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BEVEZETES

A harantcsikolt izmot relaxalt, nem aktiv allapotban meghtizva passziv er6é fejlodik. E
passziv er0 kifejlédésért a szarkomerben a vékony és vastag filamentum mellett jelen 1évo
harmadik filamentumrendszer felelds. E kevéssé ismert, &m a harantcsikolt izom nagyfoku
rendezettségét biztositani hivatott filamentumrendszert egyetlen oriasfehérje, a titin (korabban
connectin) alkotja. Molekulamérete 3.0-3.7 MDa, igy a titin a legnagyobb fehérjemolekula. A
titin N-termindlisa a Z-csikhoz, mig C-termindlisa az M-csikhoz rogziil, igy a titin a
szarkomer felét, mintegy 1 pm-nyi tdvolsagot hidal at.

A titin 90%-at immunglobulin (Ig) és fibronektin (FNIII) tipustt domének épitik fel. A
titin tomegének a doméneken kiviil fennmaradd részét egyedi szekvencidk teszik ki. A
leginkabb vizsgalt és funkciondlis szempontbdl is legfontosabbnak tartott egyedi szekvencia a
titin I[-szakaszbeli részében talalhato PEVK domén. A PEVK domén (hasonldéan az egész titin
molekuldhoz) mérete szovettipusonként valtozik. A legkisebb PEVK domén a N2B tipusu
szivizom titinben talalhatd, amely mindéssze 163 aminosav, mig a m. soleusban talalhatd
titinmolekula PEVK doménjének hossza 2174 aminosav. E titin szakasz nevét a
szekvenciajanak tobb mint 70%-at kitevé prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavakrol kapta. A m. soleus (hasonléan a tobbi titin izoforma kisebb PEVK
szakaszaihoz) szekvenciajaban periodikus ismétlddések figyelhetok meg. Két f6 szekvencia
motivumot kiilonboztetiink meg a PEVK-szegmensben: a PPAK ¢és a polyE motivumokat. Az
atlagosan 28 aminosav hosszusagu PPAK motivumokban a bézikus oldallanct aminosavak
dominalnak, mig a polyE szekvencidban savas oldallanct glutamatok.

A viszonylag rovid szakaszon elhelyezkedd, nagy szamu toltott aminosav-oldallanc
egymasra gyakorolt vonzo és taszitd hatasa kdvetkeztében a PEVK-szegmens a feltetelezések
szerint nem rendelkezik stabil masodlagos szerkezettel. NMR ¢és CD-spektroszkopias
mérésekkel a PEVK doménben a random szerkezet mellett sikeriilt kimutatni rovid életideji,
egymasba konnyen atalakulé masodlagos szerkezeti elemeket, poliprolin hélixet, B-redét,
azonban a PEVK szakasz masodlagos szerkezetét illetéen még sok a nyitott kérdés. A titin
PEVK doménjén végzett vizsgalataink egyik célja éppen az volt, hogy egyedi-molekula
atomerdmikroszkopidval informacidt nyerhessiink e domén szerkezetét illeton.

Az titin kotédik az aktinhoz. A Z-csik kdzelében mintegy 100 nm hosszan a titin N-
terminalis része igen erds kolcsOnhatast alakit ki a vékony filamentummal. A titin a
szarkomer A-szakaszaban 1évd részében talalhatdé bizonyos fibronektin- és immunglobulin

doménekrdl is kimutattak, hogy kotddnek az aktinhoz, azonban a jelenség fiziologids szerepe



nem tisztazott. A szivizomban talalhato titin izoforma PEVK szakasza koétédik az F-aktinhoz.
Ezt a klesonhatast a Ca>*/S100 fehérje szabalyozza. A vézizom PEVK C-terminalisa kotédik
ugyan az aktinhoz, de joval kisebb latszolagos affinitdssal, mint az emlitett, szivizomban
talalhat6 PEVK. Megjegyzend6, hogy a vazizomban talalhat6 titin izoforma PEVK domén C-
terminalisanak utolsé 163 aminosava megegyezik a szivizom-titin PEVK szekvenciajaval. A
PEVK szegmens aktinkdtésének pontos mechanizmusa és kotés fiziologiai szerepe még nem
ismert. A doktori értekezésem alapjaul szolgdlé munka soran jellemezni kivantuk a PEVK

domén és a domént alkoté6 PPAK, valamint polyE motivumok aktinkdtését.



CELKITUZESEK

Célunk a PEVK domén aktinkotésének szisztematikus vizsgalata, valamint e domén
mechanikai jellemzése volt. Ennek érdekében céliil tiiztiik ki a kdvetkezdket:

- megfeleld6 PEVK rekombindns fragmentumok klonozéasa, expresszidja, tisztitdsa ¢és
fluoreszcens jeldlése;

- a PEVK domén - F-aktin kdlcsonhatas vizsgalata tobbféle (in vitro motilitasi proba,
szilard felszinhez vald kotddési proba (solid-state surface binding assay) és aktin-
keresztkotési proba, aktin-PEVK koszedimentécio vizsgalat, steady-state aktin-aktivalt ATP-
4z mérés) modszerrel;

- az egyedi molekula mechanikai vizsgalatokhoz a PEVK darabok végeinek specifikus
megragaddsdhoz sziikséges molekularis fogantyuk kialakitdsa, illetve a specifikus
megragadast lehetdvé tevo felszines kialakitasa;

- a PEVK darabok mechanikai jellemzése egyedi-molekula atomerdmikroszkopiaval.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A humaén vazizom PEVK-darabok klénozasa, expresszidja és tisztitdsa

A human vazizom ¢cDNS konyvtar Dr. Siegfried Labeit ajandéka volt. A m. soleus titin
izoforma PEVK domén harom, megkozelitdleg egyforma hosszusagli darabban (a
tovabbiakban szegmensek) (PEVK I: 16852-19074, 1I: 19075-21192 ¢és III: 21193-23373,
(GenBank hivatkozasa szam: X90569 (X90569.1 verzio) (8)) expresszaltuk. A PEVK domént
felépitd polyE-"gazdag" (20305-20757) és PPAK (17413-18015) fragmentumokat, illetve egy
csak polyE-szekvenciabol ("tiszta"-polyE) all6 rekombinans fehérjét (a tovabbiakban
fragmentumok) is expesszaltunk, mely utobbi a X90569 GenBank hivatkozasi szami PEVK
cDNS 20305-20520 kozé esé szakaszanak megkettézése. Az expresszalni kivant
fehérjedarabokat kodoldé DNS-darabokat megfeleld restrikcids endonukleazzal végzett
emésztés utan pET-28a (Novagen) vektorba ligaltuk, majd BL21(DE3)pLysS E. coli
(Promega) sejtekbe transzformaltuk, majd e sejtvonalban expresszaltuk. Mindegyik
rekombinans fragmentum N-terminalisin His-tag, C-termindlisan két szomszédos cisztein
aminosav talalhato. A rekombinans fehérjéket Ni*'-affinitas kromatografiaval tisztitottuk
NTA-oszlopon (Novagen). Az esetlegesen sziikséges tovabbi tisztitast Sephadex G25-6s vagy
G75-0s (Sigma) gélszir6 vagy DES2 ioncseréld (Sigma) oszloppal végeztik. A

crer

Fehérjepreparalas
Az aktint, a miozint valamint a HMM-et kordbban ismertetett eljarasok alapjan
preparaltuk. Az F-aktint fluoreszcens jeloléseét tetramethylrhodamine-

isothiocyanatephalloidinnal (TRITC-phalloidin, Molecular Probes) végeztiik.

A PEVK domén — aktin filamentum kélcsonhatasa soran alkalmazottmodszerek: In vitro
motilitasi proba, szilard felszinhez valo kotddési proba (solid-state surface binding assay) €s
aktin-keresztkotési proba, aktin-PEVK koszedimentacid vizsgalat, steady-state aktin-aktivalt

ATP-4z mérés.

Miofibrillumok izolalasa, jeldlése és vizualizalasa
A PEVK IlI-es fragmentumot a C-terminalisan 1év0 cisztein aminosav oldallancan jeloltiik
meg iodoacetamido-fluoresceinnel (IAF, Molecular Probes) a gyartod altal javasolt modszer

szerint. Az izolalt miofibrillumokat (31) negyed 6rén at inkubaltuk a fluoreszcensen jelolt



PEVK fragmentummal. Az iivegfelszinre kitapadt fluoreszcens titinmolekuldk leképezéséhez
lézerpasztazd konfokalis mikroszkopot hasznéltunk (Bio-Rad MRC-1024ES, Nikon Eclipse
TE300 inverz mikroszkép, Nikon Plan Fluor 40/0,75NA olajimmerzios objektiv). A mintat
egy Ar-ion lézerrel (488 nm) gerjesztettiik.

Steady-state aktin-aktivalt ATP-az mérés
A HMM steady-state ATP-az aktivitdsit NADH-csatolt reakcido (Coupled Assay)
segitségével hataroztuk meg. A mérést Jasco V-550 UV-VIS spektrofotméterrel végeztiik.

Adatanalizis
Az erd - megnyulds gorbékre a féregszerli lanc (Wormlike Chain, WLC) modellt

illesztettuk:
FA z 1 1
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ahol A - perzisztenciahossz, ky - Boltzmann allandd, L - kontGrhossz, T - abszolut

hémérséklet, z — vég — vég tavolsag.. Az illesztészt 0—50 pN tartomanyban végeztiik.

A PEVK domén, mint polielektrolit Ianc leirasakor a Odijk-Skolnick-Fixman (OSF)

elméletet vettiik alapul.



EREDMENYEK

A vazizom titin PEVK domént harom, szekvencidlisan egymast kovetd darabban fejeztiik
ki prokariota (E. coli) expresszios rendszer segitségével. Az N-terminalis (PEVKI), k6zéps6
(PEVKII) ¢s C-terminalis (PEVKIII) szakaszok eltéréen kototték az F-aktint szilard
felszinhez valo kotodési, keresztkotési és in vitro motilitasi probakban. A latszolagos aktin-
affinitds sorrendje PEVKII > PEVKI > PEVKIII volt. Az aktin k&tés tovabbi részleteinek
megismerése érdekében a PEVK domént felépité PPAK ¢és polyE motivumokat klonoztuk, és
a PEVK-harmadokhoz hasonléan prokaridta expresszios rendszerben fejeztiik ki. A polyE
motivum aktinnal szemben mutatott latszolagos affinitasa nagyobb, mint a PPAK motivumé.
Osszehasonlitva, a polyE motivumok relativ mennyisége a kiilonbozé PEVK harmadokban
ugyancsak PEVKII > PEVKI > PEVKIII, azaz a lokalis aktinkotd tulajdonsagért a lokalis
polyE motivum koncentracio tlinik felelésnek. A titin PEVK domén aktinko6td
tulajdonsaganak élettani szerepe nem pontosan ismert. Modelliinkben a PEVK aktin kotése
egy viszkozus 1itk6zd szerepet jatszhat, mely szabdlyozza a harantcsikolt izom terheletlen
Osszehtizodési sebességét. A viszkozus 1itk6z0 hangolhatdé a PPAK és polyE motivumok
relativ. mennyiségének izoformanként megfigyelhetd, differencialt hasitassal torténd
valtoztatasaval.

E munka folytatdsaként megkezdtik a PPAK ¢és polyE motivumok F-aktinnal valo
vizsgaljuk a PPAK-, illetve polyE — aktin komplex kialakulasanak kinetikdjat stopped-flow
berendezés segitségével. Eldzetes eredményeink azt mutatjdk, hogy mindkét fragmentum
esetében az aktinnal valo asszociacid legaldbb kétlépéses folyamat. Az asszociacid gyors- €s
lassabb 1épésének pontos jellemzése, azok mechanizmusdnak modellezése, illetve a
jellemzése altal pontosabban megérthetjik a PEVK domén és a vékony filamentum
kolesonhatésanak szerepét a szarkomerben.

A harom, megkdzelitéleg egyforma hosszusagu (mintegy 700 aminosav) fehérje
mechanikai sajatossagait egyedi molekula szinten eréméré atomerd mikroszkép (AFM)
segitségével hataroztuk meg. Mivel a hdrom 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-terminalisan
szomszédos cisztein par talalhatd, igy Ni-NTA-val boritott targylemez és arannyal fedett

AFM rugdlapka segitségével mod nyilt a fehérje-fragmentumok végeinek specifikus



megragadasara. Eredményeink szerint a PEVK szegmens mindhdrom fragmentumanak er6 -
megnyulas gorbéjére jol illeszthetd a wormlike chain (WLC) modell. A WLC modell a
polimerlancot hajlithatd kontinuumként irja le. A ladnc hajlitbmerevségét a perzisztencia
hosszal jellemezziikk, ami az a tavolsdg, melyen belill a termikusan gerjesztett hajlitd
mozgasok korrelaltak. 500 nm/s-os huzasi sebességnél egyik szegmens esetében sem
tapasztaltunk hiszterézist, ami arra utal, hogy a PEVK idedlis ragoként jellemezhetd. Az
egyes harmadok mechanikai jellemzése soran arra az eredményre jutottunk, hogy a
latszolagos perzisztenciahosszak hierarchikus elrendez6dést mutatnak. A PEVK domén N-
terminalisa felé es6 PEVK I szegmens bizonyult a legmerevebbnek, mig a C-terminalis vég
feléli PEVK III a leginkéabb flexibilisnek. Az immunoelektronmikroszkdpos kisérletek is azt
mutattak, hogy a PEVK domén hajlitomerevsége annak C-termindlisa felé haladva egyre
csokken. A PEVK domén flexibilitasanak, és a jelenség mogotti mechanizmus feltdrasanak
érdekében az egyes PEVK szegmensek mechanikai viselkedését kiilonbozé ionereji
oldatokban is elvégeztiik. Az effektiv perzisztenciahosszak az ionerd novelésével csokkentek,
ami jo egyezést mutat a polielektrolit 1ancok viselkedését leird Odijk-Skolnick-Fixman (OSF)
modellel. Mind a mai napig homaly fedi azt az igen fontos kérdést, hogy mely fehérje vagy
fehérjék ,.érzik” a szarkomer megfeszitettségének mértékét. A PEVK domén kiilonleges,
valtozo hajlitdmerevésege alkalmassa teszi a titint erre az igen fontos feladatra.

Tovabbi célunk a teljes m. soleus PEVK domén mechanikai jellemzése atomerd
mikroszkép és lézercsipesz segitségével. Ennek érdekében a 2174 aminosav hossziisagu
szakaszt egy darabban, bakulovirus expresszids rendszerben fejezziik ki. Az expressziohoz
sziikséges DNS konstrukcid elkésziilt, jelen pillanatban az expresszios rendszer beallitasa és a

legoptimalisabb tisztitasi eljaras kidolgozasa zajlik.
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