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Roviditések és szimbolumok jegyzéke

c¢cDNS
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TMRIA
WLC

dmin

komplementer DNS: az adott fehérje aminosav-sorrendjét
kodold mRNS-rol készitett DNS masolat,

guanidin-hidroklorid,
fibronektin III tipusu titin domén,
sOsav,

nyolc immunglobulin domén hosszisagl szakasz a titin
I[-szakaszéanak differencidlisan kifejez6d6 (expresszalodo)
régidjabol (szdmozas Freiburg és mtsai, 2000 alapjan),

nyolc immunglobulin domén hosszisagh szakasz a titin
I-szakaszanak konstitutivan kifejez6do régidjabol,

immunglobulin tipusu titin domén,

a titin prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavakban gazdag, I-szakaszban talalhato régioja,

szoras (standard deviacio),

az atlag szorasa (standard error of the mean),
tetrametil-rodamin izotiocianat,
tetrametil-rodamin jodacetamid,

»feregszerti lanc” (wormlike chain),

feloldoképesség: az optikai eszkoz (mikroszkdp) altal
felbonthato targypontok kozotti legkisebb tavolsag,

diffazios allando,
ero,
denaturéaciohoz tartoz6 szabadentalpia valtozas,

zérus denaturans koncentracidhoz tartozo denaturacids

szabadentalpia valtozas,

az adott kozeg viszkozitésa,

kitekeredési sebességi allando,

zérus er6hoz tartozé kitekeredési sebességi allando,
Boltzmann-allandé (k = 1,38-10% J/K),
rugo6allando,

konttrhossz: a teljesen kinytjtott polimer hossza,

hullamhossz,



0D,

Roviditések és szimbdlumok jegyzéke

gerjesztési hullamhossz,

emisszios hullaimhossz,

maximalis intenzitashoz tartozo hullamhossz,

az Avogadro-féle szam (N, = 6,023-10%),

egységnyi feliiletre (1 cm?) kitapadt részecskék szama,
az oldat koncentracioja a ¢ = 0 iddpillanatban,

A hulldmhosszhoz tartozé abszorbancia (optikai siirliség
vagy optikai denzitas),

perzisztenciahossz: egy polimer hajlitomerevségét
jellemz6 hosszlsag,

korrelacios egyiitthat6: két valoszintiségi valtozo kozotti
kapcsolat szorossagat kifejezo paraméter,

univerzalis gazallando (1,9872 cal/mol-K),

egy polimerlanc végpontjai kozotti tdvolsag,

a végpontok kozotti tavolsag négyzetének atlaga,

giracios sugar: egy polimerlanc pontjainak a
tomegkdzépponttol mért atlagos tavolsaga,
a girdcios sugar négyzetének atlaga,
abszolut homérséklet,

a mechanikai denaturaci6 kétallapotu modelljében az
atmeneti allapot és a nativ allapot kozotti tavolsag az x
reakcidkoordinatan.



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A harantcsikolt izommal kapcsolatos kutatdsok jelentds része az aktiv dsszehuzodas
mechanizmusat kutatja. Az aktiv kontrakcido képességén tul azonban a harantcsikolt
izom igen fontos tulajdonsdga, hogy rugalmas. Az izomrostok eredeti hosszuk tobb mint
kétszeresére nyujthatok anélkiil, hogy a szarkomerben fennall6 szerkezeti rend
megbomlana. A megnytlds kozel egyenletes az izomrost mentén, és az egyes
szarkomerek relativ hosszvaltozasa kozel azonos. A megnyulas sordn az izomban
ellenallas, Un. passziv izomerd fejlodik, amely a nyujtd hatds megsziinte utan
helyreallitja az izom nyugalmi hosszat.

Az izom passziv rugalmassagaért nem a vékony (aktin) vagy a vastag (miozin)
filamentum, hanem egy harmadik filamentumrendszer felelds, amelyet a titin (mas

néven connectin) nevi fehérje alkot.

1.1. A titin-kutatas fobb allomasai

A harmadik filamentalis rendszer (1. abra) 1étét mar Huxley is feltételezte az izom-
0sszehtizodéas csuszo-filamentum elméletét leird6 munkéjdban (Huxley és Hanson,
1954), hogy megmagyardzza a miozin-mentes miofibrillumok folytonossagat.
Létezésére szamos megfigyelés utalt (attekintd leiras Maruyama, 1986 munkajaban).
fme két példa: (1) Sjostrand tlnyjtott szarkomerekrél késziilt elektronmikroszkopos
felvételeken igen vékony filamentumokat figyelt meg a miozin €s aktin filamentumok
kozotti résben (,,gap filaments”, Sjostrand, 1962), illetve (2) magyar eredményként
Guba Ferenc és mtsai irtdk le a miozin, tropomiozin és aktin eltavolitasat kdvetden
visszamarado filamentumokat, amelyek alkotofehérjéjét fibrillinnek nevezték el (Guba
és mtsai, 1968). Egy harmadik filamentumrendszert egyes rovarok repiiléizmaban is
megfigyeltek (0sszekotd filamentumok (,,connecting filaments™), Trombitas és Tigyi-
Sebes, 1974). Amint kés6bb kidertilt, az 6sszekotd filamentumok f6 alkotdja nem a

titin, hanem a projectin nevi fehérje (Saide, 1981).
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1. dbra. Nyul vazizom szarkomerrél az aktin filamentumok szelektiv eltavolitasa utan készult
elektronmikroszkopos felvétel. A miozin filamentumok (A-szakasz), a Z-csik (Z) és az
M-csik (M) ép maradt. Az aktin-mentes |-szakaszban (I) megdfigyelheték a rugalmas
filamentumok (Funatsu és mtsai, 1993).

A connectin fehérjét elészor 1977-ben izolalta és irta le Koscak Maruyama
(Maruyama és mtsai, 1977). Tdle fiiggetleniil Kuan Wang is felfedezett egy nagyméretii
izomfehérjét a harantcsikolt izmot alkotd fehérjék elektroforézises analizise soran
(Wang és mtsai, 1979), amelyet Oriasi (titdni) mérete miatt titinnek nevezett el.
Maruyama hamarosan kimutatta, hogy a Wang altal felfedezett titin azonos a connectin-
nel (Maruyama és mtsai, 1981). Egy ideig még a fehérje mindkét neve hasznalatban
maradt, ma mar azonban szinte kizarélag a titin megnevezést hasznaljak (Maruyama,
2002). Figyelembe véve, hogy a titin az izomban az aktin és a miozin utan a harmadik
legnagyobb tomegaranyu fehérje (az izom teljes fehérjemennyiségének mintegy
10%-a), meglepd, hogy ilyen késon fedezték fel. Ennek {6 oka az volt, hogy hatalmas
mérete miatt a titin a hagyomdnyos, 6-15% akrilamidot tartalmaz6 gélekbe szinte
egyaltalan nem 1ép be, kimutatasahoz specialis, kb. 2%-o0s gélek sziikségesek.

Izolalt titinmolekuldkrol késziilt elektronmikroszkoépos képeken a titin fonalszerti
képet mutatott (Trinick és mtsai, 1984; Nave és mtsai, 1989). Szarkomerbeli
lokalizaciojat 1988-ban térképezték fel immunelektron-mikroszképia segitségével
(Flrst és mtsai, 1988), Horowits és mtsai pedig igazoltak, hogy a titin fontos szerepet
jatszik a passziv izomerd kialakitasaban és az A-szakasz centralasaban (Horowits és
mtsai, 1986). Funatsu és mtsai késobb a  korabbiaknal részletesebb
elektronmikroszkopos képek alapjan elemezték a rugalmas filamentumok szerkezetét
(Funatsu és mtsai, 1993), valamint titin-ellenes antitestekkel torténd jelolés segitségével
igazoltak, hogy azokat foleg titin alkotja.

A titinnel kapcsolatos kutatdsokban mérfoldkdnek szadmit Siegfried Labeit és

Bernhard Kolmerer munkéja, amelyben meghataroztak a titin cDNS szekvencidjat és
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ezen keresztiil a fehérje aminosav-sorrendjét (Labeit és Kolmerer, 1995). A szekvencia
alapjdn mar kordbban megjosolhaté volt, hogy a molekula mintegy 90%-a
immunglobulin és fibronektin-szeri modulok (domének) sorozatdbol all (Labeit és
mtsai, 1990), amelyek koziil egyesek térszerkezetét utobb meghataroztdk (Improta és
mtsai, 1996; Muhle-Goll és mtsai, 1998). Késobb egy atfogd munkdban leirtak, hogyan
expresszalodhat kiilonboz6 izmokban szamos, kiillonb6zd hosszal, felépitéssel ¢és
rugalmas tulajdonsaggal rendelkezd titin izoforma egyetlen titin gén segitségével
(Freiburg és mtsai, 2000).

Egyazon évben, gyakorlatilag két napon beliil latott napvilagot harom utt6rd
jelentdségli munka, amelyekben a titin rugalmassagat modern technikak (Iézercsipesz €s
atomerd-mikroszkop) segitségével egyedi-molekularis szinten  vizsgaltak
(Tskhovrebova és mtsai, 1997; Rief és mtsai, 1997; Kellermayer és mtsai, 1997). Ezek
szamos tovabbi, a rugalmassag molekularis hatterét vizsgaldé munka alapjaul szolgaltak.

A jelenlegi kép alapjan a titin egy multifunkcionalis, valoszinlileg szabalyozhato
rugd, amely a passziv rugalmassag biztositdsa mellett szdmos tovabbi funkcioval is

rendelkezik (1d. 1.4. szakasz) (Granzier ¢és Labeit, 2002).

1.2. A titin elhelyezkedése a szarkomerben

Egy tiz, kiilonb6z6 monoklonalis titin-ellenes ellenanyaggal torténd immun-
elektronmikroszkdpos vizsgalat soran kimutattak, hogy a titin athidalja a szarkomer

hosszanak felét, a Z-csiktdl egészen az M-csikig (2. abra, Fiirst és mtsai, 1988).

<— |-szakasz A-szakasz I-szakasz —>

Vékony filamentum (aktin) Vastag filamentum (miozin)

Z-csik

: Egyetlen titinmolekula hossza : Titin funkcionalisan rugalmas része

2, dbra. A titinmolekula (kék) elhelyezkedése a szarkomerben.

A titin N-termindlis végének egy kb. 80 kDa tomegli szakasza (vagy az izoformatol

fiiggden annal kisebb) a Z-csikban talalhato, végightizodik a teljes Z-csik mentén, igy a
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szomszédos szarkomerekbe benyuld titinmolekuldk ezen szakaszai a Z-csik mentén
teljesen atfednek. Ezen szakaszban a titin kdlcsonhat a telethonin (masik nevén
titin-sapka, vagy T-cap), valamint az o-aktinin fehérjékkel. A kolcsonhatasok pontos
szerepe még nem tisztazott, de valoszinii, hogy a titin N-termindlis részének Z-csikban
torténo rogzitésével illetve keresztkdtésével kapcsolatos (Gregorio és mtsai, 1999).

Ugyancsak atfednek a szomszédos fél-szarkomerekbe benyuld titinmolekuldk
C-terminalis szakaszai az M-csikban (Gregorio és mtsai, 1999).

Az A-szakaszban talalhat6 a titin C-termindlis részébdl egy kb. 2 MDa nagysagu
rész. Ezen szakaszban a titin a vastag filamentum részét képezi: becslések szerint
minden egyes vastag filamentum-félhez hat titinmolekula kapcsolodik (Liversage és
mtsai, 2001; Cazorla és mtsai, 2000).

Az I-szakaszban, az adott izoformatol fliggden, a titinnek egy kb. 800 kDa és 1,5
MDa kozotti tomegli része taldlhatd, amely rugalmas kapcsolatot létesit a vastag
filamentum vége és a Z-csik kozott. A titin elrendezddése ebben a szakaszban Osszetett
(Tskhovrebova ¢s Trinick, 2000). Harom zoéna kiilonboztetd meg: (1) a vastag
filamentum végétdl szamitva, egy kb. 0,1 um hosszi szakaszon a titinmolekulak
hosszuk mentén tobb molekuldbol felépiild kotegekké (,,end filament”) kapcsolddnak
0ssze (Trinick, 1981), (2) a Z-csik kozepétdl szamitott, kb. 0,1 um-es szakaszon a
titinmolekuldk a vékony filamentumokhoz kapcsoldédnak (Trombitas és mtsai, 1997;
Linke és mtsai, 1997), (3) a két szakasz kozott pedig a kotegek kiilonalld molekuldkka,

vagy vékonyabb asszociatumokra valnak szét (Funatsu és mtsai, 1993).

1.3. A titinmolekula szerkezete

Elsédleges szerkezet

A titin a ma ismert legnagyobb polipeptid: vazizomban kifejezddd (expresszalodo)
legnagyobb molekulatomegii véltozata 3 700 kDa molekulatomegti, és kozel 27 000
aminosav hosszisagu.

Masodlagos szerkezet

Labeit és mtsai a titint koédoldo cDNS vizsgalata soran kimutattdk, hogy a
szekvencidban két kiilonbozo tipusa, 90-100 aminosav hossziisagi mintazat tobbszori
ismétlédése figyelhetd meg (Labeit és mtsai, 1990). A szekvencia-homoldgia alapjan az
elsd tipust elobb a C2- (Labeit é¢s Kolmerer, 1995), késébb az I-tipusu (Kenny és mtsai,
1999) immunglobulin (Ig), a masodik tipust pedig a fibronektin III tipusu (Fn) domének

11
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szupercsaladjaba soroltak (Labeit és Kolmerer, 1995). A vézizom titin 132 fibronektin
¢s 166 immunglobulin sorozatot tartalmaz, amelyek egyiitt a titin tomegének tobb mint
90%-4at teszik ki.

A titin I-szakaszbeli, A-szakaszbeli és M-csikbeli részébdl kivalasztott Ig és Fn
szakaszok térszerkezetének vizsgalata alapjan kideriilt, hogy ezek mindegyike stabil
globularis doméneket alkot, amelyek hét antiparallel béta-lemezbdl allnak (3. abra)
(Muhle-Goll és mtsai, 1998; Improta és mtsai, 1996 és tovabbi referencidk ezeken

beliil).

3. abra. A titin egy-egy jellemz8 immunglobulin (127, kék) és fibronektin tipusi doménjének
(A71, narancssarga) szalagmodellje (Improta és mtsai, 1996; Muhle-Goll és mtsai, 1998)
(Forras: Protein Data Bank, 1TIT és 1BPV kdédszamu struktura).

Az immunglobulin és fibronektin tipustt domének esetén a C- és N-terminalisok a
globularis szerkezet ellentétes végein taldlhatok, eldsegitve ezaltal az egymastol
fiiggetlentil ,,feltekeredd” domének sorbakapcsolodasat.

A titin tomegének a doméneken kiviil fennmarad6, mintegy 8-10%-at egyedi
szekvenciak teszik ki. A legismertebb és funkcionalis szempontbol is legfontosabbnak
tartott egyedi szekvencia a titin I-szakaszbeli részében talalhaté PEVK szegmens, amely
nevét a tobb mint 70%-at kitevd prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavakrol kapta. Labeit és Kolmerer feltételezték (Labeit és Kolmerer, 1995), hogy
a PEVK szegmens nagyfoku toltott-aminosav tartalma megakadalyozza stabil
haromdimenzids szerkezet kialakulésat, igy a PEVK szakasz ugy viselkedhet, mint egy
laza rug6. Az, hogy a PEVK szakasz rugalmassaga jol leirhatd volt az entropikus
polimerlanc modellel (l1d. 4.1. szakasz) ugyancsak arra utal, hogy a PEVK szakasz
denaturalt polipeptidként viselkedik (Trombitas és mtsai, 1998b). Ujabb vizsgilatok
arra utalnak, hogy II tipusu poliprolin hélixek kialakulhatnak a PEVK szakaszon beliil

(Gutierrez-Cruz és mtsai, 2001; Ma és mtsai, 2001).
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Harmadlagos szerkezet

Harmadlagos szerkezet alatt esetiinkben a titin domének és az egyedi szekvencidk
sorozatat, sorrendjét értjilk, amelyet vazizom titin esetén a 4. Abra mutat. A vazizom
titint ezek alapjan mintegy 300 globularis domén linearis sorozataként képzelhetjiik el,

amelyeket helyenként egyedi szekvenciak szakitanak meg.
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4. abra. A vazizom titin filamentum molekuléris szerkezete (Gregorio és mtsai, 1999 alapjan).

A titint egyetlen gén kodolja, amely 363 exont tartalmaz, ¢és Osszesen 38 138
aminosavat kodol (Bang és mtsai, 2001). Ugyanazon gén segitségével, alternativ mRNS
kivagas-Osszeillesztés (splicing) révén kiilonbozé tipusu harantcsikolt izmokban
kiilonb6z6 nagysagi és szerkezetli titin izoformdk fejezddnek ki, amelyek
molekulatomege 3,0 ¢és 3,7 MDa kozott valtozik (Freiburg és mtsai, 2000). Az egyes
izoformdk kifejezésének molekuldris alapjat jelentd alternativ splicing soran a sejt csak
a kifejezni kivant izoformat koédold exonokat flizi egybe, mintegy ,atugorva” a
folosleges exonokat.

A titin A-szakaszbeli része minden izoforméban azonos, ¢és rendkiviil szabalyos
felépitésti. Az A-szakasz végéhez kozel taldlhaté D (disztalis) zéna egy 7 domén
hosszusagu mintdzat (Ig-Fn-Fn-Ig-Fn-Fn-Fn) hatszori ismétlddésébol all. Az ezt kdvetd
C (C-fehérjét koto) zonat egy tizenegyszer ismétlddd, 11 domén hosszisagh sorozat (Ig-
Fn-Fn-Ig-Fn-Fn-Fn-Ig-Fn-Fn-Fn szuper-sorozat (super-repeat)) alkotja. A kevésbé
szabalyos P (proximalis) zona kapcsolja a titint az M-csikhoz, valamint ezen a részen
talalhato a titin kindz doménje (4. abra). A titin A-szakaszanak rendezett szerkezete
vetette fel azt a lehetdséget, hogy ez a szakasz molekularis sablonként segiti a vastag

filamentum felépiilését.
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A titin I-szakaszbeli része izomtipustol fliggden igen kiilonbozo lehet. Ez a rész
harom régiora oszthato: a Z-csiktol tdvolabb esd (disztalis) tandem Ig szegmensre, a Z-
csikhoz kozelebbi (proximalis) Ig-régiora, és az e kettd altal kozrefogott, egyedi
szekvenciakbol felépiilé szakaszra (4. abra). Ez utobbi tovabb oszthaté az Ig-domének
¢s egyedi szekvenciak valtakozo sorozatabol felépiilé N2 régiora, valamint a mar
emlitett PEVK szegmensre. Mig a disztalis tandem Ig régio konstitutivan fejezddik ki,
azaz az egyes izoformakon beliil azonos, a differencidlisan kifejez6dd proximalis Ig-
régid és a PEVK szakasz hossza izoformanként valtozo (5. abra) (Freiburg és mtsai,

2000; Labeit és Kolmerer, 1995). Az 5.abra néhany, alternativ splicing révén

crer
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5. abra. A titin I-szakaszbeli régidjanak sokfélesége kilénb6zé harantcsikolt izmokban:
vazizomban és szivizomban kifejez6d6 izoformak domén-szerkezetét bemutaté példak. Jobb
oldalon az egyes titin izoformak molekulatdmegei szerepelnek (Granzier és Labeit, 2002
nyoman).
A kiilonbségek jelentdsek lehetnek: vazizomban példaul 53 Ig doménnel tobb alkotja

a proximalis Ig-régidt, mint szivizomban, a PEVK szekvencia pedig 2174 aminosav

hosszusagu, szemben a szivizomban taldlhatd 163 aminosav hossziisagi szakasszal
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(5. abra). Az N2A ¢s N2B egyedi szekvencidk koziil vazizomban altalaban az N2A
forma taldlhatd meg, mig a szivizom titin izoformék tartalmazhatjdk az N2B, vagy
egylittesen az N2A ¢és N2B valtozatokat. A kiilonbségek 6sszhangban vannak az egyes
izom-tipusok szerkezeti és rugalmas tulajdonsagaival, hangsulyozva a fehérje szerkezeti
¢és rugalmas szerepét (Freiburg és mtsai, 2000).

A feltérképezett molekularis szerkezettel Osszhangban, elektronmikroszkdpos
felvételeken a kinytjtott titinmolekula fonalszeri képet mutat (Nave és mtsai, 1989),
amelynek hossza 1 um koriili, atmérdje kb. 4 nm (6. abra). A molekula egyik végén

egy globuléris fej lathato, amely in situ az M-csikban foglal helyet.

6. abra. Folyadékaramlassal megnyuijtott titinmolekulardl készilt elektronmikroszkdpos felvétel
(Trinick, 1994). A skalaszakasz hossza 0,5 um.

A szekvencia alapjan josolt multidomén felépités Osszhangban 4ll az elektron-
mikroszkopos felvételeken megfigyelt, kb. 4 nm-es periodicitasti gyongyfiizér-szerii
szerkezettel (Trinick és mtsai, 1984), mivel az egyes domének hosszsaga kozel 4 nm.

A titinmolekula lancszerii volta, és a domének kozotti flexibilis csatolas miatt a titin
egy rugalmas polimerlancként foghat6 fel. A titinmolekula globalis alakja, azaz a lanc
haromdimenzids szerkezete a molekula rugalmassaga és a ra hat6 erdk fiiggvénye. Ezen

alak vizsgalata jelen értekezés egyik célja.

1.4. A titin funkcioi

A szarkomerben valo elhelyezkedés alapjan a titint A-szakaszbeli és I-szakaszbeli
részre osztottuk fel. Ez a két rész nemcsak szerkezetét, hanem szerepét tekintve is
kiilonbozik egymastol.

A titin egyik f6 szerepe az izom passziv rugalmassaganak biztositasa. Ennek egyik
elsdé bizonyitékaként kimutattak, hogy a titin ionizald sugarzassal torténd degradacioja
nyoman az izomrostokban fellépd passziv fesziiltség jelentésen csokkent (Horowits és
mtsai, 1986). Ugyanakkor a titin biztositja az A-szakasz centralis helyzetét az
1izomdsszehtzddas sordn, valamint a szomszédos szarkomerek egyenletes megnytlasat

vagy 0sszehuzddasat (Horowits és Podolsky, 1987).
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A titin rugalmas viselkedéséért a molekula I-szakaszbeli része a felelés. Mivel a
Z-csikhoz kozel egy kb. 0,1 pum-es szakaszon a titinmolekulak a vékony
filamentumokhoz kapcsoldédnak (Trombitds és mtsai, 1997; Linke és mtsai, 1997),
valdjaban csak a titin I-szakaszbeli részének fennmaradé része megnytjthato (2. abra).
Ez a szakasz a kiilonb6z6é izoformak esetén kiilonb6z0 hosszisagu és kiilonb6zo
elemekbdl all (5. abra), igy elvileg lehetdséget adhat a rugalmassag modulalasara
(Labeit és Kolmerer, 1995; Freiburg és mtsai, 2000).

Valoban kimutattdk, hogy az adott izom passziv rugalmassaga Osszefiiggésben van a
titin I-szakaszdnak hosszaval ¢és nyujthatosagaval (Trombitds és mtsai, 2000).
Szivizomban két titin izoforma expresszalodik: az N2B szekvenciat tartalmazo N2B
titin és az N2A ¢és N2B szekvenciakat egyarant tartalmaz6 N2BA titin (5. abra) (Labeit
¢s Kolmerer, 1995). A két izoforma az egyes szarkomerekben egyiitt van jelen, aranyuk
azonban kiilonbozhet. A tulnyomorészt N2B izoformat expresszald izomsejtek passziv
rugalmassaga kisebb, mint a tilnyomodrészt N2BA titint expresszald sejteké (Trombitas
és mtsai, 2000). A kisebb passziv rugalmassag (a megnytjtassal szembeni nagyobb
ellenallas) oka valdsziniileg az, hogy az N2B titin esetén az I-szakaszbeli rész rovidebb,
igy ennek relativ megnytldsa (a végpontok kozotti tavolsdg ¢és a szakasz
konturhosszanak aranya) nagyobb, mint N2BA titin esetén. A két izoforma aranya
kiilonbozik az egyes emlds fajok esetén, kiilonbozdé lehet a szivizom kiilonb6zo
terliletein, de ujabb adatok szerint az expresszalt titin izoformak aranya idOben is
megvaltozhat. Kiilonbozé emlds fajok esetén a két izoforma ardnya az N2B izoforma
talsulya (kisragcsalok) és az N2BA izoforma tulsulya (szarvasmarha pitvar) kozott
valtozik (Cazorla és mtsai, 2000), 6sszhangban azzal, hogy a kisragcsalok szivizmaban
ugyanolyan szarkomerhossz mellett nagyobb passziv izomerd fejlddik (Cazorla és
mtsai, 2000). Pathologias koriilmények kozott kimutattdk a szivizomban expresszalt
titin izoformak aranyanak idObeni valtozasat, bar a valtozas irdnyat illetden latszolag
ellentmond6 eredmények sziilettek (Hein és mtsai, 2002; Wu és mtsai, 2002; Neagoe és
mtsai, 2002).

A titin A-szakaszban taldlhatd része fiziologids koriilmények kozott nytjthatatlan,
mert dsszekapcsolddik a vastag filamentummal (Whiting és mtsai, 1989). A titin ezen
részét felépitdé immunglobulin és fibronektin tipusi domének sorozatiban szabalyos
ismétlédések figyelhetok meg, amelyek altal ez a szakasz valdsziniileg periodikusan
elhelyezkedd kotohelyeket biztosit a miozin és mas A-szakaszbeli fehérjék szamara

(Trinick, 1994; Gregorio és mtsai, 1999). Az itt megfigyelhetd 11 domén hosszasagl
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mintdzat 43 nm-enként ismétlodik, a vastag filamentumon beliil pedig az egymastol
14,3 nm-re elhelyezkedd miozinfejek egy olyan helikalis struktirat alkotnak, amelynek
egy ,,menete” szintén 43 nm hosszi. Ezen felill, az A-szakaszban ugyancsak 43 nm
periodicitassal elhelyezkedd fehérjéket figyeltek meg (pl. C-fehérje). Mindez arra utal,
hogy az A-szakaszban a titin egyfajta sablonként szolgalhat a vastag filamentum
szabalyos szerkezetének kialakulasahoz.

Valoszinii, hogy a titin Z-csikbeli szakaszanak szerepe van a Z-csik szerkezetének
kialakitasaban (Trinick és Tskhovrebova, 1999; Gregorio és mtsai, 1999). A titin ezen
részében 45 aminosav hossziisagu motivumok (Z-sorozat) ismétlédnek, amelyek
kotddnek az o-aktininhoz, ¢és titin izoforméanként valtozé szamuk kozelitdleg
0sszhangban van a Z-csik vastagsagaval. A Z-csik vastagsdga ugyanis izom-tipusonként
valtozik: gyors izmokban jellemzden keskeny, lassu izmokban pedig széles Z-csikok
jelennek meg, feltehetden a nagyobb szildrdsag biztositasa érdekében.

Feltételezték, hogy a miofibrillum kialakuldsakor léteznie kell a szarkomer egy
tervrajzanak, egy molekularis sablonnak, amely meghatarozza az egyes fehérjék pontos
helyzetét a miofibrillumban. A titin filamentum a legesélyesebb jelolt erre a szerepre,
tobb okbol kifolyolag: (1) a titin egyike a fejlédé szarkomerbe beépiild elsd
fehérjéknek, (2) kolcsonhat szamos vastag és vékony filamentumban talalhato
fehérjével, (3) szamos kiilonféle izoforma alakjaban expresszalodhat, kiillonb6zo Z- ¢és
M-csikbeli illetve I-szakaszbeli régidkkal, igy kiillonb6zé ultrastrukturaja és rugalmas
tulajdonsdgokkal rendelkezé szarkomerek kialakuldsanak alapjaul szolgalhat (Gregorio
és Antin, 2000; Gregorio és mtsai, 1999). Az egyik ezzel kapcsolatos rejtély az, hogy
hogyan maradhat a rugalmas titinmolekula kinyujtott allapotban, hogy ellathassa sablon
szerepét.

A titin rugd és sablon funkcidjan tal, az utébbi idében twjabb, néha meglepd
jellegzetességeire is fény deriilt. A titin tartalmaz egy kindz domént, amely hasonlo
ugyan a miozin konnyli lanc kinazhoz, célfehérjéje azonban a telethonin (T-cap)
(Mayans és mtsai, 1998). Meglepd modon, a T-cap a Z-csikban talalhato, kozel 1 pm-re
az M-csik mellett talalhat6 titin kindz doméntdl, ami felveti a kérdést, hogyan talalkozik
az enzim a szubsztratjaval? A valdszinli valasz az, hogy a két fehérje csak fejlodo
miocitakban talalkozik, ahol a miofibrillumok kialakulasanak korai szakaszaban a titin
C-termindlis része és a T-cap kolokalizaciojat figyelték meg. A két fehérje

kolcsonhatéasa sziikséges a szarkomer kialakulasdhoz (Gregorio és mtsai, 1999).
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A szivizomban a titin valoszinlileg képes az aktomiozin kdlcsdnhatas szabalyozasara,
a miozinfejek ¢és az aktin filamentum kozotti tavolsdg megvaltoztatdsan keresztiil
(Granzier és Labeit, 2002). Tovabba, a titin Gjabb ligandjainak azonositasa arra utal,
hogy a titin membran ioncsatorndkkal, fehérje kicserélodéssel és génexpresszid
szabalyozassal is kapcsolatban van (Granzier és Labeit, 2002). Varatlan felfedezés volt
a titin kromoszémakban vald jelenlétének kimutatisa (Machado és mtsai, 1998).
Feltételezések szerint funkcidja itt, az izomhoz hasonldéan, a kromoszoémak

szerkezetének meghatarozasa és rugalmassaguk biztositésa.

1.5. A titin rugalmassaganak molekularis alapjai

A titin egy kiilonlegesen fontos tulajdonsaga, hogy képes molekuldris rugdként
miikodni, rugalmassagot biztositva a szarkomer szamdra. Bar a titinmolekuldk
athidaljak a Z- és M-csik kozotti tavolsagot, azaz a szarkomer hosszanak felét, a titinnek
csak az I-szakaszban huzddé része rugalmas. Ez a szakasz, amint azt Labeit ¢és
Kolmerer kimutattak (Labeit és Kolmerer, 1995), harom {6 struktaralis részbdl épiil fel:
egy egyedi szekvenciak alkotta részbol, amelyek koziil a legjelentésebb a nevét alkoto
aminosavakban gazdag, un. PEVK szekvencia, és az ezt két oldalrol szegélyezo,
proximalis és disztalis tandem Ig régiobol. Az egyedi szekvencidk és a proximalis
tandem Ig régié izom-specifikus valtozatok formajaban expresszalodik (5. abra).

Labeit és Kolmerer szerint a tandem Ig szakaszok merev komponensek, mivel az Ig
modulok termodinamikailag stabil doméneket alkotnak (Politou és mtsai, 1995), a
PEVK szakasz viszont egy lazabb rugoként miikodhet, mivel a szekvencia alapjan
feltehetden nem rendelkezik stabil haromdimenzios szerkezettel. A PEVK szakasz
felfedezése elott ezzel szemben azt feltételezték, hogy a titin rugalmassaganak alapja az
Ig-domének reverzibilis kitekeredése (Erickson, 1994).

Trombités és mtsai (Trombitas és mtsai, 1995) valamint Granzier és mtsai (Granzier
és mitsai, 1996) megfigyelései szerint a nyugalmi allapotban taldlhatd szivizom
szarkomerekben a titin rugalmas szakasza nem kinyUjtott, hanem 0&sszetekeredett
allapotban van. Epp ezért feltételezték, hogy a titin rugalmassaga entropikus eredetii
(1d. késobb), és a titin I-szakaszanak ,kiegyenesedése” révén alakul ki.

Miutén a teljes titin szekvencia hozzaférhetévé valt, Gautel és Goulding (Gautel és
Goulding, 1996) valamint Linke és mtsai (Linke és mtsai, 1996) szekvencia-specifikus

ellenanyagok segitségével vizsgaltak a titin relativ nyujthatésagat. Eredményeik alapjan
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a szarkomer kisebb mértékli megnyulasa esetén leginkabb a PEVK szakasz N-terminalis
feloli oldalan talalhatd Ig szegmens nytlt meg, nem pedig a PEVK szakasz, amint azt
Labeit és Kolmerer feltételezték (Labeit és Kolmerer, 1995). Ezek szerint a tandem Ig
szakaszok volnanak a viszonylag lazabb rugalmassagu elemek, amelyek kisebb erdk
esetén, még a PEVK szakasz megnyulasa el6tt kiegyenesednek, a domének kitekeredése
pedig extrém nyujtas esetén, nagyobb erdknél jatszik szerepet.

Néhany éve a vizsgélatok technikai repertoarja egyedi-molekula manipulécios
modszerekkel boviilt: 1997-ben harom olyan munka is sziiletett, amelyben lézercsipesz
vagy atomerd-mikroszkop segitségével egyedi titinmolekuldk rugalmassagat vizsgaltak
(Kellermayer és mtsai, 1997; Rief és mtsai, 1997; Tskhovrebova és mtsai, 1997). A
munkdk alapjan levont f6 kovetkeztetés az volt, hogy a titin rugalmassaga (erd-
megnyuléds fliggvénye) nemlinearis, €és a titin entrépikus polimerldnc viselkedésével
magyarazhat6. Egy entropikus  polimerlanc termikus eredetli hajlitdé hatasok
eredményeként csokkenteni igyekszik a végpontjai kozotti tavolsagot, azaz ha
hajlitomerevsége elegendden kicsi, mintegy 0Osszegombolyodik. Egy ilyen lanc
igényel. Az egyedi molekuldk esetén mért er6-megnyulds gorbék az entropikus
elaszticitast leird, Un. ,féregszerti lanc” (Id. 4.1. szakasz) modellel jol illeszthetoek
voltak. A ,,féregszerli lanc” (wormlike chain, WLC) modell a lancot egy deformalhato
radnak tekinti, amelynek alakjat annak hajlitomerevsége, illetve az ezt jellemzd
perzisztenciahossz hatdrozza meg. A merev (viszonylag nagy perzisztenciahosszal
rendelkezd) polimerek szerkezeti entropidja alacsony, megnyujtasuk pedig kis erdt
igényel, mig ennek ellenkezdje igaz a flexibilis, kis hajlitdmerevségili polimerekre.

Az egyedi-molekula kisérletek eredményei ugyanakkor arra is utaltak, hogy a titin
tartalmaz egy eleve kitekeredett szegmenst, amely, figyelembe véve, hogy a PEVK
szakasz egy denaturalt polipeptid tulajdonsagaival rendelkezik (Labeit ¢s Kolmerer,
1995), valészinlileg a PEVK szegmenssel azonos (Kellermayer és mtsai, 1997). Ez a
kovetkeztetés egybehangzik azzal, hogy feliileti fesziiltségi erdvel megnyujtott
titinmolekuldk elektronmikroszkopos képén a lancot adott helyen egy, a lancnal sokkal
vékonyabb, egyes esetekben nehezen ¢észrevehetd fonal szakitja meg (Tskhovrebova és
Trinick, 1997).

A mérések kimutattdk, hogy az Ig domének képesek a kitekeredésre, amennyiben az
alkalmazott er6k meghaladjak a 20-40 pN kiiszobértéket. A kitekeredési eré a nyujtasi

sebességgel nd. A kiiszobérték feletti erék alkalmazasakor a nativ, ~4 nm hosszu

19



Bevezetés és irodalmi attekintés

domének (4. abra) 20-25 nm-es hosszusagura bomlanak ki. Tovabbi fontos tapasztalat,
hogy a visszaeresztés soran a kitekeredett domének nem tekerednek vissza azonnal,
hanem csak akkor, ha az eré egy megfeleléen alacsony értékre csokkent. A nyujtasi és
visszaeresztési gorbe nem fedi egymast (a gorbében hiszterézis jelentkezik), tehat a
ciklus irreverzibilis. A hiszterézis jellemz0 egyedi véazizom rostok passziv erd-
megnyulas gorbéire is (Granzier és Wang, 1993b), sot, az egyedi titinmolekuléara kapott,
aranyosan megnovelt erdgorbe ezzel a gorbével igen jo egyezést mutat (Kellermayer és
mtsai, 1997). Ez azt is alatamasztja, hogy a titin a passziv izomerd f6 meghatarozoja.

Uj, fuggetlen kisérletek ezek utdn az entropikus polimer modell felhasznalasaval
probaltak modellezni a titin in situ rugalmassagat. Ezen kisérletek soran immun-
elektronmikroszkopia segitségével a tandem Ig szakaszok és a PEVK nytjthatosagat
vizsgaltak in situ human soleus (Trombitas és mtsai, 1998b) és patkany psoas izomban
(Linke és mtsai, 1998b; Linke és mtsai, 1998a). A vizsgalatok azt mutattak, hogy a
nativ (nem kiterkeredett) Ig-domének alkotta lanc entropikus rugoként viselkedik.
Mindazonaltal, a tandem Ig szakasz Onmagéban nem magyardzza meg a megfigyelt
rugalmassagot, mivel nagyobb erdk és a szarkomer nagyobb relativ megnyulasa esetén
a PEVK szakasz megnyuldsa a jelent0s.

A PEVK szakasz rugalmassagéanak természete még nem egészen ismert. Trombités
és mtsai (Trombitas és mtsai, 1998b) szerint a PEVK in situ megfigyelt rugalmassagaért
tisztan entropikus mechanizmus felelds, mivel a humén soleus izomban mért PEVK-
megnyulési gorbék jol illeszthetok a standard WLC-modellel. A szerzék kovetkeztetése
az, hogy a PEVK egy kitekeredett polipeptid tulajdonsagaival rendelkezik, amely egy
viszonylag merev rugoként viselkedik. Linke és mtsai (Linke és mtsai, 1998a) ezzel
szemben azt talaltdk, hogy az entropikus elaszticitdsi modell csak kis és kdzepes
szarkomer megnyulds esetén mikodik jol, nagyobb mértékii megnyulds esetén
entalpikus tényezoket is figyelembe kell venni. Entalpikus rugalmassag-komponensek a
PEVK  szakaszon beliili elektrosztatikus vagy  hidroféb  kolcsonhatasok
eredményeképpen jelenhetnek meg, amit aldtdmaszt példaul az, hogy az izomrostok
titin-alapu rugalmassaga az ionerdsség fiiggvénye (Linke és mtsai, 1998a).

Az eddigi kutatasok alapjan bizonyosnak tiinik, hogy a vazizom fiziologias mitkodési
tartoméanyan beliil az Ig-domének nem tekerednek ki. gy, az Ig-domének kitekeredése
itt nem jelentheti a titin rugalmassadganak alapjat. Mindazonaltal, a kitekeredés relevans

lehet pathofizioldgias allapotokban (a vazizom tulnytlasa) és a szivizomban (Granzier
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és mtsai, 1997), amely a vazizomhoz képest sokkal rovidebb titin I-szakaszt tartalmaz
(Labeit és Kolmerer, 1995).

Osszefoglalva:

(1) A laza, nem megnyujtott szarkomerben a tandem Ig szakaszok Osszetekeredett

allapotban vannak jelen (7b. abra).

tandem Ilg szegmens
a kiegyenesedik

T rovidiilés
___Nyugvé szarkomer vékony filamentum
b —u"?“vastag filamentum
Z-csik
megnyulas
c [t eonely ooy, tandem lg szegmens
o it kiegyenesedik
l megnyulas
‘#&%:M PEVK és N2 szakaszok
d — megnyulnak

7. abra. A nyugalmi hosszhoz képest megrovidiilt szivizom szarkomer esetén (a) a titin
rugalmas szakaszai ellenkez iranyban nyulnak meg, mint a szarkomer megnyujtasa esetén. A
nyugvoé szarkomerben (b) a megnyujthatoé régiok 6sszehuzodott allapotban vannak. A
szarkomer megnyulasa soran el6bb a tandem Ig szakaszok (vords) (¢), majd tovabbi nyujtas
esetén a PEVK (sarga) és (szivizom esetén) az N2 egyedi szekvenciak (kék) megnyulasa
dominal (d). A szlrke szakasz a titin vékony filamentumhoz kotétt, nyujthatatlan részét jeldli
(Granzier és Labeit, 2002 nyoman).

(2) Kisebb mértékli szarkomer megnyulds esetén a passziv izomerd kialakitdsaért
ezen szakaszok entropikus rugoként vald viselkedése felelds (7c¢. abra).

(3) A PEVK szakasz egy viszonylag merev rugoként foghato fel, amely féleg a
nagyobb mértékli fizioldgias megnyulasok esetén felelds a vazizom nyujthatosagéaért.
Ebben a tartomanyban szivizom esetén a PEVK szakasz mellett az N2A és N2B egyedi
szekvenciak megnyulasa is hozzajarul a rugalmassag kialakitdsdhoz (7d. abra).
Kiilonb6z6 rugalmas tulajdonsdgaik miatt a PEVK és az N2A/N2B szakaszok altal
alkotott régio egy két-komponensii rugonak tekinthetd, amelynek két része kiilonb6zo
mértékben jarul hozzd a titin nyUjthatésagahoz (Linke és mtsai, 1999; Trombitas és

mtsai, 1999).
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(4) A titin ugyanakkor az izomosszehuzodast kovetden is hozzajarul a szarkomer
nyugalmi hosszanak helyredllitdsahoz (7a. abra).
A titinben az izom megnyulasa soran tehat elsésorban a magasabbrendii szerkezet,

azaz a lancszerli molekula térbeli, globalis strukturaja szenved valtozast.

1.6. A titin rugalmassaganak egyedi-molekularis szintii vizsgalata

valt a molekuldk mechanikai tulajdonsagainak egy egészen mas megkozelitéssel torténd
vizsgélata. A titin idedlis alanynak bizonyult ezen vizsgéalatok szdmara, mivel az
izomban mechanikai funkciot 1at el, valamint nagy molekulatomege és kb. 1 um hossza
lancszerli szerkezete miatt konnyebben manipulalhaté mint a kisebb molekulak (Wang
és mtsai, 2001). Az egyedi molekuldkon végzett mérések eldnye, hogy olyan
informaciokat szolgaltathatnak a molekuldk szerkezetérdl és miikodésérdl, amelyek
hagyoméanyos modszerekkel nem hozzaférhetéek, mivel azok 4ltaldban egy
molekulasokasagra vett atlagot eredményeznek.

1997-ben harom, egyedi titinmolekuldk megnytjtasat leir6 munka jelent meg: a titin
1997; Tskhovrebova és mtsai, 1997), egy esetben pedig atomerd-mikroszkdpot
hasznaltak (Rief és mtsai, 1997). A két manipulacios technika mindmaig az egyedi

Az optikai csipesz egy fokuszat lézernyalab, amely optikai erdk révén a fokusza
kozelében mikroszkopikus méreti, atlatszo, fénytord gyongyoket képes fogva tartani. A
molekulanyujtasi kisérletekben a titin egyik végét egy, a lézercsipeszben fogva tartott
mikrogyongyhoz kapcsoltdk, a masik végét pedig egy targylemezhez (Tskhovrebova és
mtsai, 1997) vagy egy masik gyongyhoz (Kellermayer és mtsai, 1997) rogzitve
eltavolitottak. A molekuldban fejlodd erd az eldbbi gyongy egyensulyi helyzettdl mért
kimozdulasabol szamolhat6. Kellermayer és mtsai eredményei alapjan a titinmolekula
nemlinedris rugalmassaggal rendelkezd entropikus rugoként viselkedik (Kellermayer és
mtsai, 1997). A molekula 5-40%-a (valdszinilleg féleg a PEVK szegmens) mar a
nyujtas elott kitekeredett allapotban talalhatd, mig nagyobb eréknél (20-30 pN felett) a
molekula fennmaradé részének kitekeredése is megfigyelhetd. Az alkalmazott nyujtasi
sebesség mellett a folyamat irreverzibilis, mivel a visszaeresztés sordn a visszatekeredés

alacsony eroknél (~2,5pN) volt megfigyelhetd. A megnyujtasi gorbe alacsony

22



Bevezetés és irodalmi attekintés

erOtartomanyu ¢és a visszaeresztési gorbe magas erOtartomanyu szakasza jol illeszhetd
volt a ,,féregszerli lanc” (WLC) modellel (a modell alapjan szdmolt perzisztenciahossz
értéke kb. 2 nm).

Tskhovrebova és mtsai (Tskhovrebova és mtsai, 1997) is megfigyelték a titin
nemlinearis rugalmassagat. Az altaluk kapott erdgorbék egy két-komponensii
»feregszerli lanc” modellel voltak jol illeszthetdk, amelynek két komponense a szerzok
szerint a PEVK szegmensnek és a tandem Ig régionak felelt meg (kb. 0,2 nm és kb.
5 nm-es becsiilt perzisztenciahosszak). Hirtelen megnyujtast kovetéen a molekula kb.
20 nm-es lépésekben relaxalodott, amely 1épések valdszinlileg az egyes Ig domének
kitekeredésének feleltek meg.

Ugyancsak egyedi domén-kitekeredési eseményekkel azonositottdk Rief és mtsai a
titin atomerd-mikroszképpal torténd megnyujtdsa soran (Rief és mtsai, 1997)
megfigyelt fiirészfog-szerli er6-megnyulds gorbéket (vO. 4.5. szakasz). Az egyes
domének — a nyujtasi sebességtdl fiiggden — 150 és 300 pN kozotti er0k hatdsara
tekeredtek ki, az egyes kitekeredési eseményekhez tartoz6 hossz-ndvekedés pedig kb.
28 nm volt, ami kozel azonos egy domén teljes kitekeredéséhez tartozd kontirhossz
novekedéssel. A flurészfogak felszallo agai jol illeszthetdk voltak a ,,féregszerti lanc”
modellel (az ez alapjan meghatéarozott perzisztenciahossz 0,4 nm volt). Visszaeresztést
kovetden a domének visszatekeredése volt megfigyelheto.

A munkak folytatdsaként Kellermayer és mtsai kimutattdk, hogy nagy erdk
(~400 pN) mellett a titinmolekula teljes kitekeredése, és az erd-hiszterézis eltlinése
figyelhetd meg (Kellermayer és mtsai, 1998). Rief és mtsai atomerd-mikroszkdpos
mérései alapjan a titin A-szakaszabol szarmazé Fn doméneket tartalmazo, rekombindns
domén-sorozatok mechanikai stabilitasa kisebb (kb. 20%-al kisebb kitekeredési erdk)
mint az [-szakaszbdl szarmazd, Ig doméneket tartalmazd sorozatoké (Rief és mtsai,
1998b). Hasonl¢ stabilitasbeli kiilonbségeket az I-szakaszon beliil is kimutattak, a titin
differencidlisan és konstitutivan expresszalodé tandem Ig régioibol szarmazé domén-
sorozatok esetén (Watanabe és mtsai, 2002).

Carrion-Vazquez és mtsai munkaja alapjan (Carrion-Vazquez és mtsai, 1999) egyedi
molekuldk mechanikai denaturacidja és a ,,hagyomanyos” kémiai denaturdcié ugyanazt
a folyamatot tiikrézi, igy elvileg lehetséges relevans termodinamikai paraméterek
meghatdrozasa egyedi-molekularis mérések alapjan (Guthold és mitsai, 2001).
Mindazonaltal, ezt a kovetkeztetést megkérddjelezi (Fowler és mtsai, 2002) az a

megfigyelés, hogy a titin legszélesebb korben vizsgalt, 127 (az Gjabb szdmozas szerint
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191 (Freiburg és mtsai, 2000)) szdmt Ig doménje nem egy lépésben, hanem egy
intermedier allapoton keresztiil tekeredik ki (Marszalek és mitsai, 1999), amely
intermedier a kémiai denaturdcidos mérésekben nem volt megfigyelhetd (Fowler és
Clarke, 2001). Ujabb adatok alapjan az 127 domén kb. 100 pN erék mellett torténd,
atomerd-mikroszkoppal is vizsgalhato kitekeredését az intermedier forma stabilitasa
hatarozza meg, mig alacsonyabb — fiziologiailag is relevans — erdk és terhelési
sebességek esetén az 127 domén stabilitasa a vartnal nagyobb (Williams és mtsai, 2003).

Bar a lézercsipesszel ¢és atomerd-mikroszkoppal végzett egyedi-molekularis
vizsgalatok soran nyert adatok mindségileg és mennyiségileg kiilonbozhetnek, kdzos
tapasztalat, hogy — az Ig domének kitekeredésének hianyaban — a titin rugalmassaga jol
modellezhetd az entropikus polimerlanc, illetve azon beliil a ,,féregszerti lanc” (WLC)
modellel. A fenti médszerek ezen feliil alkalmasak szerkezeti atmenetek (pl. domén-
kitekeredés) azonositasara, az ezeket eldidézé erdk, valamint — esetenként molekularis
dinamikai szimuldciokkal kombindlva — a szerkezeti atmenetek természetének

vizsgalatara.
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2. Célkituzések

Vizsgalataink soran elsdsorban a titin fehérje globalis szerkezetét kivantuk
jellemezni, valamint a kitekeredéskor bekovetkezd szerkezeti valtozasokat. Globalis
szerkezet alatt a domének, vagy kitekeredett titin esetén az aminosavak alkotta lanc
térbeli elhelyezkedését értjiik.

Célunk volt:

(1) egyedi, fluoreszcensen megjeldlt titinmolekuldk vizualizaldsa €s a molekula
alakjanak jellemzése a mikroszkopos kép alapjan,

(2) egyedi, fluoreszcensen jelolt, megnyujtott titinmolekuldk vizualizilasa és a
megnyujtas hatasara bekovetkezett szerkezeti valtozasok vizsgalata,
allanddjanak és ennek felhasznalasaval hidrodinamikai tulajdonsagainak jellemzése,

(4) a titin oldatban felvett globalis szerkezetének jellemzése a jelolt titinmolekulan
kialakul6 rodamin dimerek segitségével,

(5) a titinben kémiai és savas denaturacié hatasara bekovetkezo szerkezeti valtozasok
vizsgalata rodamin dimerek segitségével,

(6) a titin denaturacié kinetik4janak és a létrejovo szerkezeti valtozdsok vizsgalata
triptofan fluoreszcencia mérésekkel,

(7) a jelolés szerkezetmodositd hatdsanak vizsgalata egyedi titinmolekuldk atomero-
mikroszkopos megnyujtasa segitségével,
szarmaz6 domén-nyolcasok (oktamerek) kémiai stabilitdsdnak Osszehasonlitidsa
egyensulyi kémiai denaturacios mérések alapjan,

(9) a konstitutivan illetve differencialisan kifejez6dé tandem Ig régiobdl szarmazo
oktamerek mechanikai stabilitdsdnak Osszehasonlitisa atomerd-mikroszkdppal torténd

megnyujtas alapjan.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Fehérjetisztitas

A titint nyul héatizombol preparaltuk korabban kidolgozott, és altalunk modositott
modszerek alkalmazéasaval (Kellermayer és Granzier, 1996; Soteriou és mtsai, 1993b).
A prepardlas sordn haszndlt pufferekben megnoveltik az enzim inhibitorok
koncentraciojat, hogy megakadalyozzuk a titin lebomlésat. A preparatumot
gélkromatografids oszlopon (0,8x90 cm Sepharose CL-2B) tisztitottuk, amelyet
elézdleg kromatografias pufferrel (30 mM K-foszfat, pH 7,0, 0,6 M KCI, 0,1 mM
EGTA, 0,3 mM DTT, 2 pug/ml Leupeptin, 1 pM E-64, 0,01% NaN3, 0,05% Tween-20)
alaposan atmostunk. Az igy nyert mintat jeloltiik flureszcensen majd hasznaltuk a
mérések soran.

A mintdk teljes titinmolekulakat (T1) és a T2 proteolitikus fragmentumot

tartalmaztak, amelyben a molekula N-terminalis végérdl egy 1200 kDa molekulatomegii

darab hidnyzik.

3.2. Rekombinans titin fragmentumok eléallitasa

A human vazizom cDNS konyvtar Dr. Siegfried Labeit ajandéka. Vizsgalatainkhoz a
titin differencidlisan ¢és konstitutivan expresszalodd tandem Ig szegmensébdl (Id.
1.3. szakasz) kivantunk eldallitani két, nyolc domén hosszisagu szakaszt (oktamert). Az
oktamerek nukleotid szekvencia-hatarait a GenBank X90569.1 bejegyzési szamu
szekvencidja alapjan hataroztuk meg. Az eldzdleg specifikus oligonukleotidok
felhasznalasaval, polimerdz lancreakcioval felerdsitett két DNS szekvenciat kiilon-
kiilon egy pET-28a tipusu vektor (Novagen) Nhel és Xhol hasitasi helyei kozé
illesztettiik be. A fehérjék vizoldékony formajat Escherichia coli baktériumban
(BL21(DE3)pLysS torzs) expresszaltattuk, majd két tisztitdo 1épésen keresztiil izolaltuk:
a Hise-tag-ben végzéds fehérjét elészor egy Ni*'-NTA oszlopon, nativ kériilmények
kozott, a gyartd (Qiagen) utasitasai szerint, majd egy Sephadex G-25 gélkromatografias
oszlopon tisztitottuk. A mintdk tisztasdgat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
vizsgaltuk, a fehérjekoncentraciokat pedig a Bradford Assay (Sigma) segitségével

hataroztuk meg.
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3.3. Fluoreszcens jelolés

A preparalast kovetden a titint fluoreszcensen megjeldltiik a cisztein aminosavakhoz
kotédo tetrametil-rodamin-jodacetamid (TMRIA) szulfhidril (SH)-reagenssel illetve
mas esetben a lizin aminosavakhoz kotddd tetrametil-rodamin-izotiocianat (TRITC)
amino-reagenssel. A jelolést kb. 1650 értékli festék/titin molaris ardny mellett, egy
¢jszakan at végeztiik, AB pufferben (25 mM imidazol-HCI, pH 8,0, 0,2 M KCI, 4 mM
MgCl,, 1 mM EGTA, 0,01% NaNs, 1 mM DTT, 0,2% Tween-20, 40 ng/ml leupeptin és
20 uM E-64). A nem kotodott festéket és az aggregatumokat gélkromatografias
tisztitassal (0,8x90 cm Sepharose CL-2B oszlop, AB oldat) tavolitottuk el.
meg. A fehérjekoncentraciot a 280 nm-en mért abszorbancia alapjan szamoltuk, az
€280 = 1,43 cm’mg” extinkcids egyiitthatd érték felhasznalasaval (Kellermayer és
Granzier, 1996), vagy a Bio-Rad Bradford Protein Microassay segitségével (Bradford,
1976) hataroztuk meg, borju szérum albumint (BSA) hasznalva standardként. A
TMRIA-koncentraciot a rodamin-jelolt titin  555-nm-en mért abszorbanciaja

segitségével szdmoltuk. Hogy a mintaban jelenlévd rodamin dimerek (Id. késdbb)

cre

guanidin-hidroklorid (GdnHCI) jelenlétében végeztik. A TMRIA extinkcios
egylitthatgjat TMRIA-oldaton = végzett —mérések alapjan  hatdroztuk meg
(ess5 = 59 000 cm™'M™).

A kapott mintakat a felhaszndlésig jégen taroltuk, mivel korabbi, gélelektroforézissel

végzett vizsgalatok alapjan a jégen tarolt minta heteken at stabil marad (Granzier és

Wang, 1993a).

3.4. Konfokalis mikroszkopia

tiveg mikroszkép feddlemezre (VWR Scientific, Media, PA) cseppentettiink, majd a
mintat 1 percig inkubaltuk. Az 1 perc elteltével a fedélemezt AB pufferrel mostuk. A
mérés sordn a feddlemezt és az arra kitapadt titinmolekulakat 100 pl puffer fedte.

Az livegfelszinre kitapadt fluoreszcens titinmolekulak leképezéséhez 1€zerpasztazo

konfokalis mikroszkopot hasznaltunk (Bio-Rad MRC-1024ES, Nikon Eclipse TE300
inverz mikroszkép, Nikon PlanApo 100x/1,4NA olajimmerzids objektiv). A mintat
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Ar-ion lézerrel (514 nm) gerjesztettik, a nyaldb intenzitdsat pedig 0,3-1%-ra
csokkentettiik (effektiv intenzitds 0,120 mW), hogy csokkentsiik a minta kifakuldsat. A
fluoreszcenciat egy 550 nm-es feliilateresztd sziiron at detektaltuk. A kifakulas tovabbi
csokkentése céljabol a mintapuffer 140 mM [-merkaptoetanolt tartalmazott.

Az tlivegfelszinre torténd kitapadéas kinetikdjanak vizsgélatdhoz 10 pl mintat kb.
20 ng/ml koncentraciora higitva egy iiveg fed6lemezre cseppentettiink, majd kiilonb6zo
ideig inkubaltuk. A megfeleld id6 elteltével a feddlemezt pufferoldattal lemostuk.

A digitalis képeket az NIH Image (v1.61, Wayne Rasband, NIH) képanalizalo

szoftver segitségével elemeztiik, sajat készitésli Pascal algoritmusok segitségével.

3.5. Kémiai denaturacios kinetika mérése egyedi molekulakon

A denaturdcios kinetika vizsgéalatahoz egy specidlis folyadék-ataramlasos cellat
készitettiink, amely lehetévé tette a felszin-adszorbealt molekuldkon a puffer-oldat

gyors cseréjét (8. abra).

Be- és kivezet6 fémcsovek

Szilikongumi csé
Uvegkorong Oldat be Oldat ki
Parafilm lap—¢ —= >
y e | - [T

2 2

S
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,/’ -— -
v L
Z & 7

Mikroszkop objektiv

8. dbra. Egyedi molekulak kémiai denaturacios kinetikajanak vizsgalatahoz készitett
folyadékaramlasos cella.

A cella aljat egy iiveg mikroszkop fed6lemez, tetejét pedig egy livegkorong képezte,
amelybe két furaton keresztiil egy-egy rozsdamentes fémbdol késziilt cso illeszkedett, a
puffer be- és kivezetéséhez. A cellat egy korong alakil parafilm lap segitségével
illesztettiik 0Ossze (8. abra), amelybdl egy hosszukas ,.folyosot” vagtunk ki (kb.
2x10 mm). A be- ¢és kifolyast szolgdlo csovek végei a ,,foly0sd” két végén illeszkedtek

a kialakitott celldhoz. Hogy biztositsuk a cella integritasat, a cellat dsszeéllitasa utan
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fokozatos felfiités mellett a parafilm réteg megolvadasdig melegitettik, igy a
megolvadt, majd megszilardult parafilm Osszeragasztotta a feddlemezt ¢és az
tivegkorongot. Hogy biztositsuk a parafilm jobb tapadasat, gyarilag tisztitott fedélemezt
hasznaltunk, az iivegkorong parafilmmel érintkez6 feliiletét pedig kalium-hidroxiddal,
majd alkohollal alaposan megtisztitottuk.

Denaturdans oldatként AB pufferben oldott, adott koncentraciéju guanidin-
hidrokloridot (GdnHCI) haszndltunk. Az oldatokat (puffer illetve denaturans oldatok) a
be- és kivezetd fémcsovekhez illeszkedd szilikongumi csdveken keresztiil, 1 ml-es
fecskenddk segitségével juttattuk a celldba. A cellat a mikroszkop targyasztalhoz
rogzitettiik, a leképezést a 3.4. szakaszban leirt modon végeztiik. A kisérlet kezdetén a
cellat pufferoldattal atmostuk, titint tartalmazé oldatot fecskendeztiink a celldba, majd
kb. 1 perces inkubdacios id6 elteltével a nem kotdédott molekuldkat kimostuk a cellabol.
A cella aljat képezd feddlemezre kitapadt molekuldk megfigyeléseink szerint
irreverzibilisen kotddtek a felszinhez, mivel a folyadékaramlas nem mosta le dket.

A nagyobb iddfelbontds érdekében az egyedi molekuldkon végzett denaturacios
kinetika mérésnél a mikroszkép vonal-pasztdzas (line scan) lizemmodjat hasznaltuk,
amelynek soran a késziilék az 512x512 pixel nagysagu teriiletnek csupan egy 512 pixel
szélességli vonalat pasztazza le Ujra és Ujra. Az igy elérhetd idéfelbontds 2-8 ps. A
pasztaizando szakaszt gy valasztottuk meg, hogy az athaladjon egy részecske
kézéppontjan, igy e modszerrel a molekulan 4thaladd tengely mentén kovettik a

fluoreszcencia intenzitast.

3.6. Titinmolekulak megnyujtasa

A titinmolekuldk megnytjtasa érdekében egy iiveg mikroszkép feddlemezhez
titinmolekuldkon keresztiil kotddott mikrogyongydket toltunk el egy pipettahegy
segitségével, ,,végigkarcolva” a felszint a heggyel.

A Kkisérletekben 3,18 um atmérdjii karboxilélt latex mikrogydngydket hasznaltunk
(SpheroTech, Libertyville, IL, USA), a gydngyok felszinét pedig T12 titin-ellenes
antitesttel vontuk be, amely a titin Z-csik fel6li végét képes megkdtni. Az igy
elokészitett mikrogyongyoket fluoreszcensen jelolt titint tartalmazd oldatban

inkubaltuk.
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A feliileti fesziiltségi erdvel torténd megnyujtds soran 100 ul 50% glicerint
tartalmazd jelolt titin oldatot cseppentettiink egy 5000 percenkénti fordulatszammal
porgd mikroszkdp feddlemezre. A feliilethez tapadt, megnyujtott titinmolekuldkat kb.
100 pl pufferrel fedtiik le.

A megnyujtas folyamatanak kovetésekor egy mikromanipulator (xyz piezoelektromos
transzlator (Burleigh)) segitségével egy mikropipettat nekinyomtunk egy fedélemezen
nyugvo, titinnel boritott mikrogyongynek, majd a mikropipettdt visszahuzva,

megnyujtottuk a hozza kotdédott, a pipettahegy és a gyongy kozott htizédo molekulat.

3.7. Spektrofotometria

A mintdk abszorpcios spektrumat Shimadzu UV-2100 tipust spektrofotométerrel
vettiik fel. A méréseket 1 cm optikai uthosszu kiivettakkal végeztilk. A spektrumok
felvételekor referenciaként minden esetben a vizsgalt anyagot (fehérjét, fluorofort) nem
tartalmaz6 puffert hasznaltuk.

A tomény TMRIA oldat abszorpciojanak mérésekor, a minta magas koncentracioja
miatt nagyon kis uthosszu kiivettara (cellara) volt sziikséglink. A magunk készitette
cellat két osszeillesztett mikroszkop feddlemez alkotta, amelyek kozé tavtartoként két

parafilm csikot helyeztiink (9. abra).

Pipetta
Parafilm csikok

A Uveg fedélemezek

9. abra. Rovid uthosszu fotometrias cellak készitésének vazlata.

Az igen rovid uthossz megvalositasa érdekében a gyari kiszerelésben 0,127 mm

vastagsagu parafilm réteget kb. 4-szeres feliiletiire nytjtottuk, igy az ebbdl kialakitott
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tavtartd csikok vastagsaga hozzavetdlegesen 30 um volt. A 9. abra szerint dsszeallitott
cellat felhasznalas el6tt a parafilm réteg megolvasztasaval ragasztottuk 0ssze. A cella
feltoltése soran a pipettaval a lemezek kozé adagolt rodamin oldatot a feliileti
fesziiltségi erd beszippantotta és megtartotta.

Mivel az igy elkészitett cellak Uthossza nem volt pontosan azonos, a celldk

segitségével felvett spektrumokat az 555 nm-en mért abszorbancia értékre normaltuk.

3.8. Fluoreszcencia spektroszkopia

A steady-state fluoreszcencia spektroszkdpiai vizsgalatokat Perkin-Elmer LS50B
tipust spektrofluoriméterrel végeztiik. A rodamin-jel6lt titin oldatdnak fluoreszcencia
gerjesztési és emisszids spektrumait 580 nm-es emisszios, illetve 550 nm-es gerjesztési
hullamhosszak, és 10-10 nm-es rések mellett vettiik fel.

A triptofan fluoreszcencia emisszios spektrumat 280 nm-es gerjesztési hullamhossz,
a triptofan fluoreszcencia intenzitasat ugyanezen gerjesztés, €¢s 340 nm-es emisszios
hullamhossz mellett mértiikk A gerjesztési és emisszios rések minden esetben 10-10 nm
sz¢lesek voltak.

A triptofan fluoreszcencia kinetikajanak mérésekor az intenzitast 0,1 masodperces
idéfelbontassal kovettiik. A denaturanst pipettaval adtuk a mintdhoz, majd a keveréket
pipettaval felszuszpendalva (~1s) homogenizaltuk, hogy elérjiik a kiivettaban az

egyenletes denaturdns koncentraciot.

3.9. Egyensulyi kémiai denaturacio

Na,HPOy4, 1,9 mM NaH,PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4). A denaturdns
(GuHCI) koncentracioja 0 és 6 M kozott valtozott, az oldatok 1 mM DTT-t
tartalmaztak. 1 ml denaturdns oldathoz 100 pl fehérjeoldatot adtunk, és egy €jszakan at
inkubaltuk (fehérje végkoncentracio ~ 0,01 mg/ml), hogy biztositsuk az egyensuly
bealltat.

keresztil kovettiik, abrazolva a fluoreszcencia intenzitas valtozasat a denaturans
koncentraci6 fliggvényében. Az adatok elemzését és a gorbeillesztést az Igor Pro 4.01

(Wavemetrics, Lake Oswego, USA) program segitségével végeztiik.
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3.10. Molekulak megnyujtasa er6méré atomeroé-mikroszkoppal

A mechanikai manipulacios kisérletekhez Molecular Force Probe tipusu (Asylum
Research, Santa Barbara, CA, USA) erémérd atomerd-mikroszképot hasznaltunk. A
méréseket vizes kozegben végeztiik: titin esetén AB pufferben, titin oktamerek esetén
PBS-ben. A fehérjeoldatot egy gyarilag tisztitott liveg mikroszkop targylemezre
cseppentettiik, és 10 percig inkubaltuk. A nem k&tddott molekulékat tobbszori, pufferrel
torténd mosassal eltavolitottuk. Mérés kozben a mintat kb. 200 pl puffer fedte.

A mérési elrendezést a 10. abra mutatja.

Rugélapka

I Ax— F = k Ax

Nyujtas iranya Molekula

Hegy
Felszin

10. abra. Molekulak atomerd-mikroszképpal torténé megnyujtasanak kisérleti vazlata. A

molekulat megnyujté erd a rugdlapka elhajlasabdl szamolhato.

A rugolapka alapjdnak fiiggéleges elmozdulasat egy linearis fesziiltségii
differencialis transzformator (linear voltage differential transformer, LVDT) (Asylum
Research, Santa Barbara, CA, USA) segitségével mértiikk. A rugolapka elhajlasat a
valtozasa alapjan méri. Az egyes molekuldkat megnyujté erdket a rugolapkak
elhajlasabol, a rugolapkak rugoallanddjanak (« ) ismeretében szamoltuk ki ( F =« - Ax).

A rugolapkak rugodallandoit minden egyes rugolapka esetén kiilon, termikus
kalibraci6 segitségével hataroztuk meg (Hutter és Bechhoefer, 1993). A rugéallandok
ily modon meghatarozott értékei a 0,04-0,06 N/m (40-60 pN/nm) tartomanyba estek.

A termikus kalibracio soran a rugdlapkat egy a kornyezetével termikus egyensulyban
1évo, egyetlen szabadsagi fokkal rendelkezé harmonikus oszcillatornak tekintjiik. Ez
esetben az oszcillator helyzete a termikus gerjesztések hatdsara fluktual. A rendszer
Ossz-energiaja k7, amely energia atlagban 1:1 ardnyban oszlik meg a mozgasi és

potencialis energia kozott. Ennek értelmében az atlagos potencialis energia
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lKsz = lkT , (1)
2 2
ahol x arugdallando, Ax pedig a kitérés. A rugdallando ekkor a
K= k—TZ (2)
(ax")

képlettel szamolhatd. Kellden nagy (a rezonanciafrekvencidt joval meghaladd)
mintavételi gyakorisaggal kdvetve a rugodlapka kitérésének idofiiggését (két szomszédos
maximalis kitérés kozott szamos kitérés értéket detektalva), és attérve az

id6tartomanybeli dbrazolasrol a frekvencia-tartomanybeli dbrazolasra, az eloszlés egy, a

rezonancia-frekvencidra centralt Lorentz-fliggvényt ad. A <Ax2> értéke ekkor a

frekvencia-tartomanybeli abrazolas soran kapott gorbe alatti teriilettel egyenld. Adott

rugolapka esetén x értéke a kisérletesen meghatarozott <Ax2>—frekvencia fliggvényre

illesztett gorbe alapjan szamolhato.
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4. Elméleti modellek és szamitasok

4.1. Polimerszerkezeti szamitasok

A polimerek meghatarozas szerint elemi egyégekbdl (monomerek) felépiild lancok.
Szamos biomolekula polimer: a legfontosabb példdk a DNS vagy a fehérjék, amelyek
alapegységei a nukleotidok illetve az aminosavak. A polimer ,alakja” vagy
,konformacioja” kifejezés alatt ennek a lancnak a térbeli vagy adott esetben sikban
torténd elhelyezkedését értjiik. Természetesen figyelembe kell venni, hogy a lanc
konformacidja idében valtozik, fluktudl, illetve hogy egy molekulapopuldcio esetén
szamos kiilonbozé konformacid fordul eld, ezért az alak jellemzése az esetek
tobbségében statisztikus leirdst, azaz adott paraméterek iddbeli vagy térbeli
atlagértékének megadasat jelenti.
véletlen sétatél (random walk) a ,,valos”, atomi szinti leirasig, amelyet szimuldcios
programcsomagokban hasznalnak. Munkankban a ,,féregszerti lanc” (wormlike chain,
WLC) modellt hasznaltuk, amelyet sikeresen alkalmaztak biomolekulak (DNS,
rugalmassaganak leirdsara. A ,féregszerti lanc” egy hipotetikus, hosszahoz képest
elhanyagolhatd vastagsagu linearis makromolekula, amelynek gobiilete folytonos, a
gorbiilet irdnya pedig minden pontban véletlenszerti (11. abra). A ,féregszer(i lancot”
az elmélet megalkot6ir6l Kratky-Porod lancnak is nevezik (Kratky és Porod, 1949).

A ,féregszeri lanc” modell a polimert egy meghajlithatd rudnak tekinti. A termikus
mozgas révén a rad egyes pontjaiba beleilitk6z0 olddszermolekuldk hatasara a rad
meghajlik. A meghajlds mértéke a rud hajlitomerevségétdl fligg: nagyobb, ha a rad
hajlitomerevsége kisebb, azaz flexibilitidsa nagyobb.

A rad hajlitdbmerevségét a perzisztenciahossz (P) jellemzi (Rivetti és mtsai, 1996):

EI
P= T 3)

ahol £ a Young-féle modulus, 7 a feliileti tehetetlenségi nyomaték (/7 = I y*d4, ahol y a

keresztmetszet dA feliiletelemének a keresztmetszet stlypontjan atmend vizszintes
tengelytdl mért tavolsaga), £ a Boltzmann-allando, T pedig az abszolut hdmérséklet. A

perzisztenciahossz fizikai jelentését talan jobban megvilagitja az alabbi meghatarozas: P
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az a hossz, amely mentén a lanc megtartja irdnyat, illetve a lanc hajlé mozgasai

korrelaltak. A pontos meghatarozast a kovetkezd képlet adja (Doi és Edwards, 1986):

N

<cos 9(s)> —e P , (4)
ahol @(s) a lanc két, egymastol s tavolsagra talalhatdo pontjaban huzott érintévektora
kozotti szog (11. abra), a < > jel pedig atlagértéket jelol. A képlet alapjan lathatd, hogy
a perzisztenciahossznal sokkal kisebb s tavolsag (s « P) esetén <cost9(s)> ~1, a 6(s)
sz0g zérus érték koril fluktual, tehdt a szakasz megtartja irdnyat, kozel egyenes. Az
ellenkez6, s » P esetben <cos 9(s)> ~ 0, vagyis a #(s) szdg egyenld valdszinliséggel

vehet fel barmilyen értéket 0° és 360° kdzott.

6(s)

11. abra. ,Féregszer( lanc”.

crer

illetve perzisztenciahossza (P) hatarozzak meg. Osszevetve a perzisztenciahosszt a lanc
kontirhosszaval (L), a polimereket harom csoportba sorolhatjuk: (1) merev polimerek,
amelyek esetén P sokkal nagyobb mint L (P » L, pl. mikrotubulusok), (2) félig-rugalmas
(szemiflexibilis) polimerek, ha P 6sszemérhetd L-el (P ~ L, pl. aktin filamentum) és (3)
rugalmas polimerlancok, ahol P sokkal kisebb mint L (P « L, pl. egyszala DNS).

A féregszerli lanc” esetén a rugalmassdg a szerkezetbdl illetve annak
rendezetlenségébdl ered. A kdrnyezettel torténd termikus kolcsonhatasok (litkozések)
kovetkeztében a lanc meghajlik, és csokkenteni igyekszik a végpontjai kozotti

tavolsagot. Minél nagyobb a ladnc flexibilitdsa, annal jobban 0Osszetekeredik,
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0sszegombolyodik. Az dsszetekeredett lanc csak kiilsé erd alkalmazasaval nytjthaté ki.
Flexibilisebb (kisebb hajlitdbmerevségii) lanc kinyudjtdsahoz nagyobb entrdpiavaltozas,
tehat nagyobb szabadentalpia-valtozas tartozik, ezért egy ilyen lanc kinyujtasdhoz
nagyobb munkavégzés sziikséges. Mivel a kinyujtott allapot rendezettebb, mint az
Osszetekeredett allapot, tigy is fogalmazhatunk, hogy a nyujtas soran a lanc szerkezeti
entropidja csokken. Az ilyen tipusu ladncokat ezért entropikus polimerlancoknak is
nevezik.

amely a lanc pontjainak a tomegkozépponttol vett atlagos tavolsaga. A giracids sugar
kozvetlen kapcsolatban van a lanc végpontjai kozotti tavolsaggal (Ry). Mivel mindkettd
statisztikus paraméter, azaz id6 fiiggvényében illetve egy adott idépontban molekularol

molekulara értékiik egy atlag koriil ingadozik, a leirdsok soran ezek atlagértékét,

pontosabban négyzeteik atlagat (<Ré> ,<R§>) hasznaljak. A kettd kozotti kapcsolat a

kovetkezo (Cantor és Schimmel, 1980):
R?)

(R:)= <T 5)

Haromdimenzids alakot feltételezve, a végpontok kozotti atlagos négyzetes tavolsag

a kovetkezo képlet alapjan fligg L-t61 és P-t6l (Flory, 1989; Rivetti és mtsai, 1996):

(R2) = 2PL[1 —%[1 - eVﬁD. (6)

L

(1) ha P«L (P/L«l), akkor <R§>:2PL (az eredmény az e © tag

A két hatareset a kovetkezo:

2 3
X X , e 7 sz 7 1
e’ =l+x+ T B +... képlettel torténd sorbafejtésével kaphatd meg),

(2)ha P» L (P/L » 1, a merev rud esete), akkor <R5> =I.

Minél rugalmasabb egy polimer, annal kisebb teriiletre huzddik ossze feliiletre vald
kitapadaskor, és annal kisebb lesz a lanc végpontjai kozotti tavolsag. Ez esetben a
polimer alakja kétdimenzios lesz, és az egyensulyi allapotban a polimer végpontjai

kozotti atlagos négyzetes tavolsag (Rivetti és mtsai, 1996)

<Rj>2D = 4PL(1 - ZTP[I - e’% D . (7)
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A P « L (P/L « 1) hataresetben a fenti kifejezés az <R5>2D =4PL értékhez tart.

4.2. Az optikai felbontoképesség hatasa

Fluoreszcensen jeldlt molekulak vizsgalatakor figyelembe kell venniink, hogy a
fehérjelanc-szegmensek csak akkor kiilonitheték el a mikroszkopos képen, ha a
kozottik 1évé tavolsag nagyobb, mint a mikroszkop felbontasi hatara. Pontszer(i
fényforrasokra a legkisebb felbonthato tavolsag:

0612

dmin
NA

; (8)

ahol A a fény hulldmhossza, N4 pedig a hasznalt objektivlencse numerikus aperturaja.

4.3. Részecskék szubsztratfelszinre torténé kitapadasanak kinetikaja

Az aldbbiakban megadjuk az Osszefliggéseket, amelyek alapjan részecskék oldatbol
szubsztratfelszinre torténd kitapadasi kinetik4ja alapjan meghatarozhat6 azok diffuzios
allandgja. Targyaldsunk Lang és Coates, valamint Rivetti és mtsai (Lang és Coates,
1968; Rivetti és mtsai, 1996) cikkein alapul.

Tekintsiink egy homogén oldatot, amely egy sik szubsztratfelszinnel érintkezik. Az x
koordinata kezdOpontja a felszinen talalhato, és értéke a felszint6él merdleges iranyban
torvényének egydimenzids alakja irja le:

o’n 1 on
———=0 (x>0,t>0), 9
ox* Dot ( ) ©)

ahol D a részecskék diffuzios allandoja. A ¢=0 iddpillanatban (x> 0) az oldat

koncentracidja n(x,f)=n,. Amennyiben mas erdk, pl. aramlas, vagy iilepedés
kizarhatok vagy elhanyagolhatok, a részecskék mozgasat kizarolag a hdmozgas hajtja,
¢s diffuzid utjan juthatnak el a felszinhez. Feltételezziik, hogy az oldatban talalhato
részecskék irreverzibilisen kotddnek és rogzitve maradnak a felszinen, ezért a felszinen
az oldott allapta molekuldk szdma mindvégig: n(x,z)=0 (x =0, > 0).

Az egységnyi feliiletre (1 cm?) kitapadt részecskék teljes szamat ( n »(t)) akovetkezd

Osszefliggés adja:

37



Elméleti modellek és szamitasok

_np(t):"f{l__n(x,t)}ax (10)
n, 0 n,
Megoldva a (9) egyenletet €s behelyettesitve az eredményt a (10) egyenletbe:
ne (1) _ 4_D\/; (11)
1, V4

Ezek alapjan a felszinre kitapadt részecskék szaménak idofiiggését és a kezdeti
koncentraciot, meghatarozhat6 a részecskék diffuzios allanddja. A (11) egyenletben
megadott eredmény a kovetkez0 feltételekkel érvényes (Lang és Coates, 1968):

(1) A részecskék felszinre torténd eljutasdhoz nem jarul hozzd aramléas (pl.
homérsékletkiilonbségbdl eredd héaram). Amennyiben ez az eset allna fenn, az n,. (¢)
nem az id6 2-edik, hanem ennél nagyobb vagy kisebb hatvanyéval lesz aranyos, az
aramlas irdnyatol fiiggden.

(2) A részecskék irreverzibilisen kotddnek a felszinhez. Ha a kitapadt részecskék
adott valoszinliséggel levalhatnak a felszinr6l, az n,(¢#) vérhatéan f-nek '2-tdl
kiilonb6z6 hatvanyaval lesz aranyos.

(3) Az tilepedés nem jarul hozza a részecskék felszinre torténd eljutasdhoz.

(4) A részecskék oldata elegendden hig. Ellenkezd esetben a diffuzids allando
koncentraciofiiggése miatt a (9) egyenlet nem érvényes. Az alacsony koncentracio
biztositja azt is, hogy a felszin ne telitddjon részecskékkel.

Egy entropikus polimerlanc esetén a diffuzids allando kapcsolatba hozhato a lanc

konttirhosszaval (L) és perzisztenciahosszéaval (P) (Higuchi és mtsai, 1993):

1/2
D= kT 1+ 1,84(Lj (12)
3znL 2P

ahol k& a Boltzmann-alland6, 7 az abszolit hdmérséklet, » pedig az oldoszer

viszkozitasa.

4.4. Termodinamikai stabilitasi paraméterek meghatarozasa

egyensulyi denaturacios mérések alapjan

A fehérjestabilitds  vizsgalatanak  egyik  elfogadott moddszere valamely
spektroszkopiai paraméternek a kémiai denaturans (leggyakrabban guanidin-hidroklorid

vagy urea) koncentracio fiiggvényében torténd mérése. Ehhez egy olyan
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spektroszkopiai jel sziikséges, amelynek értéke kiilonbozo a fehérje nativ és denaturalt
allapotaban (Eftink, 1994).

A fehérjén beliili triptofan aminosavak fluoreszcencidjanak intenzitdsa eleget tesz
ennek a kovetelménynek, mivel igen érzékeny a triptofan aminosav kornyezetében
bekovetkezett valtozdsokra, valamint azzal az eldnnyel is bir, hogy belsd (intrinsic)
fluoreszcens jel 1évén, nem sziikséges a vizsgalando fehérjét fluoreszcensen megjeldlni.

A termodinamikai elemz0 modszerek koziil az egyik legelterjedtebb a linearis
extrapolacidos modszer (linear extrapolation method, LEM). A mddszer alapja az, hogy
a kitekeredéshez tartozd szabadentalpia valtozds (AG) a denaturdns koncentracio
linearis fliggvénye (Greene €s Pace, 1974). A fehérje stabilitasat jellemz6 mennyiség a
zérus denaturans koncentracié mellett a kitekeredéshez tartozo szabadentalpia valtozas

(AG, ), amely a denaturans koncentracid fliggvenyeben abrazolt AG gorbebdl

lineéris extrapolacid soran kapott tengelymetszet.
A fehérjedenaturacio legegyszeriibb modellje az Gn. kétallapotu rendszer, amelyben a

denaturacio a nativ (N) és denaturalt (D) allapot kdzotti reverzibilis atmenetként foghato

fel: N—D. Kémiai denaturdcid esetén a reakcido egyensulya ndvekvd denaturans

koncentracio mellett a denaturalt allapot felé tolodik el.
A reakcid egyensulyi allanddja:

[N] F,-F

D] F-F,’

(13)

ahol [N] és [D] a nativ és denaturalt allapotban 1évé molekulak koncentracidja, F, Fp
¢s F pedig a nativ és denaturdlt allapothoz tartozo, illetve a mért fluoreszcencia
intenzitas.
A denaturaciohoz tartozd szabadentalpia valtozas a denaturans koncentracio linearis
fliggvénye:
AG =-RTInK =AG, , —m-[denat]. (14)
A (13) és (14) egyenletek alapjan K =1 érték mellett (a fehérje 50%-a denaturalodott)
AG=0,igy
AGy , =m-[denat]y,, (15)

ahol [denat],,, az a denaturans koncentracio amely mellett a fehérjemennyiség fele

denaturalodik (Pace, 1986).
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Feltételezve, hogy a nativ és denaturdlt allapotokhoz tartozo fluoreszcencia
intenzitasok lineéris fiiggvény szerint maguk is fiiggnek a denaturans koncentracidjatol,
azaz

F, =F, +s,[denat] és F, = F +s,[denat], (16)
a (12)-(15) egyenletek felhasznalasaval levezethetdé a fluoreszcencia intenzités

denaturans koncentraciotol valo fiiggése (Clarke és Fersht, 1993):

(F\ +s,[denat])+ (Fy +s,[denat])-exp m([denat]-[denat]sy, )

RT
F= , (17)
I+ exp m([denat]-[denat]s, )

RT

ahol R az egyetemes gazallando (1,9872 cal/mol-K), T pedig az abszolut hdmérséklet.
Az egyensulyi denaturdciés mérések soran meg kell mérniink a fluoreszcencia

intenzitast kiillonb6z6 denaturans koncentraciok mellett, majd a kapott pontokra a (17)

egyenlet 4ltal meghatarozott gorbét illesztve megkapjuk az Fy, s, Fy, Sy, m,
[denat],,, értékeket. A fehérje stabilitasat jellemzd zérus denaturans koncentraciohoz
tartozo kitekeredesi szabadentalpia valtozas (AG, ,) ezen parameéterek ismeretében a

(15) képlettel szamolhato.

4.5. Mechanikai stabilitasi paraméterek meghatarozasa molekulak

atomerd-mikroszkoppal torténdé megnyujtasa alapjan

Molekuldk atomerd-mikroszkoppal torténd megnyuajtdsa sordn egy kicsiny
rugoallandéju rugolapkara rogzitett nagyon hegyes tlit hozzaérintenek az adott
fehérjével bevont felszinhez, majd ennek visszahuzasakor megnyujtjak a ti €s a felszin
kozott kifesziild molekulat.

A molekulat feszité erdt a végpontok kozotti (tii-felszin) tavolsag fiiggvényében
abrazoljak. Moduléris szerkezetli fehérjék (pl. titin) esetén, ha a nyujtds soran a
feszitéerd elér egy adott értéket (12. abra, 2. pont), a modulok egyike kitekeredik
(12. abra, 3. pont). Ekkor a kitekeredett modul hossza hozzdadodik a megnyujtott
fehérje hosszdhoz, az erd pedig hirtelen lecsokken. A nyujtast tovabb folytatva, a
fehérje fennmaradé részének teljes kinyulasat (12. abra, 4. pont) kdvetéen egy jabb
modul tekeredik ki, az erd ujra lecsokken. Mindez az utols6 modul kitekeredéséig

illetve a fehérje tlirdl vagy felszinrdl torténd leszakadasaig folytatddik.
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megnyulas

12. abra. Modularis fehérjék megnyujtasakor medfigyelt flirészfog-szeril er6-megnyulas gérbe
csucsai az egyes modulok sorozatos kitekeredésének felelnek meg (Fisher és mtsai, 1999
alapjan).

Az az erd, amelynél az egyes domének kitekerednek, jellemzi az illetd domén
mechanikai stabilitasat. Fontos azonban, hogy a kitekeredési erd nagysdga fiigg a
terhelési sebességtdl (az erd novekedésének sebességétdl). A jelenség oka az, hogy a
megnyujtds nem-egyensulyi folyamat, amelynek soran az eré gyorsabban nd, mint
ahogyan azt a molekula kitekeredése kdvetni tudna. Minél nagyobb a terhelési sebesség,
anndl tdvolabb van a rendszer az egyensulyi folyamattol. Az elméleti szamitasok szerint
a kitekeredési erd linearisan filigg a terhelési sebesség logaritmusatdl (Evans és Ritchie,
1997), amely Osszefiiggést a kisérletek is igazoltak (Rief és mtsai, 1997).

A kémiai denaturdacidhoz hasonldéan, a mechanikai denaturaci6 legegyszeriibb
modellje a kétallapott rendszer. Egy ilyen rendszerben a mechanikai denaturaci6 soran
a molekula nativ allapotbol egy (erd hidnyaban) E, energiagattal (aktivalasi energiaval)
jellemzett atmeneti allapoton keresztiil jut el a denaturalt allapotba (13. abra). A

vizszintes tengelyen mért reakcidkoordinata ez esetben a megnyujtas tavolsaga.
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\ atmeneti éllapot

nativ

allapot LL

hianyaban (kék) és jelenlétében (piros).

A kitekeredési sebességi allandd az energiagat magassagdval van kapcsolatban.
Kiils6 erd hidnyaban:

Eﬂ

ky = wge T, (18)
ahol @, egy pre-exponencialis allando, k£ a Boltzmann-allando6, T pedig az abszolut
hémérséklet.

A haté mechanikai eré (F) az energiaprofilt oly modon torzitja, hogy hatisara az
energiagat magassaga FAx értékkel csokken, ahol Ax az 4tmeneti allapot nativ allapottol
mért tdvolsaga. Kisebb Ax azt jelenti, hogy az atmeneti allapot inkabb a nativ allapothoz
hasonl6, nagyobb Ax pedig hogy inkdbb a denaturalt allapottal mutat hasonloésagot. A
kiterekedés sebességi allandoja (k) ez esetben (Bell, 1978; Evans és Ritchie, 1997):

_ E,~FAx

k,=we (19)

A mechanikai denaturicionak aldvetett molekulat kétallapotu rendszerként tekintve,
a kitekeredési erd terhelési sebességtdl valod fliggése ismeretében informaciot kaphatunk
a denaturacidhoz tartozo energiaprofilrol. A kitekeredési eré és a terhelési sebesség
kozott felirhatd explicit 6sszefiiggés (Strunz és mtsai, 2000; Guthold és mtsai, 2001)
alapjan az adott fehérje mechanikai denaturdcios szabadentalpia profiljanak paraméterei

(k, és Ax) analitikailag is meghatarozhatok. A kisérletekben azonban csak a nyujtasi

sebesség (a ti felszintdl valo tavolodasanak sebessége) mérése megoldott, ezért a fenti
paraméterek meghatdrozdsdra numerikus Monte-Carlo szimuldciokat hasznalnak,

amelyekben a kezddértékként megadott paraméter-értékeket addig valtoztatjak, amig a
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szimulalt gorbe a lehetd legjobban megkdzeliti a mérési adatokat (a szimuldcio

részleteit 1d. Rief és mtsai, 1997). A k, a kitekeredési erd - log(terhelési sebesség)

egyenes tengelymetszetét, a Ax pedig az egyenes iranytényezOjét hatdrozza meg.
Nagyobb Ax érték esetén a kitekeredési erd nagysdga nagyobb mértékben fligg a

terhelési sebesség valtozasatol.
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5. Eredmények és kovetkeztetések

5.1. Felszin-adszorbealt titinmolekulak mérete és alakja

Fluoreszcensen jeldlt, egyedi, livegfelszinre kitapadt titinmolekuldkat vizualizaltunk
konfokalis mikroszkop segitségével (Grama és mtsai, 2001b). A fluoreszcensen
megjeldlt titinmolekulak leképezése lehetové teszi a molekula alakjanak és méretének
vizsgalatat, mivel a lanc mentén elhelyezkedd fluororforok elvileg ,kirajzoljak™ a lanc
alakjat.

A konfokalis mikroszkoppal készitett képeken az iivegfelszinre kitapadt fluoreszcens

titinmolekuldk kiilonallo, fényes foltokként jelentek meg (14. abra).

14. abra. Uvegfelszinre kitapadt fluoreszcensen jeldlt titinmolekulak konfokalis mikroszkopos
képe. Bal oldalon a kijelolt teriilet intenzitasprofilja lathato.

Képanalizis soran a foltokra ellipsziseket illesztettiink, és meghataroztuk az
ellipszisek kis és nagytengelyét. A tengelyek aranya az egyes foltok esetén kozel 1 volt,
tehat a foltok jo kozelitéssel kor alaktiak. Mindazonaltal, a tengelyhosszak nagyobb
értékei esetén (0,6 um folott) a kis- és nagytengely ardnya egytdl eltéré volt, ami arra
utal, hogy ezek a foltok két, vagy tobb szorosan egymas mellett elhelyezkedd, és igy
nem felbonthaté molekula képei.

Ahogy a 14. abra is sugallja, az egyes részecskék képei mentén megfigyelt
intenzitaseloszlas hasonld egy pontszerli fényforrds leképezése esetén tapasztalt
diffrakcios képhez, az elhajlasi koronghoz. Aldtdmasztja ezt a megfigyelést az, hogy a
részecskék képének atmérdje mentén mért sziirkeintenzitds profil jol illeszthetd egy

Gauss-fiiggvénnyel (15a. abra).
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15. dbra. Egy folt mentén mért intenzitaseloszlas és az arra illesztett Gauss-fuggvény (a). A

foltok atmérdinek (b) és csucsintenzitasanak (c) eloszlasai.

A foltok atmér6jét a részecskék esetén meghatarozott  Gauss-profil
félértékszeélességeként hataroztuk meg. Az ily moédon szamitott atmérdk hisztogramja
(15b. abra) az atmérd értékek igen keskeny eloszlasat mutatja a 0,29 um atlagérték
koril (SD = 0,04 um, n = 873). Osszehasonlitasként, korabban 0,3-0,5 pm-es atlagos
atmérot irtak le Cy3 festékkel jelolt titinmolekulak esetén (Tskhovrebova és Trinick,
2000). A részecskék képének atlagos atmérdje (0,29 um) ezek szerint 6sszemérhetd az
altalunk hasznalt mikroszkép rendszer felbontoképességével (dyi, = 0,25 um). Az
atméro értékekkel szemben az egyes foltok csucsintenzitdsa viszonylag széles hatarok
kozott valtozik (15¢. abra).

Az, hogy a csucsintenzitasoktol fliggetleniil, a részecskék képének atmérdje kozel
azonos, ¢és Osszemérhetd a hasznalt mikroszkép felbontoképességével, arra enged
kovetkeztetni, hogy a titimolekuldk altal a feliileten elfoglalt teriilet &tméréje kisebb

mint a mikroszkop felbontdképessége.

45



Eredmények és kovetkeztetések

Az, hogy a foltok atlagos atmérdje valamelyest meghaladja a felbontoképességet
(0,29 > 0,25), részben megmagyarazhatd a részecskék képének elemzését megeldzo
digitalis szlirési 1épéssel (simitds), amely az effektiv feloldoképességet csokkenti. A
megfigyelt, viszonylag széles csucsintenzitas intervallum a kovetkezd hatdsokkal
magyarazhato: (1) multimolekularis aggregatumok jelenléte, (2) a titin mind T1, mind
T2 formajanak jelenléte a mintdban (teljes titin és proteolitikus fragmentum), amelyek
molekulatomege, igy lanc-hosszlisaga is eltérd, (3) eltérd jelolési arany kiilonbozd
molekulak esetén, (4) a nem-fluoreszkalé rodamin dimerek kiilonb6z6 aranya az egyes
molekuldk esetén (1d. 5.6. szakasz).

A fentiek értelmében az iivegfelszinre kitapadt fluoreszcens titinmolekulak mérete
nem oldhato fel az altalunk hasznalt rendszerben, megadhatod viszont méretiiknek egy
fels6 korlatja. A titinmolekula giracids sugara (Rg) ezek alapjan sziikségképp kisebb

kell hogy legyen, mint a legkisebb feloldhato részecske sugara (dyin/2 = 0,125 pm). Az
(5) egyenlet alapjan szdmolt, atlagos végpontok kozotti tdvolsag (1/<R5>) ez esetben

nem haladhatja meg a 0,3 um-t. A ,,féregszer(i lanc” modell alapjan, és a titinmolekula
irodalomban kozolt paraméterei felhasznédldsaval (konturhossz: L =1 um (Nave és
mtsai, 1989), perzisztenciahossz: P = 15 nm (Higuchi és mtsai, 1993), a (7) képlet
segitségével szamitott varhatd atlagos végpontok kozotti tavolsag 0,24 pum. Ez
Osszhangban van az altalunk az atlagos végpontok kozotti tdvolsagra meghatarozott

felso korlattal (0,3 um).

5.2. A titin felszin-adszorpcidjanak kinetikaja

Annak érdekében, hogy meghatirozzuk a fluoreszcensen jelolt titinmolekuldk
diffuzidés allandojat, és megvizsgaljuk az oldatbol a feliiletre torténd kitapadast vezérld
folyamatot, megmértiik a felszinre torténd kitapadas kinetikajat (Grama és mitsai,
2001b).

A mérés soran meghataroztuk a molekuldk szadmat, amelyek egy titin-oldat cseppbdl

egy liveg feddlemezre kitapadnak, kiilonb6z6 inkubacios idok alatt.
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16. abra. Egységnyi felliletre kitapadt titinmolekulak szamanak a kezdeti
molekulakoncentracioval normalt értéke az id6 fliiggvényében (logaritmikus és lineéris
abrazolas).

A 16. abra logaritmikus skaldn dbrazolja az n, /n, ardnyt az inkubacios 1d6 ()
fliggvényében, ahol ny az egységnyi feliiletre (1 cm?) adszorbealodott molekulak szama,
no pedig a kezdeti molekulakoncentracié (molekulak szama/cm’, =0 iddpillanatban).
A kisebb abra ugyanazt az adatsort abrazolja linearis skalan.

A mérési pontok jol illeszthetdk az n,/n, =a-t" fliggvénnyel (r=0,93). Az
illesztés alapjan az iddvaltozd kitevdjére kapott 0,48-as érték kozel megegyezik a
diffuzié altal hajtott folyamatra elvart 0,5-0s értékkel, ami arra utal, hogy a molekuldk
felszinre torténd transzportja kizarolag diffuzidovezérelt folyamat, és hogy a molekuldk
irreverzibilisen kotddtek a felszinhez (1d. 4.3. szakasz, (11) egyenlet).

A (11) egyenletnek megfelelden az illesztés alapjan meghatarozhato a titin diffuzios
allandoja (D), amelyre a 4,8-10% cm?/s értéket kaptuk. Ez az érték osszemérhetd, de
alacsonyabb mint a titin korabban mas modszerrel meghatarozott diffuzios alland6janak
hémérséklet-korrigalt értéke (6,0-10® cm?/s, (Higuchi és mitsai, 1993). Az eltérés
lehetséges oka, hogy (1) az altalunk hasznalt mintaban magasabb volt a T1 titin forma
(a nagyobb méretti, teljes titin) ardnya, €s (2) a tisztitd centrifugalasi 1épés ellenére kis
mennyiségben aggregatumok voltak jelen a mintdban. Mindkét ok a latszolagos

diffuzids allandé novekedését eredményezi.
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A (12) egyenlet alapjan, a diffuzios alland6 ismeretében megbecsiilhetd a nativ
titinmolekula perzisztenciahossza (P), amelynek értéke az altalunk kapott diffuzios
allando felhasznalasaval, és 1 um kontirhosszat feltételezve (Nave és mtsai, 1989)
26 nm. Ez az érték meghaladja a nativ 3-connectinre (T2 titinre) az irodalomban kozolt
értéket (15 nm, (Higuchi és mtsai, 1993)), de nem 4all ellentmondéasban a titin felszinen
elfoglalt méretének altalunk meghatarozott felsd korlatjaval (I1d. 5.1. szakasz).

A perzisztenciahossz fentebb meghatarozott értékét, a diffizios allandd értékéhez
hasonl6an mindazonaltal érdemes koriiltekintéssel kezelni. A titin aggregéacid hatékony
csokkentése, illetve a titin koncentracid pontosabb meghatarozasa lehetdvé teheti, hogy
a molekulak felszinre jutdsi kinetikajanak mérésével pontosabb becsléseket kapjunk a

titinmolekula fizikai paramétereire.

5.3. Megnyujtott, felszin-adszorbealt titinmolekulak vizsgalata

Annak érdekében, hogy megnyujtott, fluoreszcensen jelolt titinmolekuldk
mikroszkopos képét vizsgaljuk, a titinmolekuldkat két kiilonb6zé mddszerrel nyujtottuk

meg (Kellermayer ¢s Grama, 2003).

b
Titinnel boritott
mikrogydngy
Mozgatas
iranya
e
Fedblemez

17. abra. Titin megnyuijtasa titinnel bevont mikrogyéngyok elmozgatasaval.

a. Fluoreszcensen jeldlt titinnel boritott latex mikrogydngydket abrazold konfokalis
mikroszkoppal készilt felvétel. A skalaszakasz 3 uym hosszu. b. A kisérlet vazlata: a
fluoreszcens titint hordozd mikrogydngyét a felszinre helyezést kdvetden oldaliranyban
elmozgattuk, egy pipettahegyet huzva végig a felszinen.

Elsdkeént egy livegfelszinre elhelyezett, titinnel boritott mikroszkdpos latex gyongyot
toltunk végig a felszin mentén, megnytjtva ezaltal azokat a titinmolekuldkat, amelyek
egyik része a felszinhez tapadt, masik vége pedig a gyongyhodz rogzitve maradt. A

hasznalt latex mikrogydngyok egy csoportjarol késziilt konfokalis mikroszkdopos képet a

17a. abra, a kisérlet vazlatat pedig a 17b. abra mutatja.
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A mikrogyongyokrol torténd leszakadast megelézden a megnyujtott titinmolekuldk
hosszuk mentén az livegfelszinhez tapadtak, és ily modon a felszinhez vald kotddés
mintegy rogzitette a megnyujtott konfiguraciot. Az igy megnyujtott és a feliiletre
adszorbealt titinmolekuldk a konfokalis mikroszképpal késziilt felvételeken
gyongyfiizérhez hasonlo képet mutattak (18. abra), amelyeken a fényes foltok sorozata
lathatd, valamint az ezeket Osszekotd halvanyabb fluoreszcencidju szakaszok. A
tengelymenti fluoreszcencia intenzitdseloszlast abrazold hisztogramon (18. abra) a
csucsok és volgyek megfelelnek a magas illetve alacsony intenzitasti részeknek. A

megnyujtott titin szakaszok atlagos hossza 2,1 um (£ 0,9 SD, n = 53) volt.
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18. abra. a. Megnyujtott, felszin-adszorbealt TMRIA-titin molekulak konfokalis mikroszképos
képei. A skalaszakasz 1 um hosszu. b. Az a.iv. abran lathaté molekula tengelye mentén mért
intenzitasprofil.

Egy masik modszert alkalmazva, fluoreszcensen jelolt ¢€s felszinre tapadt
titinmolekuldkat nytjtottunk meg feliileti fesziiltségi erd segitségével (19a. abra). Egy
folyadékcsepp visszahtizodd meniszkusza altal a molekulara hat6 erd az F = ynd
képlettel szamolhatd, ahol y a folyadék feliileti fesziiltsége, d pedig a molekula-

filamentum atmérdje. Ilyen koriilmények kozott a titin szakaszokra hato erd elérheti a
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tobb szdz pikonewtont (Tskhovrebova és Trinick, 1997), bar az eré hatasideje igen
rovid, mivel a meniszkusz a molekula hossza mentén a masodperc tortrésze alatt
végigvonul (Tskhovrebova ¢és Trinick, 1997). A fenti modon megnyujtott
titinmolekulakrol késziilt fluoreszcens képek (19b. abra) a 18. abrdhoz hasonldan

gyongyfiizér-szerii alakzatokat mutatnak.

Nyujtas iranya ———» a

19. abra. Titinmolekuldk megnyujtasa fellleti feszultségi erd segitségével. a. A kisérlet vazlata.
b. Megnyuijtott molekulakrol késziilt felvételek. A skalaszakaszok hossza 1 um.

A megnyujtott titinmolekuldk fluoreszcens képe tehat a két kiilonbdzé modszerrel
torténd megnyujtast kovetden alapvetéen hasonlénak adddott. Milyen szerkezeti
elemeknek felelhetnek meg az intenziv illetve a halvany fluoreszcencidji részek? A
halvany, alacsony fluoreszcencidju szakaszok valdsziniileg a PEVK szakasz, valamint
kitekeredett globularis domén-sorozatok képei. Ezt tdmasztja ala, hogy a képen lathato
filamentumok hosszabbak mint a nativ titinmolekula hossza (~1 um, (Nave és mtsai,
1989)). Egy ilyen talnyulds csak a PEVK szakasz megnytlasaval vagy domének
sorozatanak kitekeredésével magyarazhat6. A PEVK szakasz teljes megnyulasa kb.
0,8 um-el jarul hozz4 a titin megndvekedett hosszahoz (Labeit és Kolmerer, 1995), ezért

a megfigyelt 2,1 pm-es atlagos hosszak kialakuldsdban a domén-kitekeredés is szerepet
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kell hogy jatsszon. Az alacsony fluoreszcencidju régidk jelenlétének Ilehetséges
magyarazatai a fluorofor-kétéhelyek hianya, vagy a fluoroférok ,.kihiguldsa” ezeken a
szakaszokon. Mivel a PEVK-szakasz egyaltalan nem tartalmaz SH-csoportokat (cisztein
aminosavakat) (Labeit és Kolmerer, 1995), ezért elvileg nem jeldlodhet fluoreszcensen
TMRIA-val, és a mikroszkopos képeken varhatdan egy, a fluoreszkalo titin szakaszokat
megszakito sotét részként jelenik meg. A képeken mindazonaltal nem egy, hanem t6bb
halvanyabb szakasz jelenik meg. Ezen tovabbi szakaszok jelenlétére a kitekeredett és
megnyult globularis domének adhatnak magyarazatot, amelyek mentén a kisebb helyi
fluorofér koncentracié miatt halvanyabb a fluoreszcencia.

A viltakozo fényes ¢és halvany szakaszok magyarazatdra mds mechanizmusok is
kinalkoznak: (1) a fényes foltok elvileg lehetnek kiilondllo titinmolekuldk képei,
amelyek a gyongyrdél véalnak le amint az tovacsuszik az iivegfelszin mentén, (2) a
filamentumok egynél tobb molekulat tartalmaznak, (3) a halvany szakaszok nem
kitekeredett részek, ahol a helyi jel6lési ardny igen alacsony vagy zérus.

Az els6 esetben a filamentum-szerli kép nem jelentene mast, mint a gyongy utjat a
felszinen, nem pedig egy titinmolekuldt. Ez a mechanizmus mindazonaltal nem
valoszintii, mivel a feliileti fesziiltségi erd segitségével megnyujtott €s felszinre kitapadt
titinmolekulak esetén ehhez nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk.

Mivel a titinmolekuldk valdban képesek oligomereket kialakitani, kialakulhatnak
egynél tobb titinmolekulabol allo csoportok. Dimerek és trimerek kialakuldsat irtdk le
Tskhovrebova és mtsai (Tskhovrebova és Trinick, 1997) feliilleti fesziiltségi erdvel
megnyujtott titinmolekulak esetén. A 19b.iv. abran lathaté filamentum példaul a hossza
alapjan valdszinli, hogy titin oligomernek felel meg. A fluoreszcencids képalkotas
segitségével azonban nehéz kiilonbséget tenni az egyedi titinmolekuldk ¢és az
oligomerek kozott. A titin oligomerek pontszimmetridja miatt azonban (a titin bi- vagy
multimolekuléris komplexeiben a molekulak egy ponton, nagy valdsziniiséggel az M-
csik feldli végiikon kapcsolodnak ossze (Kellermayer és mtsai, 2003)), a sorbakapcsolt
titinmolekuldk szidma valésziniileg nem tobb ketténél. Igy, a leképezett titin
filamentumok esetén sem valoszinli, hogy a filamentum mentén ketténél tobb
titinmolekula helyezkedjen el.

A harmadik lehetdség szerint a valtozé molekula-menti jel6lési arany miatt alakul ki
a heterogén intenzitaseloszlas a molekula hossza mentén. A fluoreszcens jeldlés sordn

hasznalt TMRIA és TRITC fluoroforok cisztein ill. lizin aminosavakhoz kotddnek. A
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cisztein €s lizin aminosavak relativ frekvencidjat a titin szekvenciaja mentén a 20. abra

mutatja.
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20. abra. A cisztein és lizin aminosavak relativ frekvenciaja a titin szekvenciaja mentén.

A titin szekvencidja mentén atlagosan 15 (£7, SD) cisztein aminosav jut 1000
aminosavra, kivéve a PEVK régiot, amely nem tartalmaz ciszteineket. A lizin atlagos
frekvenciaja 86 (£21, SD) / 1000 aminosav, kivéve a PEVK régiot, amelyben a lizin
aranya joval magasabb. Figyelembe véve, hogy a cisztein €s lizin aminosavak aranya a
titin szekvencidja mentén kozel allando (leszamitva a PEVK szegmenst), és feltételezve,
hogy azok azonos mértékben hozzaférhetdek a jeloldk szamara, feltételeztiik, hogy a
titinmolekuldkat a lanc mentén egyenletesen jeloltiik meg. Az elért jelolési aranyok
esetén minden masodik-harmadik doménre jutott egy fluorofor. Mivel a kétféle
rodamin-szdrmazékkal jelolt titin esetén alapvetden hasonld eredményeket kaptunk, a
dolgozatban kizarolag a TMRIA-titin felhasznalasaval végzett méréseket targyaljuk. Az
elért jelolési arany ezen minta esetén 80-140 TMRIA molekula/titin kozott valtozott. A
jelolési aranyt elvileg a fluorofor kotdhelyek (TMRIA esetén SH-csoportok) helyi
koncentracidja hatarozza meg. Bar a cisztein eloszlds a szekvencia mentén kozel
egyenletes (kivéve a PEVK szegmenst), el6fordulhat, hogy egyes kotdhelyek nem
hozzaférhetéek a jelold szamara. Ebben az esetben annak a feltétele, hogy egy ilyen
nem jelolodott szegmens feloldhato legyen, az, hogy a hossza nagyobb kell hogy legyen
mint a mikroszkép felbontdsi hatdra (~0,25 pm). Ha egy domén hosszat a linker
régioval egyiitt 5 nm-nek tekintjiikk (Trombitds és mtsai, 1998a; Trombitds és mtsai,

1998b), egy 0,3 um hosszusagu nativ domén-sorozat kb. 60 domént tartalmaz. Ha a
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halvany fluoreszcenciaji részek valoban nem jelolodott szakaszoknak felelnek meg,
akkor legalabb 60 doménbdl allé szakaszoknak kell léteznilik a titin ldnc mentén,
amelyek nem hozzéaférhetdek a fluorofor szamara. Figyelembe véve, hogy az altalunk
elért jelolési aranyok mellett (~80-140 TMRIA molekula/titin) minden masodik vagy
harmadik doménre jut egy fluorofor, illetve hogy a globulédris doménekbdl alld régiok
mentén a titin szerkezete nagyon hasonld, valdsziniitlen hogy egy ilyen helyzet
kialakuljon.

Osszefoglalva, a fluoreszcensen jeldlt megnyujtott titinmolekuldk mikroszképos
képe fényes szakaszok kozé ékelddott halvany részeket mutat, ami a megnyujtott
molekula struktiralis heterogenitasara utal. A halvany szakaszok valosziniileg a nem

jelolédott PEVK szegmens és/vagy kitekeredett domén-sorozatok képei.

5.4. Idoben feloldott titin-nyujtas

Titinmolekuldk megnyujtdsanak folyamatdt idében kovettik oly moddon, hogy
konfokalis mikroszkdppal képsorozatokat készitettiink egy mikropipetta €s egy latex
mikrogyongy kozott kifesziilo titinmolekula megnyujtasa soran (Kellermayer ¢s Grama,
2003). A mikropipettat nekinyomtuk egy titinnel boritott mikrogyongy oldaldnak, majd
a hozza kotddott titin szakaszt a mikropipettat eltdvolitva megnyujtottuk (21a. abra).

Az elézdekhez hasonldan a titin lanc mentén fényes foltok voltak 1athatdk, amelyeket
halvany, alacsony fluoreszcencidju részek valasztottak el (21b. abra). A megnyujtas
soran késziilt, a fluoreszcencia iddbeli valtozasat abrazold felvételen (21c. abra)
lathat6, hogy mik6zben a megnyujtott szakasz teljes hossza folyamatosan nétt, a fényes
régiok dimenzidja kdzel azonos maradt, a halvany részek hosszisdga pedig gyakran
kiilonb6zé mértékben €s sebességgel valtozott. A fluoreszcencia heterogenitasa, ami a
struktaralis heterogenitasra utal, fennmaradt szdmos megnytjtas-visszaeresztés ciklus
soran. Megfigyelhetd ugyanakkor, hogy a latex mikrogydngy, amely titinmolekuldkon
keresztiil rugalmasan kotddott az livegfelszinhez a megnyujtas sordn elmozdult, jelezve,
hogy a megnyujtott molekuldban erd fejlodott (5-0s szdmmal jelzett pont a 21b. és
21c. abran). Igy, bar a fényes pontokat 6sszekotd halvany szakaszokat gyakran nehéz

volt észrevenni a képen, ez az er0 jelezte a folytonos soros kapcsolatot.
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21. abra. Titinmolekulak megnyujtasanak idébeni kdvetése. a. A kisérlet vazlata. b. A
megnyujtas kildnbdzd fazisaiban készitett felvételek. ¢. A molekula tengelymenti
intenzitaseloszlasanak idébeni valtozasa. A szamokkal jelolt pontok a b. abran jelélt pontoknak
felelnek meg. d. A 3-4 és 4-5 szegmens hossza a megnyujtott szakasz teljes hosszanak
fliggvényében.

A sorba kapcsolt halvany régiok megnyulasa gyakran kiilonb6z6 volt (21d. abra).
Mivel a sorba kapcsolt szakaszokra hatd eré a soros kapcsolds miatt ugyanakkora, a
nyujthatésagukban megfigyelt kiilonbségek rugalmas tulajdonsédgaikban mutatkozo
kiilonbségeket jeleznek. A megnytlasi gérbében jelentkezd plato azt jelzi, hogy az illetd
szakasz hossza kozel elérte konturhosszat (Trombitas és mitsai, 1998b), egyuttal
nyujthatésaganak hatarat. Egy esetleges szerkezeti atmenetet egy torés jelez a gorbében
vagy pontsorozatban, egy meredekebb gorbeszakasz pedig nagyobb rugalmassagot
jelez. Ennek megfelelden a 21d. abran lathat6 4-5 szegmens a kb. 1,8 um-es végpontok
kozotti  tdvolsdgnal feltehetden szerkezeti 4atmenetet szenved, amelynek sordn
rugalmassaga megnd. Ez az atmenet valdsziniileg domének kiteredését jelenti, mivel
ismert, hogy a kitekeredett titin lanc flexibilisebb, mint a nativ (Kellermayer és mtsai,
1997; Rief és mtsai, 1997; Tskhovrebova és Trinick, 1997). Varhat6, hogy ezen atmenet
soran a jelolé (TMRIA) helyi koncentracidja lecsokken, ami a 4-5 szakasz
intenzitascsokkenése formdjaban valoban megfigyelhetd a 21c. éabran. A 3-4
szegmenshez tartozd gorbe eleve meredekebb szakasszal, azaz nagyobb flexibilitasu

allapotbol indul, igy valoszinli, hogy ez egy eleve Kkiteredett rész. Ugyancsak ezt
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tamasztja ala, hogy a 3-4 szegmens meredeksége (rugalmassaga) a kezdeti szakaszon
hasonlo6 a 4-5 szakasz dtmenet utdni rugalmassadgahoz. Az 1 pum-es hosszt elérve a 3-4
szakasz latszolag nem nyulik jelent6sen tovabb, valoszinlileg mivel hossza
megkozelitette a konturhosszt.

A folyamataban regisztralt és fluoreszcencia segitségével kovetett titin-megnyujtas
alapjan elmondhatjuk, hogy a titin rugalmas tulajdonsagai heterogenitdst mutatnak a
titin lanc mentén, azaz a titin kiilonb6zé rugalmassdgi szakaszok sorbakapcsolt
sorozata. Az, hogy az egyes szakaszok a titin mentén pontosan mely régionak felelnek
meg, ezen kisérlet alapjan nem azonosithatd. Ehhez a jovoben ugy juthatunk kdzelebb,
ha a titint adott pontokon fluoreszcens antitestekkel jeloljik meg, ¢és ezutan

megnyujtjuk.

5.5. Egyedi titinmolekulak kémiai denaturacioja

A denaturdci6 titinmolekuldkra kifejtett hatdsdnak vizsgalata céljabol jelolt
titinmolekuldk fluoreszcenciajat kovettiikk kémiai denaturacidé sordn (Grama és mtsai,
2001a). Denaturansként a leggyakrabban hasznalt kémiai denaturdloszert, a guanidin-
hidrokloridot (GuHCl) hasznaltuk.

A mérések soran felszin-adszorbealt, TMRIA-val jelolt titinmolekuldk konfokalis
mikroszkdppal torténd leképezését kdvetden a fluoreszcencia intenzitasokat a digitélis
képek analizise segitségével jellemeztiik. A fluoreszcencia mennyiségi jellemzésére a
kovetkezO paramétereket hasznaltuk: (1) a részecskék képeinek atlagos intenzitasat (a
0-255 sziirkearnyalata skalan), illetve (2) az integralt fluoreszcencia intenzitast, azaz a
képet alkotd képpontok fluoreszcencia intenzitasainak osszegét. Az igy kapott értékeket
ezutan normaltuk a kezdeti, denaturanst nem tartalmazé minta fluoreszcencia
intenzitasaval.

GuHCl (5,5 M) hozzaadasat kovetéen a molekuldk fluoreszcencia intenzitasa
viszonylag gyorsan ¢és jelentésen megnétt, ugyanakkor megndtt a képen lathatod
részecskék szama is (22. abra). A denaturans eltadvolitasat kovetden a foltok fényessége

¢és szama visszatért az eredeti értékekre.
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22. abra. Egyedi, fluoreszcensen titinmolekulak konfokalis mikroszképos képe
guanidin-hidrokloriddal (GuHCI) térténé kémiai denaturacié elétt és utan.
A hatas mennyiségi jellemzése érdekében tobb mikroszkopos latdbmezd Osszesitett
elemzése sordn meghatdroztuk nagyszdmua részecske (ld. 23. dbra) integralt
GuHCl koncentracio novelésével parhuzamosan a fluoreszcencia intenzitasértékek

novekedése volt megfigyelhetd (23. abra).
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23. abra. Felszin-adszorbealt, jeldlt titinmolekulak fluoreszcencia atlagintenzitasa a denaturans
koncentracioé figgvényében. A pontok atlagban 261 molekula atlag + SEM értékeit mutatjak.

8 M-os GuHCI koncentracid esetén a fluoreszcencia intenzitds hozzavetdlegesen 5-

szOrosére nott a denaturans tavollétében mért értékhez képest.
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Megvizsgaltuk ugyanazon molekula atlagos fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat,

crer

GuHCI oldatot fecskendeztiink be. A titinmolekula fluoreszcencidja ennek hatdsara

szintén lépcsdzetes modon megndtt (24. abra).
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24. abra. A denaturans koncentracio lépcsbzetes emelésének hatasa egyetlen molekula

fluoreszcencia intenzitasara.

A fluoreszcencia valtozas kinetikajat a konfokalis mikroszkép sokkal jobb
idofelbontassal rendelkezé vonal-pasztazas (line scan) ilizemmoddja segitségével
vizsgaltuk, oly mddon, hogy egy, a részecske kdzéppontjan atmend tengely mentén
kovettiik a fluoreszcencia intenzitdst. Az egyetlen molekula esetén 5,5 M-os GuHCl
oldat hozzdadasat illetve eltavolitdsat kisérd atlagos fluoreszcencia intenzitds

valtozasokat a 25. abra mutatja.
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25. abra. Egyetlen titinmolekula fluoreszcencia intenzitasanak kinetikaja 5,5 M GuHCI
hozzaadasa (bal oldal) és eltavolitasa (jobb oldal) nyoman. Az intenzitasértékeket a denaturans
hozzaadasa el6tti értékre normalizaltuk. A kifakulas (photobleaching) miatt a végsé intenzitas
valamivel alacsonyabb, mint a kezdeti intenzitas.

A gorbékre illesztett exponencidlis fuggvény alapjan a denaturacié atlagos
idéallandodjara a 0,5 s (20,1 s SE, n = 13) értéket, a renaturaci6 atlagos idéallandojara
pedig 0,7 s (30,1 s SE, n = 13) értéket kaptuk. Osszehasonlitasként, ezek az értékek egy
nagysagrenddel nagyobbak, mint a Zhuang és mtsai éltal (Zhuang és mtsai, 2000)

Osszefoglalva, nativ titinmolekuldkon a lanchoz kapcsolt rodamin molekuldk
fluoreszcencidja lecsokken, valdszintlileg a festékmolekuldk kozelsége okozta kioltéas
miatt. Ez az Onkioltdsnak nevezett hatds (Zhuang és mtsai, 2000) azutan kémiai

denaturacio hatasara megsziinik, ami a fluoreszcencia intenzitds novekedéséhez vezet.

5.6. Onkioltas a fluoreszcensen jelélt titinben

Az oOnkioltas molekuldris mechanizmusainak valamint az Onkioltds kémiai
denaturacio soran megfigyelt csokkenésének részletesebb tanulmanyozasa céljabol
TMRIA-jelolt titin oldatot spektroszkopiai modszerekkel, fluoreszcencia €s abszorpcios
spektroszkopia segitségével vizsgaltunk (Grama és mtsai, 2001a).

A kordbban konfokalis mikroszképpal végzett vizsgalatok eredményét a

fluoreszcencia spektroszkopia is aldtamasztotta: kémiai denaturans hozzaadasanak
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hatdsara a TMRIA-jeldlt titin oldat gerjesztési €s emisszids intenzitasai jelentdsen
megndéttek (26. abra). 54 M-os GuHCl koncentracid6 mellett az 580 nm-en mért

emisszios intenzitas 4-szeresére nott.
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26. abra. TMRIA-jeldlt titin fluoreszcencia gerjesztési és emisszids spektrumai a ndvekvd
GuHCI koncentracié figgvényében (Aex = 550 nm, Aey, = 580 nm).

Az abszorpcios spektrumban az 555 nm-es cstcs mellett egy masik abszorpcios
csucs is megjelent 518 nm-nél, amely a gerjesztési spektrumban nem volt
megfigyelhetd (27a. abra, 0 M GuHCl-hez tartoz6 gorbe). Amig az 555 nm-es csucs a
rodamin monomer abszorpcios csucsa, az 518 nm-es, masodik cstics a rodamin dimerek
jelenlétét jelzi (Levshin és Bocharov, 1961; Rohatgi és Singhal, 1963; Selwyn és
Steinfeld, 1972; Plant, 1986). GuHCI] novekvd koncentracioban torténd hozzaadasara

megfigyelhetd a dimer és monomer csticsok aranyanak véltozasa (27a. abra).
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27. abra. a. Rodamin-jeldlt titin denaturans tavollétében (0 M GuHCI) és novekvd
koncentracidju denaturans jelenlétében (5,4 M koncentraciéig) felvett abszorpcios spektrumai.
b. A spektrumok alapjan szamolt, 518 és 555 nm-en mért abszorbancia aranyanak fliiggése a

denaturans koncentraciéjatol.

A rodamin-jeldlt nativ titinmolekuldkban megjelend Onkioltas és a lecsokkent
GuHCI jelenlétében a nem fluoreszkald dimer populacid egyre nagyobb aranyban alakul
at monomer formava, ami a fluoreszcencia intenzitds novekedéséhez vezet. A rodamin
dimer és monomer formak kozotti atalakulast jelzi a dimer és monomer abszorpcios

csucsok ardnyanak (ODs;3/ODsss) fokozatos csokkenése a GuHCI koncentracid

novelésével (27b. abra).
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Az ODs;3/ODsss arany a dimer-monomer ardnynak felel meg. TMRIA esetén az
irodalomban leirt ODs;3/ODsss értékek a 0,4-1,3 intervallumban valtoznak, ahol 0,4 és
1,3 a tiszta monomer illetve tiszta dimer formahoz tartozé ardny értékei. Figyelembe
véve, hogy esetiinkben a TMRIA-jel6lt nativ titin mintdban mért arany értéke 1,2 volt, a
lanchoz kotott rodamin tobbsége dimer formaban taldlhato. Az 5,4 M-os GuHCl oldattal
torténd denaturaciot kovetden mért 0,6-os ardny azt jelzi, hogy a dimer populacid egy
része fennmaradt, azaz a denaturdns az adott koncentracid mellett erre a populacidra
nem fejtette ki hatdsat.

Mivel a dimerek kialakuldsanak valoszinisége a rodamin koncentracio
novekedésével nd (Levshin és Bocharov, 1961; Plant, 1986; Baranova, 1965), a jelolt
titinen megfigyelt magas dimer koncentracié azzal magyardzhat6, hogy a titin egy
viszonylag kicsiny térfogatba koncentralta a hozzd kotdédott rodamin molekuldkat,
megnovelve ezzel a jelold helyi koncentracidjat. Ennek kovetkeztében a
festékmolekuldk megfeleld kozelségbe keriilnek egymdashoz ahhoz, hogy a dimerek

kialakulasa lehetévé valjon.

5.7. Titin globalis konformacidjanak jellemzése rodamin dimerek

segitségével

Hogy meghatarozzuk, vajon a denaturacid soran megfigyelt fluoreszcencia intenzitas
novekedés a denaturdcid sordn lezajlé konformacids valtozasok hatdsara, avagy a
denaturdnsnak a dimerekre kifejtett kozvetlen hatdsdnak kovetkeztében jon 1étre,
megvizsgaltuk a kémiai denaturdns rodamin oldatra kifejtett hatasat (Grama és mtsai,
a rodamin dimer populacié van tulsulyban, és felvettiik az oldat abszorpcids spektrumat

hazilag készitett, kb. 30 um optikai athosszu kiivettakban (28a. abra).
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koncentracio fuggvényében. A spektrumokat az 555 nm-en mért abszorbancia értékre
normaltuk. b. A spektrumok alapjan szamolt 518 és 555 nm-hez tartozé abszorbancia
aranyanak fiiggése a denaturans koncentraciojatol.

Novelve az oldatban a GdnHCI mennyiségét, azt tapasztaltuk, hogy a dimer
populacid aranya fokozatosan csdkken, mig 4,5 M GuHCI koncentraci6 esetén majd a
teljes rodamin populaci6 monomer formaban volt megtalalhaté (28b. dbra). Azt

talaltuk, hogy mas kémiai denaturalészerek (urea, natrium-dodecil-szulfat (SDS)) a

GuHCl-hoz hasonl6 hatast fejtenek ki. Rodamin dimerek urea hatasara torténd

altalanos kovetkeztetésként vonhatjuk le azt, hogy a kémiai denaturansok megsziintetik

a rodamin dimert dsszetartd kdlesonhatasokat. Mivel a dimerek apolaros oldészerekben,
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azaz hidrofob kornyezetben nem alakulnak ki, a denaturdloszerek valoszintileg a dimert
Osszetartd hidrofob kolesonhatds megsziinését okozzak.

Eredményeink tehat azt mutatjdk, hogy a rodamin-jeldlt titin esetén kémiai
denaturans hozzaadasara bekdvetkezd fluoreszcencia intenzitdsndvekedés kizarolag,
vagy dominans modon a denaturansnak a dimerekre kifejtett kozvetlen hatasat tiikrozte,
nem pedig a fehérje szerkezetében lezajlo valtozasokat.
bizonyos, hogy a fehérje denaturacidja is lezajlik. Ezt részben az altalunk elvégzett,
GuHCI hozzaadast kovetd triptofan fluoreszcencia vizsgalatok (Id. 5.9. szakasz),
részben pedig korabbi kisérletek tdmasztjak ald, amelyekben egyedi, mechanikailag
manipulalt titinmolekuldk 4 M GuHCI oldatban 5 percen beliil teljesen kitekeredtek
(Kellermayer és mtsai, 2001).

Annak érdekében, hogy a kizarélag fehérje konformaciovaltozashoz tartoz6 rodamin
fluoreszcencia valtozast megvizsgaljuk, olyan denaturdlo moédszert kerestiink, amely a
dimereket kozvetleniil nem befolyédsolja. Erre a célra a savas denaturaciot talaltuk
alkalmasnak, mivel a pH csokkentése soran az oldatban taldlhaté rodamin dimerek
mennyisége (29a. dbra), sem a rodamin spektralis tulajdonsagai nem valtoztak

szignifikansan (29. abra).
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29. abra. A pH csdkkentésének hatasa rodamin oldat abszorpcids spektrumara (a) és
fluoreszcencia emisszios spektrumara (b).

A pH 1,9 értékre vald csokkentése nyomdn a titin minta triptofan fluoreszcencia
intenzitasa 16%-al csokkent, ami azt mutatja, hogy a savas kozegben a denaturacio
végbement.

A fentiek figyelembevételével a jelolt titin mintat savas kézegben denaturdltuk. A
mérés sordn a dimer-monomer aranyt vizsgaltuk, mikozben sésav (HCI) tobb 1épésben
torténd hozzdadasaval a minta pH-jat fokozatosan csokkentettiik. Az egyensulyi allapot

beallta utdn minden esetben felvettiik a minta abszorpcios spektrumat (30. abra).
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30. abra. pH csokkentés hatasa a rodamin-jeldlt titin minta abszorpciés spektrumara (a) és a
dimer-monomer aranyra (b).

A pH 6,8-101 2,5-0s értékre torténd csokkentése soran az ODs;3/ODsss arany csupan
enyhe csokkenést mutatott (1,10 értékrdl 1,02 értékre csokkent) azt mutatva, hogy a
rodamin dimer populéci6 ardnya kozel valtozatlan maradt.

A savas denaturdciot kisérd fluoreszcencia intenzitas valtozast egyedi molekuldk
szintjén is kovettiik, felszin adszorbealt fluoreszcens titinmolekuldk konfokalis
mikroszkoppal torténd vizsgalataval. A pH 7,7-r6l (31. abra, felsé kép) 2,0-ra (also
kép) torténd csokkentése nem okozott valtozast a molekuldk fluoreszcencia

intenzitasaban.
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31. abra. Rodamin-jeldlt, felszin-adszorbealt titinmolekulakrol késziilt konfokalis mikroszképos
felvételek semleges (pH 7,7, fels6 kép) és savas (pH 2,0, als6 kép) pufferben.

Hogy kizérjuk a hosszabb

1d0 alatt bekovetkezo valtozast,

a molekulak

fluoreszcencia intenzitasat hosszabb idon at kovettiik. Az intenzitasértékeket ismét

képanalizis segitségével hataroztuk meg.
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32. abra. Felszin-adszorbealt, jeldlt titinmolekulak atlagos fluoreszcencia intenzitasa az idé
fliggvényében savas denaturaciét (HCI jel, pH 2,0), majd GuHCI hozzaadasat (GuHCI jel)
kovetéen. A GuHCI oldat pH-ja 7,7 volt. Az egyes pontok az atlag+SEM értékeket mutatjak,
atlagosan 187 molekula esetén. Az intenzitasértékeket a kontrollt jelentd elsé 6t pont

atlagértékével normaltuk.

Az eredmény azt mutatta, hogy a puffer alacsony pH-ju oldatra torténd cseréjét

kovetden a molekuldk atlagos fluoreszcencia intenzitdsa 30 perces idOtartam alatt sem
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valtozott meg, szinte azonnal megndvekedett azonban, amint a savas oldatot 5,5 M
koncentracioji GuHCIl oldatra cseréltiik le (32. abra).

Ily modon, mig a GuHCI altal indukalt fluoreszcencia intenzitds ndvekedés
hatterében a denaturans dimerekre kifejtett kozvetlen hatasa all, a jelolt titin savas
mért allando fluoreszcencia intenzitds egybevag azzal a spektroszkdpias mérések soran
tett megfigyeléssel, hogy savas denaturdci6 hatasara alig valtozott meg a dimer-
monomer ardny. Az Onkioltds miatt nem fluoreszkalé dimer populdci6 monomer
formaba val6 atalakuldsa ugyanis a fluoreszcencia intenzitds ndvekedéséhez kellene
hogy vezessen. Tekintve, hogy a dimerképzddés mértéke koncentraciofiiggd, mindez
azt jelenti, hogy a helyi rodamin koncentracid, azaz a TMRIA molekuldk k6zotti dtlagos
tavolsdg nem valtozott meg jelentdsen a savas denaturacid soran.

Az eddigi mérések alapjan, és néhany alapveto feltételezéssel élve, kovetkeztetéseket
vonhatunk le a titin globalis szerkezetérdl. Figyelembe véve, hogy a megjelolt cisztein
aminosavak eloszldsa a titin szekvencidja mentén kozel egyenletes, és feltételezve, hogy
azok egyforman hozzaférhetéek a jelold szamadra, feltételezhetjiik, hogy a titin lanc
mentén egyenletesen jeloltik meg. A lanchoz kapcsolt rodamin molekuldk
megfigyeléseink alapjan dimereket alkotnak. A dimereket Iétrehozhatjdk azonos
doménen elhelyezkedé molekulaparok, illetve szomszédos, vagy egymastol a
szekvenciaban tavolabb elhelyezkedd doménekhez kapcsolt molekuldk, amelyek a titin
lanc flexibilitdsanak koszonhetden a lanc fluktuacidja révén keriilhetnek kozel
egymashoz.

Ha feltételezziik, hogy a lanchoz kotott rodamin molekuldk (a ladnccal egyiitt)
szabadon diffundalhatnak és kolcsonhathatnak egyméssal, hasonléan az oldatban
talalhato talalhaté rodamin esetéhez, akkor a titin altal kitoltott térfogatrészben a dimer-

monomer aranyt a rodamin atlagos lokalis koncentracidja hatarozza meg. A helyi

atlagos fluorofor koncentracid ismeretében ekkor a V=

képlet alapjan
¢ N, p pJ

megbecsiilhetd a titin altal kitoltott térfogat, ahol n az egy titinmolekuldhoz kotott
rodamin molekulék atlagos szdma, ¢ a rodamin helyi molaris koncentracioja (mol/liter),
N4 pedig az Avogadro-féle szam. A rodaminra felvett kalibraciés gorbe alapjan (sajat
adatok, és Burghardt és Ajtai, 1996) a mért dimer-monomer aranynak megfelelden, a
jelolt titin altal kitoltott térfogatban az atlagos helyi rodamin koncentracié millimoléros

nagysagrendi. gy, titinmolekulanként 136 TMRIA molekula esetén, 1 mM-os helyi
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rodamin koncentracidval szamolva, egyetlen titinmolekula altal kitoltott térfogat értéke
0,23-10° um’. Ez gémb alakot feltételezve megfelel egy 0,054 pum sugarG gémbnek.
Fontos megemliteniink, hogy a molekula altal kitoltott térfogat alatt itt nem azt a
térfogatot értjiik, amelyet a titin lanc t6lt ki (és amely elvileg a ldnc vastagsdganak és
konturhosszanak szorzataként szamolhatd), hanem egy olyan, pl. gomb alaka
térfogatrészt, amellyel a rugalmas, 0sszetekeredett molekula mintegy burkolhat6.

Ha, amint fentebb megallapitottuk, a rodamin &tlagos helyi koncentracioja savas
denaturacio mellett nem, vagy csak kis mértékben valtozott meg, akkor a titinmolekula
altal kitoltott térfogat is kdzel azonos kellett hogy maradjon, igy a fentebb szamolt érték
denaturalt titin esetére is érvényes. Osszehasonlitasképpen kiszamolhatok a denaturalt
titin lanc egyensulyi allapotanak megfeleld, elméletileg vart méretek. A (6) egyenlet

alapjan, a kontlirhossz €s a perzisztenciahossz ismeretében kiszdmithato az atlagos

négyzetes végpontok kozotti tavolsag (<R§>) (Rivetti és mtsai, 1996). A teljesen

kitekeredett titin 10 um-es konturhossza (Labeit és Kolmerer, 1995) és 1,6 nm-es
perzisztenciahossza (Kellermayer és mtsai, 2000) alapjan kapott atlagos négyzetes
végpontok kozotti tavolsag =~ 3-107 pm?, amely megfelel egy 0,07 um-es giracios
sugarnak (Rg, (5) egyenlet).

A két modszerrel kapott érték kozelitéleg megegyezik. Azonban, mind a mérések
alapjan becsiilt, mind az elméletileg szdmolt érték hibaval terhelt, amely eltéréshez
vezet. Az eltérések okai a kovetkezOk lehetnek: (1) a jelolési arany alulbecsiilt értéke,
(2) a jelolési arany tengelymenti inhomogenitasa, (3) a helyi rodamin koncentracio
becslésének bizonytalansaga, (4) a savas kozegben denaturalt titinmolekuldknak az
elméletileg vartnal kompaktabb konfigurdcidja. A tovéabbiakban részletesebben is
targyaljuk a fenti tényezoket.

A jeldlési aranyt a rodamin-jeldlt titin minta 555 nm-en mért abszorbancia értéke
alapjan szamoltuk ki. Annak érdekében, hogy lehetdleg a teljes rodamin populécio
monomer formédban legyen jelen, 6 M-os GuHCIl oldatban denaturaltuk a mintat.
Mindazonaltal, ahogyan azt az ODs;3/ODsss ardny is mutatta, a dimer populécio egy kis
része a denaturans ilyen koncentracidja mellett is fennmaradt, ami a jeldlési arany
alulbecsléséhez vezet.

Lehetséges, bar nem tlinik valdszinlinek, hogy a rodamin molekuldk a titin

szekvencidja mentén nem egyenletesen oszlanak el, hanem siirlin és alig jelolt régiok
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keletkeznek. Egy ilyen esetben a tényleges atlagos helyi rodamin koncentracio a
becstiltnél alacsonyabb, a valédi molekula térfogat pedig a becsiiltnél magasabb.

A helyi rodamin koncentraciot azaltal kaptuk, hogy a jeldlt titin minta esetén mért
oldatok esetén mért értékekkel. A rodamin koncentracion kiviil azonban az ODs;3/ODsss
aranyt az olddszer természete és a helyi kornyezet hidrofobicitasa is befolyasoljk,
valamint az 5- és 6-TMRIA izoformék ardnya, amelyek dimerizécios tulajdonsagai
kiilonbozbéek (Burghardt és Ajtai, 1996). A helyi rodamin koncentraci6 talbecstilt értéke
alulbecsiilt molekula térfogatot eredményez.

Végiil, a savas kozegben denaturalt titin elméletileg becsiilt méreteinek
kiszdmitdsdhoz a mechanikai modszerrel (Iézercsipesz) kitekert titinmolekula
perzisztenciahosszat (1,6 nm, (Kellermayer és mtsai, 2000)) hasznéltuk. Nem kizart,
hogy a savas denaturacid soran kitekeredett molekula perzisztenciahossza ennél kisebb,
lehetové téve, hogy a molekula egy kompakt, kis térfogatot kitoltd globalis szerkezetet
vegyen fel.
mikroszkoppal végzett kisérletek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a rodamin dimerek
nem jarulnak hozza a titin hdromdimenzids szerkezetének stabilizadlasahoz (bovebben
1d. 5.8. szakasz).

Szintén valdsziniitlen, hogy a rodamin dimerek szabad rodamin molekuldk titinhez
kotott rodamin molekuldkhoz vald kapesolodéasa révén jonnek létre. Ez esetben ugyanis
a hozzaadott denaturans lemosna a szabad rodamin molekulakat, és a fluoreszcencia
intenzitds nem térne vissza az eredeti értékre a denaturans eltdvolitasat kovetden.

A polimerszerkezeti szamitasok valamint a rodamin-jeldlt titinen végzett mérések
tehat azt mutattak, hogy a nativ és a denaturalt titinmolekula altal kitoltott térfogat kozel
azonos. Ezt fényszorasi mérések is alatamasztjdk, mivel a titin 400 nm-en mért
fényszorasi jele nem nétt meg a denaturdcio hatdsara.

A denaturalt és nativ titinmolekuldk esetén mért hasonl6 rodamin dimer koncentracio
arra utal, hogy ezekben az allapotokban hasonld a rodamin molekulak térbeli kozelsége.
A nativ allapotban ezt a térbeli kozelséget a fehérjematrix haromdimenzios szerkezete
tartja fenn. Ezzel szemben a denaturdlt allapotban a hiromdimenzids struktarat
Osszetartd er6k mar nincsenek jelen. Ezért ez esetben a 10 um hosszisagu kitekeredett
titin lanc (Labeit és Kolmerer, 1995) 6sszehtizodéasa egy, a nativ allapothoz hasonldéan

kompakt alakka, a szerekezetet stabilizald intermolekulédris er6k hianydban csak
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entropikus  rugalmassag hatasara képzelhetd el. A kitekeredett molekula a nativ
allapothoz  képest igy jelentdsen megndvekedett flexibilitdssal (csokkent
hajlitomerevséggel) kell hogy rendelkezzen. Méas megfogalmazéasban, a kitekeredett
titin perzisztenciahossza kisebb kell hogy legyen mint a nativ molekulaé. Korabbi,
dinamikus fényszorasi (Higuchi és mtsai, 1993) és egyedi-molekula mechanikai
kisérletek (Kellermayer és mtsai, 1997; Tskhovrebova és Trinick, 1997; Rief és mtsai,
1997) ugyancsak azt mutatjak, hogy a kitekeredett titin perzisztenciahossza legfeljebb
tizedrésze a nativ molekulara jellemz6 értéknek.

Az, hogy a kitekeredett és nativ allapotii molekula altal kitoltott térfogat hasonlo, azt
jelenti, hogy a giracios sugarak, €s a koztiik 1évo kapcsolat miatt ((5) képlet) az atlagos
négyzetes végpontok kozotti tavolsag is kozelitdleg azonos. Mivel ez utdbbira érvényes,

hogy <Rf > =2PL (P «L esetén), ha a kitekeredés soran a molekula hossza a nativ,

1 um-es (Nave és mtsai, 1989) hosszrol a kitekeredett, 10 um-es hosszra (Labeit ¢és

Kolmerer, 1995) nd, mikdzben <R2 > kozel allandd, a kitekeredett molekula

(4

perzisztenciahossza varhatéan kb. tizedrésze kell hogy legyen a nativ molekula

perzisztenciahosszanak.

5.8. Stabilizalhatjak-e a rodamin dimerek a titin szerkezetét?

A rodamin dimereket Osszetartd kolcsonhatasoknak elvileg szerepiik lehet a titin
szerkezetének stabilizalasdban: Osszekapcsolhatnak egymaéstol a szekvencidban tavol
esO lanc-szakaszokat, és ezen keresztiil hozzajarulhatnak a titin viszonylag kicsiny
térfogatba valo ,,0sszetekeredéséhez”.

Hogy ezt a lehet6séget megvizsgaljuk, atomerd-mikroszkoppal végzett kisérletek
soran jeloletlen ¢€s rodamin-jeldlt titinmolekuldkat nyujtottunk meg (33. abra)
(Kellermayer és Grama, 2003).

A molekuldk mechanikai kitekerése soran felvett erd-megnyulds gorbéken
megfigyelheték voltak az egyedi domének kitekeredésére jellemzd flirészfog-szerti
erdvalaszok, amelyekben egy-egy kitekeredési esemény alkalmaval az erd hirtelen
lecsokken (34. abra). A titin domének stabilitdsat jellemz6 atlagos kitekeredési erd
(140-180 pN), amely a gorbékrél a domének kitekeredését jelzd fiirészfogak
csucsértékeként olvashatd le, a hibahatdron beliil azonos volt a jeldletlen és TMRIA-

jelolt titinmolekulak esetén.
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33. abra. Titinmolekulak atomeré-mikroszkdppal térténd megnyujtdsanak kisérleti elrendezése.
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34. abra. Nativ (a) és rodamin-jel6lt titin (b) atomeré-mikroszképpal felvett kitekeredési
eréspektrumai.

Ugyanakkor, a TMRIA-titin esetén mért erdspektrumokon a domén-kiteredési
események mellett tovabbi eré-atmenetek nem voltak megfigyelhetdk, amelyek egyes

rodamin dimerek disszociaciojanak feleltek volna meg. Bar dimer disszocidcios
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események nem voltak megfigyelhetdk, nem kizart, hogy a fluoreszcens jelolés hatdssal
lehet a titin lanc rugalmassagéara, mivel egy polipeptid lanc rugalmassaga fiigg az 6t
alkotd6 aminosavak mindségétdl, igy az aminosav oldallancoktdl és azok esetleges
modositasaitol. Elmondhato azonban, hogy a dimer-kotés energidja sokkal kisebb mint
a titin domének kitekeredéséhez tartozo szabadenergia valtozas (17-28 kT, (Soteriou és
mtsai, 1993b; Rief és mtsai, 1998a).

Mivel a rodamin-jel6lt molekulak kitekeredési erdspektrumai és az atlagos kiteredési
erd alapvetéen hasonloak voltak a jeldletlen molekuldkéhoz, valamint a jelolt
titinmolekuldk megnyujtasa soran rodamin dimer disszociacios események nem voltak

megfigyelhetdk, feltételeztiik, hogy a dimer-kétések nem valtoztatjdk meg

crer

5.9. Titin denaturacidojanak vizsgalata triptofan fluoreszcencia

mérésekkel

A triptofan aminosavak szinte minden fehérjében megtalalhatd belsé (intrinsic)
fluroférok. A triptofan igen érzékeny az oldoszer polaritasara, ezért a triptofan
aminosavak emisszios spektruma tiikkrozi kornyezetének polaritasat. A denaturacio
soran megvaltozott kornyezeti tényezOk hatdsara megvaltozik a triptofan fluoreszcencia
intenzitdsa és a maximalis intenzitdshoz tartozé hullamhossz. Ily médon a triptofan
fluoreszcencia kinetikaja azonosnak tekinthetd a denaturacié kinetikajaval.

Meéréseinkben kovettiik a triptofan fluoreszcencia idébeni valtozasat a denaturaciod
soran, hogy megvizsgaljuk, megegyezik-e a triptofan fluoreszcencia kinetikaja a kémiai
denaturacio soran tapasztalt TMRIA fluoreszcencia novekedés kinetikajaval (Grama és
mtsai, 2001a). A méréseket jeldletlen titinen végeztiikk. 4,5 M GuHCIl hatisara a
340 nm-en mért emisszids intenzitds 25%-al csokkent, az emisszids spektrum
maximuma pedig 16 nm-el a vords felé tolodott (35a. abra). Mindez arra utal, hogy a
fehérjében talalhato triptofan aminosavak fluoreszcencidja kioltds révén csokkent,
valoszinlileg mivel a denaturdaci6 sordn megndtt azok olddszerrel szembeni
hozzéaférhetdsége (Lakowicz, 1999).

A kémiai denaturacid kinetikéja viszonylag lasst volt (35b. abra). A kinetikai gorbe
legjobban dupla exponencialis fiiggvénnyel volt illeszthetd, az igy kapott idéallandok,
26,9 s (£0,7 SEM) ¢és 234 s (+4 SEM) mintegy két nagysagrenddel nagyobbak, mint a

hasonlé koriilmények kozott egyedi molekuldkon mért TMRIA intenzitasnovekedés
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1déallandoi. Ez ugyancsak arra utal, hogy a TMRIA fluoreszcencia gyors valtozasaért
nem a fehérjelanc kitekeredése, hanem a rodamin dimerek szétesése a felelds (Id.

5.7. szakasz).
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35. abra. a. Jeloletlen titin minta triptofan fluoreszcencia emisszids spektruma denaturacio elétt
(0 M GuHCI) és utan (4,5 M GuHCI). b. A triptofan flureszcencia csOkkenés kinetikaja. A nyil a
denaturans hozzaadasanak idépontjat jelzi.

A triptofan fluoreszcencia mérésén keresztiil vizsgalt savas denaturdci6é a guanidin-
hidrokloriddal torténd denaturacidhoz képest gyors volt, és a valtozdsok még a minta
denaturdns oldattal torténd Osszekeverése alatt (~1s) lezajlottak, igy a folyamat
idéallandgjat nem tudtuk meghatarozni. A 340 nm-en mért fluoreszcencia intenzitds a

pH 1,0 értékig vald csokkentése nyoman 16%-al csokkent, a maximalis intenzitdshoz
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tartozo hulldmhossz pedig 7 nm-es vordseltolodast mutatott. A lecsokkent intenzitas oka
valoszinlileg az olddszer Aaltali fluoreszcencia kioltds novekedése, a triptofan
aminosavak exponaltsdganak novekedése miatt. A paraméterek kozotti kiillonbségek azt
mutatjak, hogy a kémiai és savas modszerrel denaturalt fehérje allapota kiilonbozé a
triptofan aminosavak exponaltsagi fokat és a triptofan kornyezetének polaritasat

illetoen.

5.10. Titin fragmentumok termodinamikai stabilitasanak vizsgalata

A titin I-szakaszanak konstitutivan illetve differencidlisan expresszalodo részébol
szarmazd domén oktamerek (I191-98 és 155-62, 36. abra) kémiai denaturicioval

szembeni stabilitasat egyensulyi denaturdcios mérésekkel vizsgaltuk.

Titin I-szakaszbeli része Titin domének

. . --- I lg-domeén
Tandem Ig-régio PEVK Tandem Ig-regio || Egyedi szekvencia

] PEVK szegmens

155-62 191-98
a titin differenciélisan a titin konstitutivan
expresszalédd régidjabol expresszalédo régicjabol

36. abra. A titin differencialisan illetve konstitutivan expresszalédé részébdl szarmazé domén
oktamerek (155-62 és 191-98) elhelyezkedése a vazizom titin domén-strukturaja mentén.

Kiilonb6z6 denaturdns (GuHCl) koncentraciok mellett felvettik a minta
fluoreszcencia emisszids spektrumat, és a triptofan fluoreszcencia emisszi6 csticsanak
paramétereit elemeztiik. A vizsgalt oktamerekben a triptofan aminosavak szdma 6
(I91-98) illetve 9 (I55-62).

A nativ oktamerek esetén mért triptofan emisszids spektrumok maximumahoz
tartozd hullamhossz (A,,) 337 nm (191-98) illetve 340 nm (I55-62) volt a két oktamer
esetén. Denaturdcido hatdsara a A, értékek 19 illetve 16 nm-es voOrdseltolodast
mutatnak, 6 M denaturans koncentracié mellett elérve a 356 nm-t (37. abra), amely

megegyezik a triptofan vizben mért A,,,,, értékével.
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37. dbra. Az 191-98 (kék) és 155-62 (piros) titin oktamerek maximalis triptofan fluoreszcencia
intenzitasahoz tartozé hullamhossz valtozasa a denaturans (GuHCI) koncentracio
figgvényében.

Mivel a A, értéke érzékeny a helyi kornyezetre, illetve annak polaritdsara, és
Osszefiigg a kromofoér oldészerrel szembeni hozzaférhetdségével, ez arra utal, hogy
nativ allapotban a triptofan aminosavak a fehérjematrix belsejében, hidrofob
fejérjekornyezetben taldlhatok (Lakowicz, 1999; Vivian és Callis, 2001). Az, hogy
denaturaciot kovetden A, értéke a triptofan vizes kozegben mért értékével azonos, azt
mutatja, hogy a kitekeredés soran a triptofan aminosavak teljesen exponalttd valtak a
vizes oldoszerrel szemben.

A felvett spektrumokrol leolvasott 340 nm-en mért intenzitasértékek a denaturaciod
soran 34%-al (191-98), illetve 25%-al (I55-62) csokkentek. A csokkenés oka
valosziniileg az olddszerrel szembeni fokozott hozzaférhetdség soran ugyancsak
megnovekedett kioltas.

A 38. abra a 340 nm-en mért triptofan fluoreszcencia intenzitas-értékeket mutatja a

denaturans koncentracié fliggvényében a két oktamer esetén.
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38. abra. A triptofan fluoreszcencia intenzitas (Aem = 340 nm) denaturans (GuHCI)
koncentraciétol valo figgése az 191-98 (kék) és az 155-62 (piros) titin oktamer esetén. Szirkével
abrazoltuk a mérési pontokra illesztett gorbéket (4.4. szakasz, (17) egyenlet).

Az analizis soran feltételeztiik, hogy egy-egy oktameren beliil a domének stabilitasa
hasonlo, amit alatdmaszt a domének aminosav szekvenciijanak nagyfoka hasonlosaga,
valamint azt, hogy a domének kitekeredése egymastdl fliggetleniil zajlik. A mérési
pontokra illesztett gorbék alapjan (4.4. szakasz, (17)egyenlet) meghataroztuk a
denaturdciohoz tartoz6 termodinamikai paramétereket. A két fehérjefragmentumon

beliil a domének stabilitdsat jellemzd denaturacids szabadentalpia valtozas denaturdns

tavolleteben (AG, ) 5,7 (£1,0) keal/mol illetve 2,5 (+0,4) kcal/mol volt az 191-98

illetve 155-62 oktamer esetén.
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A titin 191 (régi szamozas szerint 127) és 196 kozotti szakaszaban talalhatd, egyedi Ig
domének stabilitdsdnak vizsgalata 2,5 és 7,3 kcal/mol (Politou és mtsai, 1995) illetve

1,7 es 6,5 kcal/mol (Scott, Department of Chemistry, Cambridge University) AG,, ,

értékeket mutatott. Az irodalomban teljes titinre ko6zolt hasonld paraméterek
~ 10 kcal/mol/domén (Soteriou és mtsai, 1993a) és 3,0-3,5 kcal/mol/domén (King,
1994). Az utébbi két kozlemény nemcsak a fenti értékek tekintetében kiillonbozik:
Souteriou és mtsai guanidin-hidrokloriddal torténdé denaturdcido esetén két egymast
kovetd atmenetet figyeltek meg 0,1 M és 1,3 M GuHCI koncentracional, mig King
eredményei egyetlen dtmenetet mutatnak a 2,5 M GuHCI koncentracidé kdrnyezetében.
Sajat, jelen disszertacioban nem bemutatott, teljes titinen végzett méréseink ez utdbbi
eredményt tamasztjak ala.

crer

[denat],,, érték (a denaturdns koncentracio, amely mellett a fehérjemennyiség 50%-a

denaturalodik, 1d. 4.4. szakasz) csak kis mértékben kiilonbozik (2,08+0,04 M az 191-98,
¢és 1,83+£0,09 M az [55-62 esetén), a jelentdsen kiilonb6z6 denaturacios szabadenergia
valtozas azt mutatja, hogy az 155-62 oktamer doménjeinek termodinamikai stabilitasa
lényegesen kisebb, mint az 191-98 oktamert alkot6 doméneké. A 38. abran
megfigyelhetd, hogy az 155-62 oktamerhez tartoz6 atmenet kevésbé meredek, mint az
191-98 oktamerhez tartoz6. Ez alapjan nem kizart, hogy az eldbbit alkot6 domének
stabilitasa kiilonbozd, igy, bar a goérbében Iépések nem figyelhetok meg, lehetséges
hogy az 4tmenet kiszélesedését a kiillonbozd denaturans koncentracioknal kitekeredd

domének atmeneteinek szuperpozicidja okozza.

5.11. Titin fragmentumok mechanikai stabilitasanak vizsgalata

Hogy informaciot kapjunk az Ig domének differencidlis expresszidjanak funkciondlis
jelentdségérdl, megvizsgaltuk a titin megnyujthatd régidjabol szarmazod domén-nyolcas
(oktamer) mechanikai tulajdonséagait. A vizsgalt oktamer (I55-62) a titin differencialisan
vizsgalata érdekében az oktamert atomerd-mikroszkop segitségével nyujtottuk meg.

A megnyujtas soran kapott er6-megnyulas gorbéken megfigyelhetd volt a modularis
fehérjék megnyujtasara jellemzo firészfog-szerti alak, ahol az egyes cstcsok az egyes

domének kitekeredéséhez tartoznak. A mechanikai stabilitds vizsgdlata soran
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meghataroztuk a doménekhez tartozd atlagos kitekeredési erdket, valamint a
kitekeredési er6k nyujtasi sebességtdl valod fliggését, és ezt Osszevetettiik a titin

crer

sorozatokra vonatkozo irodalmi adatokkal.

Az 500 nm/s nyujtasi sebességhez tartozd kitekeredési erd-eloszlast az 39. abra

mutatja.

Gyakorisag

1

0 50 100 150 200 250
Kitekeredési erd (pN)

39. abra. Az 155-62 titin oktamer doménjeihez tartozo kitekeredési erék eloszlasa 500 nm/s
nyujtasi sebesség mellett.

A tapasztalt 110 pN (£20 pN SD) nagysagu atlagos kitekeredési erd jelentdsen
alacsonyabb, mint az azonos nyujtasi sebesség esetén (1) az 191-98 oktamerre (237 pN,
(Rief és mtsai, 1998b), ~240 pN (Watanabe és mtsai, 2002)), (2) az 165-70 hexamerre
(~200 pN (Watanabe és mtsai, 2002)) vagy (3) az egyedi 191 és 192 doménekre (204 pN
€s 257 pN (Li és mtsai, 2000)) korabban kapott értékek. A kiilonbség azt mutatja, hogy
az adott nyujtasi sebesség mellett az 155-62 oktamert alkot6 domének mechanikai
stabilitdsa joval alacsonyabb, mint a fenti doméneké vagy domén-sorozatoké.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az atlagos kitekeredési erdk nyujtasi sebességtdl vald

fiiggését. A zérus kiils6 er6hoz tartozo kitekeredési sebességi allandd (k,) és az

atmeneti allapot reakcidokoordinatan elfoglalt helyének meghatirozdsa érdekében a
kisérleti adatokat Monte-Carlo szimulacioval modelleztiik (a moédszer leirasat 1d. Rief és

mtsai, 1997, és 4.5. szakasz). A kapott eredményeket a 40. abra mutatja.
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Atlagos kitekeredési eré (pN)

Nyljtasi sebesseg (nm/s)

40. abra. Az 155-62 titin oktamer doménjeihez tartozo atlagos kitekeredési erék nyujtasi
sebességtdl valo fliggése (szirke pontok, a hibahatarok a szoérast (SD) jelzik), valamint az
adatokat reprodukalé Monte-Carlo szimulacié soran kapott gérbe (piros).
Osszehasonlitasképpen feltiintettiik a titin konstitutivan expresszalédo 191-98 oktamerjéhez
(kék) illetve differencialisan expresszalddé 165-70 hexamerjéhez tartozd hasonlo gorbét
(Watanabe és mtsai, 2002 nyoman).
A kisérleti adatokat legjobban reprodukdld szimulacié soran kapott értékek:

k, = 1,0-10'4 s'l, és Ax=0,45nm. A 40. abran Osszehasonlitdsképpen feltiintettiik a
korabban, az 191-98 oktamerre ¢€s 165-70 hexamerre kapott fliggvényeket (Watanabe és
mtsai, 2002). Az ezen domén-sorozatok kisérleti adatainak Monte-Carlo szimulacioja

soran kapott megfelel6 paraméterek: k, = 6,1-1075 sfl, ¢s Ax=0,25nm (I91-98),
valamint k, = 1,00107 s, és Ax=0,35nm (165-70). Az altalunk vizsgalt oktamerre
kapott &, érték a fenti értékeknél nagyobb, tehat a zérus er6hoz tartozo denaturacios

szabadentalpia valtozas kisebb (Id. 4.5.szakasz), ami arra utal, hogy az I[55-62
mechanikai stabilitasa is kisebb. A nagyobb Ax érték azt jelzi, hogy az 155-62 esetén a
kiteredési erdk jobban fliggenek a nytjtasi sebességtol, és arra utal, hogy a denaturdcios
szabadentalpia profilon (13. abra) az atmeneti allapot az x reakcidkoordinata mentén
tavolabb esik, azaz jobban kiilonbozik a nativ allapottdl, mint az emlitett tovabbi
domén-sorozatok esetén.

A jelen és az el6zd szakaszban leirt eredmények alapjan a titin differencidlisan

expresszalodo tandem Ig szakaszabol szdrmazd domén oktamer (I55-62) mechanikai és
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kémiai stabilitdsa egyarant jelentésen alacsonyabb, mint a konstitutivan expresszalddo
tandem Ig szegmensbdl szdrmazoé domén oktameré (191-98).

Mivel a konstitutivan expresszalodo tandem Ig szegmens mintegy meghosszabbitja a
titin megnyujthatd szakaszat a titin adott izoforméaiban (1d. 5. abra), ezaltal csokkenti a
molekula relativ megnytlasat (a végpontok kozotti tdvolsdg ¢és a szakasz
kontirhosszanak aranya), és a passziv izomerdt. Viszonylag nagy passziv izomerd
kialakuldsakor a differencialisan expresszalddé szakasz doménjei (pl. 155-62) nagyobb
valdszintiséggel tekerednek ki, mint a konstitutivan expresszalodo szakasz doménjei (pl.
191-98). Mivel a konstitutiv régi6 doménjeinek kitekeredése nagyobb kontirhossz
novekedéssel jar, mint a konstitutiv régio esetén (Watanabe és mtsai, 2002), eldbbi
esetben a passziv izomeré csokkenés is nagyobb. Igy, tovabbi Ig domének beiktatasa a
titin adott izoformaiban, a domének szelektiv kitekeredése révén egy mechanizmust
szolgaltathat a passziv izomerd csokkentésére, és a titin konstitutivan expresszalodo

doménjei kiterekeredésének megeldzésére.
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6. Az eredmények tételes felsorolasa

(1) Fluoreszcensen jeldlt, felszin-adszorbealt titinmolekuldk alakja és mérete nem
oldhato fel mikroszkopos képalkotds soran, méretiiknek csak egy fels6 korlatja adhato
meg.

(2) A felszin-adszorpci6 kinetkédjanak vizsgalata segitségével — egy 1) modszerrel —
meghataroztuk a titin diffuzios allandojat (D =4,8-10"® cm?/s), valamint a molekula
perzisztenciahosszat (P = 26 nm).

(3) A mikroszképos kép alapjan a fluoreszcensen jeldlt megnyujtott titinmolekulak
szerkezete heterogén: a fényes szakaszok kozé ¢kelddott halvany részek valdszinlileg a
PEVK szegmens ¢és/vagy kitekeredett domén-sorozatok képei.

(4) A megnyujtas idébeni vizualis kdvetése alapjan a titin kiilonb6zd rugalmassagu
szakaszok sorbakapcsolt sorozata, amelyekben adott erdknél szerkezeti atmenetek
figyelhetok meg.

(5) Rodamin-jeldlt titinmolekuldkon magas koncentracioban rodamin dimerek
jelennek meg, valdszinlileg a kis térfogatba Gsszehuzodott jeldlt titinmolekula altal
létrehozott magas helyi rodamin koncentracio miatt.

(6) A dimerek kémiai denaturdns (GuHCI) hatdsara disszocialtak. A disszociaciot
kiséré fluoreszcencia intenzitdsnovekedés oka a dimerekben fellépd Onkioltas
hanem elsdsorban a denaturans kozvetlen hatdsa miatt kovetkezik be.

(7) Savas denaturacio esetén a dimerek aranya csak kismértékben valtozott meg. Ez
arra utal, hogy a denaturacid soran a molekuldban végbemend szerkezeti valtozasok
ellenére a polipeptidlanc altal kitoltott térfogat nem vagy csak alig valtozott meg, ami a
kitekeredett fehérjelanc megnovekedett flexibilitasdval magyarazhato.

(8) A rodamin-jelolés és a dimerek szerkezetmoddositdé hatasa az atomerd-
mikroszkdpos mérések alapjan nem volt kimutathato.

(9) A titin differencialisan expresszalodo szakaszabol szarmaz6é domén oktamer
(I55-62) mind termodinamikai mind mechanikai szempontbol kevésbé stabil, mint a
konstitutiv régiobol szarmazdé domén oktamer (I191-98), ami arra utal, hogy a titin
I-szakaszanak hossza mentén nemcsak az entropikus rugalmassag, hanem a domén-

stabilitas is heterogén eloszlast.
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7. Osszefoglalas és perspektivak

Munkank soran fluoreszcensen jelolt titinen végzett vizsgalatokkal jellemeztiik a titin
szerkezetét, illetve a kitekeredéskor bekovetkez0 szerkezeti valtozasokat. Az
alkalmazott, elsésorban fluoreszcencian alapulé moddszerekkel egyedi molekuldkon
(konfokalis mikroszkép, erdmérd atomerd-mikroszkop), ¢és molekulasokasagon
végeztiink vizsgalatokat (spektrofotometria, fluoreszcencia spektroszkopia).

Eredményeink alapjan a titin globalis konfiguracidja vizsgalhaté a fehérjéhez kotott
rodamin dimerek fluoreszcencidjan keresztiil molekulasokasag és egyedi molekulak
szintjén egyardnt. A nativ titinmolekuldkon magas koncentracidoban vannak jelen
rodamin dimerek, feltehetden a viszonylag kis térfogatra 6sszehuzddott molekula, és az
igy kialakult magas helyi rodaminkoncentracié miatt. Savas denaturdcié soran a
viszonylag magas dimer-monomer ardny megOrz6dott, ami arra utal, hogy e
folyamatban a molekula 4ltal kitoltott térfogat kozel azonos marad. Elméleti
megfontolasok alapjan a denaturacid soran kitekeredett fehérjelanc, és az igy létrejott,
szamottevoen megnovekedett konturhosszii polimer csak akkor foglalhat el kozel
valtozatlan térfogatot, ha a lanc flexibilitasa a folyamat soran ugyanilyen mértékben
megnd, mas szoval hajlitdmerevsége, vagy perzisztenciahossza csokken.

A kitekeredett titin ldnc tehat lényegesen (kb. 10x) nagyobb flexibilitdssal
rendelkezik a nativ titinhez képest. A kitekeredett titin domének vagy a kvazi
kitekeredett szakaszok (PEVK) nagy flexibilitasa fontos szerepet jatszhat a harantcsikolt
izom passziv mechanikai tulajdonsdgainak meghatarozasaban. Egy rugalmasabb
polimerlanc megnyujtdséhoz nagyobb erék sziikségesek mint egy merevebb
polimerlanc megnyujtasdhoz (ld. 4.1. szakasz). Bar még vita targyat képezi, hogy
fiziologias koriilmények kozott 1étrejonnek-e  domén-kitekeredési események
(Trombitas és mtsai, 1998b; Helmes és mtsai, 1999), valoszinli, hogy egyes domének
kitekeredése bekovetkezik a vazizom szarkomer patholdgids tulnyuldsa, illetve a
szivizom normalis miikddése soran. A denaturdlt domének megndvekedett flexibilitdsa
a kontirhossz-novekedéssel egyiitt egy biztonsadgi mechanizmust szolgéltathat, amely
visszatekeredését a viszonylag kis térfogatba torténd Osszehtizdédas révén, amikor a

nyujto hatds megsziintével a molekula elernyed, meglazul. Valoszinii, hogy vazizomban
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a titin differencialisan expresszal6do szakasz doménjei (kisebb stabilitasuk miatt) el6bb
tekerednek ki, mint a konstitutiv régié doménjei.

Munkank a titin rugalmas tulajdonsdgainak és a mogottik allo szerkezeti hattér
feltérképezéséhez kivant hozzajarulni. Egyedi titinmolekuldk nagyfelbontast
leképezését korabban is elvégezték elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével
(Trinick és mtsai, 1984). Mindazonaltal, az altalunk alkalmazott mddszer,
fluoreszcensen jelolt titin vizsgalata, azt az elényt nyujtja a korabbi vizsgalatokkal
szemben, hogy a molekuldk vizes fazisban, a természetes kornyezetiikhoz sokkal inkabb
hasonl6 kozegben vizsgalhatok, valamint lehetdség nyilik egyedi molekuldk és
molekulasokasag szintjén végzett vizsgalatokra egyarant. A fluoreszcens mikroszkdpok
felbontasa sajnos nem teszi lehetdvé az egyedi molekuldk struktralis részleteinek
feltérképezését, azonban igy is lehetdség nyilik alaki és hidrodinamikai paraméterek
meghatdrozasara, és megnyujtott molekuldkban megjelend szerkezeti heterogenitas
vizsgalatara. Egyedi, fluoreszcensen jelolt molekuldk vizsgalata ¢és a digitalis
képanalizis alkalmazasa lehetdvé teszi a vizsgalt populaciok kisérletezd altal
megszabott feltételek szerinti kivalasztasat, pl. aggregatumok kisziirését, vagy mas,
fluoreszcensen jelolt fehérjékkel torténd kolcsonhatas vizsgalatat.

A rodamin dimerek ardnyanak vizsgdlata lehetdséget adott arra, hogy a
fluoreszcencia intenzités illetve a spektralis tulajdonsagok felhasznaldsaval a molekula
globalis szerkezetére illetve szerkezeti valtozasokra kovetkeztethessiink. A rodamin
dimérképzddés jelensége nem ismeretlen, alkalmazasara azonban viszonylag kevés a
példa (pl. Hamman és mtsai, 1996). A moddszer egy igéretes, bar technikailag nagy
kihivast jelentd alkalmazasa lehet a nagyérzékenységii és nagyfelbontast fluoreszcens
képalkotas molekulamanipulaciés modszerekkel (pl. erdmérésre alkalmas 1ézercsipesz)
torténd kombinacidja, amely lehetdové tenné fluoreszcencia intenzitds valtozasok és
titin megnyujtasanak hatdsara a fluoroférok varhat6 tengelymenti ,,kihiguldsa” miatt a
fluoreszcencia atmeneti novekedése lenne megfigyelhetd. Az egyidejii fluoreszcencids
€s pasztazo atomerd-mikroszkoppal megvaldsitott nagyfelbontasu felszin-topografiai
képalkotas révén a megfigyelt heterogén fluoreszcencia intenzitaseloszlast kapcsolatba
hozhatnank adott szerkezeti elemekkel. Tovabba, fluoreszcens, szekvencia-specifikus
ellenanyagok alkalmazisaval a mechanikailag generdlt intramolekularis szerkezeti
valtozasok egyedi molekularis szinten lokalizalhatéak lennének a titin szekvencidja

mentén.
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