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Bevezetés

A nyolcvanas években a hardntcsikolt izom szerkezetérdl alkotott képben az aktin és
miozin mellett helyet kapott egy harmadik filamentum-rendszer, amelyet a titin (mas néven
connectin) nevll Oridsfehérje alkot. A fehérjét elészor 1977-ben izolalta és irta le Koscak
Maruyama, majd téle fliggetleniil 1979-ben Kuan Wang, aki oOriasi (titani) mérete miatt
nevezte el titinnek.

Az izom alapegységében, a szarkomerben a titinmolekuldk az aktin és miozin filamentum-
rendszerekkel parhuzamosan, azok koz¢ ¢kelddve helyezkednek el. A molekula N-termindlis
vége a Z-csikhoz, C-terminalis vége pedig az M-csikhoz rogzitett, igy egyetlen titinmolekula
athidalja a szarkomer hosszanak felét, egy atlagosan 1 pum-nyi tdvolsagot. A titint egyetlen
gén kodolja, amely 363 exont tartalmaz, és Osszesen 38 138 aminosavat kodol. Ezen gén
segitségével, alternativ  mRNS kivagas-osszeillesztés (splicing) révén kiillonbozé tipusu
harantcsikolt izmokban kiilonb6z6 nagysagu és szerkezetii titin izoformak fejezddnek ki,
amelyek molekulatomege 3,0 és 3,7 MDa kozott valtozik.

A titin szerkezetének megfejtésében a legnagyobb 1épést a titin aminosav szekvencidjanak
meghatarozasa hozta (Labeit és Kolmerer, 1995). Ez alapjan a lancszerli titinmolekula
tomegének 90%-at sorba kapcsolt immunglobulin (C2) és fibronektin (FN III) tipust
globularis domének (kb. 300) sorozata alkotja, amelyek hét antiparallel béta-lemezbdl allo B-
hordo szerkezettel rendelkeznek. A titin tomegének a doméneken kiviil fennmarado, mintegy
8-10%-at egyedi szekvencidk teszik ki. A legismertebb és funkciondlis szempontbdl is
legfontosabbnak tartott ilyen szekvencia a prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavakban gazdag PEVK szegmens. Tobb megfigyelés is arra utal, hogy a PEVK
szakasz denaturalt polipeptidként viselkedik, Gjabb vizsgalatok azonban valosziniisitik, hogy
IT tipustt poliprolin hélixek kialakulhatnak a PEVK szakaszon belill. A molekularis
szerkezettel Osszhangban, elektronmikroszkopos felvételeken a kinyujtott titinmolekula
fonalszeri képet mutat, amelynek hossza 1 pum koriili, &tmérdje kb. 4 nm, hossza mentén
pedig kb. 4 nm-es periodicitasu gyongyfiizér-szerl szerkezet figyelheté meg.

A titin A-szakaszban taladlhato része fizioldgids koriilmények kozott nytjthatatlan, mert
Osszekapcsolodik a vastag filamentummal. A titin ezen részét felépité immunglobulin és
fibronektin tipusi domének sorozataban szabalyos ismétlddések figyelhetok meg, amelyek

altal ez a szakasz valdsziniileg periodikusan elhelyezkedd kotohelyeket biztosit a miozin és



mas A-szakaszbeli fehérjék (pl. C-protein) szdmara. Ily modon az A-szakaszban a titin
egyfajta molekularis sablonként segiti a vastag filamentum szabalyos szerkezetének
kialakuldsat.

Szarkomerben valo elhelyezkedése alapjan a titint A-szakaszbeli és I-szakaszbeli részre
osztjak fel. A két szakasz nemcsak szerkezetét, hanem szerepét tekintve is kiilonbozik
egymastol.

A titin I-szakaszban taldlhat6 része fizioldgias koriilmények kozott is megnyujthatd: ez a
szakasz felelds a passziv izomerd kialakuldsaért, megakadalyozza az A-szakasz
aszimmetrikus elmozdulasat a szarkomeren beliil, valamint eldsegiti, hogy az izom
0sszehuzodasat kovetden a szarkomer visszanyerje eredeti hosszat. A titin [-szakaszbeli része
harom régiora oszthatd: a Z-csiktdl tavolabb esé (disztilis) tandem Ig szegmensre, a Z-
csikhoz kozelebbi (proximalis) tandem Ig szegmensre, és az e kettd altal kozrefogott, egyedi
szekvenciakbdl (pl. a mar emlitett PEVK szegmensbdl) felépiild szakaszra. Mig a disztalis
tandem Ig régid konstitutivan fejezddik ki, azaz az egyes izoformakon beliil azonos, a
differencidlisan kifejez6dd proximalis Ig-régio és a PEVK szakasz hossza izoformanként
valtoz6. A titin I-szakaszanak hossza és nyujthatosdga Osszefiiggésben van az adott izom
passziv rugalmassagaval. Kimutattdk ugyanis, hogy a rovidebb izoformat expresszald
izomsejtek passziv rugalmassaga kisebb, mint a hosszabb titint expresszalo sejteké.

A titin globalis szerkezete Osszetett, mivel a globularis domének lokalis szerkezetén feliil
(az immunglobulin és fibronektin tipustt domének B-hordd szerkezete), a domének alkotta
lanc térbeli alakja is meghatarozza. Részben ez az oka annak, hogy a lokalis szerkezet
viszonylag részletes ismerete ellenére a titin rugalmassaganak molekularis alapjai még nem
pontosan ismertek. A titin relativ nyujthatosdganak szekvencia-specifikus ellenanyagokkal
torténd vizsgalata arra utal, hogy a nyUjtas soran a titin szerkezetében lezajlé valtozasok
Osszetettek. Valoszinii, hogy a tandem Ig szakaszok viszonylag lazabb rugalmassagu elemek,
amelyek kisebb erdk esetén kiegyenesednek, a PEVK szakasz nagyobb erék mellett nyulik
meg, a domének kitekeredése pedig extrém megnyujtas esetén jatszhat szerepet.
molekulak mechanikai tulajdonsdgainak egy egészen mas megkozelitéssel torténd vizsgalata.
Az egyedi molekuldkon végzett mérések eldnye, hogy olyan informacidkat szolgaltathatnak a
molekuldk szerkezetérdl ¢és mikddésérol, amelyek hagyomanyos moddszerekkel nem
hozzatérhetéek, mivel azok altaldban egy molekulasokasagra vett atlagot eredményeznek.

Lézercsipesszel ¢€s atomerd-mikroszkoppal végzett mérések segitségével kimutattak, hogy a



titin rugalmassaga (er6-megnyulds fiiggvénye) nemlinedris, és a molekula entropikus
polimerlanc viselkedésével magyardazhatd. Egy entropikus polimerlanc termikus eredetii
hajlité hatasok eredményeként csokkenteni igyekszik a végpontjai kozotti tavolsagot, azaz ha
hajlitomerevsége elegendden kicsi, mintegy Osszegombolyodik. Az egyedi titinmolekulak
esetén mért, €s aranyosan megnovelt er6-megnytlas gorbék igen jo egyezést mutattak egyedi
vazizom rostok passziv erdé-megnyulds gorbéivel. Az egyedi-molekula erdgorbék jol
illeszthetdk voltak az entropikus elaszticitast leird, un. ,féregszerti lanc” (wormlike chain,
WLC) modellel, amelynek segitségével a titin in situ rugalmassaga is modellezhetd volt. A
titinmolekulat ennek soran egymastol eltéré rugalmas tulajdonsagokkal rendelkez6 entrépikus
rugok sorbakapcsolt sorozatanak tekintik. Ezen rugdk mindegyike megfelel az I-szakaszbeli
titin egy-egy szegmensének, ¢és mindegyik mdas-méas erd-tartomanyban jarul hozza
jelentdsebben a titin megnyulasahoz illetve a passziv erd generalasahoz.

Rief és mtsai a titin atomerd-mikroszkoppal torténd megnyujtasa soran egyedi domén-
kitekeredési eseményeket figyeltek meg az er6-megnyulds gérbében megjelend flirészfog-
szerli szakaszok forméjaban. Az egyes domének 150 és 300 pN kozotti erdk hatdsara
tekeredtek ki, visszaeresztést kovetden pedig a domének visszatekeredése volt megfigyelhetd.
A mobdszer segitségével lehetové valt fehérjékben bekovetkezd szerkezeti atmenetek

azonositasa, valamint fehérjemodulok mechanikai stabilitasdnak vizsgalata.



Célkituzések

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

Céljaink voltak:

(1) egyedi, fluoreszcensen megjeldlt titinmolekuldk vizualizalasa és a molekula alakjanak
jellemzése a mikroszkopos kép alapjan,

(2) egyedi, fluoreszcensen jelolt, megnyujtott titinmolekulak vizualizalésa és a megnyujtas
hatasara bekovetkezett szerkezeti valtozasok vizsgalata,
allandojanak és ennek felhasznalasaval hidrodinamikai tulajdonsagainak jellemzése,

(4) a titin oldatban felvett globalis szerkezetének jellemzése a jeldlt titinmolekuldn
kialakul6 rodamin dimerek segitségével,

(5) a titinben kémiai ¢és savas denaturacid hatdsara bekdvetkezO szerkezeti valtozasok
vizsgalata rodamin dimerek segitségével,

(6) a titin denaturacio kinetikajanak és a létrejovo szerkezeti valtozasok vizsgalata triptofan
fluoreszcencia mérésekkel,

(7) a jelolés szerkezetmodositd hatdsanak vizsgalata egyedi titinmolekuldk atomerd-
mikroszkopos megnyujtasa segitségével,
szarmazd domén-nyolcasok (oktamerek) kémiai stabilitdsanak Osszehasonlitasa egyensulyi
kémiai denaturacids mérések alapjan, valamint

(9) a konstitutivan illetve differencialisan kifejez6dé tandem Ig régiobol szarmazéd
oktamerek mechanikai stabilitdsanak 0Osszehasonlitdsa atomerd-mikroszkoppal —torténd

megnyujtas alapjan.



Anyagok és modszerek

Fehérjetisztitas

A titint ny0l hatizombdl preparaltuk kordbban kidolgozott, és altalunk modositott

modszerek alkalmazasaval.

Rekombinans titin fragmentumok eldallitasa

Vizsgalatainkhoz a titin differencidlisan és konstitutivan expresszalodd tandem Ig
szegmensébdl allitottunk el két, nyolc domén hosszisagu szakaszt (oktamert). A felerdsitett
DNS szekvenciakat egy-egy pET-28a tipusu vektor Nhel és Xhol hasitasi helyei kozé
illesztettik be. A fehérjék vizoldékony formajat Escherichia coli baktériumban

(BL21(DE3)pLysS torzs) expresszaltattuk.

Fluoreszcens jelolés

A preparalast kovetden a titint fluoreszcensen megjeldltilk a cisztein aminosavakhoz
kotédo tetrametil-rodamin-jodacetamid (TMRIA) szulthidril (SH)-reagenssel illetve a lizin

aminosavakhoz ko6t0do tetrametil-rodamin-izotiocianat (TRITC) amino-reagenssel.

Konfokalis mikroszkopia

Az lvegfelszinre kitapadt fluoreszcens titinmolekuldkat 1ézerpasztdzo konfokalis
mikroszkop segitségével vizualizaltuk (Bio-Rad MRC-1024ES, Nikon Eclipse TE300 inverz
mikroszkop, Nikon PlanApo 100x/1,4NA olajimmerzids objektiv, gerjesztés: 514 nm Ar-ion
1ézer, emisszid: 550 nm-es feliilateresztd sztird). A digitalis képeket az NIH Image (v1.61,

Wayne Rasband, NIH) képanalizalo szoftver segitségével elemeztiik.



Kémiai denaturacios kinetika mérése egyedi molekulakon

A denaturdcidés kinetika vizsgalatdhoz egy specidlis folyadék-ataramlasos cellat
készitettiink, amely lehetdvé tette a felszin-adszorbealt molekulakon a puffer-oldat gyors

cser¢jét. Denaturansként guanidin-hidrokloridot (GdnHCI) hasznaltunk.

Titinmolekulak megnyujtasa

A titinmolekuldk megnyujtasa soran egy liveg mikroszkop fedélemezhez titinmolekulakon
keresztiil kotédott mikrogyongydket toltunk el egy pipettahegy segitségével.

A feliileti fesziiltségi erdvel torténd megnyujtads soran 100 pul 50% glicerint tartalmazo
jelolt titin oldatot cseppentettiink egy 5000 percenkénti fordulatszammal porgd mikroszkop
fedélemezre. A feliilethez tapadt, megnyujtott titinmolekuldkat kb. 100 pl pufferrel fedtiik le.

A megnyujtas folyamatdnak kovetésekor egy mikromanipulator segitségével egy
mikropipettat nekinyomtunk egy feddlemezen nyugvo, titinnel boritott mikrogyongynek,
majd a mikropipettat visszahtizva, megnyujtottuk a hozza kotédott, a pipettahegy és a gyongy

koz6tt huzodoé molekulat.

Spektrofotometria

A mintak abszorpcids spektrumat Shimadzu UV-2100 tipust spektrofotométerrel vettiik
fel, 1 cm optikai Uthosszu kiivettakban. A tomény TMRIA oldat abszorpcids spektrumanak
felvételéhez két Osszeillesztett mikroszkop feddlemezbdl készitettiink cellat, amelynek optikai

uthossza kb. 30 um volt.

Fluoreszcencia spektroszkopia

A steady-state fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalatokat Perkin-Elmer LS50B tipust
spektrofluoriméterrel végeztiik, rodamin-jelolt titin esetén 580 nm-es emisszios, illetve
550 nm-es gerjesztési hullamhosszak mellett, triptofan fluoreszcencia vizsgalata esetén pedig
280 nm-es gerjesztési €s 340 nm-es emisszids hullamhossz mellett. A gerjesztési s emisszids

rések minden esetben 10-10 nm szélesek voltak.



Egyensulyi kémiai denaturacio

kovettiik, abrazolva a fluoreszcencia intenzitas valtozasat a denaturans koncentraciod

fliggvényében.

Molekulak megnyujtasa eroméro atomero-mikroszkoppal

A mechanikai manipulacios kisérletekhez Molecular Force Probe tipusi (Asylum
Research, Santa Barbara, CA, USA) erdmér0 atomerd-mikroszkopot hasznaltunk. A
méréseket vizes kozegben végeztiikk. A rugolapkdk rugoéallandoit minden egyes rugdlapka

esetén kiilon, termikus kalibracio segitségével hataroztuk meg.

Polimerszerkezeti szamitasok

Munkankban a ,,féregszerii lanc” (wormlike chain, WLC) modellt hasznaltuk, ezen beliil

pedig a kovetkezo Osszefliggéseket:
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ahol R a giracios sugar, R, pedig a lanc végpontjai kozotti tdvolsag.

(R2) = 2PL(1—§[1 —ef’D,

ahol L és P a lanc konturhossza illetve perzisztenciahossza.

Részecskék szubsztratfelszinre torténé kitapadasanak kinetikaja

A részecskék diffuzios allandojat (D) a felszinre kitapadt részecskék szamanak idéfliggése

alapjan hataroztuk meg, az alabbi Osszefiiggés segitségével:

ny(t) _ [4D
= ”J?,

n,
ahol n,.(t) az egységnyi feliiletre kitapadt részecskék szdma, n, az oldat koncentracidja a

t = 0 iddpillanatban, ¢ pedig az eltelt 1d6.



Egy entréopikus polimerlanc esetén a diffuzios allandd kapcsolatba hozhatdé a lanc

konttirhosszaval (L) és perzisztenciahosszéaval (P):

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

ahol k& a Boltzmann-allando, T az abszolut hdmérséklet, n pedig az oldészer viszkozitasa.

Termodinamikai stabilitasi paraméterek meghatarozasa egyensulyi

denaturacios mérések alapjan

Feltételezve, hogy a nativ és denaturalt allapotokhoz tartozo fluoreszcencia intenzitasok
linedris fiiggvény szerint maguk is fiiggnek a denaturans koncentraciojatol, azaz
F, =F\ +s,[denat] és F, = F +s,[denat],

levezethetd a fluoreszcencia intenzitas denaturans koncentraciotol valé fliggése:

(F\ +s,[denat]) + (F) +s,[denat]) - exp m([denat]];[;ienat]so%)
r= b m([denat]-[denat], )

RT

1+ex

ahol R az egyetemes géazallando (1,9872 cal/mol-K), T pedig az abszolut homérséklet.
A fehérje stabilitasat jellemzd, zérus denaturans koncentracidhoz tartozd kitekeredési
szabadentalpia valtozas:
AGHZO = m-[denat], ,
ahol [denat],,, az a denaturdns koncentracid, amely mellett a fehérjemennyiség fele

denaturalodik.

Mechanikai stabilitasi paraméterek meghatarozasa molekulak atomero-

mikroszkoppal tortén6é megnyujtasa alapjan

A zérus er6hoz tartozo kitekeredési sebességi allandot (k) valamint az 4tmeneti allapot

nativ allapottél mért tavolsagat (Ax) numerikus Monte-Carlo szimuldcio segitségével

hataroztuk meg (a szimulacio részleteit 1d. Rief és mtsai, 1997).



Eredmények

(1) A fluoreszcensen jelolt, felszin-adszorbealt titinmolekuldk képének &atmérdje a
csucsintenzitasoktdl fiiggetleniil kozel azonos volt, és 0Osszemérheté volt a hasznalt
mikroszkdp felbontoképességével. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a titinmolekulak altal a
feliileten elfoglalt teriilet atmérdje kisebb, mint a mikroszkop felbontoképessége.

A fluoreszcensen jelolt, felszin-adszorbedlt titinmolekuldk alakja és mérete tehat nem

oldhat6 fel mikroszkopos képalkotés soran, megadhaté azonban méretiik egy felsé korlatja: az
atlagos végpontok kozotti tavolsag ( /<sz> ) valészintileg kisebb, mint 0,3 pm.

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

A mérési pontok jol illesztheték voltak az n, /n, =a-t" fliggvénnyel (r=0,93). Az
illesztés alapjan az idovaltozo kitevdjére kapott 0,48-as érték kozel megegyezik a diffuziod
altal hajtott folyamatra elvart 0,5-0s értékkel, ami arra utal, hogy a molekuldk felszinre
torténd transzportja kizardlag diffuzidvezérelt folyamat, és hogy a molekuldk irreverzibilisen
kotdédtek a felszinhez.

(3) A titinmolekulakat titinnel boritott mikrogyongyok livegfelszin mentén torténd eltolasa,
valamint feliileti fesziiltségi erd segitségével nydjtottuk meg.

A fluoreszcensen jelolt megnyujtott titinmolekuldk mikroszkopos képe fényes szakaszok
koz¢ ¢kelddott halvany részeket mutat, ami a megnyujtott molekula strukturalis
heterogenitasara utal. A halvany szakaszok valdsziniileg a nem jel6lddott PEVK szegmens
¢s/vagy kitekeredett domén-sorozatok képei.

(4) A titinmolekula megnytjtasa soran felvett, a fluoreszcencia id6beli valtozasat abrazolo
felvételeken lathatdo, hogy mikdzben a megnytjtott molekulaszakasz teljes hossza
folyamatosan nétt, a fényes régiok dimenzidja kozel azonos maradt, a halvany részek
hosszlisaga pedig gyakran kiillonb6zé mértékben ¢és sebességgel valtozott. A fluoreszcencia
heterogenitdsa, ami a strukturdlis heterogenitasra utal, fennmaradt szdmos megnytjtas-
visszaeresztés ciklus soran.

A megnyUjtas idébeni vizualis kdvetése alapjan a titin kiilonboz6 rugalmassagi szakaszok

sorbakapcsolt sorozata, amelyekben adott eroknél szerkezeti atmenetek figyelhetok meg.



(5) Guanidin-hidroklorid hozzaadéasat kovetéen a felszin-adszorbealt titinmolekulak
fluoreszcencia intenzitdsa viszonylag gyorsan és jelentds mértékben megndtt. A jelenség
konfokalis mikroszkoppal vizualizalt egyedi molekuldkon és fluoreszcencia spektroszkopia
segitségével vizsgalt molekulasokasag esetén egyarant kimutathaté volt.

A jelenség oka, hogy rodamin-jelolt titinmolekulakon magas koncentracioban rodamin
dimerek jelentek meg, valosziniileg a kis térfogatba Osszehuzodott titinmolekula altal
létrehozott magas helyi rodamin koncentracié miatt. A dimerek kémiai denaturdns hatasara
disszocidltak. A disszocidciot kisérd fluoreszcencia intenzitdsndvekedés oka a dimerekben
megvaltozasa, hanem elsOsorban a denaturans kozvetlen hatdsa miatt kovetkezik be.

(7) Savas denaturacio esetén, amely a dimer-monomer egyensulyra kozvetlen hatassal nem
volt, a dimerek aranya csak kis mértékben valtozott meg. Ez arra utal, hogy a denaturécio
soran a molekulaban végbemend szerkezeti valtozasok ellenére a polipeptidlanc altal kitoltott
térfogat nem vagy csak alig valtozott meg, ami a kitekeredett fehérjelanc megnovekedett
flexibilitdsaval magyardzhato.

Az egyetlen titinmolekula altal kitoltott térfogatnak a mért dimer-monomer arany alapjan
becsiilt értéke 0,23-107 um’, amely gémb alakot feltételezve megfelel egy 0,054 um sugar(
gombnek. Ha a kitekeredés soran a molekula hossza a nativ, 1 um-es hosszrdl a kitekeredett,
10 um-es hosszra nd, a kitekeredett molekula perzisztenciahossza varhatéan kb. tizedrésze
kell hogy legyen a nativ molekula perzisztenciahosszanak.

(8) A rodamin-jeldlés és a dimerek szerkezetmddositd hatasa az atomerd-mikroszkopos
mérések alapjan nem volt kimutathatd: a TMRIA-titin esetén mért eréspektrumokon a domén-
kiteredési események mellett tovabbi, rodamin dimer disszociaciora utald eré-atmenetek nem
voltak megfigyelhetok.

(9) A titin differencidlisan expresszalddé szakaszabol szarmazoé domén oktamer (155-62)
mind termodinamikai mind mechanikai szempontbol kevésbé stabil, mint a konstitutiv
régiobol szarmazoé domén oktamer (191-98), ami arra utal, hogy a titin I-szakaszanak hossza
mentén nemcsak az entropikus rugalmassag, hanem a domén-stabilitas is heterogén eloszlasu.
A differencidlisan expresszal6do Ig domének jelenléte a titin adott izoforméiban, a domének
szelektiv  kitekeredése révén egy mechanizmust szolgaltathat a passziv izomerd
csokkentésére, ¢és a titin konstitutivan expresszalodd doménjei kiterekeredésének

megelozésére.
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