin doménekbdl,
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valamint fibronektin (Fnlll) tipusi doménekbdl all. Az Fnlll domének szerkezete nagy
hasonlésdgot mutat az immunglobulinok felépitésével (6. dbra). Erre a doménra is jellemzo a
béta-lemezekbdl allo struktira és a nagyfoku szekvencia homoldgia. Csakugy, mint az
immunglobulin domének, a fibronektin tipusi szerkezeti elemek is igen gyakoriak a
fehérjékben. Az atlagosan 100 aminosavbdl felépiild béta-hord6 szerkezetli domének egyiittes

szama egy titin molekuldban eléri a koriilbeliil haromszazat [27].
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6. abra. A titin egyik fibronektin (A1) doménjének szerkezete

Az A-szakasz N-termindlis végéhez kozel taldlhatdo D (disztélis) - szakasz egy 7 domén
hosszisagi mintdzat (Ig-Fn-Fn-Ig-Fn-Fn-Fn) hatszori ismétlddésébdl all (7. abra). Az ezt
kovetd C-zonat egy tizenegyszer ismétlddd, 11 domén hosszisigu sorozat (Ig-Fn-Fn-Ig-Fn-
Fn-Fn-Ig-Fn-Fn-Fn szuper-sorozat (super-repeat)) alkotja. A P (proximadlis) z6na kapcsolja a

titint az M-csikhoz, valamint ezen a részen talalhatoé a titin kindz domén (7. abra).
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D-szakasz C-szakasz P-szakasz

M - vonal

lg - domén
Egyedi szekvencia

Fn - domén

N [ 3 Em

Kinaz domeén
7. abra. A titin A-szakaszbeli régidja [17].

A titin A-szakaszdnak rendezett szerkezete vetette fel azt a lehetdséget, hogy ez a szakasz

molekuléris sablonként segiti a vastag filamentum felépiilését.

1.4. A titin génjének szerkezete

A titint egyetlen gén kdédolja. A titin génje nagyon konzervativ: az Osszes gerinces
genetikai dllomdnydban megtaldlhatd, €s igen kicsi variancidt mutat. Ember esetében a titin
génje a 2. kromoszéma hosszu karjan, a 2q31 régidjdban taldlhat6 [26, 38, 39]. Mar a humén
genom szekvencidjanak meghatdrozasat célzé kutatdsok kezdeti szakaszdban ismert volt,
hogy a titin génjét legalabb 174 exont tartalmaz, koztiik az addig ismert legnagyobb, 17 kb-os
emberi exon. A késObbiek soran feln6tt human sziv- és vazizomban [27], valamint fotalis [32]
harantcsikolt izmok cDNS-ének vizsgdlata sordn djabb 100 exonra bukkantak, amelyek
mindegyke PEVK szakaszt kédolt. A PEVK sajatos kodonhaszndlata és rendkiviil kicsi
mérete (70-100 bp) miatt a Human Genom Project kezdeti szakaszdban rejtve maradtak a
kutatok eldl. Mai tuddsunk szerint a titin génje (AJ277892.2) egy hatalmas, 280 kb hosszu

szakaszon helyezkedik el, mely 363 exont tartalmaz.
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Pér szoban tekintsiik 4t az egyes titin izoformdkra jellemz6 exon shuffling utvonalakat és
exon Osszetételt. A Z-vonalban taldlhaté titin részletet (8.-14. exonok), amely
kolcsonhatdsban 4ll az alfa-aktininnel és vélhetdleg az aktinnal [40, 41] hét darab (Z-repeat),
egyenként 45 aminosavat k6dolé exon kddolja. Mind a hét Z-egység kizardlag ez emldsok
szivében expresszalddo titin izoforma esetén taldlhaté meg, mig mas szovettipusokban 1évo
titinek esetén ezekbdl 1 - 3 egység hidnyzik [42]. Régéta ismert tény, hogy a Z-vonal
szélessége izomtipustol fliggden valtozik, és nagyon kecsegtetd az a hipotézis, hogy a Z-vonal

szélességét Epp a Z-ismétlddések (Z-repeatek) szdma hatdroznd meg [25].

Az I-szakasz (49. - 224. exonok) lehetséges splicing utvonalait kordbban mar emlitettiik.
A 49. exon a szivizom N2B elemét kédolja, az 50. — 101. exonok a tandem Ig- régi6 exonjai.
A 102. — 108. exonok az N2A szakasz exonjait, melyeket a PEVK szakasz exonjai (109. —
224.) kovetnek [33]. A PEVK exonok tobbsége PPAK motivumokat kédol és csak 10 exon
tartalmazza a polyE szakaszok aminosav sorrendjét. Az egyes titin izoformdk
szovetspecifikus kialakuldsa sordn ez a régié (49. — 224. exonok) jatsszdk a legfontosabb
szerepet, tulajdonképpen ezen exonok shufflingja sordn alakulnak ki a kiilonb6zd titin

molekulak.

A szarkomer A-szakaszaban, valamint az M-vonalban 1€v0 titin régi6 nagyon konzervativ,
minden titin izoforma estén ugyan olyan. Egy exon, a 362. mégis emlitésre méltd, mivel ez az
exon kodolja azt a molekulaszakaszt, amely calpaint (calpain 3, vagy p94) kot. Ez az exon
minden sziv-specifikus titin izoformdban megtaldlhaté, mig a vazizmok esetében hidnyozhat
[43]. A calpainnak fontos szerepet tulajdonitanak a szigndl- transzdukci6ban, amely a
befolydsolhatja a szovetekben expresszalodd titin izoformdk Osszetételét, igy az izom

mechanikai, passziv rugalmas tulajdonsdgainak finomhangoldsdban jatszhat fontos szerepet.

A titin szerkezetének bemutatisa utdn vizsgdljuk meg, mi is a titin szerepe a

szarkomerben.
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1.5. A titin szerepe

Az elhelyezkedés alapjan a titint két részre, egy funkciondlisan rugalmatlan, val6szintileg
vastag filamentumot szervezd szerepet betoltd A-szakaszbeli és egy rugalmas I-szakaszbeli
részre osztottuk fel. A titin biztositja az izom passziv, nem a vastag és vékony filamentum,
vagy azok kolcsonhatdsa révén kialakulé rugalmassidgit. E tény mar a régéta ismert.
Bizonyitdsa igen elegdns: a titin ionizdl6 sugdrzédssal torténd degradicidja nyomdn az

izomrostokban fellépd passziv fesziiltség jelentdsen csokkent [44].

A titin masik igen fontos funkcidja lehet az A-szakasz illetve az M-vonal centrdldsa az
izomosszehizddas sordn. Ez azért nagyon fontos, hogy az 6sszehtizddas illetve a a megnyulés

sordn az egyes szarkomereket egyforma terhelés érje [45].

Ismét haladjunk a molekula mentén az N-termindlis feldl a C-termindlis irdnyédba! A titin
Z-vonalbeli szakaszanak szerepe lehet a Z-vonal szerkezetének kialakitdsaban [40, 46]. A titin
ezen részében 45 aminosav hosszisidgd motivumok (Z-sorozat, Z-repeat) ismétlddnek,
amelyek kotddnek az alfa-aktininhoz. A Z-repeatek szama valtozik, valamint véaltozé szamuk
korrelaciét mutat a Z-vonal szélességével. A Z-vonal szélessége valtozo: jellemzé mddon
gyors izmokban keskeny, lassi izmokban pedig széles, feltehetden a nagyobb szildrdsag

biztositasa érdekében.

A titin rugalmassdganak titka a molekula I-szakaszbeli részében rejtezik. A Z-vonal
kozelében a titinmolekuldk a vékony filamentumokhoz kapcsolédnak [22, 23], igy csak a
fennmaradé rész megnydjthatd. Az kiilonbozé szovettipusokban, az exon shuffling
mechanizmusok kovetkeztében ezen szakasz hossza igen véltozatos. Labeit és Kolmerer
szerint épp e szakasz ,,varidlhatdsdga” biztositja a kiilonb6zd izom tipusok eltéré rugalmas
sajatossagait [27, 34]. Ismert tény, hogy az izom passziv rugalmassiga osszefiiggésben van a
titin I-szakaszdnak hosszdval, domén 0Osszetételével és nyujthatosdgaval [47]. Péld4ul
bizonyos fajok szivizmaban két titin izoforma expresszalddik: az N2B szekvenciat tartalmazo
N2B titin és az N2A és N2B szekvencidkat egyarant tartalmazé N2BA titin[27]. A két

izoforma az egyes szarkomerekben egyiitt, keverve van jelen, ardnyuk azonban eltérd. A
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tilnyomoérészt N2B izoformét (rovidebb egyedi, masodlagos szerkezettel nem rendelkezd, igy
igen elasztikus szakasz) expresszdld izomsejtek passziv rugalmassdga kisebb, mint a
tilnyomorészt N2BA (hosszabb elasztikus szakasz) titint expresszald sejteké [47]. A
szivizomban expresszalodo titin izoformdk ardnya betegség hatdsdra megvaltozhat, am eddig
nem sikeriilt egyértelmt Osszefiiggést taldlni egyes koérképek és a titin expresszidjanak

megvaltozdsa kozott [48] [49, 50].

A titin A-szakaszban taldlhaté része fiziologids koriilmények kozott nydjthatatlan. E
nyujthatatlansdg oka valdsziniileg az, hogy a titin szoros kolcsonhatdsban &all a vastag
filamentumokkal [51]. A mar emlitett mintdzatossag (repeatek) szerepe abban éllhat, hogy ez
a szakasz periodikusan, szabdlyos ismétlddésekben elhelyezkedd kotohelyeket biztosit a
miozin és més A-szakaszbeli fehérjék szdmdra [52]. Erdekes tény, bar nem donté bizonyiték,
hogy az A-szakaszbeli titin 11 domén hosszisdgi mintdzata 43 nm-enként ismétlodik, és a
vastag filamentumon beliil a miozin fejek egy olyan helikdlis struktirat alkotnak, amelynek
menetemelkedése szintén 43 nm. talan nem tulz6 az a feltételezés, hogy az A-szakaszban a
titin egyfajta dllvanyként szolgdl a vastag filamentum szabalyos szerkezetének és pontos

hosszanak kialakulasakor.

Miben éllhat a titin szarkomer szerkezetét meghatarozo szerepe? Elsdsorban tekintsiik at,
mit tudunk a titinrdl e tekintetben. Tudjuk, hogy a szarkomer kialakuldsakor a titin az elsd
fehérje, amely beépiill a miofibrillumba. Tudjuk, hogy kolcsonhat nagyon nagy szdmu
szarkomerikus fehérjével. Tudjuk, hogy szovettipustol fiiggden a titin szerkezete, mérete €s
rugalmas tulajdonsdgai masok és madasok [53]. Figyelembe véve a fenti tényeket nagy
biztonsdggal kijelenthetjiik, hogy a titinnek igen fontos szerep jut a szarkomer szinte
kristalyos  szabalyossagdnak kialakitdsaban, valamint az izom rugalmassaganak

finomhangol4sédban.

A titin kolokalizalédik a kromoszémakkal [54], 4am e kolcsOnhatds szerepe egyeldre nem
tisztazott. Figyelembe véve a titin izomban betoltott szerepét, taldn a kromoszomadk
mechanikai stabilitdsat biztositja [55-57]. Granzier és Labeit kutatdsi eredményei azt

mutatjdk, hogy a titin szivizomban befolydsolja az aktomiozin kolcsonhatdst, valamint
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egyelére nem ismert mechanizmusok 4ltal szabdlyozza a szarkolemmdban taldlhatd
ioncsatorndk permeabilitdsat, valamint koze lehet a génexpresszié szabdlyozdsdhoz [37]. A
titinnek fontos szerep jut a szarkomer integritdsanak fenntartdsaban. Horowits és munkatarsai
eredményei azt mutatjadk, hogy a titnnek fontos szerep jut a szarkomer szimmetridjanak
fenntartdsaban az izomosszehuzdodds sordn, illetve e munkacsoport bizonyitotta elészor, hogy

az izom passziv rugalmassagat a titin biztositja [44, 45, 58].

A titin A-szakaszdban taldlhat6 egy kindz domént. Ismert tény, hogy ezen kinadz
szubsztratja a Z-vonalban taldlhaté telethonin [59]. Enzim és szubsztratja kozott ily médon
hatalmas, relaxalt izom esetén is mintegy 1 um-nyi tdvolsag van. Nem ismerjiik a vdlaszt arra
a kérdésre, hogy mi lehet a szerepe a kindznak, illetve a telethonin foszforilaci6janak. Kinaz
€s szubsztratja kizarélag fejlodé miocitdkban taldlkozhat, ahol a miofibrillumok
kialakuldsdnak korai szakaszdban a titin C-termindlis része és a T-cap kolokalizacigjat
figyelték meg. Feltételezések szerint a telethonin foszforilacidja elengedhetetlen a szarkomer

szerkezetének kialakulasahoz [17].

Titin nem csak a hardntcsikolt izmokban taldlhat6. Az OGridsmulekula megtaldlhaté a
simaizmokban is [60, 61]. A simaizmokban a vastag filamentumok szerkezete gyokeresen
eltér a harantcsikolt izomban taldlhaté vastag filamentumokétdl, igy a titin és a vastag
filamentum kolcsonhatdsa is mads, joval dinamikusabb jellegli, mint a hardntcsikolt

izomszovetekben [62].

A titin tehat nagyon sokféle fehérjével 1étesit kapcsolatot. Tekintsiik at, hogy melyek ezek

a fehérjék, és hogy mi lehet a kélcsonhatds szerepe.
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1.6. A titin kélcsénhatasa szarkomerikus fehérjékkel

Bar a titin szerkezete mar jol ismert, igen keveset tudunk a titin més fehérjékkel vald
kolcsonhatdsairdl. Elsdsorban tekintsiik at, milyen ismeretekkel birunk a titin vastag és

vékony filamentumokkal valé kolcsonhatdsdval kapcsolatban.

Immun-elektronmikroszképos modszerekkel €s monoklondlis antitestek hasznélataval
sikeriilt igazolni, hogy a szarkomer A-szakaszdban a titin a vastag filamentum szerves részét
alkotja. Még nem tudjuk pontosan, hogy a titin a vastag filamentum felszinén fut vagy
teljesen megbdjik a miozin molekuldk kozott, d&m az antitestekkel végzett kisérletek
eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy az elsé lehetdség a valdszinlibb. Az ardnyokat
illetden scanning transzmisszids elektronmikroszképos [18] és gélelektroforézis [19]
analizissel végzett kutatdsok azt mutatjdk, hogy a hat titin molekula fut egyetlen fél-vastag
filamentumban, tehat hat molekula titin hizédik egy vastag filamentumon beliil az M és a Z-

vonal kozott.

A titin a szarkomer I-szakaszaban kotodik az aktinhoz [63-65]. A Z-vonal kozelében
mintegy 100 nm hosszan a titin N-termindlis része igen erds kolcsonhatést alakit ki a vékony
filamentummal [66]. A titin a szarkomer A-szakaszban 1évd részében taldlhaté bizonyos
fibronektin- és immunglobulin doménekrdl is kimutattdk, hogy kotddnek az aktinhoz,

azonban a jelenség fizioldgias szerepe nem tisztazott [67].

A titin szarkomerben betoltott szerepének alapos megismeréséhez elengedhetetlen a
titinnel kolcsonhaté fehérjék pontos ismerete. Dotblot assay-k segitségével sikeriilt
bizonyitani, hogy a titin kolcsonhatasba 1ép a miozinnal és a MyBP-C-vel [68, 69]. Eleszté
két-hibrid rendszer alkalmazdsdval tobb, a titinnel kolcsonhatdst mutaté fehérje is ,,horogra
akadt”. Ilyenek a fehérjék szarkomerben val6 kicserélddésében szerepet jatszd P94/calpain-3,
a kdlium csatorndk miikodését befolyasold T-cap/telethonin és a MinK, a szarkoplazmatikus
retikulum helyzetét meghatdroz6 sANK-1 ¢és obscurin, a metabolikus enzimek

kompartmentalizacidjaért felelés DRAL/FLH-2, a génexpresszié szabdlyozdsdban résztvevo
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izom LIM fehérje (MLP), vagy a szivspecifikus ankyrin repeat protein (CARP) és az ankyrin-
repeat domain-2 (Ankrd2).

Ezen fehérjék a titinnel val6é kolcsonhatdsnak a helye nem random a molekula hosszaban,
hanem taldlhatunk bizonyos forré pontokat, ahova tébb molekula is kapcsolddhat. Ilyen forré
pont a Z-vonalban taldlhaté titin részlet, vagy az I-szakaszbeli titin. Ezekben a forrd
pontokban bizonyos funkcidkat egyiittesen, mintegy komplexben betoltd fehérjék kotohelyeit
taldlhatjuk. A forré pontok ,kommunikdlnak” egymadssal. Példdul, a T-cap a Z-vonal
kozelében és az M-vonalban is kotddik a titinhez, igy hirvivo szerepet tolthet be [70]. Ehhez
hasonldéan, a calpain-3 képes kotédni az M-vonalban taldlhat6 titin régidhoz és az I-
szakaszbeli titinhez is. Az izom hosszu ideig tartd megfeszitettsége az Ankrd2 [71] és a
CARP [72] expresszios szintje megemelkedik. Ezen fehérjék a szarkomerben 1év6 mas
fehérék expresszidjat szabdlyozzdk. Azt még nem tudjuk pontosan, hogy mi a fesziiltséget
érzékeld szenzor. Ha figyelembe vessziik azonban, hogy mindkét fehérje kotddik a titinhez,
amely egyértelmiien egyiitt nyulik a szarkomerrel, joggal feltételezhetjiik, hogy a titin lehet ez

az egyelOre ismeretlen és fontos érzékeld fehérje.

A titin funkcidjdban nagyon fontos szerepe lehet a PEVK - aktin asszocidciénak. A
szivizomban talalhaté titin izoforma PEVK szakasza kotddik az F-aktinhoz [73, 74]. Ezt a
kolcsonhatdst a Ca**/S100 fehérje szabalyozza [75]. A véazizom PEVK C-terminélisa kotddik
ugyan az aktinhoz, de jéval kisebb latszolagos affinitdssal, mint az emlitett, szivizomban
talalhaté PEVK [74]. Megjegyzendd, hogy a véazizomban taldlhaté titin izoforma PEVK
domén C-termindlisdnak utolsé6 163 aminosava megegyezik a szivizom-titin PEVK
szekvencidjaval. A PEVK szegmens aktinkotésének pontos mechanizmusa és kotés fiziologiai
szerepe még nem ismert. Nem tudjuk, hogy ennek a kolcsonhatdsnak szabdlyozd vagy
miofibrillum mechanikai sajatsagat meghataroz6 (esetleg mindkettd) szerepe van-e. A PEVK
domén €s az aktin kozotti kdlcsonhatds pontos megismerése ezért nagyon fontos a titin illetve

a PEVK domén szarkomerben betoltott szerepének megértése érdekében.

A titin szamos fehérjével 1ép kolcsonhatdsban, dm elsdsorban és alapvetden rugéfehérje.

Tekintsiik 4t a titin rugalmassaganak molekuléris alapjait.
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1.7. A titin rugalmassaga

A titin molekuléris rugd, amely kifesziilve a Z- és M-vonalak kozott, rugalmasan
sorbakapcsolja a szarkomereket. Mint lttuk, a titin fiziologids koriilmények kozott csak a
szarkomer [-szakaszdban nyulik meg. A titin rugalmas sajatsagainak targyaldsa szempontjabol
a leghelyesebb, ha harom szakaszra bontjuk ezt a szakaszt: egy egyedi szekvencidk alkotta
részbol, amelyek koziil a legjelentdsebb a nevét alkoté aminosavakban gazdag, in. PEVK
szekvencia. Ezen szakaszokra jellemz6, hogy nem rendelkeznek stabil maésodlagos
szerkezettel. A random szakaszt két oldalrél a proximadlis és disztdlis tandem Ig régio

szegélyezi.

Labeit és Kolmerer szerint a tandem Ig szakaszok merev rudaknak tekinthetdk, mivel az
Ig domének igen stabil haromdimenzids szerkezettel rendelkeznek [27]. Ezzel szemben a
PEVK szakasz és az egyéb egyedi szekvencidk lazdbb rugéként miikodhetnek. A PEVK
szakasz kiilonleges szerkezetének és viselkedésének felfedezése eldtt azt feltételezték, hogy a
titin rugalmassagénak alapja az Ig-domének reverzibilis kitekeredése [76]. Granzier €és
munkatérsai kisérleti eredményai azonban azt mutattik, hogy a titin izoforma hossza

megszabja a az izom passziv rugalmas tulajdonsagait [77].

Nyugalmi 4llapotban a szarkomerben a titin I-szakaszbeli rész felgombolyodott allapotban
van [66, 78]. Granzier és Trombitds modellje szerint a titin ezért egy entropikus rugéként

miikddhet, melyben nytjtads hatdsdra csokken a konformécids entrépia [79].

Gautel és Goulding [80] valamint Linke és tarsai [81] monoklondlis ellenanyagok
alkalmazasdval vizsgaltdk az egyes titin szakaszok relativ nyudjthatésdgat. Megfigyelték, hogy
a szarkomer megnyujtdsanak kezdeti szakaszdban eldszor a PEVK szakaszt szegélyezd
tandem Ig-régiok egyenesednek ki. Figyelembe véve, hogy ezen szakasz joval
rugalmatlanabb, merevebb mint a laza szerkezetli PEVK szakasz, ez az eredmény elso latasra

meglepd is lehet.
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1997-ben héarom, uttoré jellegi munka sziiletett, amely addig -elképzelhetetlen
pontossaggal, egyedi molekula szinten tette mérhetévé a titin rugalmassagat [82-84]. Az
egyedi-molekula manipuldcids technikdkkal (atomerd mikroszkoppal és 1ézercsipesszel)
végzett mérések alapjin azt a kovetkeztetést lehetett levonni, hogy a titin rugalmassaga (ero-
megnyulds fiiggvénye) nemlinedris, és a titin entrépikus polimerldnc viselkedésével
magyardzhat6. Egy entropikus polimerldnc termikus eredetii hajlité hatdsok eredményeként
csokkenti a végpontjai kozotti tdvolsdgot. Ebbdl kifolydlag, ha adott polimerlanc
hajlitomerevsége elegendden kicsi, kompakt format vesz f6l, dsszegombolyodik. Egy ilyen
lanc kinytjtdsa csokkenti a lanc szerkezeti rendezetlenségét (entrépidjat), vagyis a
kiegyenesitéshez munkat kell befektetni. Az egyedi molekuldk esetén mért erd-megnyulés
gorbék az entrépikus rugalmassédgat leird, un. ,féregszerli lanc” (wormlike chain, WLC)

modellel jol illeszthetoek voltak.

A ,féregszerli 1anc” modell a lancot egy deformélhaté kontinuumként kezeli, amelynek
alakjat annak hajlitomerevsége, illetve az ezt jellemzd perzisztenciahossz hatdrozza meg. A
merev polimerek szerkezeti entrépidja alacsony, igy megnyujtasuk pedig kis erdt igényel, mig
ennek ellenkezdje igaz a flexibilis, kis hajlitomerevségli polimerekre. Figyelembe véve ezeket
az eredményeket, Gautel és Goulding valamint Linke antitestekkel végzett, a titin relativ

megnyuldsat vizsgal6 kutatdsainak eredményei konnyen magyarazhatok.

A titin I-szakaszbeli régidjaban taldlhat6 PEVK szegmenst felfoghatjuk egy eleve
kitekeredett szerkezeti elemként. Az egyedi-molekula kisérletek eredményei azt mutattdk,
hogy a titinen beliil valoban van egy ilyen szakasz [27], amelyet késobb a PEVK szakasszal
azonositottak [85]. A PEVK rendezetlen, kitekeredett voltit az a tény is aldtdmasztja, hogy
elektronmikroszképos felvételeken ez a szakasz sosem ldthatd, valdszinlileg azért, mert

vastagsdga alatta marad a mikroszképok és a technika felbontoképességének [86].

Az 1j eredmények figyelembevételével, és azok aldtdmasztdsara in situ vizsgéltdk a
tandem Ig-régiok és a PEVK nyujthatésdgidt immunoelektronmikroszképos technikdk
segitségével human soleus [87, 88] és patkany m. psoas [89] izmokon. Az eredmények szerint

a nem kitekeredett Ig-domének alkotta lanc is entrépikus rugdként viselkedik. A tandem Ig
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szakasz viselkedése onmagdban nem magyarazta a megfigyelt rugalmassagot, mivel nagyobb
erok és a szarkomer nagyobb relativ megnyuldsa esetén a PEVK szakasz megnytldsa valt

dominanssa.

A PEVK szakasz rugalmassdganak hatterében megbuivé mechanizmusok még nem
ismertek pontosan. Bizonyos eredmények arra mutatnak, hogy ez a rugalmassig tisztan
entropikus eredetli [88]. Mdas eredmények szerint ez a modell csak akkor a szarkomer
kismértékli megnyujtottsaga esetén milkodik jol [90], és nagyobb mértékii megnyujtottsig
esetén entalpikus tényezoket is figyelembe kell venni a titin rugalmassaganak leirdsakor. Ezek
a tényezok a PEVK szakaszon beliili elektrosztatikus vagy hidroféb kolcsonhatdsok
eredményeképpen jelenhetnek meg. A mai tuddsunk szerint a vazizomban, fiziologias
koriilmények kozott az Ig-domének nem tekerednek ki, vagyis Ig-domének kitekeredése nem

lehet a titin rugalmassagénak alapja.

Tekintsiik 4t, milyen szerepe van a PEVK szakasznak, illetve a tandem Ig-régionak a
passziv izomer0 kialakitdsdban. A szarkomerben, nyugalmi dllapotban a tandem Ig szakaszok
0sszegombolyodott éllapotban vannak jelen (6. dbra). Kismértékii szarkomer megnyulés
esetén a passziv izomerd felépiiléséért ezen szakaszok entrépikus rugéként vald viselkedése

felelOs.
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Z-vonal

vékony filamentum
E vastag filamentum tandem Ig szegmens kiegyenesedik
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“"‘__ﬁm tandem Ig szegmens kiegyenesedik

l megnyulas

280800888 PEVK és N2 szakaszok megnyulnak

6. abra. A titin I-szakaszbeli részének viselkedése a szarkomer megnyujtasa soran.

Nagyobb megnytlds esetén a merev rugénak tekinthet6 PEVK szakasz megnyuldsa
befolydsolja dontd mértékben passziv izomerdt. A PEVK szakasz mellett, ahhoz hasonl6an
mikodnek az N2A és N2B egyedi szekvencidk. Kiilonb6z6 rugalmas tulajdonsdgaik miatt a
PEVK és az N2A/N2B szakaszok 4ltal alkotott régié tobbkomponensti rugénak tekinthetd,
amelynek részei kiilonboz6 mértékben jarulnak hozza a titin nydjthatésdgdhoz [91, 92] A titin

az izomdosszehuzdodast kovetden visszadllitja a szarkomer nyugalmi hosszat.

A PEVK elaszticitdsa igen aktivan kutatott teriilet. A legjobban ismert és jellemzett
PEVK domén a szivben expresszadl6dé mindossze 163 aminosav hosszisagu N2B izoforma
PEVK domén [93, 94]. Az N2B izoforma PEVK domén szekvencidja teljes egészében
megegyzik a m. soleusban taldlhaté hatalmas, 2174 aminosav hosszusigi PEVK C-
termindlisdnak utolsé 163 aminosavaval. A m. soleus PEVK domén rugalmassaga kevéssé
kutatott teriilet. E domén sokkal nagyobb, mint barmely egyéb titin izoformaban taldlhat6
PEVK domén, és elasztikus tulajdonsdgainak felderitése, mechanikai jellemzése kozelebb

vihet benniinket a PEVK domén funkciéjanak megértéséhez.
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2. Célkituzések

Munkédnk sordn az m. soleusban 1€v¢ titin izoforma PEVK doménjének aktinkotd
képességét kivantuk vizsgdlni. Szintén célul taztik ki ezen domén mechanikai
tulajdonsagainak vizsgalatit egyedi molekula médszerekkel. Legfobb kérdéseink azok voltak,
hogy hogyan véltozik a PEVK domén aktinkotd képessége a domén mentén, illetve van-e
eltérés a PEVK domént alkotd szekvencia motivumok (polyE, PPAK) aktink&td
képességében. Ehhez hasonl6an meg kivantuk hatdrozni, hogy a PEVK domén mechanikai
sajatsdgait tekinteve homogén, vagy esetleg a szekvencia motivum-osszetételtdl fiiggden

mutat-e eltéréseket.
Céljaink a kovetkezdek voltak:

e kiilonb6z6 PEVK szakaszok klénozdsa, expresszidja, tisztitisa és fluoreszcens

jelolése;

e a PEVK domén - F-aktin kolcsonhatds vizsgdlata tobbféle (in vitro motilitasi
proba, szilard felszinhez valé kotddési proba (solid-state surface binding assay) €s
aktin-keresztkotési préba, aktin-PEVK koszedimenticid vizsgdlat, steady-state

aktin-aktivalt ATP-az mérés) modszerrel;
e az egyedi molekula mechanikai vizsgdlatokhoz a PEVK darabok végeinek
specifikus megragaddsdhoz sziikséges molekuléris fogantytk kialakitasa, illetve a

specifikus megragadast lehetdvé tevo felszin kialakitasa;

® a PEVK darabok mechanikai jellemzése egyedi-molekula

atomerdmikroszkopidval.
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3. Alkalmazott anyagok, modszerek, elméleti

szamitasok

3.1. A human vazizom PEVK-darabok klonozasa, expresszioja és

tisztitasa

A humaén vazizom cDNS konyvtar Dr. Siegfried Labeit ajaindéka volt. A m. soleus titin
izoforma PEVK domén hdarom, megkozelitdleg egyforma hosszisdgi darabban (a
tovdbbiakban szegmensek) (PEVK I: 16852-19074, II: 19075-21192 és III: 21193-23373,
(GenBank hivatkozdsa szam: X90569 (X90569.1 verzid) expresszédltuk. A PEVK domént
felépitd polyE-"gazdag" (20305-20757) és PPAK (17413-18015) fragmentumokat, illetve egy
csak polyE-szekvencidbol ("tiszta"-polyE) 4all6 rekombindns fehérjét (a tovédbbiakban
fragmentumok) is expesszaltunk, mely utébbi a X90569 GenBank hivatkozdsi szdmi PEVK
cDNS 20305-20520 kozé esO szakaszanak megkettdzése. Az expresszalt rekombindns

fragmentumok doménen beliili elhelyezkedése az 7. abran lathato.

PEVKI PEVK I PEVK Il

«~——> PPAK «>2x tiszta"-polyE fragmentum

<« polyE-"gazdag" fragmentum

7. dbra. Az expresszalt rekombinans m. soleus PEVK darabok. A sarga négyzetek a PPAK, a
pirosak a polyE szekvenciakat jeldlik.

Az expresszdlni kivant fragmentumokat kédolé DNS-darabokat megfeleld restrikcids
endonukledzzal végzett emésztés utdn pET-28a (Novagen) vektorba ligdltuk, majd

BL21(DE3)pLysS E. coli (Promega) sejtekbe transzforméltuk, majd e sejtvonalban
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expresszaltuk. Mindegyik rekombindns fragmentum N-termindlisdn His-tag, C-terminélisdn
két szomszédos cisztein aminosav taldlhat. A rekombindns fehérjéket Ni**-affinitds
kromatogréfidval tisztitottuk NTA-oszlopon (Novagen). Az esetlegesen sziikséges tovibbi
tisztitdst Sephadex G25-6s vagy G75-0s (Sigma) gélszlir6 vagy DES2 ioncseréld (Sigma)
oszloppal végeztiik. A fragmentumok koncentraciéjat Bradford reagenssel (Sigma) hataroztuk

meg.

3.2. Feherjepreparalas

Az aktint [95], a miozint [96] valamint a HMM-et [97] kordbban ismertetett eljardsok
alapjan  prepardltuk. Az  F-aktint fluoreszcens jelolését  tetramethylrhodamine-
isothiocyanatephalloidinnal (TRITC-phalloidin, Molecular Probes) végeztiik. A nativ vékony
filamentumokat glicerinezett nydl szemolcsizombdl allitottuk elé kordbban ismertetett eljaras

alapjan [98].

3.3. In vitro motilitasi proba

Az in vitro motilitasi probat kordbban ismertetett eljarasok alapjan hajtottuk végre [64, 85,
98, 99] A mérés soran hasznalt folyadékcella ~ 10 ul térfogati volt. 40 pg/ml koncentraciéju
HMM oldatot dramoltattunk at a folyadékcellan, majd mosds utan kiilonb6z6 HMM/PEVK
ardnyok mellett videora rogzitettiik a fluoreszcensen jelolt F-aktin filamentumok mozgdsat. A
videofelvételt digitalizaltuk, és egy hazilag fejlesztett Pascal-program segitségével hataroztuk

meg az aktin filamentumok sebességét.
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3.4. Szilard felszinhez valo kétédési proba (solid-state surface

binding assay) és aktin-keresztkétési proba

A kotédési probat kordbban ismertetett eljarasok alapjan hajtottuk végre [64]. A mérés
soran a felszinhez abszorbedlt PEVK fragmentumokhoz kot6dd, fluorszcensen jelolt aktin-
filamentumok hosszat hataroztuk meg. A kolcsonhatds ioner6tdl €s Ca-koncentraciétol vald
fiiggését megfeleld KCIl és Ca® koncentraci6ju pufferekkel valé mosds segitségével
hatdroztuk meg. Az aktin-keresztkotési proba sordn a fluoreszcensen jelolt aktin
filamentumokat és PEVK fragmentumokat tartalmazé oldatokat 6sszekevertiik, és a kialakul6
kotegekrol készitettiink felvételeket. A felvételeket epifluoreszcencia (Zeiss) teljes belsod

visszaverddés fluoreszcencia mikroszkdpokkal (TIRFM, Olympus) készitettiik.

3.5. Aktin-PEVK koszedimentacio vizsgalat

A phalloidinnal stabilizalt F-aktint 140 mM KCl-ot tartalmaz6 pufferben kiilonb6z6
PEVK fragmentumokkal kevertilk ©ssze, majd 60 perc inkubdlds utdn 100 000 g-vel
centrifugaltuk. A feliiliszot €s a csapadékot 12%-os SDS-poliakrilamid gélen futtattuk meg és
Coomassie Brilliant Blue R-250-vel festettik. A denzitogrammot Syngene MultiGenius

BioImaging rendszer GeneSnap €és GeneTools szoftvereivel készitettiik ill. értékeltiik ki.

3.6. A miofibrillumok elballitasa, jelélése és vizualizalasa

A PEVK IlI-es fragmentumot a C-termindlisén 1év0 cisztein aminosav oldallancén jeloltiik
meg iodoacetamido-fluoresceinnel (IAF, Molecular Probes) a gyarté dltal javasolt mddszer
szerint. Az izolalt miofibrillumokat [100] negyed 6ran at inkubdltuk a fluoreszcensen jelolt
PEVK fragmentummal. Az iivegfelszinre kitapadt fluoreszcens titinmolekuldk leképezéséhez

1ézerpéasztazd konfokalis mikroszkdpot hasznaltunk (Bio-Rad MRC-1024ES, Nikon Eclipse
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TE300 inverz mikroszkép, Nikon Plan Fluor 40/0,75NA olajimmerzids objektiv). A mintat

Ar-ion 1ézerrel (488 nm) gerjesztettiik.

3.7. Steady-state aktin-aktivalt ATP-az mérés

A HMM steady-state ATP-az aktivitisit NADH-csatolt reakcié (Coupled Assay)

segitségével hataroztuk meg. A mérést Jasco V-550 UV-VIS spektrofotméterrel végeztiik.

3.8. Kemiailag modositott livegfelszin kialakitasa egyedi molekula

manipulaciohoz

A PEVK szegmensek N-termindlisdnak specifikus megragaddsdhoz a targylemezt alapos
tisztitds, majd szildn alapu funkcionalizalds (3-glycidiloxypropyl-trimethoxisylane, Glymo,
Sigma-Aldrich) utdn N-(5-amino 1-carboxypenthyl)-iminodiecetsavval (NTA; Dojindo,
Tokyo, Japan) vontuk be. Az igy bevont felszinhez Ni** hozzdaddsdt kovetéen a N-

termindlisan His-tagot hordozé PEVK szegmensek specifikusan kitapadtak.

3.9. Atomer6-mikroszkopia

A mechanikai manipulécids kisérletekhez Asylum Research Molecular Force Probe tipusd
eromérd atomerd-mikroszkopot hasznaltunk (MFP1D, Asylum Research, Santa Barbara, CA).
A méréseket vizes kozegben, AB-pufferben (25-300 mM KCl, 25 mM NaH,PO4, 4 mM
MgCl,, 1 mM EGTA, 0,3% NaNs3) végeztiikk. A specifikus rugélapka — PEVK kolcsonhatés
kialakuldsdnak édekében arannyal boriott rugélapkdkat hasznéltunk (Bio-Lever, Olympus,
Tokyo, Japdn). Az aggregéci6 csokkentése érdekében a pufferhez 0,2% Tween-20-at adtunk.
A rugoélapka thijét a 10-100 pg/ml fehérjekoncentricidji AB-pufferrel tiz percig inkubaltuk.

31



Az inkubdlds utdn a rugdlapkat alaposan mostuk az aspecifikusan felkotodott fehérjék
eltavolitasa érdekében. A mérés sordn a rugdlapkat lassan a Ni-NTA-val boritott tivegfelszin
felé kozelitettiik. Miutdn sikeriilt megérintenunk a felszint, a rugélapkat konstans, 500 nm/s
sebességel emeltiik fel, illetve engedtiikk vissza, hogy a végein specifikusan megragadott
molekuldkat meghizzuk. Annak érdekében, hogy csak a végein megragadott molekuldk
meghtizasdbol szarmazd adatokat értékeljiilk ki, a kovetkezd stratégiat alkalmaztuk: csak
azokat az adasorokat értékeltiik ki, ahol az illesztésbdl szarmazd kontirhossz megfelelt az
elméletileg szamolt értéknek. Az er6t a rugdlapkdk elhajldsabol, a rugdlapka
rugddllanddjanak ismeretében szdmoltuk ki. A rugdlapka rugddllanddjat termikus
kalibracidval hataroztuk meg A rugdallandok termikus kalibracié sordn meghatarozott értéke

~ 6 -30 pN/nm volt.

3.10. Az er6 - megnyulas gorbek kiértekelese

Az er6 - megnyulds gorbékre a féregszerli lanc (Wormlike Chain, WLC) modellt
illesztettiik [82, 101]:

2L 1 (1)
k,T L. 4(-z/L,)} 4

ahol A - perzisztenciahossz, kB - Boltzmann dllandd, L - kontdirhossz, T - abszolut

hoémérséklet, F — erd, z — vég-vég tavolsag..

A nem specifikusan megfogott és meghtizott molekuldk adatait nem értékeltiik ki. Az

illesztészt 0—50 pN tartomédnyban végeztiik.
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3.1.1 Imnmun-elektronmikroszkopia

A kisérletek kordbban publikélt 1épések szerint torténtek [66, 87, 88, 102]. Roviden, a
soleus izomrostokat adott hosszisiagra nyujtasdt kovetden 20 perc inkubdlds utdn fixalds
tortént 3% para-formaldehidet tartalmaz6é PBS pufferrel. Mosas és BSA-val torténd blokkolds
utdn 24 oréas ellenanyag kezelés tortént. A kisérlet sordn a kovetkezd antitestek keriiltek
felhasznalasra (19. abra): anti-12/13 (T12), anti-I80/81 (N2A), anti-PEVK C-terminalis antitest
(514), anti-I111/1112 (Ti-102). Mosas, masodlagos antitesttel torténd kezelés, OsO4 festés és
bedgyazds utdn a minte metszése tortént. Az elektronmikroszkdpos felvételek JEOL 1200

elektronmikroszképpal (JEOL, Tokyo, Japan) késziiltek.

3.12. A PEVK domeén, mint polielektrolit lanc

A PEVK domén szdmos toltott oldallancot tartalmaz, ezért polielektrolit lancként
viselkedik. A PEVK domén perzisztenciahosszat [103] a toltések kozotti vonzo, illetve taszitd
kolesonhatdsok nagy mértékben befolydsolhatjak. A Odijk-Skolnick-Fixman (OSF) elmélet
[104] értelmében az azonos toltések kimerevitik a polielektrolit lancot, igy annak
perzisztenciahossza megnd. Egy adott polielektrolit ldnc perzisztenciahossza [105] az
elasztikus (Lo) és az elektrosztatikus (L.) komponensek 0sszegeként irhato le:

L,=L,+L,. [105]

Az elektrosztatikus komponens (Le) kifejezhetd, mint:

L, =1,k°7 /4, 3)

ahol a /g , Bjerrum hossz (az a tdvolsag, amelyen beliil a toltések interakcids energidja egyenld
a termikus energidval kgT. Iz = 0,7 nm vizben, szobahdmérsékleten), t a toltések siirisége (a
t6ltések kozotti tavolsdgok dtlagdnak inverze) , és k 'a Debye tavolsdg:

12

K= (40", 4)

ahol, I az oldat ionereje. Az Ly és a t paraméterek meghatdrozdsa érdekében, a « -1

fiiggvényében dbrazolt L, adatokat a (4) egyenlettel illesztettiik. A t paramétert a PEVK
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doménen beliili dtlagos glutaminsav — glutaminsav, illetve lizin — lizin tdvolsagok (d;) alapjan
is meghataroztuk:

d =N,s,, &)

r-r

ahol N, az adott glutaminsavhoz legkozelebb esd glutaminsav, illetve az adott lizinhez

legkozelebb esd lizin dtlagos tdvolsdga, S, egy aminosav atlagos hossza (0,38 nm).

Az egyes PEVK harmadok, illetve a tandem Ig-régié részleges megnyulasat a WLC
egyenletbdl levezethetd, sorbakapcsolt rendszerek erdekvivalencia elve alapjan szamitottuk
ki:

Ext, 1 1 Ext 1 1

Ig
+ + = + + , (6)
A aA(-Ext,) 4A, A, 44 (-Ex,) 44,

ahol az Extp és az Ext, az adott PEVK harmad és a tandem Ig-régi6 relativ megnytldsa, Ap €s
Ay, pedig az adott PEVK harmad és a tandem Ig-régié perzisztenciahossza (15 nm). A
szamitds sordn a relaxdlt szarkomer hosszat (SL) a kiilonboz0 titin régidk relativ vég — vég
tavolsdgaibdl szamitottuk ki:

SL=2T12+2Ext, L, +2Ext, L, +2Ext,, Ly, +2Ext,, Ly, +A, (7

ahol 712 a megnyudjthatatlan Z-vonal — T12 epitép tdvolsdg (0,1 pum), A az A-szakasz
szélessége (1,6 um), Ext és L adott titin szakaszok relativ megnyuldsa és kontdrhossza (Ig —
tandem Ig-régio, PI — PEVK I, PII — PEVK II, PIIl — PEVK III). A tandem Ig-régidk (a
proximdlis és disztdlis tandem Ig-régidk egyiitt) hossza 0,465 nm (93 darab Ig domén,
egyenként 5 nm-es hosszal szamolva). A PEVK harmadok kontirhosszét a szekvencia alapjan

szamoltuk ki (PEVKI=0.281 pym, PEVKII=0.268 um, PEVKIII=0.276 um).
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4. Eredmények

Vizsgdlatainkat human m. soleusbdl szarmazé titin izoforma PEVK doménjén végeztiik.
Az titin izoformak koziil ez a tipus tartalmazza a legnagyobb PEVK szakaszt. E szakaszt 106

exon kédolja, hossza 2174 aminosav.

4.1. A PEVK szakasz klonozasa és expresszioja

A titin PEVK szakaszdnak expresszidjakor prokariéta rendszerrel dolgoztunk. Ez az
expresszids rendszer szdmos elOnnyel bir (gyors, egyszerli, gazdasdgos), &m a nagyméretli
(nagyobb, mint 100 kDa) fehérjék esetében nem miikodik megbizhatéan. A titin PEVK
szakaszdnak klonozdsakor ezért azt a stratégiat valasztottuk, hogy a szakaszt nem egyben,
hanem hdrom darabban fogjuk megtermeltetni. A rekombinans fehérjék N-termindlisat His-
taggal l4ttuk el. A His-tag segitségével a PEVK harmadok tisztitadsat végeztiik el , valamint a
mechanikai mérések sordn a His-tagon keresztiil ragadtuk meg specifikusan a fehérjék N-
termindlis végét. A harmadok C-termindlisdra két cisztein aminosavat illesztettiink. A PEVK
szakasz nem tartalmaz cisztein aminosavat. A cisztein oldalldinca viszonylag reaktiv,
specifikus kémiai modositasokra alkalmas, igy ezen két oldallanc segitségével az expresszalt
fehérjéket fluoreszcens festékekkel jelolhettiik, illetve, az atomerd mikroszképos mérések
soran e két aminosav oldallancon keresztiil rogzitettilk specifikusan és erdsen a PEVK

harmadok C-terminélisat.

A titin PEVK domén vizsgédlatakor klonoztuk, expresszéltuk és tisztitottuk annak
»alapkoveit” is, a PPAK motivumot €s a polyE szekvenciat is (Részleteket lasd az Anyagok,
modszerek fejezetben, illetve 7. dbra).

A 8. abran a tisztitott PEVK harmadok, valamint a PPAK és polyE szekvencidk

elektroforetogrammjai lathatdak.
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8. abra. Az expresszalt PEVK harmadok, PPAK és polyE szekvenciak. (a) mélsuly standard, (b)
PEVK |, (c) PEVKII, (d) PEVKIII, (e) PPAK, (f) polyE-,gazdag” fragmentum, (g) ,tiszta”-polyE
fragmentum.

Kisérleteink sordn az expresszdlt, tisztitott PEVK harmadok és a kisebb fragmentumok

aktinkotd képességét vizsgaltuk.

4.2. A PEVK kolcsonhatasa aktinnal

Kisérleteink sordn els6 1épésben a PEVK harmadok (a tovdbbiakban: szegmensek) aktinnal

val6 kolcsOnhatdsat vizsgaltuk.

4.2.1. A PEVK szegmensek kolcs6nhatasa aktinnal

A klénozott, expresszalt és tisztitott PEVK harmadok (szegmensek) aktin filamentum
mozgésara gyakorolt hatdsat in vitro motilitdsi probaval vizsgaltuk. Az egyes harmadok
kiilonbozé mértékben "lassitottdk" le az F-aktint. A legerdsebb gatlast a masodik harmad
(PEVK II) mutatta, az els6 harmad (PEVK I) valamivel gyengébb gétlast mutatott, mig a
harmadik harmadnak (PEVK III) alig volt kimutathaté hatdsa az aktin filamentum mozgaséra

HMM-mel végrehajtott in vitro motilitasi prébdban (9. abra).
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9. abra. A PEVK harmadok hatadsa az aktin filamentum sebességére in vitro motilitasi prébaban.

Az in vitro motilitdsi proba sordn az aktin filamentumok mozgisa akadoz6 jellegli volt:
olykor felgyorsultak, maskor pedig (kiillonésen nagy PEVK szegmens koncentricié esetén)
megalltak. Kapcsolt reakcidban (coupled assay) a PEVK szegmensek nem befolydsoltdk a
HMM aktin-aktivalt ATP-dz aktivitdsat, igy az egyes PEVK harmadok nem a HMM

enzimaktivitdsanak gatlasa révén lassitottdk a motilitast.

A PEVK szegmensek és az F-aktin kolcsonhatdsat szilard felszinhez vald kotodési
prébaval (solid-state surface binding assay) is vizsgéltuk. A vizsgdlat sordn a nitrocellul6zzal
boritott felszineket PEVK szegmensekkel kezeltiink. A PEVK szegmensekkel boritott felszin
egy mikroszkopos kamra egyik felszinét képezte. A kamran fluoreszcensen jelolt F-aktint (és
a nem-specifikus kotés gatlasanak érdekében BSA-t) tartalmazé oldatot dramoltattunk at. A
mérés sordn a teljes aktin filamentumhossz véltozasat vizsgaltuk novekvd ionerd mellett (10.

abra).
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10. dbra. A teljes aktin filamentumhossz KCI koncentracio fiiggvényében.

Az in vitro motilitdsi proba eredményével egybecsengden a legnagyobb mértékben a
PEVK IlI-es szegmens kototte az F-aktint, utdna kovetkezett a els6 harmad, majd a harmadik

harmad.

Az in vitro keresztkotési proba sordn a fluoreszcensen jelolt aktin filamentumokat
Osszekevertik PEVK szegmensekkel. Az el6z6 eredményekkel egyezésben a PEVK I és 11
esetében 20-30 um hosszu és 5 wm atmérdjlii aktinkotegek illetve F-aktin gytirlik (11. 4bra)
alakultak ki, mig a PEVK III esetében nem, vagy csak igen ritkdn figyeltiink meg F-aktin
kotegeket.

11. dbra. F-aktin kdétegek PEVK | (A), Il (B) és Il (C) jelenlétében. A képek jobb als6 sarkaban lévé
fehér szakaszok hossza 20 um.
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A legerc’isebben kotédd6 PEVK 1II szegmens F-aktinhoz, illetve nativ Vékony
miofibrillumot C-termindlisdn iodacetamido-fluoresceinnel (IAF) jelolt PEVK Il-es
szegmenssel inkubdltuk. A miofibrillumrdl 1ézerpasztaz6 konfokdlis mikroszképpal
készitettiink felvételt. A miofibrillum faziskontraszt és az annak megfelelé fluoreszcens képe

a 12. abran lathato.

Z-vonal A - szakasz szarkomer
D —— «—>

Faziskontraszt kép

Fluoreszcens kép

120
— |AF fluoreszcencia
110 - Faziskontraszt
;T 100 - ‘
s \‘ ‘
g 90 /
& 80 _
2 \
E v v(
V
60 | | | | |
0 5 10 15 20 25

Tavolsag (um)

12. dbra. Fluoreszcensen (IAF) jeldlt PEVK Il szegmens kétédése in situ miofibrillumhoz.
Fols6 panel: konfokalis mikroszképos felvétel. A felsé, faziskontraszt képnek az alatta |évé PEVK
Il fluoreszcencia kép felel meg. Alsé panel: a faziskontraszt és a fluoreszcencia jel eloszlsa ill.

nagyséaga.

Az intenziv fluoreszcenciat mutaté régiok a szarkomer I-csikjanak felelnek meg, ami arra
utal, hogy a fluoreszcensen jelolt PEVK II szegmens kotddott a vékony filamentumokhoz. Az
12. 4bra B.) panelén az is megfigyelhetd, hogy a fluoreszcens sdv szélessége kisebb a
faziskontraszt képen l4that6 I-csik szélességénél, ami arra utal, hogy a PEVK II nem képes az

I-csikhoz kotddni annak teljes hosszdban. Ennek hatterében valdszinlileg az allhat, hogy a
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szarkomerben 1évo titinmolekuldk PEVK doménjei foglaljdk el az adott helyeket a vékony

filamentumon.

A PEVK szegmensek aktinkotési mechanizmusdnak jobb megértése érdekében a PEVK
domént felépitd elemi egységek, a PPAK é&s polyE szekvencidk (a tovadbbiakban:

fragmentumok) aktink6tését is megvizsgaltuk.

4.2.2. A PEVK fragmentumok kélcsdnhatasa aktinnal

A m. soleus PEVK doménjét PPAK é&s polyE szekvencia-motivumok épitik fel. A PEVK
I, I és III szegmensek eltérnek a fenti fragmentumok Osszetételét illetden. A legtobb polyE
fragmentumot a PEVK II tartalmazza, a legkevesebbet pedig a PEVK III. A kotési
vizsgalatok, illetve a PEVK domén felépitésének ismeretében arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy az F-aktin kotés erdssége ardanyban all a PEVK szegmens polyE-tartalmdval. Annak
érdekében, hogy ezt pontosabban is tisztdzni tudjuk, klénoztunk és expresszéltunk egy tisztan
PPAK szekvencidkbdl, tisztdn polyE szekvencidabol, és egy keverten PPAK és polyE-
szekvencidbol all6 fragmentumot (ldsd Alkalmazott mdédszerek). A PEVK szegmensek
vizsgalatdhoz hasonléan a PEVK fragmentumokkal in vitro motilitasi probat végeztiink (13.

abra).
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13. dbra. PEVK fragmentumok kélcsénhatasa F-aktinnal. In vitro acto-HMM sebesség PPAK és
"tiszta"-polyE fliggvényében

Hasonl6an a PEVK szegmensekhez, a PEVK fragmentumokkal is szilard felszinhez valé

kotddési probat végeztiink (14. dbra.).
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14. abra. PEVK fragmentumok kélcsénhatasa F-aktinnal. In vitro aktin-HMM sebesség PPAK és
"tiszta"-polyE fuggvényében F-aktin szilard felszinhez val6 kotédési proba. A latbmezében 1évé 6ssz-
filamentumhossz az KCl-koncentracio fliggvényében PPAK és "tiszta"-polyE esetében.

Azt is vizsgatuk, hogy a PEVK fragmentumok keresztkotik-e az aktin filamentumokat. Az

eredmények a 15. dbran lathatok.
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15. dbra. PEVK fragmentumok kélcsénhatasa F-aktinnal. F-aktin keresztkétési proba PEVK
fragmentumok jelenlétében: (i) ) A megfigyelések dsszegzése.. (i) PPAK (iii)"tiszta"-polyE. A fehér
szakasz hossza 20 um.

Az 4brakbdl lathaté, hogy in vitro motilitdsi probdban a polyE erdsebben gitolta a
fluoreszcensen jelolt F-aktin mozgasit, mint a PPAK fragmentum (13. dbra). Ezzel
Osszhangban a szilard felszinhez val6 kotddési proba eredménye azt mutatta, hogy a polyE
fragmentum nagyobb latszélagos affinitassal koti az F-aktint, mint a PPAK fragmentum (14.
abra). A keresztkotési proba esetében mindharom fragmentum vizsgélata sordn megfigyeltiink
aktin kotegeket, de legnagyobb és legmarkansabb kotegeket a polyE-vel kevert F-aktin
alkotott (15. abra).

A koszedimentaciés (16. abra) vizsgalat azt mutatta, hogy a "tiszta"-polyE
fragmentummal nem tudtuk teliteni az F-aktint, és a polyE-"gazdag" régié is nagyobb

affinitassal kotddik az F-aktinhoz mint a PPAK fragmentum.
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16. abra. PEVK fragmentum—F-aktin koszedimentacios vizsgalat.
Felsé panel: F-aktin - polyE"gazdag" fragmentum koszedimentécios vizsgalatdnak SDS-PAGE képe.

S: felliliszo; P: csapadék. Als6 panel: a kétdtt PEVK fragmentum koncentrécio a teljes PEVK

fragmentum koncentracio figgvényében.

A m. soleusban taldlhaté titin PEVK doménjének aktin filamentummal valé
kolcsonhatdsanak vizsgélata sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PEVK domén
aktinkotd képessége valtozik domén mentén. A latszolagos affinitds sorrendje: PEVKII -
PEVKI - PEVKIIIL. Az egyes harmadok kozott mutatkozo eltérések kideritésének érdekében
megvizsgiltuk a PEVK domént felépitd6 PPAK és polyE szekvencia motivumok aktink&td
képességét. Ugy taldltuk, hogy a polyE szekvencia latszélagos aktinkotd képessége nagyobb,
mint a PPAK motivumé. Eredményeink, megfigyeléseink alapjan ugy gondoljuk, hogy a titin
molekula PEVK doménje a vékony filamentumhoz kotddve egyfajta molekuldris
"litkoz6zonat" alakit ki, amely lassitja a vastag filamentum mozgasat a szarkomer maximalis

megrovidiilésekor, az izom teljes 6sszehizddasa esetén.

A PEVK aktinkotésének vizsgélataval parhuzamosan e domén mechanikai jellemzését is

elvégeztiik.
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4.3. A PEVK szegmensek egyedi molekula mechanikaja

A titin molekuldris rugd szerepét tolti be az izomban. A szarkomer megnyuldsakor a
PEVK szegmens is kifesziil, igy rugd funkciot tolt be. Ezt a rugéfunkciot, illetve a PEVK
domén mechanikai viselkedését kivantuk kozelebbrdl megvizsgalni: arra voltunk kivéncsiak,
hogy a doménen beliil vannak-e eltérések az adott régidk elaszticitdsdnak tekintetében. Az
egyedi molekula mechanika vizsgalatira az egyik legalkalmasabb miiszer az erémérd atomerd
mikroszkép. A PEVK szegmens mechanikai viselkedését a mar meglévd PEVK harmadok
vizsgalatdval kivantuk elvégezni. A mérések végrehajtasakor elengedhetetleniil fontos, hogy a
vizsgalt molekulaszakaszt pontosan a végeinél ragadjuk meg. A szegmensek N-termindlisan
elhelyezkedd His-tag médot adott arra, hogy olyan iivegfelszinhez rogzitsik az AFM-mel
mechanikailag manipuldlni kivant PEVK szegmenst, amihez Ni** atomokat immobilizaltunk.
A PEVK harmadok C-termindlisdn egy vicindlis cisztein par helyezkedett el, amely kovalens
erosségli kotést képes kialakitani arannyal boritott felszinekkel, igy pl., az atomerd

mikroszkop rugdlapkdjanak tiijével is. Kisérleti elrendezésiink a 17. dbran 1athato.

rugélapka

wnn

fehérjemolekula

Hisg
Glymo-NTA-Ni
targylemez

17. abra. Az egyedi molekula mechanikai mérés kisérleti elrendezése.

Kisérleteink sordn dtlagosan 500 nm/s sebességgel hiztuk meg, illetve eresztettiik vissza a
PEVK szegmenseket. Megfigyeltilk, hogy er6-megnyulds gorbéken a hiizédsi (kék) és a
visszaengedési (piros) erogorbék fedik egymast (18. dbra). Az erOhiszterézis hidnya arra utal,
hogy a PEVK domén idedlis elasztikus rugd, valamint arra is enged kovetkeztetni, hogy a

PEVK domén nem rendelkezik mdsodlagos szerkezettel, illetve adott masodlagos szerkezet
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letekeredését kisérd események olyan kicsi erdtartomdnyba esnek, amelyek AFM-mel nem

mutathatok Kki.
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18. abra. A PEVKI, Il és Ill er6-megnyulas gorbéi (felsé panel, példak). A hiizasi adatok kékkel
vannak jeldlve, a visszaengedési adatok pirossal. Az alsé panelen a a konturhosszak eloszlasa
lathaté (167 mM KCI esetén: PEVK I: 262,66 nm (£ 3,97 atlag £ SE), PEVK 11 280,99 nm (x 2,46 atlag
t SE),

PEVK IIl: 269,48 nm (+ 1,91 atlag + SE)).

Az nem-linedris er6 - megnyulds gorbékre a féregszerli lanc (WLC) modellt illesztettiik,
amely alapjan kiszdmolhattuk a meghuzott szegmens kontiurhosszat (L., a molekula hossza),
illetve perzisztenciahosszat (L,, a meghuizott molekulaszakasz hajlitomerevsége). A WLC-
modell illesztésébdl kapott kontirhosszakbdl (effektiv molekulahossz, eloszldsuk a 16. abran
lathat6) arra kovetkeztettiink, hogy sikeriilt specifikusan megragadnunk a molekuldk N- és C-
termindlisit, mivel a szakaszokat alkoté aminosavak szdma alapjan szdmolt molekulahossz

(~270 nm) megfelel a kapott eredményeknek.
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A perzisztenciahosszak eloszldsabol (19. dbra) arra kovetkeztethettiink, hogy a PEVK
harmadok hajlitémerevsége eltéré (PEVK I: 1.43 + 0,19 nm, PEVK II: 1.01 £ 0,08 nm, PEVK
III: 0.71 £ 0,05 nm)
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19. dbra. A PEVK szegmensek effektiv perzisztenciahossz eloszlasa.

Ennek a jelenségnek a tisztazasara kiillonbozé ionerdk mellett végeztiink AFM méréseket

a PEVK szegmenseken. Az eredmények 0sszefoglaldsa a 20. dbran l4thato.
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20. abra. Az egyes PEVK szegmensek effektiv perzisztenciahossza KCI koncentracio
flggvényében.
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Megfigyelhetd, hogy az ionerd novekedésével a perzisztenciahossz csokken. A
perzisztenciahossz értékeinek valtozdsa nagy mértékii, példaul a PEVK I esetében a 42 mM
ionkoncentracié mellett mért 2,39 nm-es érték 317 mM ionkoncentracié mellett mar csak 0,86
nm. A nem-linedris gorbék lefutdsa hasonld, sehol nem keresztezik egymdst. Az eredmények
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a PEVK domén egyes szakaszai eltérnek elasztikus
tulajdonsagaikban: az N-termindlis szegmens (PEVK I) a legmerevebb a hdrom harmad
koziil, mig a C-termindlis a leghajlékonyabb. Ebben az esetben ha megfeszitjiik a PEVK
domént, elsoként annak N-termindlisa (PEVK I) fog kifesziilni, majd ezt koveti a masodik
harmad (PEVK II), végiil a C-termindlis harmad (PEVK II). Ut6ébbi elmélet igazolasat

immunoelektronmikroszkopos mddszerrel végeztiik el (21. dbra).
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21. abra. A m. soleus immunoelektronmikriszképos képe kiildnb6z6 antitestekkel jelélve.

A 21. abra fels6 panelén egy 3,8 nm hosszusagira (fekete szakasz) megnyujtott szarkomer

lathat6. A miofibrillumot T12, N2A, 514 és Til02 antitestekkel jeloltik. A PEVKm jeli

47



helyen az 514-es antitest gyenge kotddést mutat. Az als6 panelen a Z—vonal - epitdp tavolsag

lathat6 a szarkomerhossz fiiggvényében.

A vizsgéalat sordn a 514 jelii antitest (amelynek egyik (gyengébb) epitépja a PEVK domén
kozepén foglal helyet) és a PEVK, illetve a szarkomer egyéb elemeire specifikus antitestek
[87] kozotti tdvolsdgot hataroztuk meg kiilonb6zd mértékben megnyujtott szarkomerek estén.

Az antitestek kotddési helyei a szarkomerben a 21. dbrdn lathatok.

Az immun-elektronmikroszképos felvételek aldtdmasztottdk azon elméletiinket, hogy a
PEVK domén megnyujtdsakor annak N-terminalisa elobb fesziil ki, mint a C-terminalis fele.
A PEVK szegmens N-termindlis (N2A - PEVKm) és C-termindlis (PEVKm - 514) felének

hosszvéltozasa a szarkomer hosszdnak fliggvényében a 22. dbran lathaté.
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22. abra. A PEVK domén N- és C-terminalis felének hossza a szarkomer hosszanak
flggvényében.

A m. soleusban 1év0 titin izoforma PEVK szegmensének mechanikai vizsgélata sordn azt
talaltuk, hogy a PEVK szakasz elaszticitisa nem homogén. A domén N-termindlisa merevebb,
mint az C-termindlisa. Erre a kovetkeztetésre az egyes PEVK szegmensek ionerdfiiggd
perzisztenciahossz valtozdsabol, illetve a PEVK domén egyes szakaszaira specifikus
antitestekkel jelolt miofibrillum elektronmikroszkdopos felvételeinek  kiértékelésébol

kovetkeztettink. A nem homogén elaszticitdis a doménen beliil azt eredményezi, hogy a
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szarkomer megnyujtisakor elsOként a PEVK domén N-termindlisa, majd a tovabbi

megnyujtas sordn annak C-termindlisa fesziil ki.

Az atomerd-mikroszképos mérések alapjan tehdt a PEVK harmadok perzisztenciahossza
eltér6. A perzisztenciahosszbeli kiilonbsége okanak jobb megértése érdekében az adatokat
osszevetettik az Odijk-Skolnick-Fixman (OSF) elmélet [104] alapjan szdmolhat6
perzisztenciahossz értékekkel. A 23.abrdn az egyes PEVK harmadok mérések alapjan kapott
€s az elméletileg szamolt perzisztenciahosszdnak Osszevetése lathaté az elektrosztatikus,

Debye-féle tavolsaggal.
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23. abra. A PEVK harmadok OSF elmélet alapjan szamolt és kisérletesen meghatarozott
hosszanak 6sszehasonlitasa.

Az elméletileg szamolt gorbe jol illeszkedik a gyakorlati mérések alapjan kapott értékekre
mindhdrom PEVK szegmens esetében (PEVK I: R = 0,96, PEVK II: R = 0,94, PEVK III: R =
0,96). Az OSF elmélet alapjan szdmolhat6 toltésslirliség (adott glutaminsavhoz legkozelebb
esO glutaminsavak, illetve az adott lizinhez legkozelebb esO lizinek atlagos tavolsdganak
inverze) az egyes PEVK szegmensek esetében a kovetkezd volt: PEVK I: 1,42 nm ™' 0,12
SEM); PEVK II: 1,27 nm ' +0,13 SEM); PEVK III: 1,23 nm ' (+0,1 SEM) (24. 4bra).
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24. abra. A lizin — lizin (K - K) és a glutaminsav — glutaminsav (E - E) oldallancok atlagos
tavolsaga a PEVK domén mentén.

A tisztan elasztikus perzisztenciahossz komponens értéke a PEVK I estében 0,88 nm
(20,14 SEM), a PEVK 1I estében 0,67 nm (+0,13 SEM) a PEVK I estében 0,42 nm (0,1
SEM) (25. 4bra).
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25. abra. A PEVK szegmens relativ megnyulasa és az egy titin molekulara esé erd a
szarkomerhossz (SL) fliggvényében (ioner6: 167 mM).
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Az eredmények bemutatdsa utdn vegyiikk sorra a kisérletek alapjan levonhatd

kovetkeztetéseket.
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5. Megbeszélés

5.1. A titin PEVK domén aktinkotése

Munkénk elsd felében a m. soleusban taldlhat6 titin izoforma PEVK domén aktinkotését
vizsgaltuk. Irodalmi adatok alapjan ismert tény volt, hogy a PEVK domén kotédik az F-
aktinhoz [22, 106, 107]. A szivben expresszal6dé N2B titin izoforma PEVK domén, amely
megegyezik a m. soleusban taldlhat6 PEVK domén C-termindlis végével, szintén kotodik az
F-aktinhoz [74]. Mivel az aktin — PEVK kolcsonhatdsnak szabédlyozé szerepe lehet az izom
Osszehizodéasa sordn, e kapcsolat tiizetes vizsgdlatat igen fontosnak tartottuk. Vizsgdlataink
soran a m. soleusban expresszalodo titin izoforma PEVK doménjidn szisztematikusan
végighaladva vizsgaltuk annak aktinkotd képességét. A domént hdrom darabban fejeztiik ki,
€s vizsgalataink azt mutattdk, hogy a harmadok aktinkotdé képessége eltér6. A PEVK
aktinkoto képességét tobb kisérlettel is bizonyitottuk. In vitro motilitasi préba sordn a PEVK
szegmensek lassitottdk az F-aktin filamentumok mozgésat. A jelenség hatterében az 4llhat,
hogy a PEVK harmadok a felszinhez panyvaztak az F-aktin filamentumokat, mivel a PEVK
nem befolyésolta a kisérlet sordn hasznalt HMM ATP-az aktivitasat. A szilard felszinhez val6
kotédési préba sordn a PEVK ugyancsak erds aktinkotd képességet mutatott. Azt is
megfigyeltik, hogy a PEVK harmadok képesek voltak nyaldbokba kotni az F-aktin
filamentumokat. Fluoreszcensen jelolt PEVK szegmens segitségével bizonyitottuk, hogy a
mdsodik harmad kotédik a vdzizom szarkomer I-szakaszdhoz. Az  aktinkotés
mechanizmusdnak mind teljesebb megismerése érdekében a PEVK domént felépitd PPAK és

polyE fragmentumok aktink6td képességét is vizsgaltuk.

Az in vitro motilitdsi probdk eredményei azt mutattdk, hogy a PEVK szegmensek és
fragmentumok csokkentik az F-aktin filamentumok mozgési sebességét. A hatds a
szegmensek esetén a kozéps6 PEVK harmad esetében volt a legkifejezettebb. A harmadik
harmad csak igen kis mértékben volt képes az F-aktin filamentumok mozgdsat befolyasolni.
Az eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a PEVK domén nem homogén

médon, minden szakaszdaban egyforma erdvel képes kotddni az F-aktinhoz. Az aktin
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filamentumok lassuldsa mechanikai okokra vezethetd vissza, mivel sem a PEVK szegmensek,
sem pedig a PEVK fragmentumok nem befolydsoltdk a HMM ATP-dz aktivitisit. Ugy
gondoljuk, hogy a kiilonb6z6 PEVK harmadok eltéré erdvel képesek kipadnyvazni az aktin
filamentumokat az in vitro motilitsi préba sordn. Ez az eré vagy a kotések szamatdl, vagy
ezen kotések eltérd disszocidcids konstansatdl, esetleg mindkét faktortdl egyiittesen fiigg. A
latszolagos kotési erdsség sorrendje a PEVK szegmensek esetében PEVK II > PEVK I >
PEVK III. Ugyanezt a sorrendet kapjuk akkor, ha megvizsgédljuk, hogy a harmadok milyen
gazdagok polyE szekvencidkban.

Az in vitro motilitasi kisérletet elvégeztik PPAK és polyE fragmentumokkal is. Azt
kaptuk, hogy a polyE szekvencia joval erGsebben gatolta az aktin filamentumok mozgasit,
mint a PPAK. Mindebbdl arra kovetkeztetiink, hogy adott PEVK szakasz aktinkotésének

erdssége attol fiigg, hogy mennyi polyE szekvenciat tartalmaz.

Azt 1s vizsgaltuk, hogy a kiilonbozo PEVK szegmensek és fragmentumok milyen erésen
képesek a felszinhez rogziteni az F-aktin filamentumokat. A mérés sordn folyamatosan
emeltiilk a puffer ionerejét. Mds kutatocsoportok [73, 107] és a sajat eredményeink arra

mutatnak, hogy a PEVK — aktin kolcsonhatas elektrosztatikus jellegii.

A PEVK domént felépit6 PPAK és polyE szekvencidk izoelektromos pontja igen eltérd. A
PPAK-é a nagyszamu lizin oldallanc miatt er6sen bazikus tartomdnyba esik (~11), mig a
polyE szekvencidé (a rengeteg glutaminsav oldallinc kovetkeztében) erdsen savas (~3).
Fiziol6gids pH tartomanyban a PEVK domén gy is felfoghat6, mint pozitivan és negativan
toltott gécpontok fiizére. Ez a valtakozo toltésmintdzat alkalmassé teheti a PEVK domént mds

fehérjékkel, vagy akar 6nmagaval valo asszocidciora.

A PEVK domén nem tartalmaz az irodalomban leirt [108] ,klasszikus” aktinkoto
szekvencia motivumokat. Figyelembe véve azt a tényt is, hogy a PEVK domén nem
rendelkezik stabil masodlagos szerkezettel [109], vagy ha létezik is mdsodlagos szerkezet,

akkor az igen konnyen alakithatd, véltoztathaté [32], akkor arra a kovetkeztetésre juthatunk,
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hogy a PEVK és az F-aktin kotddése egy nem-specifikus, elektrosztatikus kolcsonhatds

eredménye.

Nem ismert, hogy a PEVK hol kotodik az F-aktinhoz. Kotési kisérletekkel bemutattuk,
hogy sem a tropomiozin, sem pedig a miozin nem befolydsolja az F-aktin — PEVK
is bizonyitottuk, hogy a PEVK kotési helye eltér a nebulin kotési helyétol. Ezen tényeket
alapul véve arra gondolunk, hogy mivel a PEVK kotése és a fentebb felsorolt fontos

szarkomerikus fehérjék kotési helye térben elkiiloniil, a titin vékony PEVK doménen

------

A PEVK domén 6sszetételének [110] vizsgdlata alapjan arra juthatunk, hogy adott PEVK
szakasz aktinkotd képessége a benne taldlhat6 polyE szekvencidk méretétdl €s szamatdl fiigg.
A kisérleti eredmények azt mutatjdk, hogy a PEVK és az F-aktin kolcsonhatdsa elsdsorban
elektrosztatikus, de a valédi kotési mechanizmust, illetve a kotés pontos helyét még nem
ismerjiik. Ugy gondoljuk, hogy a PEVK domén mentén tobbféle, eltéré erésségii aktin
kotohely taldlhatd, €s ezen helyek hozzaférhetdsége nagy mértékben fiigg a PEVK domén

szerkezetéttdl, orientacidjatodl, és ezen keresztiil szarkomer hosszatol.

Mi lehet a szerepe a PEVK — aktin kolcsonhatdsnak az izommiikddés soran? J6l ismert
tény, hogy izom Osszehuizddds sordn, terheletlen &llapotban, a szarkomer rovidiilésének
sebességét viszkdzus €s viszkoelasztikus erdk befolyédsoljak [111-113]. Tobb kutatécsoport is
arra utalé eredményekre jutott, hogy titin nagy mértékben befolyasolja a szarkomer rovidiilési

sebességét[73, 114].

Kisérleti eredményeink alapjan a kovetkezd modellt javasoljuk (26. dbra): ahogy a
szarkomer rovidiil, a PEVK domén mentén taldlhat6 aktin kétdhelyek lokélis koncentracidja
meredeken nd. A koncentricioval parhuzamosan n6 a PEVK - vékony filamentum
kolcsonhatdsanak valdszinlisége is. A legnagyobb ldtszolagos aktin kotOhely koncentracid
akkor alakul ki, amikor a PEVK domén teljesen ,,0sszenyomott dllapotban van, vagyis amikor

a szarkomer hossza koriilbeliil 2 pM [109]. Tobb kisérlet is azt mutatta, hogy mieldtt a
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szarkomer elérné a 2 pM-es hosszat, a terheletlen rovidiilés sebessége csokkenni kezd [111-

113].

Ugy gondoljuk, hogy ha a rovidiilés sebessége elegendéen nagy, akkor a vastag
filamentum vége dathatol azon a régién, ahol a PEVK domén és a vékony filamentum
kolcsonhatdasban dllnak egymassal (26. dbra, C) panel). Modelliink szerint a PEVK domén és
a vékony filamentum kolcsonhatdsa altal kialakul6 dinamikus térhdlés szerkezet ugyan azon a
modon lassitja a szarkomer tovabbi rovidiilésének sebegességét, ahogy az in vitro motilitasi
prébak sordn panyvazta ki az F-aktin filamentumokat a felszinhez. Ezen viszk6zus visszatartd
eronek a mértéke a PEVK — F-aktin kolcsonhatdsnak az idétartamétdl fiigg. A szilard
felszinhez val6 kotddési kisérletek eredményei alapjdn ez az idétartam akédr tobbszor tiz
masodperc is lehet. A viszk6ézus erOhatds a kotések allando elszakadasa és ujraalakulasa
kovetkeztében folyamatosan csokken, valamint az is tény, hogy ezen kotések latszdélagos
erésségét a rajuk haté hizéeré nagy mértékben lecsokkentheti [115, 116]. Igy, a PEVK
domén és a vékony filamentum hatdsa a szarkomer rovidiilésére tranziens, iddben
folyamatosan véltozé hatds, amely egyféle viszkézus {iitk6z6zonat képez. Az iitk6z6zona
szerepe esetleg abban dllhat, hogy maximélis szarkomer Osszehizodds esetén lelassitja a

vastag filamentumot miel6tt az beleiitkozne a Z-vonalba.
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26. abra. A PEVK — vékony filamentum kélcsdnhatas modellje. A) szélséségesen megnyujtott
szarkomer. B) révidil6é szarkomer, melyben a proximalis és a disztalis tandem Ig-régié még
megnyuijtott allapotban van. C) ésszehuzddott szarkomer, melyben a vastag filamentum vége
megkoézeliti a Z-vonalat. Az dbran lathaté sziirke négyzet a PEVK domén rendelkezésére allé térrészt
jeldli. Az egyre csokkend térrészben az aktin koncentracié allandénak tekinthetd, mig a PEVK
koncentracio, és vele az aktin kétéhelyek szama egyre n6 a szarkomer révidllése soran. A nyilak a
vastag filamentum mozgéasét jeldlik.

Kisérleteink azt mutattdk, hogy a PEVK domén kiilonbz6 részei kiilonb6z6 mértékben és
erosséggel képesek kotni F-aktin filamentumokat. Minél nagyobb adott szakasz polyE
szekvencia tartalma, anndl nagyobb a latsz6lagos aktin-kotési erd. A kiilonbozd szovetekben
kifejezddo titin izoformdkban eltérd a PEVK domének hossza illetve dsszetétele is [34, 35]. A

szivizomra a rovid PEVK domén jellemzd, mig a vdazizmok nagyobb PEVK doménnel
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rendelkeznek. A PEVK domén méretének és polyE - tartalmanak valtoztatdsdval az egész
PEVK domén aktinkotd képessége valtozik, amelyen keresztiil adott izomszovet rovidiilési

sebességének kinetikdja szabédlyozhatd.

5.2. A titin PEVK domén elasztikus tulajdonsagai

A PEVK szegmensek elaszticitdsdnak vizsgélata sordn a m. soleus titin izoforma PEVK
doménjét harom, megkozelitdleg egyforma darabban fejeztiik ki prokaridta rendszerben. A
fehérje fragmentumok végeit igy moédositottuk, hogy azokat specifikusan meg tudjuk ragadni.
A harmadok N-termindlisdn His-taggal lattuk el, ami a kémiailag mddositott (Ni-kelattal
bevont) felszinen specifikusan tapadt, masrészt kihaszndlva az arany atomok és a vicindlis
ciszteinek kozott kialakuld erds kolcsonhatast, a PEVK harmadok C-termindlisara vicinalis
cisztein aminosavakat helyeztiink el. Az irodalomban nem taldlhaté adat a m. soleusbol
szarmaz6 egész PEVK domén elasztikus viselkedését illetden, valamint, mivel a teljes domént
harom darabban vizsgiltuk, médunk nyilt a doménen beliili kiilonbségek vizsgdlatira. Az
atomerd-mikroszkopos mérések sordn rogzitett er6 - megnyulds gorbék nem-linedris
elaszticitast mutattak.(18. dbra). A gorbékre a WLC modell igen jdl illeszthetd volt. A WLC)
(wormlike chain), vagy ,féregszerli lanc”, modell a polimert hajlithaté ridnak tekinti. A
polimer alakjat annak hajlitomerevsége, illetve az ezt jellemz0 perzisztenciahossz hatarozza
meg. A merev (viszonylag nagy perzisztenciahosszal rendelkez0) polimerek szerkezeti
entropidja alacsony, megnyujtasuk pedig kis erét igényel, mig ennek ellenkezdje igaz a
flexibilis, kis hajlitdmerevségli polimerekre, vagyis utébbiak szerkezeti entropidja magas, és

kiegyenesitésiikhoz sok energiat kell befektetni.

Az er6 — megnyulds gorbékre illesztett WLC modell alapjan szdmolt kontirhosszak
megegyeztek az a harmadok elméletileg szamolt kontirhosszaval (21. dbra), ami arra utal,
hogy terveinknek megfelelden sikeriilt specifikusan megragadnunk a mechanikai kisérletek
soran a molekuldk végeit. A gorbék nem mutatnak hiszterézist, ami arra utal, hogy a PEVK
domén nem rendelkezik stabil mdsodlagos szerkezettel, illetve hogy ezen szerkezetet kialakito

er6k alatta maradnak az atomer6 — mikroszkép felbontéképességének. Labeit és
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kutatécsoportja ugyanerre a kovetkeztetésre jutottak a szivbdl szarmazé PEVK domén

vizsgalata soran [117].

A PEVK domén elaszticitisa nem homogén annak hossza mentén. Az egyes harmadok
perzisztenciahosszanak vizsgdlata azt mutatta, hogy a PEVK domén N-terminélis szakasza
merevebb, és C-termindlis irdnyaba haladva egyre elasztikusabb. Ha egy ilyen polipeptidet
megnyujtunk, elobb annak N-termindlisa egyenesedik ki, majd, ahogy né az erd, ugy fesziil
meg €s egyenesedik ki a C-termindlisa. Ezen elmélet in situ vizsgilatanak érdekében immun-
elektronmikroszképos felvételeken a kiillonbozdé hosszisdgura nyujtott szarkomerek estében
vizsgdltuk a PEVK domén viselkedését (21. és 22. &brdk). A kapott eredmények

aldtdmasztottdk a mechanikai mérések alapjan feléllitott elméletiinket.

A PEVK harmadok hajlitémerevségének a kornyezet ionerejétdl valé fiiggése jo egyezést
mutatott az OSF modellel. Az OSF elmélet [104] értelmében a polielektrolit lancon
elhelyezkedd hasonld toltések taszitdsa ,.kimereviti” a polimert. A kornyezet ionerejének
novelésével az a taszitd, , kimerevitd” hatds gyongiil, mivel a toltések ledrnyékolddnak. Ennek
kovetkezményeképpen a lanc az kornyezet ionkoncentrdcidjanak novelésével egyre
elasztikusabb lesz. A PEVK polielektrolit lancként valé viselkedését Linke és munkatarsai
mar kordbban lehetdségként vetették fel [90]. Emellett, Labeit és munkatarsai megfigyelték,
hogy a bizonyos PEVK darabok perzisztenciahossza a Ca®* - koncentricié novelésével
csokkent [117]. Kisérleteink egyértelmiien azt mutatjdk, hogy a PEVK domén egyfajta
polielektrolit 1anc, melynek perzisztenciahosszat az ionerdsség nagy mértékben csokkenti. A
kép nem ennyire egyszerii, mivel szemben a ,klasszikus” polielektrolit lancokkal a PEVK
doménban fizioldgids pH-n pozitiv és negativ toltések is megtaldlhatéak. Ha azonban vetiink
egy pillantdst a PEVK doménen beliil a lizin és glutaminsav oldalldncok elhelyezkedésére
(24. 4bra), ugy azt latjuk, hogy azok nem egyenletesen vannak elosztva a domén mentén,
hanem nagyobb ,,szigetekbe”, ,,foltokba” csoportosulnak, igy a PEVK domént egy olyan

polielektrolit 1anc lehet, melynek hosszaban a kiilonb6z6 toltés-,,foltok™ alterndlnak.

Leake ¢és munkatirsai a PEVK domén mechanikai viselkedésének I1ézercsipeszes

vizsgalatakor arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a domén perzisztenciahossza az ionerd
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novelésével parhuzamosan novekszik [118].A PEVK doménen beliil a tdvoli pozitiv és
negativ ,,foltok” kolcsonhatdsba léphetnek egymadssal, ami csokkenti az effektiv kontirhosszat
[119]. A mérés sordn ezek a kolcsonhatdsok felbomlanak, dm ezzel pirhuzamosan a
kontirhossz folyamatosan novekszik. Ennek a folyamatnak az a kovetkezménye, hogy
kisérleti eredmények kiértékelésekor a valdstdl joval kisebb perzisztenciahossz értékek
adédnak [119, 120]. Ez lehet a magyardzata annak, hogy alacsony ioneré mellett, ahol a
pozitiv és negativ foltok kolcsonhatdsa er0sebb, Leake és munkatarsai alacsony
perzisztenciahosszakat mértek. Erre utal az is, hogy Leake és munkatérsai az er6 — megnyulds
gorbék felvételekor erdhiszterézist figyeltek meg, ami arra utal, hogy a hizés kezdetekor a
PEVK doménen beliili kolcsonhatdsok nagy mértékben csokkentették annak effektiv

konturhosszat.

Toltésstirtiség tekintetében az egyes PEVK harmadok nem térnek el nagy mértékben, ami
arra utal, hogy a perzisztenciahosszbéli kiilonbségeket nem az elektrosztatikus komponens
alakitja ki. Melyek lehetnek ezek a nem elektrosztatikus jellegli faktorok, és azok hogyan
befolydsolhatjadk a PEVK domén elaszticitasat? Az egyik lehetséges magyardzat a PEVK N-
és C-termindlisdnak eltérd elasztikus tulajdonsidgaira az lehet, hogy a két fél nagy eltérést
mutat a prolin-tartalom tekintetében (27. dbra). A PEVK domén masodik fele joval gazdagabb
prolin aminosavban, mint az elsd, igy a molekula ezen szakaszdn a poliprolin hélixek
kialakulasdnak valdszintisége is nagyobb. A poliprolin hélixek megroviditik az effektiv
perzisztenciahosszat. A huzdsi kisérletek sordn, a huzési ciklus elején ezek a poliprolin
hélixek letekerednek. A redukalt effektiv kontdrhossz, hasonléan Leake és munkatarsai

kisérletei esetében azt eredményezi, hogy a perzisztenciahosszak is kisebbnek adddnak.
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27. abra. A prolin - prolin oldallancok atlagos tavolsaga a PEVK domén mentén.

A titin molekula a szarkomer I-szakaszdra esd részének viselkedése a miofibrillum
megnyujtasa sordn az egyes szakaszok perzisztenciahosszanak ismeretében megjosolhato (25.
abra). A PEVK szakasz megnyildsa a szarkomer 2,5 — 4,5 um hossztartomdnydban a
legjelentésebb. Ebben a szakaszban mintegy 20 pN erd hat minden egyes titin molekuldra. A
PEVK domén N- és C-termindlis felének hossza nagy eltérést mutat, mikézben a szarkomer
hossza 2,5 pum-r6l 4 pm-re novekszik. A 20. dbra alapjan l4thaté, hogy 4 upm-es
szarkomerhossz esetén az N-termindlis fél hossza mintegy mdésfélszerese a C-termindlis

felnek.

Mi lehet a PEVK domén kiilonleges, hierarchikus elasztikus felépitésnek fiziolégiai
szerepe? Egyrészt, a PEVK doménnak fontos szerep jut a szarkomer passziv elasztikus
tulajdonsagainak kialakitdsaban. Masrészt viszont, nem tudjuk, hogy mely fehérje vagy
fehérjék révén ,,érzékeli” az izom a megfeszitettség mértékét. Egyes kutatdcsoportok szerint a
titinek ebben igen fontos szerepe van [121]. A PEVK domén egyes szakaszai a szarkomer
hosszdnak (vagyis megfeszitettségének) mértékében kiilonb6z6 mértékben vannak
kiegyenesedve. Bizonyos egyszerlibb (Ca®™) vagy Osszetettebb (fehérjék) kotodése és
disszocidcidja (vagy asszocidcidja) a kiegyenesedés soran konnyen elképzelhetd folyamat, igy

a PEVK hierarchikus, teleszkép-szeri viselkedése révén a megfeszitettség mértéke jol
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monitorozhatd a kiilonboz6 szarkomerhosszak esetén. APEVK domén ,,molekularis

teleszk6p” funkcidjanak tisztdzasa tovabbi kisérleteket igényel.
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6. Kisérleteink alapjan levonhato legfontosabb

kovetkeztetések

A PEVK domén aktinkotése a molekulaszakasz mentén véltozd. A latszélagos
kotédési erdk sorrendje: PEVKII > PEVKI > PEVKIIIL.

Minél nagyobb adott PEVK szakasz polyE - tartalma, anndl nagyobb a latsz6lagos
kotddési erd az aktin és a PEVK kozott.

A PEVK - aktin kolcsonhatés 1étrejon in situ, a szarkomerben is.

A PEVK aktin kotése egy viszkézus iitkozézonat képez a vastag filamentum
hegye €s a Z-vonal k6zott a szarkomer révidiilése soran

Az egyedi molekula mechanikai mérések sordn tapasztalt erOhiszterézis hidnya
arra utal, hogy a PEVK domén idedlis elasztikus rigéként viselkedik.

Az egyes PEVK harmadok eltéré elasztikus tulajdonsdgokkal rendelkeznek. A
lokalis flexibilitas sorrendje: PEVK III > PEVK II > PEVK L.
Immunoelektronmikroszképos  kisérletek aldtdmasztjidk a PEVK domén
hierarchikus elasztikus tulajdonsagat.

A PEVK domén egy kiilonleges, “elasztikus teleszkopként” mikodhet a
szarkomerben.

A PEVK harmadok perzisztenciahosszai az ionerd novelésével csokkennek, igy a
PEVK domén viselkedése megfelel az Odijk-Skolnick-Fixman modell alapjan
elvarhatonak.

A PEVK harmadok a perzisztenciahossz ionerdsségtol valo fiiggésének
tekintetében nem mutatnak eltérést, igy a szegmensek eltérd elaszticitdsdnak

hatterében nem elektrosztatikus mechanizmusok allnak.
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7. Osszefoglalas

A titin moduldris felépitésii, 3.0-3.6 MDa tomegii dridsfehérje, mely az izom szarkomer
sz8létdl (Z-vonal) a kozepéig (M-csik) huzddik. A titin az A-szakaszban a vastag
filamentumokhoz szorosan asszocidlt, mig az 1 szakaszban molekuldris rugoként fesziil ki a
vastag filamentumok végei és a Z-vonal kozott. A titin mentén ~300 globularis
(immunglobulin €s fibronektin tipusi) domén €s kozottiikk szérvanyosan elhelyezkedd egyedi
szekvencia taldlhatd. A legfontosabb egyedi szekvencia a PEVK domén, ami egy prolinban,
glutaminsavban, valinban €és lizinben gazdag molekulaszakasz. A PEVK domén mérete
izomtipusonként valtoz6. A legnagyobb, 2174 aminosavbol 4llo izoforma a m. soleusban
taldlhatd. A legkisebb, 167 aminosavbdl all6 szivizom PEVK doménrdl, illetve a vazizom
PEVK egyes szakaszair6l kordbban aktin-kotd sajatossdgokat mutattak ki. Az azonban, hogy

a vazizom PEVK domén mentén az aktin kotés hogyan valtozik, nem ismert.

A vazizom titin PEVK domént harom, szekvencidlisan egymadst kovetd darabban fejeztiik
ki prokaridta (E. coli) expresszids rendszer segitségével. Az N-termindlis (PEVKI), k6zépso
(PEVKII) és C-termindlis (PEVKIII) szakaszok eltéréen kototték az F-aktint szilard
felszinhez val6 kotddési, keresztkotési €s in vitro motilitdsi probadkban. A latszélagos aktin-
affinitas sorrendje PEVKII > PEVKI > PEVKIII volt. Az aktin kotés tovabbi részleteinek
megismerése érdekében a PEVK domént felépitd PPAK és polyE motivumokat klénoztuk, és
a PEVK-harmadokhoz hasonléan prokaridta expresszids rendszerben fejeztiik ki. A polyE
motivum aktinnal szemben mutatott 1atszolagos affinitdsa nagyobb, mint a PPAK motivumé.
Osszehasonlitva, a polyE motivumok relativ mennyisége a kiilonb6zé PEVK harmadokban
ugyancsak PEVKII > PEVKI > PEVKIII, azaz a lokalis aktink6td tulajdonsagért a lokélis
polyE motivum koncentricié tlinik felelésnek. A titin PEVK domén aktink6td
tulajdonsagéanak élettani szerepe nem pontosan ismert. Modelliinkben a PEVK aktin kotése
egy viszkdzus {itk6z0 szerepet jatszhat, mely szabdlyozza a hardntcsikolt izom terheletlen
Osszehizodasi sebességét. A viszkdzus iitk6z6 hangolhaté a PPAK és polyE motivumok
relativ mennyiségének izoformanként megfigyelhetd, differencidlt hasitdssal torténd

valtoztatasaval.
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E munka folytatdsaként megkezdtik a PPAK és polyE motivumok F-aktinnal val6
vizsgéljuk a PPAK-, illetve polyE — aktin komplex kialakuldsanak kinetikdjat stopped-flow
berendezés segitségével. Eldzetes eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét fragmentum
esetében az aktinnal val6 asszocidcié egy legalabb kétlépéses folyamat. Az asszocidcié gyors-
€s lassabb 1épésének pontos jellemzése, azok mechanizmusdnak modellezése, illetve a
jellemzése 4ltal pontosabban megérthetjik a PEVK domén és a vékony filamentum

kolcsonhatdsanak szerepét a szarkomerben.

A harom, megkozelitdleg egyforma hosszusdgid (mintegy 700 aminosav) fehérje
mechanikai sajatossdgait egyedi molekula szinten erdmérd atomer6 mikroszkép (AFM)
segitségével hataroztuk meg. Mivel a harom fragmentum teljes egészében lefedi a PEVK
szakaszt, az eredmények Osszegzésével a vazizom titin PEVK szegmensének mechanikai
sajatossaga jol leirhatd. Az egyes szegmensek N-termindlis végén His-tag, mig C-termindlisan
szomszédos cisztein par talalhato, igy Ni-NTA-val boritott tdrgylemez és arannyal fedett
AFM rugélapka segitségével mdd nyilt a fehérje-fragmentumok végeinek specifikus
megragaddsara. Eredményeink szerint a PEVK szegmens mindhdrom fragmentuménak ero -
megnyulds gorbéjére jol illeszthetdé a wormlike chain (WLC) modell. A WLC modell a
polimerlancot hajlithaté kontinuumként irja le. A lanc hajlité merevségét a perzisztencia
hosszal jellemezziik, ami az a tdvolsig, melyen beliil a termikusan gerjesztett hajlitd
mozgéasok korreldltak. 500 nm/s-os huzdsi sebességnél egyik szegmens esetében sem
tapasztaltunk hiszterézist, ami arra utal, hogy a PEVK idedlis rigoként jellemezhetd. Az
egyes harmadok mechanikai jellemzése sordn arra az eredményre jutottunk, hogy a
latszolagos perzisztenciahosszak hierarchikus elrendez6dést mutatnak. A PEVK domén N-
termindlisa felé es6 PEVK I szegmens bizonyult a legmerevebbnek, mig a C-terminélis vég
feloli PEVK III a leginkébb flexibilisnek. Az immunoelektronmikroszképos kisérletek is azt
mutattdk, hogy a PEVK domén hajlitomerevsége annak C-terminalisa felé haladva egyre
csokken. A PEVK domén flexibilitdsanak, és a jelenség mogotti mechanizmus feltdrdsanak
érdekében az egyes PEVK szegmensek mechanikai viselkedését kiillonbozd ionerejii

oldatokban is elvégeztiik. Az effektiv perzisztenciahosszak az ionerd novelésével csokkentek,
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ami j6 egyezést mutat a polielektrolit lancok viselkedését leiré Odijk-Skolnick-Fixman (OSF)
modellel. Mind a mai napig homdly fedi azt az igen fontos kérdést, hogy mely fehérje vagy
fehérjék ,.rzik” a szarkomer megfeszitettségének mértékét. A PEVK domén kiilonleges,

véltozo hajlitomerevsége alkalmassa teszi a titint erre az igen fontos feladatra.

Tovabbi célunk a teljes m. soleus PEVK domén aktinkotésének és mechanikai
jellemzésének elvégzése atomerd mikroszkop és 1ézercsipessz segitségével. Ennek érdekében
a 2174 aminosav hosszisdgu szakaszt egy darabban, bakulovirus expresszids rendszerben
fejezziik ki. Az expresszidhoz sziikséges DNS konstrukcié elkésziilt, jelen pillanatban az

expresszios rendszer bedllitdsa és a legoptimalisabb tisztitasi eljards kidolgozasa zajlik.
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8. Roviditések jegyzéke

cDNS copy DNS: az mRNS-rdl készitett DNS mésolat,

Fnlll fibronektin III tipusu titin domén,

Ig immunglobulin tipus titin domén,

PEVK a titin prolinban (P), glutaminsavban (E), valinban (V) és
lizinben (K) gazdag szakasza,

kb kilobazis, 1000 bazispar hosszi DNS szakasz,

kDa 1000 dalton,

HCI sésav,

SD széras (standard deviacid),

SEM az atlag szorédsa (standard error of the mean),

IAF iodacetamido-fluoreszcein

WLC »féregszerli lanc” (wormlike chain),

F ero,

k Boltzmann-dllandé (k = 1,38-107> J/K),

K rugééllando,

L kontdrhossz: a teljesen kinyujtott polimer hossza,

A hulldmhossz,

oD optikai slirliség vagy optikai denzitas,

P perzisztenciahossz: egy polimer hajlitomerevségét jellemzo
hosszuisag,

R korreldcids egyiitthatd: két valdszintiségi valtozd kozotti

kapcsolat szorossédgat kifejezd paraméter,

T abszolat homérséklet,
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