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1. Roviditések jegyzéke

BSA Marha szérum albumin (Bovine serum albumin)

DMP Dimetil-pimelimidat

DTT Ditio-treitol

E-64 trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane

(cisztein protedz inhibitor)

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride
EGTA Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N, N, N’, N'-tetraacetic acid
MyBP-C Miozin koté C-fehérje (Myosin Binding Protein C)

NHS-észter N-Hydroxysuccinimide-észter

PID Proporcionalis (Aranyos), Integrald, Differencialod szabalyzés
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride

SDS-PAGE Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
Sulpho-SANPAH  Sulfosuccinimidyl 6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)hexanoate
WLC Wormlike Chain (Féregszerti Lanc)

PBS foszfattal pufferelt sooldat (phosphate buffered saline)

PKA Protein kindz A

PKC Protein kinaz C

PKG Protein kinaz G

RPM percenkénti fordulatszam (revolution per minute)

Ig Immunoglobulin

Fn Fibronektin



2. Bevezetés

2.1. Titin a szarkomer rugalmas filamentuma

Relaxalt harantcsikolt izomban megnyujtaskor passziv eré ¢ébred, melynek
kialakitasaért a szarkomereket athidal6 rugalmas titinmolekulak felelések [1-3]. A titin
a vastag ¢és vékony filamentumok mellett egy harmadik filamentaris rendszert alkot a
harantcsikolt és szivizom szarkomerben [1, 3-5]. A titin nyugalmi, Kinyujtott hossza

hozzavet6leg 1um és molekulatomege izoformatol fliggéen 3-3,7 MDa [6].
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1. dbra Titin elhelyezkedése a szarkomerben. A szarkomer sematikus dbrdjan a Z-csiktdl az
M-csikig huzddo titinmolekuldk kék szinnel dbrdzolva.

Egyetlen titinmolekula a fél szarkomert athidalja a Z-csiktol az M-vonalig hiizodva,
N-erminalisa a Z-lemez része, C-terminalisa az M-vonal integrans komponense [7]
(1. abra). Fehérje 0ssztomeg alapjan a miozin és az aktin utan a harmadik legnagyobb
mennyiségben eléforduld izomfehérje. A titin N-termindlisdnak 80 kDa-nyi része
izoformatol fliggéen a teljes Z-csikon athuzodik, a szomszédos szarkomerek titin
filamentumai ezért a Z-lemezen beliil atlapolnak [8]. A Z-lemezen beliil a szomszédos
titinek atlapold Z1 és Z2 doménjei a teletoninon keressztiil rogziilnek a Z-lemezben [5].
Adott izoformatol fiiggéen a titin 800 kDa— 1,5 MDa-os része az I-szakaszban
talalhato, ahol a vékony filamentumok Z-csik feléli vége és a vastag filamentumok
cstcsai kozott huzodik. A titin 2 MDa-nyi szakasza az A-szakaszban helyezkedik el,
ahol minden vastag filamentum felszinén hat titinmolekula fut végig [9]. A miozinhoz
¢s a C-fehérjéhez (MyBP-C) torténd szoros kapcsolodasa miatt ezt a régiot élettani
koriilmények kozott nyhjthatatlannak tartjak [5]. A titin C-terminalisanak koriilbeliil

200 kDa-0s része az M-vonalban lokalizalodik, ahol a Z-csikhoz hasonldan az ellentétes



oldali szarkomerfelekbol érkezo titinfilamentumok ugyancsak atfednek [5, 10]. A
miofibrillumokon beliil tehat osszefiiggé filamentumrendszer talalhatdo, melynek

hatterében a Z- és az M-csik ellentétes polaritasu, atlapolo titin molekulai allnak.

2.2. A titin szerkezete

A titin Oriasi mérete ellenére (3,7 MDa) szerkezete viszonylag monoton, felépitése
modularis. Harmadlagos szerkezetét tekintve 100 aminosav hossza, fibronektin
I1-tipusu (Fn III) szupercsaladba tartozo és 90-95 aminosavas,
immunoglobulin C2-tipusu (I C2) szupercsaladba sorolt domének ismétlodéseibodl
[11, 12], illetve az ezek kozott helyenként elhelyezkedd stabil harmadlagos szerkezettel
nem rendelkezd szekvenciakbodl all. Haromdimenzids szerkezetvizsgalatok kimutattak,
hogy az ismétl6do szekvenciak globularis doméneket képeznek, melyek mind az Ig,
mind az FN III domének esetén hét antiparallel lefutasu B-lemezbdl allo horddszeri

szerkezettel rendelkeznek [13, 14] (2. abra).

B
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2. abra Globuldris titin domének szerkezete. A: Immunoglobulin tipusu domén szalagmodellje
(bal) és sematikus dbrdja (jobb) B: Fibronektin tipusu domén szalagmodellje (bal) és sematikus
dbrdja (jobb) [14].

AN

Ezek a nagyfoku szerkezeti homologiat mutatd globularis domének teszik a ki a titin
mintegy 90%-at (kb. 300 globularis domén). A molekula fennmaradé mintegy 10%-at
olyan egyedi szekvenciak teszik ki, melyek semmilyen mas ismert fehérjeszekvenciaval
nem mutatnak homologiat. Egyediil a titin C-terminalis végén talalhat6é kindz domén
szekvenciaja homoldg a miozin kénnyiilanc-kinazzal [8].

A Z-csiktol, vagyis a titin N-terminalisatol, az M-csik, vagyis a titin C-terminalisa
felé haladva az alabbiak szerint jellemezzilk a molekula szerkezetét. A titin

N-termindlisa a Z-lemez integrans részét képezi, ezen a szakaszon a titint



45 aminosavbol alloé domén ismétlddések (Z-repeat) alkotjak. A Z1 és Z2 domének
teletoninnal alkotott erds kolcsonhatasa fontos szerepet jatszik a titin Z-lemezhez
rogzitésében, tovabba a Z-lemez szerkezeti integritasdban ¢és mechanikai
stabilitasaban [8].

A titin I-szakaszbeli része alternativ splicing révén igen kiilonb6z6 izoformakban
talalhaté az egyes izomtipusokban. Alapvetéen harom részre oszthatjuk fel ezt a
molekulaszakaszt: (i) a Z-csikhoz kozelebbi proximalis tandem Ig-régiora, (ii) egy
egyedi szekvenciakbol felépiild PEVK régidra €s (iii) az I szakasz M-csik feloli végéhez
kozelebbi disztalis tandem Ig-régiora (3. abra). Az egyedi szekvencia régioban ezek
mellett még megkiilonboztetiink egy N2 régidt, amit Ig-domének és egyedi szekvenciak
valtakozva alkotnak. A vazizom titin izoformara altaldban az N2A régi6 a jellemzd, a
szivizomban viszont vagy egyediil az N2B, vagy az N2A ¢és N2B régio egyiittesen
talalhaté meg (N2BA izoforma) [15].

Fél I-szakasz

) disztalis
Z-csik tandem
proximalis tandem Ig régio PEVK domén Ig régio I Ig-domén
L T v m e TN~ T Egyeati szekvencia

N2-A

3. abra A titinmolekula fél I-szakaszt dathidald része. A Z-csiktdl indulva: (i) proximdlis tandem
Ig-régid, (ii) N2/PEVK régio, (iii) disztdlis tandem Ig-régid [5].

Az egyes izomszovetekben, feltehetden a kiilonb6zé mechanikai kdvetelmények miatt
igen eltéré hosszusagl izoformak fejezédnek ki [6]. A titinmolekulat egyetlen gén
kodolja, ami extrém sok, 363 exont tartalmaz [16]. A szovetspecifikus splicing révén a
nagyszamui exonbol sokféle izoforma expresszalodik (4. abra). Az alternativ
splicingban leginkabb a proximalis Ig-régi6 és a PEVK domén érintett [17]. A disztalis
Ig-régid viszont konstitutivan expresszalt az 0Osszes izoformédban. A leghosszabb,
m. soleus izoformaban 53 Ig doménnel tobb van a proximalis Ig-régioban, mint a
szivizom titinben. Emellett a m. soleus izoforma 2174 aminosav hossziusaga PEVK
doménnel rendelkezik, ellentétben a szivizom izoforma 163 aminosavas PEVK

doménjével.
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4. dabra Néhdny példa az I-szakasz titin izoformdinak sokféleségébdl. Két vazizom (m. soleus és
m. psoas) és két szivizom (N2BA és N2B) izoforma. Jobboldalon az egyes izoformdk
molekulatémege olvashatd [17].

A legfontosabb egyedi szekvencia a titin izoformak esetében a PEVK domén, mely
nevét a prolin (P), glutamat (E), valin (V) és lizin (K) aminosavak gyakori
el6fordulasarol kapta. A PEVK domének tobbsége minden titin izoforméaban tartalmaz
bazikus (izoelektromos pont: 9-10), 27-28 aminosavas ismétlédéseket, in. PPAK- vagy
PEVK motivumokat, melyek prolinban és lizinben gazdagok. Ezeken feliil a vazizom
PEVK ¢és a szivizom N2BA izoformaiban erdsen savas (izoelektromos pont: 4,0),
glutamatban gazdag (~55%) ismétlodések, tn. polyE motivumok talalhatok, melyeket
PPAK motivumok hatarolnak [6, 18].

A PEVK domén masodlagos és harmadlagos szerkezete csak kevéssé ismert és a
doménre gyakran ugy tekintiink mint a rendezetlen fehérjék archetipusara [19, 20].
Egyes munkak beszamolnak dinamikus, tranziens szerkezetek kialakulasarol [21], mig
masok a szekvenciabol adodo poliprolin Il hélixeket és béta kanyarokat mutattak ki a
szerkezetben NMR és CD spektroszkopiaval [22]. Mindmaig tisztazasra var még, hogy
a PEVK domén esetleges szerkezetei milyen hatdssal vannak annak rugalmassagara ¢és
szerepet jatszanak-e a titin €és ezen keresztiil a hardntcsikolt izom passziv
mechanikéjaban.

Az titinmolekula A-szakaszbeli aminosav szekvenciaja er6sen konzervalt az egyes

izoformak kozott. Az A-szakaszbeli titin szegmens 65%-at Fn III, 30%-at pedig



Ig-domének alkotjak, melyek szuper-repeatekbe rendezédnek [19]. A viszonylag
monoton, repetitiv szerkezetet a régid M-csikhoz kozeli végen a titin kindz domén tori

meg [8].
2.3. A titin funkcidja

A titin elsédleges funkcidja az izomrost passziv rugalmassaganak biztositasa,
melyet a molekula eltérd izoformai alakitanak az egyes izomrosttipusok élettani
igényéhez. A titin a vastag filamentumokat a szarkomer kozepére rogziti €s hatékony
elasztikus rugdként miikodik az izomkontrakcié alatt [4, 23-27]. Mint a miogenezisben
igen koran megjelend filamentaris struktura, a titin mintegy ,,molekularis templatként”
iranyitja a miofibrillumok rendezett szerkezetének kialakulasat, valamint a C-terminalis
régid szerin/treonin kindz doménjének révén szerepe lehet a mechanikai informécio

jelatviteli utvonalakhoz csatolasaban is [28, 29].

2.3.1. Az izom passziv rugalmassaganak kialakitasa

A titin ny0jtas hatasara fellépd passziv erdvalaszaért a molekula I-szakaszbeli
szegmense felelds, ez a titin funkcionalisan nyujthato része. Ezzel szemben a molekula
A-szakaszba esO része a vastag filamentumokhoz asszocialt, igy funkciondlisan
nyujthatatlan. A vazizomban a nytjthatd régiot a proximalis €s disztalis tandem Ig
szegmensek és a kozottiik elhelyezkedd PEVK és N2 domének alkotjak [19].

Human m. soleus izomrostokon végzett immun-elektronmikroszkopos tanulmanyok
feltartak, hogy a szarkomer nyugalmi helyzetében a tandem Ig domének ¢s a PEVK
,kontrahalt” allapotban vannak [20, 30]. A titin in situ megnytlasanak jelenleg
elfogadott modellje szerint a molekula egyes szakaszai eltérd rugalmassaguk miatt erd
hatasara hierarchikus sorrendben nyulnak meg. Alacsony eréknél elébb a tandem Ig-
régiok nyulnak meg a domének kozotti linker szekvencidk kiegyenesedése révén
[11, 20, 25, 30]. Ezt a PEVK domén random szerkezeteinek folyamatos megnyulasa
koveti [20, 30-32], végiil a szivizomban az N2B régi6 nyulik meg [33-35]. Bar a
kinetikai modellek alapjan elvarhato, hogy a passziv eré novekedtével egyes globularis
domének kitekeredjenek [36], ezt mindezidaig in situ nem sikeriilt minden kétséget
kizaréan kimutatni. Ezek alapjan feltételezik, hogy a globularis domének mechanikai
kitekerése csak pathofiziologias esetekben (pl. talnyujtas) Iéphet fel [37]. Ennek

némileg ellentmond azonban az a megfigyelés, miszerint az élettani szarkomerhossz



tartomanyban megnyujtott relaxalt szarkomerekben felépiild passziv erd jelentOs
lecsengést mutat (stressz relaxacio) [37, 38], amely mechanikailag indukalt markans
belsé szerkezetvaltozasok felléptére utal.

A titin altal meghatarozott passziv rugalmassdg nem egy konzervalt tulajdonsag,
hanem adaptiv modon finoman valtoztathatd a molekula foszforilaciojan keresztiil. Mig
az N2B régio PKA ¢és PKG-n keresztiili foszforilacidja csokkenti a passziv izomerot,

addig a PEVK domén PKC altali foszforilacioja néveli azt [39, 40].

2.3.2. Atitin mint az izom mechanoszenzora

A titin szarkomerikus elhelyezkedése felveti annak lehetdségét, hogy az izomrostok
erd és megnyulas érzékeldjeként egy mechanoszenzor funkciot lasson el. Az izomrostok
mechanikai allapotanak titinen keresztiili érzékelése megkdveteli, hogy a molekula
valamilyen mddon tiikrozze a szarkomert ért tér- €s idObeli mechanikai behatasokat.
Koréabbi egyedi molekuldkon végzett repetitiv nyujtasi kisérletekben a titin egy faradési
jelenséget mutatott az ismételt mechanikai ciklusokban [41, 42]. Bar a folyamat
molekuléris részletei €s a szarkomer mechanikaban betoltott funkcioi még nem
ismertek, a jelenség felveti annak lehet6ségét, hogy a titin a rugalmas tulajdonsagainak
dinamikus megvaltozasaban tiikr6zi a szarkomer mechanikai torténetét. Ezek mellett
egyedi molekula eréspektroszkopiai kisérletek rdmutattak, hogy a titin kindz domén
ATP koté zsebe erd hatasara felnyilik, igy fontos szerepet jatszhat a mechanikai

szignalok jelatviteli utakra csatolasaban [43].

2.4. Egymolekula-eréspektroszképia

Molekulasokasag vizsgélatakor az egyes molekuldk viselkedése kiatlagolodik,
nincs kozvetlen informacionk a molekuldk egyedi viselkedésérdl és igy a vizsgalt
paraméter vagy tulajdonsag eloszlasarol. Egyedi molekuldkon végzett kisérletek
ramutattak arra, hogy az egyes molekulak viselkedése jelentdsen eltérhet az atlagtol egy
adott folyamat soran, igy olyan uj allapotok figyelhetdk meg, amelyek a
molekulasokasagban rejtve maradnak (pl. konformacods allapotok). Az egymolekula
manipulacids technikdk lehetéséget adnak az adott molekuléaris folyamatban fellelhetd
kiilonbozd tér- és idébeli allapotok azonositisara és jellemzésére, tovabba kizardlagos

eszkozt jelentenek bizonyos jelenségek, mint példdul a molekularis rugalmassag



vizsgalataban. A leggyakrabban alkalmazott egymolekula manipulacios technikak a
molekularis erdméré atomerd-mikroszkop €s a 1ézercsipesz.

Az egymolekula erdspektroszkopia molekuldk rugalmassagat €s kiils6 erd hatasara
bekovetkezd szerkezetvaltozésait vizsgalja. Egy biopolimer molekula nyujtasakor
fellépd erd illetve erdvaltozas szoros Osszefiiggésben all a lanc szerkezeti felépitésével,
ezért a biopolimerek rugalmassaganak vizsgalata alkalmas lehet a szerkezeti vizsgélatra.
Egy biopolimer er6-megnyulds gorbéjébol kovetkeztethetiink lancon  beliili

kolecsonhatasokra illetve, a lanc szerkezetére.

2.4.1. Molekularis rugalmassag

A fehérjemolekulak linearis biopolimerek, vagyis monomer egységekbdl felépiild
molekulalancok. Ezek a linearis polimerek nem merev rudként viselkednek, hanem a
lancban elhajlasok johetnek Iétre igy adva lehetéséget kompakt, megrovidiilt
konformaciok létrejottére. Egy szabadon diffundalé polimerlancban a hajlitd
mozgasokat a kornyezet termikus gerjesztése okozza. A termikus kolcsonhatasok
kovetkeztében a lanc képes meghajlani, a végpontjai kozotti tavolsag csokken. Minél
nagyobb a lanc flexibilitasa, annal jobban Osszetekeredik, 0sszegombolyodik, a két
végpont kozotti atlagos tavolsag csokken. Az igy megrovidiilt lanc kiils6 erd hatdsara
nyujthatd meg és egyenesithetd ki. Mivel a lanc kinytjtott allapota rendezettebb, a
nyljtds hatasdra a ladnc szerkezeti entropidja csokken. Flexibilisebb lancok
megnyujtasakor a szerkezeti entropidban nagyobb valtozas kovetkezik be, ezért
megnyujtdsukhoz nagyobb erd sziikséges, vagyis a rugalmassdg a szerkezetbdl,
pontosabban annak rendezetlenségébdl ered. Az ilyen tipusi polimereket entropikus
polimerlancoknak nevezik. Az entropikus polimerlanc modellben a lanc kiilonb6zo
pontjai kozotti kdlcsonhatasok elhanyagolhatoak.

Egy a biopolimerek entropikus rugalmassagat leir6 modell a ,.féregszerii lanc”
(WLC) polimer modell. A féregszerii lanc egy hipotetikus, hosszahoz képest
elhanyagolhatd vastagsagi linearis makromolekula, folyamatos gorbiiletekkel. A
gorbiiletek iranya minden pontban véletlen. Ez a modell a biopolimer lanc flexibilitasat
kotési torzulasok Osszegeként irja le, a polimert egy meghajlithatd ridnak tekinti. A
meghajlas mértéke a rud hajlitomerevségétdl fligg, a lanc alakjat termikusan gerjesztett
hajlitd mozgasok szabjak meg [42, 44]. A WLC modell a polimer rugalmassaganak

leirdsara harom paramétert hasznal: a perzisztenciahosszt (Lp) és a konturhosszt (L¢) és a
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vég-vég hosszt (z). A kontlrhossz a teljesen kinytjtott lanc hosszanak felel meg, a vég-

cyey

perzisztenciahossz a lanc hajlité merevségét jellemzo paraméter, az a tavolsag, melyen

beliil a lanc termikusan gerjesztett meghajlasai, alakvaltozasai korrelalnak.

L, = konturhossz As V‘

z =vég-vég hossz

5. abra Egy entropikus biopolimer hajlékonysdgdt jellemzé paraméterek és meghatdrozdsuk. A
ldnc két tetszéleges pontjdra érintét illesztve dbrdzolhatok az irdnyvektorok. As a ldnc két
tetszbleges pontja kdzétti tdvolsdg a kontur mentén, ¢ az irdnyvektorok dltal bezdrt szég.

A perzisztenciahossz meghatarozasahoz vegyiink fel két pontot a polimer
mentén egymastdl As tavolsigra (5.4bra). Abrazoljuk a két pontban a lanc
iranyvektorait és mérjiik meg az altaluk bezart ¢ szdget. Szdmos mérést elvégezve, a

perzisztenciahosszt (L) az alabbi képletbdl szamithatjuk [45]:

As

(cosp)=e "7, (1)

ahol (COS @) a cosg vérhato értéke adott As esetén. Az 1. egyenlet alapjan, ha As << L,
akkor <COS (p> ~ 1 azaz az ¢ atlagos értéke 0° kortil fluktual, vagyis a lanc As szakaszon

tartja az irdnyat, egyenesnek tekinthets. Amennyiben As >> Ly, akkor (C0S¢) =~ 0 azaz

az ¢ szog atlagos értéke + 90° vagy — 90° koriil fluktual, vagyis az egyes ¢ szogek 0°
és £180° kozott tetszéleges értéket vesznek fel, tehat a As szakaszon a lanc alakja nem
mutat korrelaciot. Minél hosszabb a perzisztenciahossz, annal merevebb a lanc, és

megforditva, minél révidebb a perzisztenciahossz, annal hajlékonyabb.

2.4.2. Molekularis er6méro lézercsipesz
A 1ézercsipesz alapjaul szolgalo jelenséget, miszerint optikai er6k segitségével
lehetséges mikroméretii dielektromos részecskéket lebegtetni €s elmozditani, 1970-ben

irta le Arthur Ashkin [46]. Nem sokkal ezutan kifejlesztésre keriiltek az els6
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lézercsipeszek, melyek stabilan képesek voltak részecskék csapdazasara ¢és
haromdimenzios mozgatasara [47-49].

A lézercsipeszben egy nagy numerikus apertiraju objektivvel fokuszalunk egy
1ézernyaldbot az optikai csapda kialakitasahoz. Egy fénytord részecskére a fokuszpont
kozelében mindig olyan erd hat (a részecskével koélesonhatd fotonok impulzusatadasa

miatt), amely a részecskét a fokuszpont felé mozditja (6. abra).

A B

objektiv lencse o (f“__ -~

visszaverdédés

gradiens eré

szorasi erd

(fény nyomas)

szorasi erd

mikrogyongy gradiens erd
(fény nyomas)

fénytorés

— fénysugar beesd fénysugar iranya
visszavert fénysugar - foton impulzus valtozas

6. abra A [ézercsipesz miik6dési elve. A fokuszdlt csapddzo lézernyaldb legszélsé sugarai
pirossal dbrdzolva. A: Egyensulyi helyzetben nincs netté foton impulzus vdltozds.
A visszaverddésbdl eredS szordsi eré és a fénytérésbél eredd grddiens erék eredbje zérus.
B: Az egyensulyabdl kitéritett mikrogyéngyét a szordsi és grddiens erék ereddje tériti vissza az
egyensulyi helyzetbe [48].

A 1ézercsipeszben a mikrogyongyre hat6 erdét hagyomanyosan két komponensre
bontjuk. Az elsd, a beesd fénysugarak visszaverddeésébdl eredd szorasi erd a fény
terjedési iranyaban hat, mintegy tolja a gyongyot (fény nyomas). A masodik a fénytord
mikrogyongyon athaladd és megtort fénysugarak foton impulzus véltozasabol eredd
gradiens er6. A gradiens eré nagysaga és iranya fligg a lézercsapda intenzitas
gradiensétdl. Ahhoz, hogy a gradiens er6 elegendden nagy értéket vehessen fel a szorasi
er6 kompenzalasara, nagy numerikus apertiraju objektivvel (NA : 1.2) fokuszaljuk a
lézernyaldbot egy fokuszba. Igy a két eré ereddje egyensilyi helyzetben zérus és a
gyongy stabilan lebeg a 1ézerfokusz kozelében [50]. Amennyiben kiilsé erOhatasra
kitéritjilk a gyongyot az egyensulyi helyzetébdl, a szorasi €s gradiens erdk ereddje egy
visszatéritd erd lesz, amely visszahtizza a gyongyot az egyensulyi helyzetébe (6. abra).

Ez a visszatéritd erd a csapdat leiré potencialvolgy alakja altal megszabott hatarokon
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belill linearisan fiigg a gyongy kitérésétol. Ezért a 1ézercsipesz felfoghatd egy virtualis
rugoként, és felhasznalhatd erOmérésre a pikonewtonos erdtartomanyban. A vizsgalni
kivant biopolimer egyik terminalisat a lézercsipeszben csapdazott, mig a masikat egy
mozgathatd mikrogyongy felszinéhez konjugaljuk. A mikrogyongy mozgatasa
legegyszeriibben egy mikropipetta segitségével oldhaté meg, amihez a gyongyot
odaszippantjuk. Az igy kialakitott kisérleti elrendezésben a mikropipetta mozgatasaval
nyujtjuk a molekulat, mikézben a csapdazott gyongy kitérésébdl mérjiik az erdvaltozast

(7. abra).

objektiv
csapdazott
mikrogydngy

objektiv

mikropipettahoz
szippantott ...
mikrogydngy

vizsgalt
molekula

y o ‘“
:>I<IX “‘\ mozgathaté
I \ mikropipetta

7. abra Kétsugaras molekuldris er6mérd lézercsipesz. A két csapddzo lézernyaldb egymdssal
szembe irdnyitva alakitja ki az optikai csapddt. A csapddn dthaladt nyaldb a szemben lévd
objektiven dthaladva kollimdlva Iép ki annak hdtsé aperturdjan. A pipetta mozgatdsdval
megnyujtott molekuldra erd hat, ami kitériti a csapddzott gyéngyét az egyensulyi helyzetébdl.
A gyoéngy kitérése az athalado lézernyalab eltériilését okozza. Az eré a csapddn dthaladt nyaldb
intenzitdsvaltozdssal korrigdlt eltériilésébdl szamolhato [50].

2.4.3. Molekulak mechanikai denaturalasa

Az egyedi molekula eréspektroszkopia révén tobb molekularis rendszer esetében is
kidertilt (riboszéma, motorfehérjék, fehérje tekeredés), hogy az eré egy fontos
mechanikai paraméter lehet a biokémiai reakciokban. A molekuldkra hatd erdk
szerkezetvaltozasokat indukalnak, kotések szakadhatnak fel, felnyilhatnak kriptikus
helyek, kitekeredhetnek domének. Vagyis egy molekula denaturacidja nem csak kémiai,
de mechanikai uton is lehetséges. Egy egyszer kétallapotu rendszerrel modellezve egy
molekula a nativ allapotabol egy E, aktivacios energiaval jellemezhetd energiagaton
keresztiil juthat el a denaturalt allapotba. Amikor a molekulat megnyujtjuk, az eré ugy
torzitja az energiaprofilt, hogy F-AXx mechanikai munkaval csokkenti a két allapot

kozotti energiagatat (8. abra). A AX a nativ és az atmeneti allapot kdzotti megnyulas
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értéket fejezi ki [51, 52]. Modularis szerkezetii biomolekuldk, mint a titin nyujtasakor,
az egyedi mechanikai denaturacios 1épések kimutathatoak az eréspektrumban (8. abra).
Ha nyujtas soran az erd elér egy adott karakterisztikus értéket, bekovetkezik az els6
globularis domén kitekeredése. Ekkor a kitekeredett modul hossza hozza adodik a
konturhosszhoz (kontirhossznovekmény) €s az erd hirtelen lecsokken. Végiil a gorbe
utolsd csucsa a teljesen megnyujtott molekula fesziilését mutatja. Idealis esetben a
gorbén annyi koztes fiirészfog-szerii cstcs lathatd, ahany doménbdl all a megnyujtott

molekula.

] F=0 1.
A3 B\ . : 2, .
Ax N R F

Eré

2.

3. Megnyulas
e/ V)

~
\
o

Atmeneti
Kitekert

E_-

8. dbra Biomolekuldk mechanikai denaturdldsa. A: Kétdllapotu rendszer energiaprofilja kiilsé
eré nélkiil (fekete) és kiils6 erd esetén (piros). [53] B: Globuldris doménekbdl felépiilé
fehérjeldnc mechanikai denaturdldsa. Az dbra az egyes szerkezeteknek megfelelé pontokat
mutatja az er6-megnyulds gérbén.

Az erd, aminél egy domén Kkitekeredik, jellemzi annak mechanikai stabilitasat. A
titinmolekula kozel 300 globularis doménje koziil csak néhanynak ismert az
erOspektruma, igy nem tudjuk, hogy a fent bemutatott mechanikai denaturacio in situ
végmegy-e €lettani koriilmények kozott a titinmolekuldban. Az eddig megismert és
jellemzett globularis domének zome csak igen nagy (100-200 pN) eréknél tekeredik ki.

Gyengébb, alacsony erdknél kitekeredd doméneket a titin funkciondlisan nytjthatd,

I-szakasz beli részébdl eddig nem sikeriilt minden kétséget kizaroan kimutatni.
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3. Célkituzeések

Munkank soran a titinmolekula eréhatasra bekovetkezd szerkezeti valtozasait
kivantuk vizsgélni, kiilonos tekintettel arra, hogy az élettanilag relevans erdknél a
molekula mely szerkezeti elemeiben torténik valtozas. Legfobb kérdéseink a
kovetkez6k voltak: (i) Létrejonnek-e szerkezeti valtozasok a titinmolekuldban
¢lettanilag relevans eréhatasokra? (ii) Ha igen, a molekula mely szerkezeti elemei
feleldsek ezekért? (iii) Hogyan befolyasoljak a szarkomerikus mechanikai paraméterek
a titinben kiils6 eréhatasra 1étrajovo szerkezetvaltozasokat? (iv) Kimutathatoak-e a

nyujtasi szerkezetvaltozasok a molekulaban?

Ezek alapjan célul tiztik Ki:

1. Egyedi nativ titinmolekulak izolalasat nyal m. longissimus dorsi vazizom
mintabdl és szivizombdl, majd a minta mindségének ellendrzését.

2. Egyedi nativ titinmolekuldk nyujtasat lézercsipesszel, kiilonos tekintettel az

alacsony, élettanilag relevans erétartomanyra.

Az ¢lettani erétartomanyban jelentkezd nytjtasi atmenetek jellemzését.

Az 4dtmenetek hatterében 4llo titin szerkezetek feltérképezését.

Az erbhatasra bekovetkezd szerkezetvaltozasok dinamikai vizsgalatat.

o o ~ w

Egyedi nativ titinmolekuldk megnyujtasat és feliiletre fésiilését visszahuz6do
folyadékmeniszkusz technikdval.

7. Feliiletre fésiilt, megnytjtott titinmolekulak topografiai analizisét.
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4. Modszerek

4.1. Nativ titinmolekulak izolalasa

Nativ titinmolekuldk izoldldsa a munkacsoportunk altal korabban kidolgozott
protokol szerint tortént. [42, 54]. A kisérleteinkben hasznalt titin fehérjét nyulbol
(Oryctolagus cuniculus, New Zealand White) izolaltuk. A kisérleti allatok tartasa és
ledlése az Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tanacs XIV-1-001/29-7/2012 szamu
engedélye alapjan és az abban meghatéarozott feltételek szerint tortént.

A titin vazizom izoformat m. longissimus dorsi hatizombol, szivizom izoformat
pedig kamraizomzatbol izolaltuk. A kioperalt izmot azonnal jégen hiitottiik, majd rovid
id6n beliil ledaraltuk. A ledaralt vazizom esetében 60 g illetve a szivizom esetében a
teljes felapritott kamraizomzat volt a kiindulasi szovetmennyiség. A daralt vagy apritott
szovetet kétszeres izomtérfogatnyi (izomtdmeg (g) = izomtérfogat (ml)) homogenizalo
oldatban (50 mM KCI, 5 mM EGTA, 1 mM NaHCOg3, pH:7.0, 0.01% NaNj3, 1 mM
DTT, 1 mM PMSF, 20 ug/ml Tripszin inhibitor, 40 ug/ml Leupeptin, 20 uM E-64)
forgokéses rendszerben homogenizaltuk. Az igy nyert miofibrillum készitményt egymas
utdn haromszor mostuk, ami soran el8szor centrifugaltuk (2000 g, 10 perc, 4°C) majd
friss homogenizald oldatban ujra szuszpendaltuk az iiledéket. A mosas utan ujabb
centrifugalds kovetkezett, majd az liledéket egyszeres izomtérfogatnyi magas kalium
koncentracioju extrakcios oldatban (10 mM imidazole-HCI, pH: 7.0, 0.9 M KCI, 2 mM
MgCl;, 2mM EGTA, 0.01% NaNz, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 40 ug/ml Tripszin
inhibitor, 40 ug/ml Leupeptin, 30 uM E-64) vettiik fel. Ebben az oldatban 5 percig
keverés mellett extrahdltuk a mintat. A magas kalium koncentraci®6 mellett a
szarkomerikus vastag filamentaris rendszer dezintegralodik, igy oldatba vihetjiik a titin
és miozin molekuldkat. Ezutdn centrifugalassal (20000 g, 30 perc, 4°C) leiilepitettiik a
nem beoldott komponenseket és a miofibrillumokat. Az igy nyert tiszta feliiluszo
els6sorban miozin és titin molekuldkban gazdag. Ezutdn a feliilusz6t lassan,
precipitacios oldattal (0.1 mM NaHCOs;, 0.3mM DTT, 0.1 mM EGTA, 2 ug/ml
Leupeptin, 1 uM E-64) addig higitottuk, mig az ionkoncentraciot 200 mM-ra
csokkentettiik. A higitas végére az oldott miozin kicsapddik, mig a titin oldatban marad.

A Kicsapast az oldat opalossa valasa jelzi. Ezt kovetden az oldatot 1 6ran at inkubaltuk
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jégen. Ezalatt az oldatbdl kivalt miozin molekulak vastag filamentumokka asszocialnak.
A kivalt miozint centrifugalassal (20000 g, 30 perc, 4°C) leiilepitettiik, majd a miozin
mentes, titint tartalmazo feliiluszot tovabb higitottuk precipitacids oldattal mig az ionerd
50 mM-ra csokkent. A titin kicsapodasat az oldat enyhe opalosodasa is jelezte. Ezutan
40 percig inkubaltuk az oldatot jégen, majd centrifugalassal (10000 g, 30 perc, 4°C)
szedimentaltuk az oldatbdl kivalt titin komplexeket. Ilyenkor a centrifugalds utan az
egyedi titin molekuldk, titin oligomerek és néhany a titinhez koto, feltehetéen M-csik,
Z-csik és A-szakasz asszocialt fehérjék a centrifugacsé falahoz tapadnak. A feliilaszot
leontottiik, majd a centrifugacsdvek falarol kevés (~2 ml) magas ionerdsségii oldattal
(30 MM K-foszfat, pH: 7.0, 0.6 M KCI, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20 ug/ml Leupeptin,
10 uM E-64, 0.01% NaN3, 0.05% Tween-20) leoldottuk a titin komplexeket. Ezutan a
nem visszaoldodott aggregatumokat centrifugaltuk, majd a tiszta feliilaszobol 1 ml-t
vittiink fel gélsziird oszlopra (Sepharose CL-2B (SIGMA), oszlopatméré: 1.1 cm,
oszlopmagassag: 100 cm, oszloptérfogat ~100 ml). A gélkromatografias puffer (30 mM
K-foszfat, pH: 7.0, 0.6 M KCI, 0.1 mM EGTA, 0.3 mM DTT, 2 ug/ml Leupeptin, 1 uM
E-64, 0.01% NaNs, 0.05% Tween-20) aramlasi sebessége 0.2 ml/perc volt. A
mintafelvitelt kovetd elsé 20 ml (holt térfogat) atfolyasa utan 5 percenként egyenként 1
ml térfogata frakciokat gyljtottiink. Az elicios frakciokat 280 nm-en fotometralva
felvettik az elacidos profilt. A kisérletekhez felhasznalt frakciok mindségét

atomerémikroszkoppal és gradiens SDS PAGE elektroforézis segitségével ellendriztiik.

4.2. Mikrogyongyok funkcionalizalasa

Az egyedi molekulamanipulacioés kisérletek esetében kritikus a vizsgalt molekula
végeinek specifikus megragadasa (cf. 7. abra). Az erémérd lézercsipeszes mérések
esetében ez a két mikrogyongy feliileti funkcionalizadlasa révén valosul meg.
Kisérleteinkben az egyedi, nativ titin molekuldkat a Z-csik fel6li végiikon egy a
proximalis I-szakasz szekvenciara specifikus IgG tipust antitesttel (T12 antitest, [7])
ragadtuk meg, mig a molekula masik végét aspecifikusan, a Sulpho-SANPAH (Thermo
Scientific) fotoreaktiv keresztkotd, vagy egyes esetekben PEVK domén specifikus
ellenanyag (9D10 antitest, [55]) segitségével kapcsoltuk a gyongyhoz.
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4.2.1.T12 antitest - titin boritasa mikrogyongyok

A TI2 antitest jelolést 3 um atmérdji karboxilalt feliileti polisztirén
mikrogyongyokon végeztiik (Kisker Biotech). Elso 1épésként a gyongyok feliiletére
protein-A molekuldkat kotottiink karbodiimid keresztkotési reakcidban. 100 ul 5%-0s
majd 1ml keresztkotd oldatban (0.1 M NaH,PO, pH: 5.0, 10 mg/ml EDC)
szuszpendaltuk €s allandé lassu keverés mellett 2 6rat szobahdémérsékleten inkubaltuk.
Ezalatt a karbodiimid kovalens kotéseket 1étesit a gyongyok felszini karboxil és a
fehérje primer amin csoportjai kozott. Az igy nyert protein-A boritasi gyongyoket
haromszor mostuk (850 g, 5 perc) 0.1 M Na-borat (pH: 8.2) oldatban, hogy eltavolitsuk
a keresztkot6t az oldatbol. Ezutan a T12 antitest tartalmt szérum oldatbol 35 pl-t
adtunk a gyongy szuszpenzidhoz és 30 percig inkubaltuk szobahdémérsékleten allando
lassu keverés mellett. A protein-A fehérje az IgG tipust antitestek nehéz lancanak
kotédnek, hogy az epitdp felismerd régid kifelé néz, vagyis biztositja a késdbbi titin
felismerést. Ezutan a gydngy szuszpenziébdl a nem kotott antitesteket mosassal
eltavolitottuk, majd a szuszpenziot 0.2 M trietanolaminban (pH: 8.2) mostuk haromszor.
Ezt kovetéen a protein-A fehérjéket és a hozzdjuk kotott antitesteket 45 perces
inkubacioban keresztkotottiik imidoészter oldatban (0.2 M trietanolamin, pH: 8.2,
50 mM DMP). Az imidoészter kovalens kotéseket 1étesit amin csoportok kozott, igy
rogziti az antitesteket a gyongy feliiletéhez kotott protein-A réteghez. Ezutan a gyongy
szuszpenziot eldszor 50 mM Etanolaminban, pH: 8.2, majd 0.1 M Na-boratban, pH: 8.2
mossuk, végiil AB pufferben (25 mM Imidazol-HCI, pH: 7.4, 0.2 M KCI, 4 mM MgCly,
1 mM EGTA, 1 mM DTT) vessziik fel, a végso gyongy koncentracio ~0.5%.

A T12 antitesttel boritott gyongyoket a titin felkotés eldtt 5 percig keverés mellett
inkubaltuk blokkol6 oldatban (1% BSA, 0.2% Tween-20) azért, hogy elfed;jiik a gydongy
felszinén az aspecifikus kot6helyeket. Ezzel a 1épéssel jelentdsen csokkenthetjiik a titin
aspecifikus kotddését a mikrogyongy felszinéhez [41]. A gyongyoket mostuk és AB
pufferben vettiik fel.

Végezetil 1 ml ~0.05%-0s blokkolt T12 gydngy szuszpenzidhoz a gélsziird
oszloprol elualt titin cstcs leszallo agat alkotd frakciokbol adtunk 1 ul-t majd

szobahdmérsékleten lassu keverés mellett 30 percig inkubaltuk. A T12 antitest nagy
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affinitassal és specificitdssal kot a titin N-termindlisdhoz kozeli proximalis tandem
Ig-régioban talalhaté 112 doménhez [7]. Ezutan centrifugalassal iilepitettiik az immar
titin molekulakkal boritott gyongyoket majd a feliiluszot dvatosan eltavolitva, friss AB

pufferben Gjraszuszpendaltuk 6ket.

4.2.2.9D10 anti-PEVK antitest boritasi mikrogyongyok

Az IgM tipust 9D10 anti-PEVK antitestet 2.5 um atmér6ji karboxilalt feliileti
polisztirén mikrogyongyokre kotottiik karbodiimid keresztkotési reakcioban. 100 pl
5%-0s mikrogyongy szuszpenzidhoz 100 ul 9D10 antitest tartalmii szérum oldatot
adtunk, majd 1 ml keresztk6té oldatban (0.1 M NaH,PO,, pH: 5.0, 10 mg/ml EDC)
szuszpendaltuk €s allandé lassu keverés mellett 2 6rat szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Ezalatt a karbodiimid kovalens kotéseket 1étesit a gyongyok felszini karboxil és a
fehérje primer amin csoportjai kozott. Az igy nyert 9D10 boritasi gyongyoket eldszor
0.1 M Na-borat (pH: 8.2), majd haromszor AB puffer oldatban mostuk (850 g, 5 perc),
hogy eltavolitsuk a keresztkotét az oldatbol. Végiil a T12 boritdsu gyongyokkel
megegyez0 protokoll szerint blokkoltuk a gyongydk felszini aspecifikus kotohelyeit.

4.2.3. Fotoreaktiv keresztkoté boritasu mikrogyongyok

A felszini funkcionalizalast fotoreaktiv keresztkotovel 2.5 um atmérdjii amino
funkcionalizalt feliiletli polisztirén mikrogyongyokon végeztiik (Kisker Biotech). 100 pl
5%-0s amino funkcionalizalt gyongyszuszpenziot 900 ul 0.1 M NayCOs;, pH: 9.0
oldatban vettiink fel, majd ~10 ug Sulpho-SANPAH keresztkotét oldottunk fel a
szuszpenzioban. A Sulpho-SANPAH egy 18.2 A hosszli keresztkdté molekula aminek
egyik végén egy amino reaktiv NHS-észter, masikon pedig egy fotoreaktiv nitrofenil-
azid csoport talalhat6. A szuszpenzidt fénytdl védve inkubaltuk keverés mellett 30
percig, hogy az NHS-észter kovalens kotést alakithasson ki a gyongyfelszini NH;
csoportokkal. Ezutan a gyongyoket mostuk, AB pufferben vettiik fel, fénytdl védve
taroltuk. A végsd gyongy koncentracié ~0.5% volt. Az igy nyert fotoreaktiv gyongyok
felszine alacsony foton energiajG UV sugarzassal (300-460 nm) aktivalhat6, ami

nukleofil reakcidban els6sorban NH; csoporthoz kot.
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4.3. Egyedi titinmolekulak vizsgalata lézercsipesszel

Kisérleteinket sajat épitésii, két sugarnyalabos eromérd 1ézercsipesszel végeztik. A
preciz mozgatast biztositd piezo allvanyra sajat készitésti aramléasi folyadékcellat
erositettiink, amit a folyadék aramoltatd rendszer segitségével, AB pufferrel toltottiink
fel (25 mM Imidazol-HCI, pH: 7.4, 0.2 M KCI, 4 mM MgCl,;, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0.01% NaNs3). A folyadékcellaba épitettiink egy mikropipettat, ami a fotoreaktiv
gyongy rogzitésére szolgal. A folyadékcellat (és ezen keresztiil a mikropipettat) az XYZ
iranyokban szabalyozhato piezo allvannyal (Nano-PDQ375, Mad City Labs) mozgattuk.

A kisérletek soran a 3 um atméréji T12 anti-titin boritasi mikrogyongyot a
1ézercsipesszel fogtuk meg, mig a 2.5 um atmérdji fotoreaktiv boritdsu mikrogyongyot
a folyadékcellaba épitett mikropipettahoz szippanttottuk. A kisérlet kezdeteként eldszor
a mikropipettdhoz szippantott gyongyot hozzaérintjiik a csapdazott, titin boritasu
gyongyhoz. llyenkor a fotoreaktiv mikrogyongyok felszinéhez kotott sulpho-SANPAH
keresztkotd nitrofenil-azid csoportja fotoaktivalodik. Bar a nitrofenil-azid abszorpcidja
a 300-460 nm-es tartomanyba esik, a lézercsipesz fokusza kozelében a nagy foton
stiriség miatt megné a kétfoton abszorpcid valdszinlisége [56]. A csapdazd 1ézerek
hullamhossza 845 nm igy a sulfo-SANPAH kétfoton abszorpcid révén aktivalodik. Az
aktivalt keresztkotd kovalens kotést 1étesit a masik gyongyhoz kotott titin molekulak
amino csoportjaival, igy nem specifikus médon fogjuk meg a molekula M-csik feldli
végét. Az igy megragadott molekuldt a pipetta gyongy mozgatdsaval kiilonbozo
mechanikai kisérletekben manipulaltuk. A kisérletek soran a folyadék aramoltato
rendszer lehetdséget ad arra, hogy cseréljiik a puffert a megragadott molekula koriil, igy
kozvetlen vizsgalhatdo példaul az ionerdsség valtoztatdsdnak vagy kémiai agensek

koncentraciotol fliggd hatdsa ugyanazon molekula mechanikai viselkedésére.

4.3.1. Titin nyujtasa allando sebességgel

pipetta mozgatasaval noveljiik a két gyongy kozotti tavolsagot. Ilyenkor, a gyongyok
kozé horgonyzott molekulat nyjtjuk, vagyis a pipetta elmozduldsaval novekvd erd
¢bred a megnyujtott fehérjében. A két gyongy kozelitésével az erét fokozatosan
kioltjuk, vagyis a megnyujtott molekula relaxal. Az ilyen nyUjtas-visszaengedési

ciklusokban a piezo sebességét allandd értéken (tipikusan: 250 nm/s) tartva

20



er6-elmozdulas gorbéket regisztraltunk. A mechanikai ciklusokat tetszdleges
paraméterekkel (nyujtasi sebesség, elmozdulas), tetszleges szamban végezhetjiik el,

igy ugyanazon a molekulan akar to6bb nyujtas-visszaengedési gorbe is regisztralhato.

4.3.2. Titin nyujtasa allando erével (erévisszacsatolt lézercsipesz)

Az erdvisszacsatolt mérési moédban a molekulara hat6 erét folyamatosan egy
altalunk meghatarozott referencia értéken tartjuk a mikropipettait mozgatd piezo gyors
szabalyozasaval. A szabalyozas PID vezérl6 algoritmussal torténik, amely a molekulara
hat6 erét a két gyongy kozotti tdvolsag gyors dinamikus szabalyzasaval tartja a
referencia értéken. A mérés soran az erd ¢s piezo elmozdulas értékeket regisztraljuk az

id6 fuggvényében (9. abra).

Referencia
(erd)

Indit jel (+/-)
(csapda er6)

v
Feedback
kontroll

mozgathatd || |
mikropipetta/|

Vezérelt kimenet (+/-)

(piezo mozgas)

9. adbra Erdvisszacsatolt lizem( lézercsipesz miikddési sémdja. Az erét (és igy a csapddzott
gyongy kitérését) a PID vezérelt visszacsatold rendszer a pipetta pozicio gyors vdltoztatdsdval
tartja a megadott referencia értéken.

4.4. Adatanalizis

4.4.1. Molekulahossz korrekcio

A mérések soran gylijtott piezo elmozdulas adatokbol kiszamithatdo a molekula
vég-vég hossza, abban az esetben, ha ismerjiik a 1ézercsipesz virtudlis rugdallandojat és
a 0 vég-vég tavolsaghoz tartozd piezo poziciot. A 1ézercsipesz virtudlis rugodallandoja
kifejezi, hogy adott erénél mekkora a csapdazott gyongy kitérése az egyensulyi
helyzetbdl. Ez egyszeriien meghatarozhat6 a Hook-féle rugalmassagi torvény alapjan.
Amennyiben a mozgathatd gyongyot a csapdazott gyongyhéz nyomjuk, igy kitéritjiikk

azt egyensulyi helyzetébdl, annyiban a kitériiléssel aranyos visszatéritd er0 hat a
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gyongyre. A gydngy kitérése (AXy, ) €s a mért eré (F) kozotti aranyossagi tényezd a

virtualis rugballando (K):

K=—r 2)
Axgy

Meéréseink soran a 1ézercsipesz virtualis rugoallanddja tipikusan 0.2 pN/nm-nek adodott.
A virtualis rugéallandoval korrigélt piezo pozicid (X) és a 0 vég-vég tdvolsaghoz tartozd

piezo pozicid (X,) kiilonbségébdl megkapjuk a molekula F er6hoz tartozd vég-vég

z=(x—|;j—x0. (3)

Az igy korrigélt érték fiiggvényében dbrazolva az erdt, kapjuk az er6-megnytilas gorbét,

hosszat (2):

mig az id6 fliggvényében abrazolva kapjuk a vég-vég hossz-valtozas gorbét.

4.4.2. Erégorbék analizise

Kisérleteinkben az adatgyljtést LabView (v.7.1) mig az adatsorok analizisét
IgroPro (v.6.2.2.2.) szoftverrel végeztiikk. Az er6-megnyulas gorbék egyes szakaszaira a
féregszerii-lanc (worm like chain, WLC) polimer modell 4altal leirt hiperbolat

illesztettuk:

FL z 1
keT L, 2
L

ahol L, a molekula perzisztenciahossza, L. a konturhossza, z a vég-vég hossza, F a

1
4 (4)

molekulara kifejtett nyujto erd, ks a Boltzmann allandd, T az abszolut hémérséklet [44].
A nemlinearis Marquardt-Levenberg illesztésekbdl megkaptuk a molekula adott er6hoz
tartozo kontirhosszat és a rugalmassagat leir6 perzisztenciahosszat.

Az erdvisszacsatolt mérésekben meghatarozott kinetikai sebességi allandokat a

modositott Bell modell egyenletével illesztettiik:

FAx

k. = ke, (5)
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ahol k- a kitekeredési reakcid sebességi allanddja F erdhatés esetén, K, a nulla eréhoz

tartozo, spontan kitekeredés sebességi allandoja, Ax a kitekeredéshez sziikséges

tranzicids tavolsag a reakcio koordinatan (cf. 8. abra), ks a Boltzmann allando, T az

abszolut hémérséklet [51, 52].

4.5. A titinmolekula megnytilasanak modellezése és szimulacioja

A titin globularis domének kiilsé eré hatasara bekdvetkezo Ki- és feltekeredését
illetve a PEVK doménen beliili kotések felszakaddsat és visszaalakuldsat modelleztiik
Monte-Carlo szimulacioval, a munkacsoportunk altal korabban kidolgozott algoritmus
segitségével [42, 57]. A szimulacioban hasznalt modell molekula 50 globularis domént
¢s egy 700 nm hosszo PEVK domént tartalmazott. A PEVK domén intradomén
kolcsonhatasainak modellezésére az ismert, 28 aminosavbol 4allo ismétlddési
motivumait vettiik alapul [18]. Ebben a modellinkben a relaxalt PEVK domén
konturhossza a lancon beliili elektrosztatikus kolcsonhatdsok révén megrovidiilt. Az
allando sebességli nyujtasi szimulacioban az erét a WLC egyenlet (4. egyenlet) alapjan
szamoltuk [44]. A pillanatnyi eré értéknél mind a globularis domének, mind a PEVK

motivumok esetében ki- és feltekert egységek szamat megkaptuk a:

_Ea—(FAX)

dN = Nadte " (6)

egyenlet szerint [51, 52], ahol dN a ki- vagy feltekeredett egységek szama dt
iddintervallum alatt, N a PEVK motivumok vagy globularis domének szdma, ayp a
spontan atalakulds sebességi allandoja, E, az atalakulasi energia gat, F az erd, Ax az
atalakulashoz sziikséges tranzicios hossz, ks a Boltzmann alland6, T az abszolit
hémérséklet. Amennyiben dN nem egész értéket vett fel, ugy véletlenszam-generalas
alapjan dontottiik el, hogy le- vagy felkerekitjiik az értéket. E, és Ax értékeinek a
globularis domén kitekeredésre 1.08 x 10™°J és 0.3 nm, a feltekeredésre 8 x 102 J és
8 nm-t vettiink molekulanként. E, értékeinek a PEVK domén motivumok ko&téseinek
felszakitasara 1.05 x 107°J a visszaalakulasra 8 x 10%° J-t alkalmaztunk molekulanként.
A PEVK 4x értékeit kotésfelszakitas esetén 0.3 és 0.5 nm kozott véletlenszerlien

valtoztattuk, mig a kotés visszaalakulas esetén 11 nm-el szdmoltunk molekulanként.
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4.6. Titin nyujtasa visszahuzodé folyadékmeniszkusszal

Egyedi titinmolekulak nyujtasi szerkezetvaltozasainak vizsgalataira a korabban
kifejlesztett  visszahiz6dd6 meniszkusz moédszert [58] hasznaltuk, melynek
eredményeképpen tilnytjtott molekuldk adszorbealhatok egy szubsztrat feliiletre és igy
AFM-el vizsgalhatok. A moddszer 1ényege, hogy egy titint tartalmazo folyadékcseppet
cseppentiink egy csillam feliiletre, majd azonnal nagy sebességgel centrifugaljuk. A
centrifugalast sajat készitésii rotorral végeztiik, a csillamfelszint a rotor széli részére
rogzitettilk a forgasi kozépponttdl 5 cm-re. Ahogy a folyadékcsepp a centrifugalas
hatasara lefut a feliiletrél, a visszahuz6do folyadék-gaz hatérfeliileti meniszkusz az
oldatbol részlegesen letapadt molekuldkat megnyujtja és egyben kifésiili a felszinre

(10. abra).

Puffer csepp ) :
" F =ma_=mrw
tmi:@
M Y gorgéstengely
B \mintafelvitel

Bl ¢ csillam /

lemez

Rugalmas er6 «—+—> F=ymD
L
10. abra Titin nyujtdsa visszahuzddo folyadék meniszkusszal. A kép: A titinmolekula egyik
végével (tipikusan M-csik vég) letapad a csillam felszinre és a centrifugdlis eré (F.) hatdsdra
visszahuzodo folyadékcsepp hatdrréteg megnydjtja. B kép: A csepp mozgdsa kézben a feliileti
fesziiltséggel és a molekula keriiletével ardnyos eré (F;) nyujtia a molekuldt miel6tt az a
feliiletre kitapadna. A feliileti erével ellentétes irdnyu rugalmas eré ébred a fehérjelancban.

C kép: A mddszerben haszndlt sajdt épitésii rotor fényképe. A mintdt a forgdstengelytél 5 cm-re
elhelyezett csillam lemezre vittiik fel.

A foként titin monomereket tartalmazo elticios frakciobol vett mintat glicerines
PBS oldattal higitottuk (50 % glicerin, 10 mM K-foszfat pH 7.4, 140 mM NaCl,
1M Urea, 0.02 % NaN3) hozzavetéleg 20 ug/ml végsé fehérje koncentraciora. Az
1M urea alkalmazdsa a fehérje aggregéaci6 csokkentését szolgalta. Ennél a
koncentracional az urea még nem befolyasolja a globularis domének kitekeredését [59].
20 pl mintat vittlink fel frissen hasitott csillamfeliiletre és azonnal 13000 min
fordulatszamon 10 masodpercig porgettiik egy erre a célra épitett rotorral (ryowor = 5 €M).

Ezutan a csillamfelszint boségesen mostuk desztillalt vizzel majd N, gézzal szaritottuk.
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A molekulara hat6 erét (F) harom fiiggetlen moddszerrel is becsiiltiik. Elsdként
a priori a titinfilamentummal érintkez6 folyadék-hatarfeliilet kertiletén (zd) hato feliileti

fesziiltség alapjan:
F =y, (7)

ahol d egy titin domén atméréje (2 nm [58, 60]) és y a pufferoldat feliileti fesziiltsége.

Masodikként a posteriori szamoltuk ki az er6t a megnyujtott domének relativ

megnyulasabol [sz , amit a mért vég-vég hosszak (z) és a szekvencia adatok alapjan
szamolt kontirhossz (L;=32.1 nm) aranyabol kapjuk meg. A kitekert domének
kontirhosszat a szekvenciabol (UniProt Q8WZ42) szamolt atlagos domén aminosav
szam (91.8 aminosav/domén) és az egy peptid kdtésre vonatkoztatott 3.5 A kotéshossz
szorzataként szamoltuk. Az erd ¢és a relativ megnyulds kozotti Osszefliggést a
féregszerii-lanc (WLC) polimer modell egyenlete irja le (4.egyenlet). Harmadik
modszerként az egy molekulan megszamolt kitekeredett domének szama alapjan
szamoltuk az er6t [36, 51]:

FAX

N, = N, Atke T, 8

0ssz

ahol Ny a kitekert domének szama, N, az Osszes globularis domén (300 domén/titin
[6, 16, 19]), At az idGintervallum ami alatt a meniszkusz végigvonul a molekula
kontarjan, ko a spontan domén kitekeredés sebességi allandoja (3x 10° s*[36]), F az er
és kg a Boltzman 4llandd, T az abszolut hémérséklet és AX a tranzicids hossz (3 A [36]).

At-re hozzavetéleg 5 x 10°® s-ot kaptunk a

S
At= |— > 9
/0.011RPM ?r ®)

képlet alapjan, ahol r a rotor sugara (5cm), RPM a percenkénti fordulatszam

(13000 min™) és s a talnyujtott titinmolekulak atlagos kontirhossza (~2 pm).
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4.7. Atomer6 mikroszkopia és képanalizis

A csillamfelszinre adszorbealt titinmolekulakrél nagyfelbontdsi atomerd
mikroszképpal (Cypher, Asylum Research, Santa Barbara, CA) készitettiink
felvételeket. A szaritott mintakat ,tapogatd” (tapping) ilizemmoddban pasztaztuk
Olympus AC 160 (ti gorbileti sugara: 9nm) illetve ACS5TS (tli gorbiileti
sugara: 7 nm) rug6lapkakkal. A pasztazasi sorfrekvencia 3-6 Hz kozott, a pixelfelbontas
0.5-2 nm kozott valtozott. A felvételeken mért topografiai tdvolsdgokat korrigaltuk a

crcr

az alabbi képlettel szamoltuk:

w=w,_—2/2hr —h*, (10)

ahol wp a molekulak mért szélessége, h a filamentum tengelyén mért topografiai
magassag ¢€s I a tii sugara. A molekula kontarjan lathatok hézagok szélességét (Q)

(31. abra) a

g=g, +2+/2hr —h? (11)

képlet alapjan szamoltuk, ahol gn, a mért hézagszélesség.
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5. Eredmények

5.1. Titin izolalasa

Kisérleteinkben vizsgalt titin molekulakat nyul hat- és szivizomszdvetbdl izolaltuk
a 4.1-es pontban leirtak szerint. Az izoldlas utolsé 1épéseként méretkizarasos
gélkromatografiat (gélszlrést) végeztiink. A gélsziirés soran az oszlopra felvitt mintaban
talalhaté egyes molekuldk méretiikkel forditottan aranyos retenciés idével jelennek meg
az eluciods frakciokban. Egy tipikus elicios profilt mutat az 11.A dbra, melyen az els6

megjelend csucsot, a legnagyobb méretli molekulakat tartalmazo titin frakciok alkotjak.

0.6 A B

0.5 —

0.4

0.3 —

OD280

0.2

T1

0.1 — T2

0.0 | | | |
150 200 250 300 350 400
1d6 (perc)

100 150 200
Denzitas (rel.egys.)

11. abra Vdzizom titin izoldldsa nyul hdtizombdl. A abra: Izomszdvetbdl izoldlt vdzizom titin
tisztitdsa: méretkizdrdsos gél kromatogrdfia utdni elucids profil. Az egyes pontok az egyes
eluciés frakciokat jelzik. Babra: Vdzizom titin grddiens SDS poliakrilamid-gél
elektroforetogramja. Az eziistézés utdn két csik ldthatd a gélen. A denzitogramon T1 a teljes
hosszusdgu titin, T2 degraddcids termék.

A csucsot alkoto egyes frakciok kozott is tapasztalhaté méretbeli elkiiloniilés. A csucs
felszallo agat inkabb tobb titin molekuldabol allo, feltehetéen M-csik fehérjéken
keresztiil asszocialt oligomerek alkotjak. A leszallo agat alkotod, hosszabb retencios
ideju frakciokban fokozatosan csokken az oligomerek koncentracidja és egyre tobb az
egyedi titin molekula. Gyakran egy kisebb vall is talalhato a leszallé ag aljan, ami
AFM-es mérések alapjan foként egyedi molekuldkat tartalmaz (12. abra). A

legnagyobb optikai denzitasti csucsfrakcidt ezutan gradiens SDS poliakrilamid

gélelektroforézissel vizsgaltuk [62] (11.B abra).
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12. abra /zoldlt titin molekuldk AFM felvétele. A csillimfelszinre adszorbedlt molekuldk a
gélsziirés elucios frakcidibdl szarmaznak. A kép: Titin oligomerek a csucsfrakciobdl. Betétabra:
Egy titin oligomer nagyitott képe. B kép: egyedi titin molekuldk az eltcids csucs leszallé dganak
also frakcidjabal.

5.2. Titin nyujtasa lézercsipesszel élettani erétartomanyban

Kisérleteinkben nyal hat- és szivizombol izolalt egyedi titin molekulakat
manipulaltunk lézercsipesszel, annak érdekében, hogy vizsgaljuk a molekula kiilsé
erOhatasra bekovetkezd szerkezeti valtozasait élettanilag relevans id6 és erdskalan. A
vizsgalt egyedi titin molekuldkat N-termindlis végiikon T12 antitesttel, mig a
C-terminalis  fel6li  végén aspecifikus modon, sulpho-SANPAH  fotoreaktiv
keresztkotovel rogzitettik a mikrogyongyokhoz. A molekulat allandd sebességgel
nyljtva az erd nem-linearis moédon novekszik, mindaddig, mig az elsé szerkezeti
atalakulas végbe nem megy a molekuldban. Ilyenkor az erd hatisara egy domént vagy
egy¢éb harmadlagos szerkezeti elemet stabilizalo kotések felbomlanak, igy a molekula
konturhossza hirtelen megnd. Az ilyen szerkezeti atmenetek flirészfogra emlékeztetd
mintazatot eredményeznek az eré-megnyulas gorbe nyujtasi szakaszan. A fiirészfog
felfutd szara a megnyujtott molekulara hatd egyre novekvd erét mutatja, vagyis tiikrozi
annak rugalmassagat. A leszallo szar meredekségét a 1ézercsipesz rugoallandodja szabja
meg (13.abra). Az atmenet csicsa megadja az adott huzasi sebesség esetén
konturhossz-ndvekményt okoz6 szerkezeti atalakulas kivaltasdhoz sziikséges pillanatnyi
erd értéket [52, 63, 64] (8. abra). A nyujtasi gorbék kezdeti felszallo szakaszait még az
els6 szerkezeti atmenet el6tt illesztettik a WLC modell fiiggvényével (13. abra). Az
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illesztésébdl kapott kontirhossz a molekula kezdeti kontirhossza, ami alapjan

meghatarozhat6, hogy mekkora titin szakaszt ragadtunk meg a kisérlet soran.
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13. abra Titin nyujtdsa lézercsipesszel. A dbra: Egyedi titin molekula er6-megnydlds diagramja.
A nyilak jelzik a mechanikai ciklus irdnydt. Nyujtdsi sebesség: 250 nm/s. Baloldali nagyitds: WLC
(4. egyenlet) illesztése a nydjtdsi gérbe kezdeti, még er6dtmenet-mentes szakaszdra. Jobboldali
nagyitds: diszkrét, globuldris domén kitekeredési eseményekbdl eredé flirészfogra hasonlito
dtmenetek. Az dtmenetek k6zétti konturhossznévekmény jellemzi a kitekert szegmens hosszdat
(~30 nm). B abra: A kisérleteinkben vizsgdlt titinmolekuldk kezdeti konturhosszeloszldsa. A
hisztogram felett a m. soleus izoforma doménszerkezeti sémdja ldthato [6, 16].

Nagyobb (~100 pN) eréknél elsésorban olyan diszkrét atmenetek jelentkeznek a
nyujtasi gorbén, melyekben az egyes kontirhossz névekmények (flrészfogak csucs-
csucs tavolsaga) kozel egyforman, ~30 nm-el novelik a molekula kontirhosszat. Ezt az

egyes ~90-100 aminosav atlagos hosszusagu globularis domének sorozatos kitekeredése
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eredményezi. Kitekeredéskor a domént stabilizaldo H-hidak az erd hatasara felszakadnak
¢s a felnyilt modul kontirhossza hozzdadodik a molekula kontirhosszahoz, ami az erd
gyors kioltasahoz vezet [65, 66]. A visszaengedési gorbe mentes a diszkrét
atmenetekt6l, azt foként a molekula entropikus rugalmassaga vezérli. Mivel a molekula
rovidiilése sordn mas mechanikai utvonalat jar be, mint a nyQjtds sordn, ezért

nagyméretll hiszterézis tapasztalhatd a titin er6—megnyulés-gorbéin.

5.2.1. Alacsony erdknél jelentkezo szerkezeti atalakulasok jellemzése

A fiziologias koriilmények kozott egyetlen titinmolekulara haté erd értékére pontos
mérések nem, csak extrapolaciok allnak rendelkezésre. Mivel az irodalmi becslések az
in situ egyetlen titinre hato erétartomany fels6 hatarat mintegy 5-20 pN-ra becsiilik
[32, 67-71], kisérleteinkben elsGsorban a titin nyQjtasi gorbéjén az alacsony eréknél
jelentkezd szerkezeti atalakulasokat kivantuk vizsgalni. Ezek az alacsony erdknél
jelentkezé er6—megnyulas-atmenetek hasonloak a mar korabbrol ismert globularis
domén—kitekeredési eseményekhez [65], vagyis fiirészfogszeri atmenetként

jelentkeznek az eré—megnyulas-gorbe felfutd szakaszan (14. abra).
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14. abra Hardntcsikolt izombdl izoldlt egyedi titinmolekuldk alacsony er6knél mért szerkezeti
dtmenetei. A abra: Egy teljes mechanikai ciklus sordn felvett er6—-megnyulds-diagram. A nyilak
az alacsony eréknél jelentkezd tulnyuldsi dtmeneteket mutatjdk. A betétdbra mutatja a
kisérletben alkalmazott mechanikai protokollt (Ax: piezo elmozdulds). B abra: Négy kiil6nbézé
titinmolekula nyujtdsi er6gérbéje az F < 40 pN erGtartomdnyban. C dbra: 5 pN erénél jelentkezé
nyujtdsi dtmenet. (sziirke: nyers adat, fekete: ugyanazon adatsor 10 pontos dtlagolds utdn).

Ilyen atmenetek mar tipikusan 10 pN erdnél észlelhetok és az erd nodvekedésével

folyamatosan kovetik egymdst a nyuQjtasi gorbén. A visszaengedési gorbe ezzel
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szemben, alacsony erdtartomanyban is, mindig diszkrét atmenetektdl mentes. A
kontarhossznévekmények méréséhez a WLC polimer modell egyenletét (4. egyenlet)
illesztettiik a fiirészfogak felszallo szakaszara (15.A abra). A szomszédos er6atmenetek
illesztésébodl kapott kontarhossz értékek kiilonbsége az egyes szerkezeti atmenethez
tartoz6 kontirhossznovekményeket adja. A flirészfog csucsahoz tartozo eré érték
mutatja az  adott  tilnyaldsi  atmenethez  tartozd  tranziciés erét. A
konturhossznévekmények a hozzajuk tartozé tranzicids erdk fliggvényében két nagy
csoportra oszthatok (15.B abra). Az inkabb élettanilag relevans alacsony (F <40 pN) és
az inkabb erd-spektroszkdpiailag relevans magas (F > 40 pN) er6tartomany. A 40 pN
alatt jelentkez0 atmenetek esetén a konturhossz-névekmények valtozatosak, akar tobb
szaz nanométerrel is novelhetik a titin hosszat. A 40 pN feletti atmenetek viszont
egyenletes, ~30 nm-es 1épésekben novelik a molekulahosszt. A 40 pN-nal nagyobb
er6knél mért kontiurhossz-névekmény eloszlasa egy ~30 nm-es (31.7 5.3 nm S.D.) és
egy ~60 nm-es varhato érték koriil csoportosul. Ezzel szemben a 40 pN-nal kisebb
eroknél az eloszlas joval szélesebb. Habar az eloszlas itt is ~30 nm koriili maximumot
vesz fel, a széleken a tiztdl egészen a tobb szdz nanométerig is taldlhatok értékek. Az
illesztésekbdl kapott perzisztenciahossz értékek az alacsony erdtartomanyban
0.9-1.9 nm-nek, mig nagyobb er6knél 0.75-0.85nm-nek adodtak. A kapott
perzisztenciahosszak jo egyezést mutatnak korabbi titinnyujtasi munkakban kapott
értékekkel [42, 72, 73].
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15. abra Nyujtdsi konturhossznévekmények vizsgdlata vdzizom titin izoformdn. A abra: A WLC
polimer modell illesztése az egyes dtmenetekre (kék). B abra: Vdzizom titin nyujtdsi
konturhossznévekményei a tranzicids erék fiiggvényében. A jobb oldali dbrarész a
konturhossznévekmény-hisztogramot mutatja a teljes vizsgdlt er6tartomdnyban. A betétdbra a
40 pN alatti eré6knél mért konturhossznévekmény-hisztogramot mutatja.
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Ahhoz, hogy az alacsony erdtartoméanyban lezajlo szerkezeti dtmenetek kinetikajat
vizsgaljuk, sziikséges a két valtozd mechanikai paraméter (er6 és megnyulas) koziil az
egyiket rogziteni. Ehhez ervisszacsatolt izemmodban végeztiink méréseket, amelyben
az er6t allando értéken tartva csak a molekula megnyuléasa valtozik. Ilyen mérésekben
meghatarozhat6 az adott er6knél végbemend szerkezeti valtozasok sebességi allanddja.

A molekula mar alacsony er6knél is diszkrét 1épésekben nyulik (16. abra).
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16. abra Titin nyujtdsa erévisszacsatolt lizemmddu lézercsipesszel. Az dbra felsé részén a
molekuldra hato eré értéke lathatd, mig az alsé részen annak megnyuldsa. A betétdbrdn a
20 pN eré mellett jelentkezd diszkrét megnyuldsi Iépcsék figyelheték meg.

A megnyulas globalisan exponencialis kinetikat mutat, ami annak kdszénhetd, hogy bar
az egyes megnyulasi 1épcsOkben a konturhossznovekmény kozel allandé marad, az

egyes lépcsdk kozotti id6 exponencidlisan nd. A 40 pN alatti erdknél mért

2 %‘ lépcsdmagassagok eloszlasa (17. abra) multimodalis,
S 8 10, 25 és 39 nm-es csucsokkal. Ezek mellett nagyobb
[

4
9 2 lépcsdmagassagok is mérhetoek, amelyek akar tobb

0 20 40 60 80 100  tiz (~40-90) nm-el is novelik a molekula
Lépcsémagassag (nm)
konttrhosszat. Ahhoz, hogy meghatarozhassuk ezen

17. abra 40 pN alatti er6knél mért
megnyuldsi lépések hisztogramja.  szerkezeti atmenetek sebességi allandgjat, kiilonb6zo
er6knél végeztiink erdvisszacsatolt modban nyujtasi kisérleteket (18.A abra). A titin
mar 7 pN erdvel feszitve is folyamatosan nyulik, bar diszkrét nyujtasi 1épcsdk még nem
figyelhet6k meg a masodperces idoskalan, azok csak 10 pN feletti er6knél jelentkeznek.
Az igy kapott vég—vég-hosszvaltozas gorbéket kettds exponencidlis fliggvénnyel

illesztettiik és az illesztésbodl kapott sebességi allanddkat a nyujtasi erd fliggvényében
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abrazoltuk (18.B abra). A kettds exponencialis illesztésbdl egy lassi (mechanikailag
stabilabb) és egy gyors (mechanikailag kevésbé stabil) komponensre jellemzé
id6éallandot (K) kaptunk minden vizsgalt nyujtasi er6nél. A sebességi allandok

er6tél valo fliggése leirhatd a modositott Bell-modell (5. egyenlet) alapjan.
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18. abra Titin nyujtdsa erdvisszacsatolt lézercsipesszel. A dbra: Kiilonb6zd erbkkel nyujtott titin
molekuldk megnyuldsa és az arra illesztett kettés exponencidlis fliggvények. B dabra: Az
illesztésekbdl kapott sebességi dllanddk a nyujtdsi erd fliggvényében és az illesztett Bell-modell
(5. egyenlet). Piros: gyors komponens, kék: lassti komponens.

Az egyenlet illesztésével megkapjuk az adott szerkezeti atalakulas O erdre extrapolalt,
vagyis spontan sebességi allandojat (ko) illetve a szerkezeti atalakulashoz sziikséges
tranziciés hosszt (AX). Méréseinkben az F <40 pN erdtartomanyban a gyors
komponensre ko, = 0.044 st Ax=0.36 nm, mig a lasst komponensre ko= 0.013 st
AX = 0.18 nm értékeket szamoltunk.

Az allandd erdknél mért megnyulas gorbéken gyakran rovidiilési 1épések is
megfigyelhetok, kiilondsen a 20 pN alatti er6tartomanyban (18.A abra). Egy ilyen
megnyulas gorbét mutat a 19. abra is, ahol tobb visszalépési esemény is lathato, vagyis
a molekula az erdhatas ellenében rovidiil. Ezek a rovidiilési 1épések a megnyulési
1épésekhez viszonyitva nem olyan hirtelen lefutastiak, lassabbak. Ez arra utal, hogy a
titin rovidiilése intermedier szerkezeti allapoton keresztiil zajlik. Osszességében
elmondhato, hogy az F <40 pN erétartomanyban jelentkezd szerkezeti atalakulasok a

masodperces iddskalan valtoztatjak a molekula vég—vég hosszat.
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19. abra Titin nyujtdsa erévisszacsatolt lézercsipesz segitségével 18 pN erével. Az dbra felsé
része az erdvdltozdst, mig az also rész a molekula megnyuldsdt dbrdzolja. A nagyitdsban az
eréhatds mellett jelentkez6 kontrakcios Iépések Idathatdk (fekete nyilak).

Az alacsony erdknél jelentkezd szerkezeti atalakuldsok iddbeli dinamikdjénak
vizsgalatara alland6 sebességii, ciklusos nyujtasi kisérleteket végeztiink (20. abra). Az
elsé ciklust sziinet nélkiil kovetd masodik nyljtas—visszaengedési ciklusban az erd

hiszterézis nem all helyre teljes mértékben, igy a gérbe megnyulas szakasza a hosszabb
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20. abra Titin nyujtdsa egymdst kévetd ciklusokban. A két ciklus sziinet nélkiil kbvette egymdst,
nyujtdsi sebesség: 250 nm/s. A nyujtds kezdetén a két gyéngy tdvolsdga =900 nm, igy az
esetleges aspecifikus gydngyfelszini kélcsénhatdsok kiiktathatdak. Az egyes ciklusok hiszterézis
terlileteinek kiilonbsége a titin mechanikai fdraddsdt jellemzi.

megnyulas értékek felé tolodott. Bar a masodik ciklusban is tapasztalhatok 40 pN alatti

erdatmenetek, azok szdma kevesebb és a hozzdjuk kothetd kontirhossz-novekmények
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rovidebbek. Vagyis elmondhatd, hogy a titin mechanikai faradasanak [41] oka az

alacsony erdtartomanyban jelentkezé diszkrét szerkezeti &tmenetek elmaradasa.

5.2.2. Alacsony erdknél jelentkezo szerkezeti atalakulasok eredete

A titin molekuldban lezajlé eréhatasra bekovetkezd szerkezeti atalakulasok
elsésorban a 100 pN feletti erétartomanyban kitekeredd globularis domének jellemzése
révén ismert [31, 65, 66]. A Kkisérleteinkben tapasztalt 40 pN alatti, alacsony
erbtartomanyban is jelenlevd szerkezeti atalakulasok eredete azonban még nem
tisztazott. Ennek feltérképezésére olyan kisérleteket terveztiink, melyekben vizsgalni
kivantuk, hogy a kontirhossznévekmények globularis domén kitekeredés eredetiick,
avagy egyéb harmadlagos szerkezeti elemek (pl. PEVK doménen beliili hurkok)
felnyilasabol erednek. Kisérleteinkben vizsgaltuk az ionerd csokkentésének hatasat,
specifikus anti-PEVK antitesttel kezeltiikk a molekulakat illetve Gsszehasonlité nyujtasi
kisérleteket végeztiink szivizom titinen, melyben a PEVK szakasz hossza minddssze
tizede a vazizom izoformaénak.

Korabbi mérésekbdl ismert, hogy az ionerd valtoztatasaval a PEVK domén
rugalmassaga valtoztathato [32, 74]. Csokkentett ionerdsségii (100 mM KCI AB-puffer)
oldatban végezve a nyujtasi kisérleteket (21. abra) azt tapasztaltuk, hogy az alacsony
erdtartomdnyban a révid kontirhosszndvekménnyel jard eréatmenetek szdma csokken,
mig a hosszabb (~100 nm) kontarhossz-névekménnyel jar6 er6atmenetek megmaradtak.

Emellett az ismételt ciklusok k6zotti mechanikai faradas (hiszterézis csokkenés) szintén

megmarad.
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21. abra lonerdsséqg hatdsdnak vizsgdlata a titin mechanikai viselkedésére. Ismételt nyujtds-
visszaengedeési ciklusok 100 mM KCI-t tartalmazo AB pufferben. A két ciklus vdrakozds nélkiil
kévette egymadst. Nagyitds: A kis eréknél jelentkezé er6dtmenetek 100mM KCl mellett.
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A szerkezeti atmenetek eredetének tovabbi vizsgdlatira olyan kisérleteket
végzetiink, melyekben specifikus ellenanyaggal passzivaltuk a teljes PEVK domént. A
kisérleteinkben hasznalt 9D10 anti-PEVK ellenanyag immunhisztokémia szerint a teljes
PEVK szakaszt jeloli, vagyis a domén teljes szekvenciajahoz kot [55]. Az ilyen
immunjeldlt titin molekuldkban az antitest a PEVK szakaszt lefedi, igy feltételezhetden
az mechanikai értelemben inaktivalt, vagyis a doménen beliili kolcsonhatasok gatoltak.
llyen molekulan végzett allandé sebességli nyujtas-visszaengedési kisérletsorozatot
mutat a 22. abra. Azonnali egymds utan ismételt mechanikai ciklusokban a molekula
kifaradt, mig ha az egyes ciklusok kozé 10 masodperces sziinetet iktattunk be, a
hiszterézis mértéke érdemben nem valtozott az egyes ciklusok kozott. Ugyancsak
szembetlind a nagyobb kontirhosszndvekménnyel jaré erédtmenetek hianya a nyujtas
soran. Ahhoz, hogy a PEVK domén szerepét teljesen kiiktassuk, T12 és 9D10 antitesttel
boritott mikrogyongyokkel ragadtuk meg és manipulaltuk a titinmolekulat.
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22. abra A PEVK domén passzivaldsa 9D10 ellenanyaggal. Hdrom egymdst kévets nyujtds-
visszaengedési ciklus. Bal dbra: Az egyes ciklusok sziinet nélkiil kévetik egymdst. Jobb abra: Az
egyes ciklusok 10 mdsodperc vdrakozds idé utdn kévetik egymadst.

fgy, ezekben a kisérletekben csak a két antitest altal felismert epitop régiok (112 és
PEVK domén) kozotti proximalis tandem Ig és N2A molekulaszakaszt vizsgaltuk. A
vizsgalt szakasz kezdeti kontirhossza mindossze ~120 nm és a nyujtaskor jelentkezd
atmenetek atlagosan 30 nm-el novelték a molekula kontirhosszat (23. abra). Ez alapjan
az er6atmenetek kizarolag 1g-domén kitekeredés kovetkezményei. Megfigyelhetd, hogy
harom domén az egymast kovetd ciklusokban konzisztensen 40 pN erd alatt tekeredett
ki. A ciklusok kozé iktatott tiz masodperc varakozas hatasara az erd hiszterézis teljesen

visszaépiilt.
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23. abra Titin nydjtdsa T12 és 9D10 antitest boritdsu mikrogyéngydkon keresztiil. A két
egymdst kévet6 nyujtds-visszaengedési ciklus k6zétt 10 mdsodperc a vdrakozdsi idé.

Annak érdekében, hogy a PEVK domén méretének hatasat vizsgaljuk az alacsony
erdknél jelentkezd szerkezeti atalakuldsokra, szivizom titin izoforman végeztiink
nyujtasi kisérleteket (24. abra). A vazizom izoformahoz hasonloan itt is jelentkeznek

flirészfog szerii eréatmenetek a 40 pN-nal alacsonyabb erdknél. A fiirészfogak felszalld
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24, abra Szivizombdl izoldlt egyedi titinmolekula alacsony er6knél mért szerkezeti dtmenetei
(fekete nyilak). Egy nyujtds-visszaengedési ciklus sordn felvett er6-megnyulds diagram. Nyujtdsi
sebesség: 250 nm/s. A betétdbra mutatja a kisérletben alkalmazott mechanikai protokollt
(Ax: piezo elmozdulds).

szarara a WLC polimer modell illesztésével kontirhosszndvekmény analizist végeztiink
(25. abra). Az illesztésekbOl kapott perzisztenciahosszak alacsony er6tartomanyban
1.2-1.8 nm-nek illetve nagy eréknél 0.7-1.0 nm-nek adodtak. A konturhossznovekmény

hisztogram 30 nm koriil (28.6 £ 4.5 nm S.D.) egy nagyobb és 60 nm koriil egy kisebb
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csucsot tartalmaz. A 40 pN alatti erétartomanyban a konturhosszndvekmény eloszlas
inkabb folytonos, viszont joval keskenyebb tartomanyban vesz fel értékeket a vazizom
izoformahoz képest. 80 nm-nél hosszabb kontirhossznévekményt szivizom izoforma
esetében nem mértiink, ellentétben a vazizom izoforman mért tobb szaz nanométeres

novekményekkel (cf. 15.B abra).
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25. abra Nyujtdsi konturhossznévekmények vizsgdlata szivizom titin izoformdn. A dbra: A WLC
polimer modell illesztése az egyes dtmenetekre (kék). B abra: Szivizom titin nydujtdsi
konturhossznévekményei a tranzicids erék fiiggvényében. A jobb oldali dbrarész a
konturhossznévekmény-hisztogramot mutatja.

5.2.3. Alacsony eroknél jelentkezo szerkezeti atalakulasok élettani szerepe

A titinmolekula 40 pN er6 alatt jelentkez6 szerkezeti atalakulasairdl feltételezheto,
hogy in vivo koriilmények kozott is lezajlanak. Ahhoz, hogy a potencidlis élettani
jelentéségét vizsgaljuk ezeknek az atmeneteknek, komplex nyujtas-visszaengedési
kisérleteket végeztiink. Ezekbdl a kisérletekbdl azt akartuk megtudni, hogy az egy
nyujtasi ciklusban lezajlott szerkezeti atalakuldsok hogyan befolyasoljak a titin
mechanikai viselkedését egy kovetkezd nyujtas soran.

Elsoének eltérd nyujtasi sebességgel végeztiink két egymads utani ciklusban nyujtasi
kisérleteket (26. abra). A masodik nyujtasi ciklusban a hiszterézis visszaépiilésének
mértéke a nyljtasi sebesség novelésével csokkent. 1000 nm/s nyuajtasi sebességnél a
masodik ciklusban mar nem tapasztalhaté az elsd ciklushoz viszonyitott hiszterézis

Visszaépiilés.
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26. abra Nyujtdsi sebesség hatdsa a titin mechanikai fdraddsdra. Sziinet nélkiil ismételt két
nyujtds-visszaengedési ciklus eltéré nyujtdsi sebességek esetén. A pipettdt mozgatd piezo
manipuldtor sebessége a grafikonok bal felsé sarkaban olvashaté.

A hiszterézis visszaépiilését tovabb vizsgéalva, olyan kisérleteket végeztiink,
melyekben két, egymast sziinet nélkiill kovetd nyujtasi ciklus utdn adott varakozas
elteltével egy harmadik probanyujtast is végeztiink (27. abra). Az hiszterézis mar 10
masodperc varakozas utan részlegesen visszaépiilt, 20 és 30 masodperc varakozas utan
pedig teljes visszaépiilést tapasztaltunk. Tehat a hiszterézis visszaépiilésének mértéke
annal nagyobb, min¢l tobb 1d6t tolt a molekula a megrdvidilt allapotban. A
visszaéplilésben egyfajta tendencia is kibontakozik: révid varakozasi id6 utan elébb az
alacsony erdnél jelentkezd atmenetek jelennek meg probanytjtaskor, mig a nagyobb
eroknél jelentkez6 atmenetek csak hosszabb varakozas utan detektalhatok. Vagyis
elmondhat6, hogy a megrovidiilt allapotban eltoltott id6 meghatarozza a kovetkezd

ciklus nyujtasi &tmeneteinek mintazatat.
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27. abra A relaxdlt konformdcioban téltétt vdrakozdsi idé hatdsa a titin mechanikai faraddsra.
A betétabrdkon a molekula vég-vég hosszdnak (Az) vdltozdsa Idthaté a kisérlet ideje alatt.
Fekete: Azonnali egymds utdni két nyujtds-visszaengedési ciklus, majd vdrakozds a kezdeti
megnyulds értéken. Piros: A vdrakozdst kévets proba nyujtds-visszaengedési ciklus. A szamok
az egyes mechanikai ciklusok sorrendjét mutatjdk. A kisérletekben a relaxdlt konformdciéban
tolt6tt varakozdsi ids: 10 sec (fent), 20 sec (kézépen) és 30 sec (lent).

Annak vizsgalatara, hogy megrovidiilés mértéke milyen modon befolyasolja a titin
mechanikai faradasat, a megnyujtott molekulakat csak részlegesen engedtiik rovidiilni.
Az egyedi vazizom titin molekuldkat elészor allando, 250 nm/s nyujtasi sebességgel
2.8 um-ig nyujtottuk, majd hirtelen, pillanatszer(i ugrassal 941, 743 és 614 nm vég-vég

hosszakra visszaengedtiik 20 masodpercig (28. abra). A relaxacio soran a molekulara
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hat6 erd a harom esetben hasonlo, szinte elhanyagolhatdo mértéki volt (1.02 + 0.40 S.D,
0.81+0.46 S.D. és. 0.27 +0.52 S.D. pN). Ezutan ismételt probanyujtast végeztiink,
hogy vizsgaljuk a hiszterézis visszaépiilés mértékét. Ahogy egyre hosszabb
megnyujtasnal relaxaljuk a molekulat, a hiszterézis visszaépiilés mértéke egyre csokken
¢s a masodik nyujtasi gérbe egyre inkabb a hosszabb megnyulas értékek felé tolodik. A

nagyobb (F > 40 pN) er6tartomanyba esé flirészfog mintazat 6sszességében nem
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28. abra A megrévidiilés mértékének hatdsa a titin mechanikai fdraddsdra. Fekete: elsé
nyujtds, piros: mdsodik nyujtds; az egyes kisérletekben a két nyujtds kéz6tt 20 mdsodpercig
eltéré vég-vég hossz értéken relaxdl a molekula: 614 nm (fent), 743 nm (k6zépen) és 941 nm

(lent). A betétdbrékon a molekula vég-vég hosszdnak (Az) vdltozdsa Ildthaté a kisérlet ideje
alatt.
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mutat eltérést a nyujtasi ciklusok kozott, vagyis az elsé nyujtas soran kitekert domének
a 20 masodperces varakozas alatt visszatekeredtek. A masodik nyujtasi gorbe jobbra
(nagyobb megnytlas értékek felé) tolodasa az alacsony (F < 40 pN) er6tartomanyba es6
szerkezeti atmenetek szamanak csokkenése miatt kovetkezett be. Vagyis az ezek
hatterében all6 intramolekuléris kdlcsonhatasok nem alakultak vissza a relaxacié soran.
Megallapithatd, hogy az alacsony erdknél jelentkezd szerkezeti dtmenetek csak akkor
képesek regeneralddni, ha a titint elegendden révid vég-vég hossz értékre enged;jiik

vissza.
5.3. Titin nyujtasa visszahtiz6dé folyadékmeniszkusszal

Kisérleteinkben nyal m. longissimus dorsi hatizombol izolalt titinmolekulakat
fésiiltiink ki csillamfelszinre, visszahtiz6dd meniszkusz modszerrel. A kifésiilt és
egyben megnyult molekuldk topografidjarél atomerd-mikroszkoppal alkottunk képet

(29. abra). A mintafelvitel kdzepén a csillamfelszinen féleg olyan titin molekulak és

29. abra Titinmolekuldk a csilldmfelszin kiilbnb6z6 pontjain. A. kép: A mintafelviteli teriilet
kézepe. B. kép: A mintafelvitel teriilet széli része C. kép: A csilldmfelszin centrifugdlis irdnyu
széli része.

oligomerikus titin komplexek lathatok, melyek inkabb relaxalt, kevéssé megnytjtott
megnyujtott oligomereket és egyedi molekulakat talaltunk (29.B abra), mig a felvitel
helyétdl tavol, a csillamlemez szélén, centrifugélis irdnyban kiegyenesedett, tulnyujtott
titin molekulak lathatok (29.C abra). Ezek a talnygjtott molekulak képezték
vizsgalatunk targyat, ugyanis arra kerestlink valaszt, hogy a titin molekula mentén hol

mutathatok ki esetleges tulnyujtasi szerkezetvaltozasok.
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5.3.1. Tulnyujtott titinmolekulak szerkezeti jellemzése

Egy molekularis fésiiléssel talnyujtott egyedi titin molekulat mutat a 30.A abra. A
molekula teljesen kiegyenesedett és az egyik terminalisan egy Kisebb, mig a masikon
egy nagyobb globularis régié lathaté (30.B abra). A nagyobb globularis ,,fej” minden
feliiletre kitapadt titinmolekulan megfigyelhetd, mig a kisebb ,,fej” gyakran hianyzik. A
két fej kozotti tavolsag adatokbol megkaptuk a tilnyujtott molekuldk vég-vég hossz
eloszlasat. A hisztogramon (30.C abra) egy nagy csucs talalhaté ~1000 nm-nél, majd a
hosszabb értekek felé haladva a gyakorisag csokken. Az atlagos vég-vég hossz 1836 nm
(n=227) de 5000 nm-t meghalad6 hosszakat is mértiink. A talnyujtott molekulak
kontuarjaban olykor t6bb szaz nm hosszan konturhianyt lattunk (30.A betétabra). Ezeket
a hidnyokat a PEVK domén kinyujtott szakaszaként azonositottuk. Az ilyen hosszi
konttrhianyok gyakrabban fordultak eld, ha a puffer NaCl helyett KCI-t tartalmazott
(30.D abra).
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30. abra A teljesen kiegyenesedett és megnyujtott titin molekuldk hossz analizise. A: Egy
tulnydjtott titin molekula képe. A nyil a meniszkusz haladdsi irdnydt mutatja. J6l Idthatdk a
molekula termindlis feji strukturdi (M és Z). betétabra: A hosszu konturhidny a megnyujtott
molekuldban, feltehetéen a PEVK domén (P). B: A tulnyujtott molekula mentén felvett
magassdgprofil. J6l megfigyelhet6k a magasabb termindlis fejek. C: Tulnyujtott titin molekuldk
hossz eloszlds hisztogramja. D: 600mM KCl jelenlétében kifésiilt titinmolekuldk, P-vel a PEVK
doménre utald hosszabb konturhidnyok jeléltek
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A megnyujtott molekuldk topografidjat magassagkontraszt képeken vizsgaltuk.
(31. abra). Mind a megnyujtott, mind a relaxalt konformacioban kitapadt molekulak
ellapultak a mért magassag-szélesség arany alapjan (31.B és F abrak). A talnytjtott
molekulak kontirjan hézagok figyelhetok meg (31.C abra), melyekben olykor
filamentaris szerkezeti képletek is felismerhetéek (31.A betétabra). A konturhézagok
nagyjabodl egyenletesen oszlanak el a molekula tengelye mentén, atlagos szélességiik
27.7+23.8nm S.D. (n=1879). A hézagszélességek eloszlasa log-normalis, az értékek

zome 6 és 60 nm kozé esik, ~20 nm-nél eloszlasmaximummal. (31.D abra).
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31. abra Tulnyujtott titin molekuldk topogrdfiai analizise. A: Hézagok a tulnyujtott
molekuldban (H). A nyil a meniszkusz haladdsi irdnydt mutatja. Betétabra: A konturhézagok
finomszerkezete. A nyilak finom filamentdris struktirdra mutatnak a hézagokban. B: Egy
megnyujtott molekula keresztmetszeti magassdgprofilja. Az dtlagos csticsmagassdg 1.4 A, az
dtlagos mért félértékszélesség 12.1 nm, a 10. egyenlettel korrigdlt dtlagos félértékszélesség
9.3nm (n=183). C: A molekula tengely menti magassdgprofilia az A dbrdn bekeretezett
régiobdl. H jeldli a konturhézagokat a topogrdfiai profilon. D: A 11. egyenlettel korrigdlt hézag
szélességek eloszlds hisztogramja (dtlag: 27.7 +23.8 nm S.D., n=1879). Betétabra: a
hisztogram lin-log dbrdzoldsa és log-normdlis eloszlds fliggvényének illesztése. E: Egy relaxdlt
konformdciéban kitapadt titinmolekula. A molekuldban csavart (C: coiled) régiok is
felismerhetéek. F: A relaxdlt molekula keresztmetszeti magassdgprofilia az E dbrdn
bekeretezett régiobol. Az dtlagos csicsmagassdg 3.5 A, az dtlagos mért félértékszélesség
13.9nm, a 10. egyenlettel korrigdlt dtlagos félértékszélesség 9.6 nm (n=51).
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Nagyfelbontasu AFM felvételeken periodikusan ismétlddé globularis egységek
lathatok a titin konturja mentén (32. abra). A tengelymentén felvett magassagkontiron
a szomszédos magassdgmaximumok tavolsdgeloszlasat mutatja a 32.E abra. A mért

tavolsagok 2 és 13 nm kozott valtoztak, az atlagos érték 5.9 = 2.1 nm S.D. (n=325).
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32. abra Vdzizom titin globuldris domén szerkezete. A-C kép: Nagy felbontdsu AFM képek
elliptikus, globuldris szerkezeti egységekrél a titin konturja mentén. D abra: A molekula
tengelye mentén felvett magassdgkontur. E dbra: A szomszédos magassdagmaximumok kézotti
tdvolsdgok eloszldsa.

A tilnyujtott titinmolekuldkon tovabbi szerkezeti analizist végeztiink a molekula
forgaskdzpont felé nézd nagy globularis feji régidja kozelében (33. abra). A globularis
feji régid mellett szisztematikusan kimutathaté egy konturhézag a nyujtas iranyaban. A
hézag szélességét illetve a hézag kezdete és a globularis feji régi6 kdézpontjanak
tavolsagat tobb molekula esetében is lemértiik (33.A abra). A hézag és a feji régio
tavolsagainak eloszlasi maximuma 50 nm-nél taldlhato, az egyes értékek 10 és 150 nm
kozott valtoznak (33.B abra). A hézagszélesség hisztogram egy keskeny csucsot adott
15 nm-nél és egy szélesebbet 25 nm-nél (33.C abra). A hézagszélességeket abrazolva a
teljes titinmolekula vég-vég hosszanak fliggvényében egy tendencia kirajzolodik, ami
szignifikans (p=0.007), de gyenge korrelaciot (r = 0.52) mutat (33.D abra).
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33. abra Domén kitekeredések analizise az titin M-csik végének kézelében. A: Titinmolekuldk
M-csik végi régioi. M: a titin C-termindlis, M-csik feji régidja, H: a globuldris fejhez legkézelebbi
kontur hézag. 1: az elsé konturhézag kezdetének tavolsdga az M-csik fej k6zéppontjatdl, 2: az
elsé hézag szélessége. B: A feji vég kbzepétdl az elsé konturhézagok kezdetéig mért tavolsagok
(1-es tdvolsdg) eloszldsa. C: A konturhézagok szélességének (2-es tavolsdg) eloszldsa. D: Az elsé
hézag szélessége a molekula teljes vég-vég hosszdnak fliggvényében. Sziirke: linedris regresszio
egyenese (r = 0.52).
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6. Megbeszélés

6.1. Egyedi titin molekulak izolalasa

A titin a harantcsikoltizom szarkomert felépitd filamentaris rendszer integrans
részét képezi. Egyedi titin molekuldk izomszovetbdl torténd izoldldsa soran ezt a
filamentaris rendszert kell lebontanunk, majd a titint elvalasztanunk. Ehhez a vastag
filamentum ionerdsségtdl fiiggd depolimerizaciojat, a titinmolekula ionerdsségtdl fiiggd
oldhatosagat illetve az elvalasztashoz extrém molekulaméretét hasznaljuk ki. Azok a
molekuléris asszociatumok amelyek az ionerdsség valtoztatasdra nem valnak szét,
mindvégig a titinmolekuldkhoz kotott allapotban maradnak az izolalas soran. Ezek
elsésorban M- és Z-csik asszocialt fehérjék (myomesin, M-protein, telethonin, Z172),
melyek a titin N- és C-terminalisaival szoros asszociatumot képeznek. Feltehetéen ezen
M- ¢és Z-csik asszociatumok alkotjak az egyedi titinmolekuldkrol alkotott
AFM-felvételeken lathatd terminalis globularis ,fejeket” [75] (30. abra). Az M-csik
molekula asszociatumai, melyben a szomszédos szarkomerek titin molekulainak C-
terminalisai atlapolnak, igen stabil szerkezettel rendelkeznek. Emiatt az izolalt titin
molekulak nagyobb része ilyen M-csik komplexen asszocialt szerkezetben,
oligomerikus formaban marad. Az oligomerek jellegzetes ,hidrafejre” emlékeztetd
képletekként jelennek meg az AFM-es felvételeken, egy kozéps6 magbol sugarasan
tobb hajlékony filamentum agazik szét (12.A betétabra, 29.A abra). Ezek a titin
oligomerek a gélkromatografia elsé eliicids csucsanak felszallo agat és cstcsat adod
frakciokban taldlhatok jellemzden. Az elucids cstcs leszalld 4dgaban viszont inkabb
monomerikus formak dominalnak, bar ezekre is mindig jellemzd a terminalis globularis
fej jelenléte, vagyis feltehetéen az N-terminalison Z-csik, a C-termindlison M-csik
asszocialt fehérjéket kotnek (12.B abra, 30.A abra). A 1ézercsipeszes kisérletekhez a

monomerikus titinmolekuldkat tartalmaz6 frakciokkal végeztiik a mikrogyongy jelolést.
6.2. Titin nyujtasa lézercsipesszel élettani erétartomanyban

Kisérleteinkben nyal m. longissimus dorsi és szivizombol izolalt egyedi titin
molekulakon végeztiink komplex eré-spektroszkopiai kisérleteket nagy erdfelbontasu
lézercsipesszel. A molekularis er6-spektroszkopia mint 0j egyedi molekula

manipuldcids technika szadmos, korabban csak biokémiailag jellemzett folyamat
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molekularis részleteibe engedett betekintést [76-78]. A molekularis erémérd
lézercsipesz szamos elénnyel rendelkezik a molekularis eré-spektroszkopiaban
rendkiviil gyakran alkalmazott atomerd-mikroszkoppal szemben. Kiilondsen olyan
tipikusan hosszu, filamentaris biopolimer molekuldk, mint a titin esetében [42, 57, 72,
79, 80]: (i) tobb, egymast koveté mechanikai ciklusban manipulalhaté ugyanazon
molekula; (ii) 0Osszetett nanomechanikai protokollokban vizsgalhaté ugyanazon
molekula (28. abra); (iii) olddszer hatas vizsgalhato ugyanazon molekulan (21. abra);
(iv) aspecifikus feliileti kolcsonhatasok kevésbé zavarnak (20. abra) és konnyebben
kikiiszobolhetok, pl. feliileti blokkolassal (Id. 4.2.1); (v) a lézercsipesz Kisebb
rugoéallanddja (a mi esetiinkben: 0.2 pN/nm) nagyobb erdfelbontast és finomabb
manipulacidt tesz lehetdévé; (vi) a lézercsipesszel nagy felbontasban vizsgdlhatdé az
alacsonyabb (¢élettanilag relevans) 0.5-50 pN erdtartomdny; (vii) a kisérleti megnyujtési
tartomany tipikusan tobb mikrométer, ellentétben a AFM-nél tipikusan mikrométer
alatti megnyujtasokkal. Osszességében elmondhatd, hogy a lézercsipesszel végzet
molekularis er6-spektroszkopia alkalmas modszer az oriasi titinmolekula kiilsé erd
hatasara bekovetkezd szerkezeti 4talakulasainak vizsgalatara.

A lézercsipesszel vizsgalt titinmolekulak N-terminalis végét T12 antitest boritast
mikrogyonggyel ragadtuk meg, ami nagy affinitassal kot az 112 doménhez [7, 42]. A
molekula C-terminalis végét aspecifikus modon, sulpho-SANPAH keresztkoto boritast
mikrogyonggyel ragadtuk meg. Mivel ez a keresztkoté nem rendelkezik szekvencia
specificitassal, a kisérletben vizsgalt molekulaszegmens hossza nem hatarozhat6 meg a
priori. Ennek meghatarozasara a mért eré-megnyulas gorbék kezdeti szakaszat
a posteriori illesztettiik a ,,féregszerti lanc” polimer modell egyenletével (4. egyenlet)
(13.A abra). Az illesztésekb6l kapott kontGrhosszak eloszlasat a rendelkezésre allo
m. soleus titin izoforma domén szerkezeti sémajara vetitettiikk (13.B abra) [6, 16]. Az
egyes szegmensek konturhosszanak szamitasanal a jelenleg elfogadott modell alapjan
feltételeztiik, hogy a nyujtas kezdeti szakaszan a globularis domének még feltekeredett
allapotban, a PEVK domén pedig mar kinyujtott allapotban van [20, 34]. Ehhez
5 nm kontart hasznaltunk globularis doménenként (4 nm domén hossz és 1 nm linker)
illetve a teljesen kiegyenesedett PEVK domén konttrjanak 830 nm vettiink. Tekintettel
arra, hogy az A- és I-szakasz hatarat az 1105-6s domén jeloli [6, 16], kisérleteink

mintegy 80 %-aban a titin élettanilag nyujthatd I-szakaszba esé szegmensét
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manipulaltuk. Mindazonaltal szamitasunkkal valdszinlileg némileg alabecsiiljiik a
vizsgalt szegmensek hosszat. Ennek egyik oka, hogy a szamolasnal csak a human
m. soleus izoforma domén strukturaja allt rendelkezésre, ami hosszabb, mint a nyul
m. longissimus dorsi izoforma. Masrészrol feltételezhetéen intradomén kolcsonhatasok
révén a PEVK doménben Iétrejonnek olyan tranziens szerkezetek, amelyek miatt annak
effektiv kontirhossza rovidiil. Mindezek alapjan nagy bizonyossaggal allithatjuk, hogy

a kisérleti adataink zome a titin I-szakasz-beli szegmensébdl szarmazik.

6.2.1. Atitin alacsony eréknél jelentkezo diszkrét szerkezeti atmenetei

Allandé 250 nm/s sebességgel tortént nytjtas-visszaengedési kisérletekben a titin
er6-megnyulas gorbéjén flrészfog szerli atmenetek jelentkeznek, amik diszkrét
Iépésekben novelik a molekula kontirhosszat (13. és 14. abra). A  diszkrét
atmenetekhez tartoz6 kontirhossznovekmények eloszlasa fligg a tranzicids erdtol
(15.B abra). Az eloszlas ~40 pN alatt szélesebb, mig af616tt joval sziikebb tartomanyon
vesz fel értékeket.

A 40 pN feletti er6knél az atmenetek atlagosan 30 nm-el novelik a kontarhosszat
mind a vazizom, mind a szivizom izoforma esetében, igy ezeket egyedi globularis
domén kitekeredési eseményekként azonositottuk [65, 80]. A 60 nm-es csucs a
konturhossznévekmény hisztogramon (15.B és 25.B abra) valdsziniileg két domén
gyors, a miszer idofelbontasan (~1 ms) beliil lezajlo kitekeredéséb6l adodik. A
mindezidaig vizsgalt rekombinans globularis titin domének esetében, 250-500 nm/s
nyujtasi sebességeknél, a kitekeredési er6k joval 100 pN felettiek [31, 81]. Ebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a nativ titin molekuldban léteznek mechanikailag gyenge
domének is, melyek mar alacsony eréknél (F <100 pN) is kitekerednek 250 nm/s
huzasi sebességnél. Korabbi vizsgalatokban kimutattak, hogy egyes fibronektin (FN)
tipusi domének a titin A-szakaszbeli szegmensébol kisebb erdknél tekerednek ki mint
az immunoglobulin (Ig) tipusd domének [82]. Habar az altalunk vizsgalt hosszabb
molekulaszakaszok tartalmazhattak A-szakaszbeli titinszegmenset is, a nagyszamua 100
pN alatti er6knél tapasztalt szerkezeti atalakulas nem magyarazhatd pusztan a gyengébb
FN domének jelenlétével. Inkabb valdsziniisithetd a mechanikailag gyengébb domének
jelenléte a titin tandem-Ig szegmensében. Azon kisérleteinkben, ahol csak a molekula
tandem-Ig szegmensét manipulaltuk (23. abra), kimutattunk néhany (2-3 db) 40 pN

alatti szerkezeti atmenetet, melyek kontirhossznévekménye domén kitekeredésre utal.
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Ezen mechanikailag kevésbé stabil domének pontos pozicidinak feltérképezése azonban
tovabbi kisérleteket igényel.

A titin nyujtasi er6gorbéin a 40 pN alatti er6tartomdnyban szintén nagy szamban
lathatok furészfogszerti tulnyujtasi atmenetek (14. abra). Néhany atmenet mar egészen
alacsony, 5pN eroénél jelentkezik. A 40 pN alatti atmenetek esetében mért
konturhossznovekmények eloszlasa széles, tiztél egészen tobb szaz nanométerig
mértiink értékeket (15.B betétabra.) Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az alacsony
erOtartomanyban nem kizarélagosan globularis domén kitekeredés okozza a titin
nyujtasi  kontarhossznévekményeit, hanem mas szerkezetvaltozasok IS szerepet
jatszanak ezekben az atmenetekben. Ezek olyan harmadlagos szerkezeti elemek,
melyeket a titin lanc tavoli régidi kozotti kolcsonhatasok stabilizalnak. Az ilyen
szerkezetek erdvel torténd felszakitdsa szintén flirészfogszerli eréatmenetekhez vezet a
nyujtasi gorbén. Korabbi egyedi titin manipuléciés munkakban mar felvetddott annak a
lehetésége, hogy a titin mechanikai faradésdért a PEVK doménben felszakadd
masodlagos kotések felelnek, bar az alacsony erd- és idéfelbontas miatt kordbban
diszkrét szerkezeti atmeneteket nem, csak hiszterézis csokkenést mutattak ki [41].
Feltehet6en ezek a kotések a PEVK doménen beliil alakulnak ki, mivel az itt talalhato
nagyszamu toltott aminosav felveti az intramolekuldris hurkok elektrosztatikus
kolcsonhatason keresztiili stabilizalasanak lehetdségét. Nyujtaskor ezek a masodlagos
kotések felszakadnak, igy novelik a molekula kontirhosszat, majd visszaengedéskor
nem alakulnak vissza azonnal. Igy ha varakozas nélkiil ijra megnyujtjuk a molekulat, az
er6-megnyulas gorbe progressziven a nagyobb megnyulas értékek felé tolodik
(20. abra). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a 40 pN alatti er6tartomanyban
jelentkezd szerkezeti atalakuldasok hatterében az alacsony mechanikai stabilitast
globularis domének kitekeredése mellett a PEVK domén tranziens szerkezeteit [21, 22]
stabilizal6 kotések felszakitasa egyarant szerepet jatszik. Annak érdekében, hogy
vizsgaljuk a PEVK domén szerepét az alacsony erdknél jelentkezé atmenetekben, a
kovetkezo kisérleteket végeztiik: (1) ionerdsség hatasanak vizsgalata a KCl koncentracid
csokkentésével, (ii) PEVK domén passzivalas 9D10 ellenanyaggal ¢és (iii)
0sszehasonlitd erd-spektroszkopia szivizom titinen, mivel a PEVK domén hossza ennél

az izoformanal mintegy tizede a vazizoméhoz képest [19].
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A KCI koncentracié 200 mM-rél 100 mM-ra csokkentésével az alacsony eréknél
jelentkezd atmenetek szdma csokkent, de a mechanikai faradas tovabbra is megmaradt
(21. abra). Fiziologias pH tartomanyon a PEVK domén nagyszamu tolttt aminosav
oldallancot tartalmaz, minek eredményeképpen egy polielektrolit lancként jellemezhetd.
A PEVK szekvencidra jellemz6 gyakori glutaminsav illetve lizin ismétlddések miatt a
szomszédos, azonos toltésli oldallancok elektrosztatikusan taszitjdk egymast, igy a
molekula ezen szakasza megmerevedik. Ez az clektrosztatikus hatds arnyékolhato az
oldat ionerejének fiiggvényében. Az ionerésség csokkentésével a polielektrolit lanc
egyre merevebb lesz, azaz perzisztenciahossza n6 [83]. Az ionerdsség csokkentésével
elektrosztatikusan megmerevedik a PEVK domén [74], igy a doménen beliili rovidtava
kolcsonhatasok kialakulasa egyre inkabb gatolt. Ez okozhatta az alacsony
erGtartomdnyban jelentkezd dtmenetek szdmanak csokkenését.

A PEVK domén passzivalasdhoz hasznalt 9D10 ellenanyag a domént teljes
hosszaban befedi [55], igy feltételeztiik, hogy gatolja a doménen beliili tranziens
szerkezetek kialakulasat. Az igy passzivalt molekula nytjtasi gérbéjén csak kis szamu,
rovid konturhossznévekménnyel jaré atmenet lathatd az alacsony erdtartomanyban, de a
faradasi jelenség tovabbra is megfigyelhetd (22. abra).

A szivizom titin izoforma nyujtasakor ugyancsak nagy szamban észleltiink diszkrét
nyljtasi atmeneteket, amelyek mar ~10 pN-tdl folyamatosan jelen voltak az
er0gorbében (24. abra). Az atmenetekhez tartozé kontirhossznvekmények eloszlasa
szlikebb értékhatarokkal jellemezhetd, mint a vazizom izoforma esetében. Itt is
jellemzoek, féleg a  40pN  feletti  erétartomanyban, a  ~30 nm-es
kontarhossznévekmények, amelyek globularis domén kitekeredésre utalnak. A 40 pN
alatti erétartomanyban viszont joval keskenyebb az eloszlas, nem mértiink 80 nm-nél
hosszabb kontirhosszndvekményt (25. abra), ellentétben a vazizom izoformanal mért
tobb szaz nm-es novekményekkel. A szivizom titin izoforma esetében a legrovidebb a
PEVK domén, minddssze 163 aminosavbol all , mig a vazizom izoformaban a PEVK
domén legalabb tizszer hosszabb (2200 aminosav a leghosszabb m. soleus izoforma
esetében). EbbOl addéddéan a rovid PEVK doménben nem alakulnak ki olyan
harmadlagos szerkezetek, amelyeket tavoli szekvencia részletek kozotti kdlesonhatasok

stabilizalnak.
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Korabbi munkak mar beszamoltak diszkrét atmenetek jelenlétérél a vazizom titin
PEVK  domén nyujtasi  gorbéjén  [72]. A  munkankban  bemutatott
konturhosszndévekmény eloszlas nagy hasonlosdgot mutat az altalunk végzett F < 40 pN
eroknél mért megnyulés eloszlassal (17. abra). Ez alapjan valoszintsitjiik, hogy a 11,
25 és 39 nm-es Iépések egységes hossz-valtozasok, amik a PEVK domén nyujtasi
konformacié valtozdsaihoz, vagy kotés felszakadasi eseményekhez tartoznak.
Feltételezziik, hogy kétféle szerkezeti valtozas mehet végbe a PEVK doménben nyujtas
hatasara: (i) alacsony energiaju konformaciok kitekerése (poliprolin hélixek,
B-kanyarok) [21, 22] a domén 28 aminosavbdl allo ismétlédé motivumaiban [18];
(ii) elektrosztatikus kolcsonhatasok felszakitasa a lanc tavolabbi, ellentétesen toltott
részei kozott. Mig az el6bbi gatolhato az ionerdsség csokkentésével az elektrosztatikus
merevedés miatt, addig az utobbi alacsony ioner6 esetén is kialakul (21. abra).

Az éllando erdvel torténd nyujtds sordn a titin diszkrét 1épésekben nyulik az
F <40 pN er6tartomanyban (18.A abra). A molekula megnytlasa iddben exponencialis
kinetikat mutat. A vég-vég hossz valtozas gorbéket legjobban kettés exponencialis
figgvénnyel tudtuk illeszteni. Ez is arra utal, hogy a megnyulasi 1épésekért két folyamat
egylittes jelenléte felelés. A kettds exponencidlis gyors komponense feltehetden a
PEVK szerkezetvéltozasait, mig a lassu komponens a mechanikailag kevéssé stabil
globularis domének kitekeredési kinetikajat jellemzi. Az illesztésekb6l kapott
egyensulyi allandok értéke (ko) (18.B abra), hozzavetdleg egy nagysagrenddel nagyobb,
mint amit az 127 Ig domén esetében korabban mértek [84]. Ez szintén alatamasztja az
allitdsunkat, miszerint az alacsony er6knél kitekeredd domének mechanikailag kevéssé
stabilak.  Osszességében megallapithatd, hogy a titin molekula mechanikajat az
alacsony erdtartoméanyban a mechanikailag gyengébb globularis domének kitekeredése
¢s a PEVK domén diszkrét megnyulasi 1épései egyarant meghatarozzak. Vagyis az
alacsony er6knél mért szerkezeti atmenetek hatterében a két folyamat egylittesen

szerepel.

6.2.2. Az alacsony erdknél jelentkezo szerkezetvaltozasok élettani szerepe

A kisérleteinkben tapasztalt nyujtdsi atmenetek igen széles erdtartomanyban
(5-120 pN) jelentkeztek a nyujtasi gérbéken. Ahhoz, hogy megallapitsuk ezek élettani
relevancigjat, meg kell vizsgalnunk az in situ egyetlen titinre haté szarkomerikus erd

tartomanyt. Ezt csak izomrostokon ¢és miofibrillumokon mért passziv erék
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extrapolalasaval becsiilhetjilk. Ezt megkapjuk, ha az ¢élettani szarkomerhossz
maximumanal mért egységnyi keresztmetszetre hatd passziv erét normalizaljuk az
egységnyi keresztmetszetre eso titinmolekulak szamaval. Korabbi munkak az egy titinre
haté er6 maximalis élettani hatarat 5 és 20 pN kozé teszik [32, 67-71]. Még ha a
legalacsonyabb értékeket is vessziik figyelembe, akkor is relevansak az altalunk leirt
nyujtasi szerkezetvaltozasok. Tovabba fontos megjegyezni néhany szempontot amely az
extrapolacid pontatlansadgara utal. Az izomkészitményeken (miofibrillum, izomrost) a
mért erdk atlagos, egyensulyi erdk, vagyis ezek mar feltehetéen a talnytjtott, szerkezeti
atalakulason  atesett molekuldkra vonatkoznak. Emellett a szarkomerikus
inhomogenitasok mind a szarkomerhossz, és a titinmolekulak szamanak tekintetében
illetve a titinmolekula nagyfokt érzékenysége a degradaciora egyarant ndveli az
extrapolacio bizonytalansagat.

Az erdvisszacsatolt mérésekben, mikor a molekulat 4lland6 erdvel nyujtjuk, olykor
visszalépéseket mértiink a megnytlasban, vagyis a titin a nyujtasi erd ellenében
rovidiilt. Ilyen rovidiilési dtmeneteket csak F <20 pN erdknél tapasztaltunk. Ezek a
kontrakcios 1épések arra utalnak, hogy a rovidiilési és megnyulasi 1épések egyensulya
dinamikusan képes finoman valtoztatni a molekula kontirhosszat fiziologias erd- és
idéskalan. A néhany nagyfelbontast adatsorbol, ami ilyen kontrakcids lépéseket
tartalmaz az tlnik ki, hogy ezek a visszalépések tobb kisebb 1épésbdl allnak

(19. betétabra), vagyis nem pusztan a megnyulasi 1épések ellentétes folyamatai.

A titin mint mechanoszenzor

A ciklusos nyujtasi kisérleteink alapjan azt tapasztaltuk, hogy a titin nyQjtas-
visszaengedési gorbéje tiikr6zi a molekula mechanikai torténetét. A szerkezeti
atmenetek szama, mintdzata illetve az er6gorbe hiszterézisének mértéke (mechanikai
faradas), attol fligg, hogy a molekula mekkora erdknek volt kitéve, és hogy az adott
kontrakcios allapotban mennyi 1d6t t61tott. Az a mechanizmus, miszerint a molekulat ért
mechanikai behatasra, abban olyan szerkezetvaltozasok jonnek létre, amelyek adaptiv
médon  megvaltoztatjdk a molekula erdvalaszat, egyfajta ~mechanoszenzor
mechanizmusként szolgalhat. A titin erdvalaszat meghataroz6 mechanikai paraméterek
az er6, a megnyllas, a nyujtasi sebesség illetve a ciklusok kozott eltelt id6.

Kovetkezésképpen a titin er6-megnyulds gorbéje érzékeny a kordbbi mechanikai
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terhelésre (20. abra) és terhelési-sebességre (26. abra), a molekula nyugalmi vég-vég
hosszara (28. abra) és a relaxalt konformacidban eltoltott idore (27. abra). Az egymas
utani mechanikai ciklusok megnyulas gorbéinek eltolodasa vagy visszatérése tiikkrozi a
molekulat ért mechanikai elézményeket. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy
kett6s molekuldris mechanizmus felel a mechanoszenzitiv funkcioért: a PEVK domén
szerkezetvaltozasai ¢és néhany mechanikailag kevéssé stabil globularis domén
kitekeredése a proximalis tandem Ig régioban. Nyujtas soran a PEVK domén tranziens
szerkezetei és elektrosztatikus kolcsonhatasai véletlenszeri felszakadasa 1épésekben
noveli a domén kontirhosszat, igy fiirészfogszerii atmenetek jelennek meg az erd
spektrumban. Visszaengedéskor a doménen beliili kolcsonhatasok visszaalakulnak
feltehetden egyfajta dncipzarozd mechanizmussal, ami sordn el6bb a szomszédos, majd
az egyre tdvolabbi lancrészek keriilnek kozelségbe és alakitanak ki kotéseket egymassal.
A visszaalakuldsi folyamatot a molekula megnyaldsa (28. dbra) és a relaxalt
konformacioban eltdltott ido (27. abra) egyarant befolyasolja. Emellett néhany gyenge
globuléris domén kitekeredése is szerepet jatszik a folyamatban a proximalis tandem Ig
régiobol (23. abra), bar ezek pontos helye a titin szekvencidban mindeddig nem ismert.

A felvazolt mechanizmus alapjan Monte Carlo szimulacidt végeztiink, melyben a
fentiekben leirt egyszeri kétkomponensti modell segitségével rekonstrualtuk a kisérleti
eredményeinket (34.A abra). A szimulalt erd spektrumokban a globularis domén
kitekeredések és a PEVK doménen beliili kotések felszakadasa keveredve jelentkezik az
F <40 pN er6tartomanyban, vagyis a modell szerint a globularis domén kitekeredés
még a PEVK doménen beliili szerkezetek felszakitasa elott is végbemehet. A modell
emellett sikeresen rekonstrualta a kisérleteknél tapasztalt mechanikai elézményfiiggd
erOspektrumokat (34.B és C abrak).

A titinmolekula itt bemutatott mechanikai elézményfiiggé szerkezet valtozasai
akkor tolthetnek be valds mechanoszenzor funkciot, amennyiben az informacio a titinrdl
jelatviteli ttvonalakhoz csatolt [85-89]. Elképzelheté, hogy az alacsony erdéknél
végbemend szerkezeti atalakuldsok megvaltoztatjdk a molekula foszforilacios és
ligandk6td helyeinek Kkitettségét. Az ilyen mechanizmus kulcsfontossagu lehet a
szarkomert ért mechanikai szignalok jelatviteli utakhoz kapcsolasaban. Az erd hatasara
felnyild szerkezeti elemek révén felszabaduld kriptikus kotéhelyek fontos

mechanoszenzor funkciot latnak el sejtekben [90]. Az ilyen mechanoszenzor funkciot
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ellato fehérjék az esetek tobbségében multimodularis felépitésiick és rendelkeznek
valamilyen motivum szerkezettel [91]. A titin modularis szerkezetének ismeretében €s
kisérletei eredményeink tikrében felvetédik a titin hasonld szarkomerikus

mechanoszenzor funkcioja.
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34. abra A titin nydjtdsi szerkezetvdltozdsainak Monte Carlo szimuldcidja. A szimuldcidokban két
nyujtds-visszaengedeési ciklus kéveti egymdst. Fekete: elsG ciklus, piros: mdsodik ciklus, a kék
kérék a globuldris domén kitekeredéshez tartozo flirészfogakat jelolik. A abra: A titin
mechanikai faradasanak szimuldlasa. NyUjtasi sebesség: 250 nm/s, a ciklusok kézétt nincs
vdrakozds. A betétdbrdan megfigyelhetd, hogy egyes globuldris domének a PEVK szerkezetek
felszakaddsa el6tt kitekerednek. B dbra: Fent: A két ciklus kéz6tt 30 mdsodperc vdrakozdsi id6
hatdsdra a mdsodik ciklus hiszterézise teljesen visszaépiilt. Lent: 1000 nm/s nyujtdsi sebesség
hatdsdra kifejezett fdradds jelentkezik a molekuldban. A ciklusok kézétt nincs vdrakozds.
C abra: A két ciklus k6z6tti megrévidiilés mértékének hatdsa a mechanikai faraddsra. A ciklusok
kézott 20 mdsodpercig, adott vég-vég hossz értéken relaxdl a molekula. Jobb: 30 nm vég-vég
hosszndl tartva (0.4 pN) a molekuldt teljes a hiszterézis visszaépiilése. Bal: 170 nm vég-vég
hosszndl tartva (1 pN) a molekuldt faradds jelentkezik a mdsodik ciklusban.
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6.3. Titin nyujtasa visszahtzodo folyadékmeniszkusszal

Egyedi titinmolekuldkat nyujtottunk és fésiiltiink ki csillamfeliiletre visszahtizodo
folyadékmeniszkusz technikaval [58, 75, 92-94] annak érdekében, hogy atomerd
mikroszkopos felvételeken vizsgaljuk a molekuldk nyujtasi szerkezetvaltozasait.
A Kkitapadt fehérjelancok konformacioi a feliilet mentén fokozatos atmenetet mutatnak a
molekuldk ¢és molekula komplexek lathatok, mig a csillamfelszin szélén inkabb
kiegyenesedett, talnyujtott molekulak dominalnak (29. abra). Ezt feltehetéen az
szabalyozza, hogy a molekula még a meniszkusz végig vonuldsa eldtt letapad-e a
felszinre. Vagyis a mintafelvitel helyén elegendd id6é all a molekuldk rendelkezésére,
hogy a csillam felszinhez diffundéaljanak és egyensulyi konformécioban kitapadjanak.
Ezzel ellentétben a csillam széli részén a molekulak akkor tapadnak ki, amikor a
meniszkusz mar visszahtuzodik és nyujto erdt fejt ki rajuk.

A tulnyujtott titinmolekulak hossza joval meghaladta a nativ szerkezetre jellemz6
~1 um-t [58, 75]. A molekulak egyik végén szisztematikusan megfigyelhetd egy
nagyobb globularis fej (kb. 10-szer magasabb mint a filametum), amit mar korabbi
tanulmanyok is emlitenek [58, 75, 92]. Ezek alapjan ezt a véget a molekula
C-termindlis, azaz M-csik fel6li végeként azonositottuk. Ez az M-csik globularis fej
konzisztensen befelé, a forgasi kozéppont felé lathatdo a titinmolekulakon, vagyis
feltehetden ez a molekula kezdeti kitapadédsi pontja a felszinre, és a meniszkusz ezt
kovetden fejti ki a molekula nyujtasat. Ez a megfigyelésiink alatdmasztja a korabbi
szamitasokat, amelyek a titin M-csik végét pozitiv toltésiinek irjak le élettani pH értéken
[58], ami miatt ez a molekularész képezi a legvaldszinlibb tapadasi pontot a negativ
csillamfeliilethez. Ezek mellett az M-csik fej konzisztens jelenléte a talnyujtott
molekuldkon azt is jelzi, hogy ez a struktira mechanikailag stabil, azaz képes jelentds
nyUjtasi erdknek ellenallni. A megnyujtott molekuldk masik végén is gyakran lathato
egy kisebb globularis fej, ami feltehetden a molekula N-terminalis, Z-csik végét jelzi.
Mivel feltételezziik, hogy azon filamentumok melyek mindkét végén globularis feji
régi6 lathato teljes hosszusagu titinmolekuldk, igy a tovabbi hossz analizist kizarolag
ennek a kritériumnak megfelel6 molekulakon végeztiik (30. abra).

A hosszeloszlas hisztogramon 1000 nm-nél egy csucs lathatd, ami egyezik a nativ

titin konturhosszaval. Ez feltehetden a kiegyenesedett de nem tulnyujtott molekulakbol

56



adodik. Az ennél hosszabb értékeket viszont a meniszkusz eré hatasara tilnyujtott
molekulakon mértiik. A kisérlet sordn a csillamfelszin széli részére kitapadt
molekulakra és igy a globularis titin doménekre kozel ugyanakkora erd, kozel
ugyanakkora ideig hat. gy a hosszabb értékek felé mért csokkené gyakorisag a
globuléris titin domének exponencidlis kitekeredési kinetikdjaval magyarazhato.
Hosszabb, PEVK doménre utal6 kontirhidnyokat csak ritkan tapasztaltunk a tilnyujtott
molekulakon. A kiértékelt molekuldk csak mintegy 2%-nal észleltlink olyan t6bb szaz
nanométeres kontarmegszakitast, amely a teljesen kinyajtott PEVK doménnek
feleltethetd meg (30.A betétabra). Ennek egy valdszinii magyarazata, hogy a
kisérletben alkalmazott ionerdsség (~150 mM NaCl) mellett a pozitiv toltési
motivumokat  tartalmaz6 PEVK domén még kompakt konformacidban,
elektrosztatikusan csapddzodik a negativ csilldm feliiletre. Megemelt ionerdsség €s a
natrium ionok kaliumra cserélése esetétben (600 mM KCl) a széles
kontirmegszakitdsokat mutaté molekuldk gyakorisaga megnétt (30.D abra). Korabbi
munkakbdl ismert, hogy a kaliumionok kompetitiven gatoljadk a lizin oldallancok
g-amino csoportjainak csillamhoz kotését [95]. Vagyis a kaliumionok lassitjak a PEVK
domén szdmos lizin oldalldincdnak csillamhoz ko&tddését, igy az nagyobb
valoszinliséggel nytlik meg még a kitapadas elott.

A globularis domén kitekeredés szerkezeti jellemzdit topografiai analizissel
vizsgaltuk nagy felbontasi AFM (0.5-2 nm pixelfelbontés) felvételeken. Az AFM nagy
szemben, hogy a mintar6l kezelés nélkiil, kozvetleniil lehet képet alkotni. Ezzel
szemben az elektronmikroszkopidban a fém &rnyékolds sordn a mintara ~4 nm
szemcseméretli elektrondenz réteget parologtatnak [58, 92]. Az AFM-es felvételeken
elkiiloniilé hézagok lathatok a tilnyujtott titinmolekulak tengelyirany( konturja mentén
(31.A abra). A hézagokat olyan megszakitasként definialtuk a molekula tengely menti
magassagprofiljan, aminek a topografiai magassaga a felszinnel egy szintben van
(31.C abra). A titin globularis doménjeinek hét antiparalell lefutasti [-lanca altal
kialakitott kompakt szerkezet miatt [11, 15, 96], a feltekert domének topografiai
magassaga joval meghaladja a kitekert €és megnyujtott peptidlancét. Az atlagos
27.7+0.5nm (S.E.) hézagszélesség jo egyezést mutat a kitekert globularis domének

konturhosszaval [97]. Vagyis a leirt elkiiloniilé kontarhézagok az erdhatasra

57



kitekeredett Ig és Fn domének morfoldgiai megfeleldi, ami alapjan megéllapithato, hogy
az egyes domének erOhatidsra egymadstd fliggetleniil tekerednek ki. Esetenként a
globularis domén struktirabol kitekert peptidlanc is megfigyelhetd mint a hézagokon
keresztiil futo finom filamentum (31.A betétabra). A hézagszélességek eloszlasa
meglehetsen széles, a mért adatok zome 6 és 60 nm kozé esik (31.D abra). A rovid
hézagszélességek feltehetden részleges domén kitekeredés eredményei [98], mig a
hossz értékek tobb szomszédos domén kitekeredésébél adddhatnak. Olykor
dugoéhuzoszerlien csavart szakaszokat is észleltiink a relaxalt molekuldkon, ami arra
utal, hogy a kitapadaskor torzids fesziiltség maradt a molekulaban [92] (31.E abra).

Az atlagos topografiai filamentum magassag ¢és szélesség aranya alapjan mind a
megnyujtott, mind a relaxalt konformacioban kitapadt molekulak jelent6sen ellapultak
(31.B és F abrak). Az cllapulast okozhatja a molekula és a csillamfelszin
kolcsonhatasa, a dehidracio és a pasztazd AFM ti altal kifejtett nyomas [99]. A
filamentum hosszak viszont jo egyezést mutatnak a korabbi elektronmikroszkopos
tanulmanyokkal [58, 75, 92], vagyis bar a feliileti kolcsonhatasok lateralisan jelentésen
ellapitjak a molekulédkat, a tengely irdnyu torzitds minimalis.

A titinmolekulakat megnyujtd erd meghatdrozasat harom kiilonbdz6 modszerrel
végeztik el. A meniszkusz erét kiszamitottuk a priori a 7. egyenlet alapjan.
Amennyiben az 50%-os glicerinoldat — levegd hatarfeliiletre vonatkozo feliileti
fesziiltséget 64 pNnm™-nek [58] és az atlagos globularis domén 4tmérdt 2 nm-nek [100]
vessziik, akkor 400 pN nyujtasi er6t kapunk eredményként. Egy masik megkdzelitésben
az er® a posteriori kiszamolhaté a WLC egyenlet alapjan (4. egyenlet). Az atlagos
kitekert domén vég-vég hossznak 27.7 nm-t, a szekvenciabol szamolt atlagos kitekert
globularis domén kontirhossznak 32.1 nm-t (Médszerek 4.5) és a kitekert titinlanc
perzisztenciahosszanak 0.4 nm-t véve [65], 144 pN nyujtasi er6t kapunk eredményiil.
Végezetiil kiszamithato az er6 a 8. egyenlet szerint, ha ismerjiik azon domének szamat,
amelyek azalatt tekeredtek ki amig a visszahuzod6 meniszkusz végigvonult a molekulan
(At) [36, 42]. Az egy molekulara es6 kitekert domének szama egyrészt a kontar hézagok
atlagos szamabol (22 domén kitekeredés/molekula), masrészt a nyljtas sordn az 1um
nativ hossz feletti konturhossznovekmény atlagos kitekert domén kontirhosszra
normalizalasabol (29 domén kitekeredés / molekula) szamoltuk. Az er6hatas idejére (At)

5x 10° s-t (9. egyenlet), spontan domén kitekeredési allandénak (ko) 3x 107 st [36]
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és tranzicios hossznak (AX) 0.3 nm-t véve [36, 42] a nyujtasi erére 276 pN és 280 pN-t
kaptuk a két esetben. Osszegezve a hirom modszert, a meniszkusz visszahtuzédasakor a
tulnygjtott molekuldkra 144-400 pN erd hat, ami Gsszehasonlithatd nagysdgrendl a
dinamikus  eréspektroszkopidban  vizsgalhatdé  tartoménnyal. Ezek  alapjan
megallapithatd, hogy a visszahuzodo folyadékmeniszkusszal végzet molekula
megnyujtds alkalmas nanomechanikai vizsgalati modszer az egyedi molekula
erdspektroszkopia morfoldgiai kiegészitésére.

A talnyujtott titinmolekulak nem kitekeredett szakaszainak topografiajat vizsgalva,
globularis egységek rajzoldédnak ki (32.A-C abrak). A molekula magassagprofiljan
szintén megfigyelhetd egy topografiai periodicitds, melynek atlagos cstcs-csucs
tavolsaga 5.9 nm, jol egyezik a globularis titin domén tavolsagok irodalmi adataival
[100, 101] (32.D és E abrak). Mivel ismert, hogy egy globularis domén hossza ~4 nm
[60], az atlagos 5.9 nm-es tavolsag alapjan hozzavetéleg 2 nm hosszu linker talalhato az

egyes domének kozott, ami tovabbi rugalmassagot kolcsondz a titin tandem globularis

crcr

A titin mint mechanoszenzor

Mivel az eddig bemutatott topografiai analizis segitségével azonosithatok a titin
erOhatasra kitekert régioi, igy azonositottuk az M-csikhoz legkozelebb es6 kitekert
régiot a molekuldban (33.A abra). Az itt lathatd terminalis kitekert régi6 tavolsaga az
M-csik végi fej kozepétdl leggyakrabban ~50 nm-nek adodott (33.B abra). Ez jo
egyezést mutat a titin kinaz domén M-csiktol mért tavolsagaval [102] (35.A abra). Bar
szekvencia specifikus monoklondlis antitest jelenleg nem 4all rendelkezésiinkre az
azonositashoz, a tavolsagmérések alapjat feltételezziik, hogy az M-csik fejhez eséd
legkozelebbi konturhézag a titin kindz domén N-termindlis kitekert régioja. A hézag
szélesség eloszlas 15 és 25 nm-es cslcsai Osszevethetdk a kindz doménen végzett
erospektroszkopiai eredményekkel [43] (33.C abra). Ezeket a szerkezeti atmeneteket a
kindz nyujtasi  er6gorbéjén a domén N-termindlis [-lancainak (35.B dbra)
felnyilasaként azonositottak, melynek eredményeképpen a kinaz domén ATP kot6 zsebe
felnyilik. Az N-termindlis kontirhézagot a vizsgalt molekuldk tobbségén észleltiik,
vagyis a feltehetden a kinaz N-termindlisa szisztematikusan kitekeredik a meniszkusz

erd hatasdra. Mivel atlagosan molekuldnként 22 domén kitekeredést szamoltunk,
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viszont a kindz szisztematikusan ezek kozott volt, feltehetden a mechanikailag
gyengébb domének kozé tartozik, ami alacsony erdtartomanyban tekeredik ki. A
megnyujtott molekulahossz és a kinazhoz tartoz6 hézagszélesség kozott erds korrelaciot
nem, de szignifikdns tendenciat kitudtunk mutatni (33.D dbra). Feltehetéen a
kisérletekben alkalmazott nyujtasi er6knél a kindz domén mar teljesen kitekert
allapotban van. Mindazonaltal ez felveti annak a lehetdségét, miszerint a kindz domén
erohatasra torténd részleges kitekeredése felszabaditja annak ATP kot zsebét, igy

fontos szerepe lehet a szarkomerikus jelatvitel mechano-kémiai csatolasban.

! ! ! ! ! ! |
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35. abra Az M-csik és a titin kindz szerkezete. A: Az M-csik sematikus szerkezete. Alul az M-
csiktol mért tavolsdg Iathaté nm-ben (cf. [102]). B: A titin kindz (1 TKI) molekuldris modellje. A
hdrom N-termindlis B-szal (pC1, pC2, SC3) sargdval jelélve.
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7. Kovetkeztetések

7.1. A titin alacsony eroknél jelentkezo nyujtasi atmenetei

A titinmolekula nyujtasi er6gorbéjén erdatmenetek azonosithatok mar egészen
kicsiny, 5 pN-os eréktél kezddédéen. Az alacsony erStartomanyban (F < 40 pN)
jelentkez6 atmenetek 1€épésekben ndvelik a molekula kontarhosszat, melyek hatterében a
molekula eréhatasra bekovetkezd szerkezetvaltozésai szerepelnek. Az atmenetekhez
tartozd konturhossznovekmények eloszlasabol arra kovetkeztetiink, hogy kozelitéleg
30 nm-es kontirhossznovekményeket okozo globularis domén kitekeredés mellett egy
masik szerkezetvaltozasi folyamat is lejatszodik, mely sordn joval nagyobb mértékben
n6 a molekula kontarhossza (50-400 nm).

Az  ioner0sség  csOkkentésének ~ hatdsira  csokken ezen  hosszabb
kontirhosszndvekménnyel jar6é dtmenetek elforduldsa, amit a polielektrolit tulajdonsagti
PEVK domén elektrosztatikus merevedése okozhat. A PEVK domén antitesttel valo
passzivalasa meggatolta a doménen beliili szerkezetek kialakuldsat, bar az igy passzivalt
molekulaban globularis domének még kitekeredtek az alacsony erdtartomanyban.
Osszehasonlitd erdspektroszkopiai vizsgalatainkban szivizom izoforma esetében is
kimutattuk a 40 pN alatti diszkrét er6atmeneteket, bar ez esetben a hosszl
kontarhossznévekmények nem mutatkoztak, mivel a szivizom titin PEVK domén
hossza mintegy tizede a vazizom izoformaénak.

Az 5-40 pN-os erdtartomanyban végzett erdvisszacsatolt mérésekben a molekula
diszkrét 1épésekben nyulik. A 1épésnagysag eloszlas alapjan a globularis domének
mellett mas, szerkezeti elemek felnyildsa is meghatdrozd a folyamatban. Az allando
er6knél mért megnyulasi gorbék alapjan egy gyors és egy lassu kinetikai komponenst
azonositottunk a kitekeredési folyamatban. A gyors komponens feltehetéen
mechanikailag kevéssé stabil szerkezetek erdhatasra torténd felszakadasanak, mig a
lasstt komponens, a stabilabb globularis domének kitekeredésének eredménye.

Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az alacsony eréknél bekovetkezd
szerkezeti atmeneteket mechanikailag gyenge globularis domének kitekeredése és a
PEVK doménen beliili tranziens szerkezetek illetve elektrosztatikus kolcsonhatasok

felszakitasa egyiittesen okozza.
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Repetitiv nyujtasi kisérleteinkbdl kitlinik, hogy az alacsony erdtartomanyban
jelentkezd szerkezeti atmenetek felelések a titin mechanikai faradasaért. Az ismételt
mechanikai ciklusok kozott az alacsony erdtartomany atmeneteinek visszaalakuldsa
fligg a ciklusok kozott eltelt id6t6l, a molekula megnyuldsatol és a nyhjtasi sebességtol.
Kovetkezésképpen a titin er6-megnyulds gorbéje érzékeny a kordbbi mechanikai
terhelésre. Eredményeinket egy 0 modellben 0Osszegeztik melyben a titin
megnyulasdban a PEVK domén szerkezetvaltozasai és néhany a proximalis tandem
Ig-régiobol szarmazod mechanikailag kevéssé stabil globularis domén kitekeredése
egyiittesen jelentkezik az alacsony erGtartomanyban. A titinmolekula mechanikai
elézménytdl fliggd szerkezetvaltozasainak fontos szerepe lehet a szarkomert ért

mechanikai szignalok jelatviteli utakhoz kapcsolasaban.
7.2. Talnyujtott titinmolekulak szerkezetének topografiai vizsgalata

A visszahuz6do folyadékmeniszkusszal tulnydjtott és csillamfelszinre kifésiilt
titinmolekulak topografiai konturjan atlagosan 27.7 nm- hossza hézagok figyelhetok
meg, amelyek az eréhatasra kitekeredett globularis domének topografiai megfelel6i.
Emellett hosszabb, tobb szaz nanométeres kontur hézagok is megfigyelhetok, amelyek a
megnyujtott PEVK domén megfelel6i. A molekula hézagmentes szakaszain
nagyfelbontdsi AFM képeken globuldris régiok mutathatok ki, a régidk atlagos
tavolsaga 5.9 nm ami egy globularis domén és az azt szegélyezd linker szekvencia
hosszabol adodik. Az AFM-es felvételeken a titin C-terminalis, M-csik feldli végén
lathato jellegzetes konturhézag helyzetébdl és szélességének eloszlasabol arra
kovetkeztetiink, hogy az eréhatasra megnyult titin kindz domén részleges kitekeredése
révén jott 1étre. A kinaz domén N-termindlis B-lancainak kitekeredése szabadda teszi a
domén ATP-koté zsebét, igy fontos szerepet tolthet be a mechanikai érzékelési

folyamatokban.
7.3. Tudomanyos tézisek

I. A titinmolekula mar alacsony erék (5 pN <F <40 pN) hatasara is diszkrét
1épésekben nyulik, melyek hatterében a molekula erdhatasra lezajlo

szerkezetvaltozasai allnak.

62



Az alacsony erOhatdsokra is bekovetkezd szerkezetvaltozasokat a
mechanikailag gyenge globuldris domének kitekeredése illetve a PEVK

domén harmadlagos szerkezeteinek felszakadéasa egylittesen okozzak.

Az alacsony erdknél jelentkezd szerkezeti atmenetek felelések a titin
mechanikai faradasaért. Mintdzatuk ¢és regeneracidjuk mértéke tikkrozi a

titinmolekulat ért korabbi mechanikai hatdsokat.

Visszahuzodo folyadékmeniszkusszal megnyujtott egyedi titinmolekuldk
topografiai vizsgalatdval kimutathatok az erdhatasra bekovetkezd egyedi

domén kitekeredések illetve a PEVK domén megnyulésa.

A folyadékmeniszkusszal feliiletre fésiilt ¢s megnyujtott molekuldkon észlelt
M-csik vég feloli C-termindlis kontarhézag, mely feltehetden a részlegesen

kitekert kindz domén, szélessége a nyujtasi erével aranyos.
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8. Osszefoglalas

A titin a harantcsikolt izom szarkomer felét athidalo oriasfehérje amely a Z-csiktol
az M-csikig huizodva egy harmadik filamentum rendszert alkot a vékony és vastag
filamentumok mellett. A titin elsésorban a harantcsikolt izom passziv rugalmassagaért
felel6s, azonban ijabb megfigyelések szerint a szarkomer szerkezeti organizatoraként és
er0szenzorként is miikodik. A jelenlegi elképzelések szerint csak a molekula
I-szakaszbeli része nyulik funkcionalisan, igy ez felelés a fiziologias Szarkomer
rugalmassagért. Ez a szakasz szerkezetét tekintve sorba kapcsolt globularis domének
ismétlédésébol, tovabba egyedi szekvenciakbol, a PEVK, N2A és N2B doménekbdl
épl fel. A szarkomer nyujtasa soran ezen szakaszok rugalmas elemként megnyulnak és
kiegyenesednek, azonban vitatott, hogy a fiziologiasnak tekintett 0-40 pN/titin
erGtartomdnyban barmilyen szerkezeti dtmenet vagy doménkitekeredés fellép-e vagy
sem.

Munkankban egyedi, nyal m. longissimus dorsi-bol és szivizombol izolalt titin
izoformékat vizsgaltunk erOmérd lézercsipesszel. Vizsgalataink soran kimutattunk
diszkrét szerkezeti 4atmeneteket a titin molekuldkon az élettanilag relevans
erGtartomdnyban, konstans sebességli és  erdvisszacsatolt  molekulanyujtési
kisérletekben. Allandé sebességli nytjtas soran talnyulasi atmenetek tapasztalhatok a
10-40 pN-os erdtartomanyban, melyek révén a molekula kontirhossza ndvekszik.
Vézizom titin esetében az atmenetek okozta konturhossznévekmények igen széles
eloszlast mutatnak (20-200 nm), mig a mintegy tizszer rovidebb PEVK szakasszal
rendelkezd szivizom izoformat vizsgalva a konturhossz-névekmények nem térnek el a
magasabb eréknél tapasztalt domén kitekeredésre jellemz6 eloszlastol (20-50 nm).
Ionerdssegtdl fliggd, anti-PEVK passzivacios €s izoforma 6sszehasonlitd (harantcsikolt
vs. szivizom) kisérleteink alapjan az atmenetek feltehetéen PEVK doménbdl és néhany
az |-szakaszbeli, mechanikailag gyenge, globularis doménbdl erednek.

Erévisszacsatolt 1ézercsipesszel végzett kisérletekben az allandd erével nyujtott
vazizom titin molekula diszkrét 1épésekben nyulik. A 1épésnagysag eloszlas alapjan a
domén kitekeredés mellett nagyobb kontirhosszal jellemezhetd &tmenetek is

kimutathatok. A diszkrét atmenetek szama jelentdsen csokken a titinmolekula ismételt
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mechanikai ciklusa sordn, ami arra utal, hogy ezek az intramolekularis kdlcsohatasok
fontos szerepet jatszanak a molekula mechanikai kifaradasaban.

Eredményeink felvetik a lehet6éségét az in situ élettani koriilmények kozott
végbemend diszkrét szerkezeti atmeneteknek, melyekért elsdsorban a PEVK doménen
beliili metastabil szerkezetek felszakadasa, kitekeredése felelés. A diszkrét szerkezeti
atmenetek rovid id6- és térbeli skalan képesek gyors konturhossz-adaptaciora. A perces
idoskalan a diszkrét atmenetek mintazata a szarkomer mechanikai torténetének, azaz a
megel6z6 kontrakciods ciklusok tér- és idobeli karakterisztikajanak fiiggvénye.

A titin nyujtasi szerkezetvaltozasainak tovabbi vizsgéalatdhoz egyedi molekulakat
nyujtottunk meg visszahuzodo folyadékmeniszkusszal. A talnytlt molekulakrol atomerd
mikroszkdppal készitettiink nagy felbontdsu felvételeket, melyek alapjan topografiai
analizist végeztiink. A talnyujtott molekuldkrdl felvett magassagprofilokban repetitiv
globuléaris strukturdk és hézagok egyarant azonosithatok. A globularis strukturdk a titin
Ig és Fn tipusu doménjei, mig a hézagok a globularis domének erdhatasra kitekert
megfeleldi. Topografiai analizissel kimutattuk a molekula N-termindlisa kdzelében
talalhatd kitekert kindz domént. Ez a konzisztensen kimutathatdé megnytlt
molekulaszakasz alatamasztja a felvetést, miszerint a titin kindz az N-terminalis
B-lancainak erdhatasra torténd kitekeredése fontos szerkezetvaltozasi folyamat a

mechanoszenzoros folyamatokban.
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9. Summary

Titin is a giant elastomeric muscle protein that spans the half sarcomere from the Z-
disk to the M-line and forms an integrated third sarcomeric filamentous system besides
the thick and thin filaments. Titin is the main determinant of passive muscle elasticity
and has been implicated to function as a sarcomeric template and mechanosensor.
Recent model of titin elasticity suggests that only the I-band region of the molecule is
extensible under physiological circumstances. This region is composed of serially
linked globular domain repeats interspersed by unique unstructured regions such as the
PEVK, N2A and N2B domains. Upon stretching the sarcomere, the I-ban region of titin
extends continuously by elastic mechanisms. The presence of force-driven globular
domain unfolding at the physiological 0-40 pN/titin force regime is still debated.

In the present work we manipulated titin molecules isolated from rabbit
m. longissimus dorsi, with high-resolution optical tweezers in velocity- or force-clamp
modes. Discrete, stepwise transitions, with a rate faster than that caused by canonical 1g-
domain unfolding, occurred during stretch at physiologically relevant forces. In constant
velocity stretch discrete transitions appear at 10-40 pN forces that increase the
molecule’s contour length in discrete steps. In case of skeletal muscle the step size
distribution is wide (20-200 nm), while in case of the cardiac isoform, that contains a
much shorter PEVK domain (167 residues) the contour length gain distribution did not
significantly deviate from the values measured at high forces (20-50 nm). Based on our
measurement carried out at different ionic strength, and by the passivation of the PEVK
domain with specific antibody, we conclude that structural transitions of the PEVK
domain and the unfolding of some weak globular domains of the I-band are likely to be
involved in the low-force transitions.

The low-force transitions wear out in repetitive stretch experiments, thus they are
involved in titin’s mechanical fatigue. The pattern of these transitions is sensitive to the
history of contractile events. Thus, under non-equilibrium conditions across the
physiological force range, titin extends via a complex pattern of history-dependent
discrete conformational transitions which, by dynamically exposing ligand-binding

sites, may set the stage for the biochemical sensing of the sarcomeric mechanical status.
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To further explore structural changes of titin upon stretch, we analyzed, by using
high-resolution atomic force microscopy, the topography of titin molecules
overstretched with receding meniscus. The axial contour of the molecules was
interrupted by topographical gaps with a mean width of 27.7 nm that corresponds well
to the length of an unfolded globular domain. The wide gap-width distribution suggests,
however, that additional mechanisms such as partial domain unfolding and the
unfolding of neighboring domain multimers may also be present. In the folded regions
we resolved globules with an average spacing of 5.9 nm, which is consistent with a titin
chain composed globular domains with extended interdomain linker regions.
Topographical analysis allowed us to allocate the most distal unfolded titin region to the
kinase domain, suggesting that this domain systematically unfolds when the molecule is
exposed to overstretching forces. The observations support the prediction that upon the
action of stretching forces the N-terminal B-sheet of the titin kinase unfolds, thus
exposing the enzyme's ATP-binding site and hence contributing to the molecule's

mechanosensory function.
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12. Koszonetnyilvanitas

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani témavezetomnek, Dr. Kellermayer
Miklosnak. Koszondm tdmogatasat, kivalé szakmai vezetését, iranyomba tanusitott
tiirelmét €s baratsagat.

Koszonom Dr. Pasquale Bianco segitségét a lézercsipeszes kisérletekben és
Dr. Bozo Tamas segitségét az atomerd mikroszkopos méréseknél. Koszonet illeti Iszlai
Agnes asszisztenst a sok éaldozatos munkaért és a mindig készséges segitségért.
Ko6szondm Dr. Herényi Leventének és Dr. Osvath Szabolcsnak €pitd kritikait és értékes
tanacsait. K6szondm Dr. Derka Istvan aldozatos munkajat a lézercsipesz fejlesztésében
¢s a meniszkusz rotor elkészitésében.

Koszonet illeti a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet
dolgozoit, akik mindig tiirelemmel és segitdkészséggel voltak irdanyomban.

Koszonom csalddomnak ¢és feleségemnek, hogy mindig mindenben tdmogatott és

ezzel sokban hozzajarult a disszertacid 1étrejottéhez.
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