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Bevezetés

A titin a harantcsikolt izom szarkomer felét athidalod oriasfehérje amely a Z-csiktol az M-
csikig huizédva egy harmadik filamentum rendszert alkot a vékony és vastag filamentumok
mellett. A titin els6sorban a harantcsikolt izom passziv rugalmassaganak kialakitasaért felel6s,
azonban Ujabb megfigyelések szerint a szarkomer szerkezeti organizatoraként ¢és
er0szenzorként is miikodik. A jelenlegi elképzelések szerint csak a molekula I-szakaszbeli
része nyulik funkciondlisan, igy ez felelés a fizioldgias szarkomer rugalmassagért. Ez a
szakasz szerkezetét tekintve sorba kapcsolt globularis domének ismétlédésébdl, tovabba
egyedi szekvenciakbodl, a PEVK, N2A és N2B doménekbdl épiil fel. A legfontosabb egyedi
szekvencia a PEVK domén, mely nevét a prolin (P), glutamat (E), valin (V) és lizin (K)
aminosavak gyakori eléfordulasardl kapta. A PEVK domén masodlagos és harmadlagos
szerkezete csak kevéssé ismert, igy tisztdzasra var még, hogy a PEVK domén esetleges
szerkezetei milyen hatdssal vannak annak rugalmassagara és szerepet jatszanak-e a titin és
ezen keresztiil a harantcsikolt izom passziv mechanikajaban. Az egyes izomszovetekben,
alternativ splicing révén igen eltérd hosszlisagu titin izoformdk fejezddnek ki. Az alternativ
splicingban leginkabb érintett a proximalis Ig-régi6 és a PEVK domén. Mig a m. soleus
izoforma 2174 aminosav hosszusagh PEVK doménnel rendelkezik, a szivizom izoforma
minddssze 163 aminosavas PEVK domént tartalmaz.

A titin in situ megnytlasanak jelenleg elfogadott modellje szerint a molekula egyes
szakaszai eltéré rugalmassaguk miatt erd hatasara hierarchikus sorrendben nyulnak meg. A
szarkomer nyujtasa soran az egyes szakaszok rugalmas elemként megnyulnak és
kiegyenesednek, azonban vitatott, hogy a fiziologiasnak tekintett 0-40 pN/titin
erétartomanyban barmilyen szerkezeti &tmenet vagy domén kitekeredés fellép-e vagy sem.

A titin szarkomerikus elhelyezkedése felveteti annak lehet6ségét, hogy az izomrostok
erd ¢és megnyulds érzékeldjeként egy mechanoszenzor funkcidt lasson el. Az izomrostok
mechanikai allapotdnak titinen keresztiili érzékelése megkdveteli, hogy a molekula
valamilyen modon tlikrozze a szarkomert ért tér- és id6beli mechanikai behatdsokat. Emellett
mechanoszenzor szereppel birhat a titin C-terminalis kindz doménje, amelynek ATP kotd
zsebe erd hatdsara felnyilik, igy fontos szerepet jatszhat a mechanikai hatisok jelatviteli

utakra csatolasaban.



Célkituzések

Munkank sordn a titinmolekula er6hatasra bekovetkezd szerkezeti valtozasait kivantuk
vizsgalni, kiilonos tekintettel arra, hogy az élettanilag relevans erdknél a molekula mely
szerkezeti elemeiben torténik valtozas. Legfébb kérdéseink a kovetkezék voltak: (i)
Létrejonnek-e szerkezeti valtozasok a titinmolekulaban élettanilag relevans eréhatasokra? (ii)
Ha igen, a molekula mely szerkezeti elemei felelések ezekért? (iii) Hogyan befolyasoljak a
szarkomerikus ~ mechanikai  paraméterek a  titinben kiils6é eréhatasra  létrajovo

szerkezetvaltozasokat? (iv) Kimutathatéak-e a nyujtasi szerkezetvaltozasok a molekulaban?
Ezek alapjan célul tiztik Ki:

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

2. Egyedi nativ titinmolekulak nyujtasat 1ézercsipesszel, kiilonos tekintettel az alacsony,

¢lettanilag relevans erétartomanyra.

Az ¢élettani erftartomanyban jelentkezd nytjtasi atmenetek jellemzését.

Az atmenetek hatterében allo titin szerkezetek feltérképezését.

Az er6hatasra bekovetkezo szerkezetvaltozasok dinamikai vizsgalatat.
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Egyedi nativ titinmolekulak megnyujtasat és feliiletre fésiilését visszahtizoédo folyadek
meniszkusz technikaval.

7. Feliletre fésiilt, megnytjtott titinmolekuldk topografiai analizisét.



Modszerek

Titinmolekulak izoldlasa

Nativ titinmolekuldk izolaldsa a munkacsoportunk altal korabban kidolgozott
protokoll szerint tortént. A Kkisérleteinkben hasznalt titin fehérjét nyulbol (Oryctolagus
cuniculus, New Zealand White) izolaltuk. A kisérleti allatok tartasa és le6lése az Allatkisérleti
Tudomanyos Etikai Tanacs XIV-1-001/29-7/2012 szama engedélye alapjan és az abban

meghatarozott feltételek szerint tortént.

Titinmolekulak nyujtdasa lézercsipesszel

Kisérleteinkben az egyedi, nativ titin molekuldkat a Z-csik feldli végiikkon egy a
proximalis I-szakasz szekvenciara specifikus IgG tipust antitesttel (T12 antitest) ragadtuk
meg, mig a molekula masik végét aspecifikusan, a Sulpho-SANPAH fotoreaktiv keresztkotd,
vagy egyes esetekben PEVK domén specifikus ellenanyag (9D10 antitest) segitségével
kapcsoltuk a gyongyhoz (1. abra).
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1. dbra Kétsugaras molekularis eréméré lézercsipesz. A két csapdazo lézernyalab egymassal szembe iranyitva
alakitja ki az optikai csapdat. A vizsgalt molekulat funkcionalizalt feliiletdi mikrogyéngyék segitségével ragadjuk
meg. A pipetta mozgatasaval megnyujtott molekulara eré hat, ami kitériti a csapdazott gybéngydt az egyensulyi
helyzetébdl. A csapdazott gydngy kitérésébdl szamolhatd a molekulat megnydjté eré.

A kisérlet kezdeteként el6szor a mikropipettdhoz szippantott gyongyot hozzaérintjiik a
csapdazott, titin boritdsu gyongyhdz. [lyenkor a fotoreaktiv mikrogyongyok felszinéhez kotott
sulpho-SANPAH keresztkotd fotoaktivalodik. Az igy megragadott molekulat a pipetta
gyongy mozgatasaval allando sebességll nyujtasi és eré-visszacsatolt tizemmoda mechanikai
kisérletekben manipulaltuk. A kisérletben hasznalt puffer dsszetétele: 25 mM Imidazol-HCI,
pH: 7.4,0.2 M KCI, 4 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.01% NaN3



Titinmolekulak nyujtdsa folyadék meniszkusszal

Egyedi titinmolekuldk nyujtasi szerkezetvaltozasainak vizsgalatdra a korabban
kifejlesztett visszahuzoédd meniszkusz moddszert hasznaltuk, melynek eredményeképpen
tulnyujtott molekulak adszorbealhatok egy szubsztrat feliiletre és igy AFM-el vizsgalhatok. A
modszer lényege, hogy egy titint tartalmazd folyadékcseppet cseppentiink egy csillam
feliiletre, majd azonnal nagy sebességgel centrifugaljuk. Ahogy a folyadékcsepp a
centrifugalas hatasara lefut a feliiletrdl, a visszahuzddo folyadék-gaz hatarfeliileti meniszkusz
az oldatbol részlegesen letapadt molekuldkat megnytjtja és egyben kifésiili a felszinre (2.
abra). A Kkisérletben hasznalt puffer Osszetétele: 50 % glicerin, 10 mM K-foszfat pH 7.4,
140 mM NacCl, 1M Urea, 0.02 % NaNs.
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2. abra Titin nyujtasa visszah(iz6dé folyadék meniszkusszal. A kép: A titinmolekula egyik végével (tipikusan M-
csik vég) letapad a csillam felszinre és a centrifugélis erd (F.) hatasara visszah(izodoé folyadékcsepp hatarréteg
megnyaujtia. B kép: A csepp mozgasa kbézben a feliileti fesziiltséggel és a molekula keriiletével aranyos eré (Fy)

nytjtia a molekulat mielbtt az a felliiletre kitapadna. A feliileti erével ellentétes iranyu rugalmas er6 ébred a
fehérjelancban.

Az gy feliiletre fésiilt molekuldk topografiajat nagy felbontasi pasztazd atomerd

mikroszkoppal vizsgaltuk (Cypher, Asylum Reasearch).



Eredmények

Kisérleteinkben nyul hat- és szivizombol izolalt egyedi titin molekuldkat manipulaltunk
1ézercsipesszel, annak érdekében, hogy vizsgaljuk a molekula kiilsé eréhatasra bekdvetkezo
szerkezeti valtozasait ¢lettanilag relevans 1d6 és erdskalan. A fizioldgids koriilmények kozott
egyetlen titinmolekulara hat6 erd értékére pontos mérések nem, csak extrapolaciok allnak
rendelkezésre. Mivel az irodalmi becslések az in situ egyetlen titinre hat6 ertartomany fels6
hatarat mintegy 5-20 pN-ra becsiilik, kisérleteinkben elsésorban a titin nyujtasi gorb&jén az
alacsony erdknél jelentkezd szerkezeti atalakulasokat kivantuk vizsgalni. Ezek az alacsony
erdknél jelentkezd er6—megnyulds-atmenetek hasonloak a mar korabbrdl ismert globularis
domén—kitekeredési eseményekhez, vagyis flrészfogszerli atmenetként jelentkeznek az eré—
megnyulas-gorbe felfutod szakaszan (3. abra).
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3. dbra Harantcsikolt izombdl izolalt egyedi titinmolekula nydjtas-visszaengedési ciklusa soran felvett er6—
megnyulas-diagram. A nyilak az alacsony eréknél jelentkezé talnyulasi atmeneteket mutatjak. A betétabra mutatja
a kisérletben alkalmazott mechanikai protokollt (Ax: piezo elmozdulas).

Ilyen atmenetek mar tipikusan 10 pN er6nél észlelhetok ¢és az erd novekedésével
folyamatosan kovetik egymast a nyljtasi gorbén. A visszaengedési gorbe ezzel szemben,
alacsony  erGtartomanyban  is, mindig  diszkrét  atmenetektdl  mentes. A
kontirhosszndvekmények méréséhez a ,,wormlike chain” polimer modell egyenletét
illesztettiik a flirészfogak felszalld szakaszara. A szomszédos erdatmenetek illesztésébol
kapott kontarhossz értékek kiilonbsége az egyes szerkezeti dtmenethez tartozd
kontarhosszndvekményeket adja. A konturhossznévekmények a hozzajuk tartozo tranzicids
erdk fliggvényében két nagy csoportra oszthatok alacsony (F <40 pN) és magas (F > 40 pN)
erftartomany szerint. Vazizom titin izoforma esetében az alacsony er6knél a

konturhossznévekmény eloszlasa szélesebb, tiztdl egészen a tobb szdz nanométerig is



talalhatok értékek (4. abra). Ezzel szemben a 40 pN feletti atmenetek viszont egyenletes,

~30 nm-es 1épésekben novelik a molekulahosszt. Szivizom izoforma esetén az alacsony erék

400 T— 100 5
3° o F<40 A 3
j &8 80 3
300 Sa E
3 o) —_ 3
= E 00 £ 603
c 3 ©, c E
=200 o 0 100 200 300 400 < 3
2 _é “ o® AL (nm) 3 403
1003 ° o e 3
_E ° o ,0‘.!‘~ ® 20_§
] &8 B0 E

O T T T T 1 T T 1 S L L L L L L L L L L I

0O 20 40 60 80 0 10 20 30 0 10 20 30 40 50 60 70 O 20 40
F (pN) Gyakorisag F (pN) Gyakorisag

4. abra Titin izoformak nydujtasi konturhossznévekményei a tranzicios eré fliggvényében. A jobb oldali abrarész a
konturhossznévekmény-hisztogramot mutatja a teljes vizsgalt erétarfomanyban A: Vazizom izoforman mért
értékek. A betét abra a 40 pN alatti er6knél mért kontiurhossznévekmény-hisztogramot mutatja. B: Szivizom

izoforman mért értékek.

esetén mért konturhossznévekmények joval keskenyebb tartomanyban oszlanak el, azok nem

haladjak meg a 80 nm-es értéket (4. abra). Feltehetoen a kiilonbséget a két izoforma eltérd

hosszusagua PEVK doménje okozza. Ennek tovabbi vizsgalatara olyan kisérleteket végzetiink,

melyekben specifikus ellenanyaggal inaktivaltuk a teljes PEVK domént (9D10 antitest).

Ezekben a kisérletekben T12 és 9D10 antitesttel boritott mikrogyongyokkel ragadtuk meg és

manipulaltuk a titinmolekulat, igy csak a két antitest altal felismert epitop régiok (112 és

PEVK domén) kozotti proximalis tandem Ig és N2A molekulaszakaszt vizsgaltuk. Ez alapjan
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5. abra Titin nydjtasa T12 és 9D10 antitest boritast mikrogydngybkén keresztiil. A két egymast kbveté nyujtas-
visszaengedési ciklus kbzétt 10 masodperc a varakozasi id6.



a nyujtasi gérbén 40 pN alatt jelentkezd erdatmenetek kizardlag Ig-domén kitekeredés
kovetkezményei. Megfigyelhetd, hogy harom domén az egymast kovetd ciklusokban
konzisztensen 40 pN er6 alatt tekeredett ki. A ciklusok kozé iktatott tiz masodperc varakozas
hatasara az er6 hiszterézis teljesen visszaépiilt.

Ahhoz, hogy az alacsony erdtartomanyban lezajlo szerkezeti atmenetek kinetikajat
vizsgaljuk, sziikséges a két valtozd mechanikai paraméter (erd és megnyulds) koziil az egyiket
rogziteni. Ehhez erdvisszacsatolt iizemmoddban végeztiink méréseket, amelyben az erdt
allandd értéken tartva csak a molekula megnyuldsa valtozik. Ilyen mérésekben
meghatarozhaté az adott erdknél végbemend szerkezeti valtozdsok sebességi allandoja.
kiilonb6z6 er6knél végeztiink erdvisszacsatolt modban nyujtasi kisérleteket (6. abra). A titin
mar 7 pN erdvel feszitve is folyamatosan nyulik, bar diszkrét nyujtasi 1épcsék még nem
figyelhetdk meg a masodperces iddskalan, azok csak 10 pN feletti erdknél jelentkeznek. Az
igy kapott vég—vég-hosszvaltozas gorbéket kettds exponencidlis fiiggvénnyel illesztettiik és az
illesztésbdl kapott sebességi allandokat a nyujtasi eré fiiggvényében abrazoltuk (6. abra). A
kettds exponencialis illesztésbdl egy lassti (mechanikailag stabilabb) és egy gyors
(mechanikailag kevésbé stabil) komponensre jellemzé iddallandot (k) kaptunk minden

vizsgalt nyujtasi erénél.
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6. abra Titin nyujtasa erdvisszacsatolt lézercsipesszel. A abra: Kiilénbdzé erbkkel nydjtott titin molekulak
megnyulasa és az arra illesztett kett6s exponencialis fiiggvények. B abra: Az illesztésekbdl kapott sebességi

allandok a nyujtasi eré fliggvényében és az illesztett Bell-modell fiiggvénye. Piros: gyors komponens, kék: lassu
komponens.

Az egyenlet illesztésével megkapjuk az adott szerkezeti atalakulas O erére extrapolalt, vagyis
spontan sebességi allandojat (ko) illetve a szerkezeti atalakulashoz sziikséges tranzicios hosszt
(AX). Méréseinkben az F <40 pN erStartomanyban a gyors komponensre ko =0.044 s,

Ax = 0.36 nm, mig a lasst komponensre ko = 0.013 s, Ax = 0.18 nm értékeket szamoltunk.



A titinmolekula 40 pN er6 alatt jelentkez6 szerkezeti atalakulasairdl feltételezhetd, hogy
in vivo koriilmények kozott is lezajlanak. Ahhoz, hogy a potencialis élettani jelentdségét
vizsgaljuk ezeknek az atmeneteknek, komplex nytjtas-visszaengedési kisérleteket végeztiink.
Ezekbdl a kisérletekbdl azt akartuk megtudni, hogy az egy nyujtasi ciklusban lezajlott
szerkezeti atalakulasok hogyan befolyéasoljak a titin mechanikai viselkedését egy kovetkezo
nyujtas soran. A repetitiv ciklusokban nyujtott titin hiszterézis visszaépiilését vizsgalva, olyan
kisérleteket végeztiink, melyekben két, egymast sziinet nélkiil kdvetd nyujtasi ciklus utan
adott varakozas elteltével egy harmadik probanyujtast is végeztiink (7. abra). Az hiszterézis a
ciklusok koz¢ iktatott varakozas hosszaval aranyos mértékben visszaépiilt, tehat a hiszterézis
visszaépiilésének mértéke anndl nagyobb, minél tobb id6t tolt a molekula a megrovidiilt
allapotban. Vagyis elmondhatd, hogy a megrovidiilt allapotban elt6ltott id6 meghatarozza a

kovetkezd ciklus nytjtasi atmeneteinek mintézatat.

100 1.6
80 - E 1.2 -
3 -

— N 0.8 —
Z 60 < -
S 0.4 — 10
© 40— T T 1
w 0 10 20 30 40,

20 t(s) / ;

0_ g o s

T T T T T T T

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Megnyulas (um)
7. abra A relaxalt konformacioban toltott varakozasi idé hatasa a titin mechanikai faradasra. A betétabran a
molekula vég-vég hosszanak (Az) valtozasa lathatd a kisérlet ideje alatt. Fekete: Azonnali egymas utani két
nyujtas-visszaengedési ciklus, majd varakozas a kezdeti megnyulas értéken. Piros: A varakozast kéveté proba

nyujtas-visszaengedési ciklus. A szamok az egyes mechanikai ciklusok sorrendjét mutatjak. A kisérletekben a
relaxalt konformaciéban toltott varakozasi idé 10 masodperc.

Annak vizsgélatdra, hogy megrovidiilés mértéke milyen mddon befolyasolja a titin
mechanikai faradasat, a megnyujtott molekulakat csak részlegesen engedtiik rovidiilni (8.
abra). Az egyedi vazizom titin molekulakat elészor allando, 250 nm/s nyujtasi sebességgel
2.8 um-ig nyujtottuk, majd hirtelen, pillanatszeri ugrassal 743 nm vég-vég hosszra
visszaengedtiik 20 masodpercig. Ezutan ismételt probanytjtast végeztiink, hogy vizsgaljuk a
hiszterézis visszaépiilés mértékét. Ahogy egyre hosszabb megnyujtasnal relaxaljuk a
molekulat, a hiszterézis visszaépiilés mértéke egyre csokken és a mésodik nyujtasi gorbe
egyre inkabb a hosszabb megnyulés értékek felé tolodik. Megallapithatd, hogy az alacsony
eroknél jelentkezd szerkezeti atmenetek csak akkor képesek regeneraldédni, ha a titint

elegendden rovid vég-vég hossz értékre engedjiik vissza.
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8. dbra A megrévidiilés mértékének hatasa a titin mechanikai faradasara. Fekete: els6 nydujtas, piros: masodik

nyujtas; a két nyujtas kbzott 20 masodpercig 743 nm vég-vég hossz értéken relaxal a molekula. A betétabrékon a
molekula vég-vég hosszanak (Az) valtozasa lathato a kisérlet ideje alatt.

A titinmolekula itt bemutatott mechanikai elézményfiiggé szerkezet valtozasai akkor
tolthetnek be valdés mechanoszenzor funkciot, amennyiben az informdci6 a titinrdl jelatviteli
utvonalakhoz csatolt. Elképzelhetd, hogy az alacsony eréknél végbemend szerkezeti
atalakulasok megvaltoztatjdk a molekula foszforilacios és ligandkotd helyeinek kitettségét. Az
ilyen mechanizmus kulcsfontossagu lehet a szarkomert ért mechanikai szignalok jelatviteli
utakhoz kapcsolasaban.

A titin nyujtasi szerkezetvaltozasainak tovabbi vizsgalatdhoz egyedi molekulakat
nyUjtottunk meg visszahizodo folyadékmeniszkusszal. A talnyGlt molekulakrol atomerd
mikroszkdppal készitettiink nagy felbontasu felvételeket, melyek alapjan topografiai analizist
végeztiink. A tilnyujtott molekuldkrol felvett magassagprofilokban repetitiv globularis
struktarak és hézagok egyarant azonosithatok . A globularis struktarak a titin Ig és Fn tipust
doménjei, mig a hézagok a globularis domének eréhatasra kitekert megfeleldi. Topografiai
analizissel kimutattuk a molekula N-terminalisa kdzelében talalhato kitekert kinaz domént. Ez
a konzisztensen kimutathaté megnyult molekulaszakasz alatamasztja a felvetést, miszerint a
titin - kindz az N-terminalis [-lancainak eréhatasra torténd kitekeredése fontos

szerkezetvaltozasi folyamat a mechanoszenzoros folyamatokban.

9. abra Folyadékmeniszkusszal tulnydjtott titin molekulak topografiai analizise. Hézagok a tulnydjtott molekulaban
(H). A nyil a meniszkusz haladasi iranyat mutatja. Betétabra: A kontlurhézagok finomszerkezete. A nyilak finom
filamentaris struktirara mutatnak a hézagokban.



Kovetkeztetések

A titin alacsony erdéknél jelentkezd nyujtdsi dtmenetei

A titinmolekula nyujtasi er6gorbéjén eréatmenetek azonosithatok mar egészen alacsony,
5 pN-os eroktdl kezdddden. Az alacsony erétartomanyban (F < 40 pN) jelentkezd atmenetek
Iépésekben novelik a molekula konturhosszat, melyek hatterében a molekula eréhatasra
bekovetkezo szerkezetvaltozasai szerepelnek. Az atmenetekhez tartozo
konturhossznovekmények eloszlasabol arra kovetkeztetiink, hogy kozelitéleg 30 nm-es
kontarhossznévekményeket okozd globularis domén kitekeredés mellett egy masik
szerkezetvaltozasi folyamat is lejatszodik, mely soran joval nagyobb mértékben nd a
molekula konttrhossza (50-400 nm).

Az ionerdsség csOkkentésének hat4sara csokken ezen hosszabb
kontirhosszndvekménnyel jaré atmenetek elforduldsa, amit a polielektrolit tulajdonsagu
PEVK domén elektrosztatikus merevedése okozhat. A PEVK domén antitesttel valo
passzivalasa meggatolta a doménen beliili szerkezetek kialakulasat, bar az igy passzivalt
molekuldban globularis domének még kitekeredtek az alacsony erdtartomanyban.
Osszehasonlito erdspektroszkopiai vizsgalatainkban szivizom izoforma esetében is Kimutattuk
a 40 pN alatti diszkrét er6atmeneteket, bar ez esetben a hosszu kontarhossznévekmények nem
mutatkoztak, mivel a szivizom titin PEVK domén hossza mintegy tizede a vazizom
izoformaénak.

Az 5-40 pN-os erétartomanyban végzett erdvisszacsatolt mérésekben a molekula diszkrét
Iépésekben nyulik. A lépésnagysdg eloszlas alapjan a globuldris domének mellett mas,
szerkezeti elemek felnyildsa is meghatiroz6 a folyamatban. Az 4llandd erdknél meért
megnyulasi gorbék alapjan egy gyors és egy lassu kinetikai komponenst azonositottunk a
kitekeredési folyamatban. A gyors komponens feltehetden mechanikailag kevéssé stabil
szerkezetek er6hatasra torténd felszakadasanak, mig a lassu komponens, a stabilabb globularis
domének kitekeredésének eredménye.

Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy az alacsony erdknél bekovetkezd szerkezeti
atmeneteket mechanikailag gyenge globularis domének kitekeredése és a PEVK doménen
beliili tranziens szerkezetek illetve elektrosztatikus kdlcsonhatasok felszakitasa egylittesen
okozza.

Repetitiv nytjtasi kisérleteinkbdl kitlinik, hogy az alacsony erdtartoméanyban jelentkezd
szerkezeti atmenetek felelések a titin mechanikai faradasaért. Az ismételt mechanikai

ciklusok kozott az alacsony erdtartoméany atmeneteinek visszaalakulasa fiigg a ciklusok kozott
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eltelt 1d6tol, a molekula megnyulasatol és a nyljtasi sebességtol. Kovetkezésképpen a titin
er6-megnyulas gorbéje érzékeny a korabbi mechanikai terhelésre. Eredményeinket egy Uj
modellben 6sszegeztiik melyben a titin megnytlasaban a PEVK domén szerkezetvaltozasai és
néhany a proximalis tandem Ig-régiobol szarmaz6 mechanikailag kevéssé stabil globularis
domén kitekeredése egyiittesen jelentkezik az alacsony erdtartomanyban. A titinmolekula
mechanikai eldzménytdl fliggd szerkezetvaltozasainak fontos szerepe lehet a szarkomert ért

mechanikai szignalok jelatviteli utakhoz kapcsolasaban

Tulnyujtott titinmolekulak szerkezetének topogrdfiai vizsgalata

A visszahtiz6do folyadékmeniszkusszal talnyujtott és  csillamfelszinre kifésiilt
titinmolekuladk topografiai konturjan atlagosan 27.7 nm- hosszi hézagok figyelhetok meg,
amelyek az erBhatasra kitekeredett globularis domének topografiai megfelel6i. Emellett
hosszabb, tobb szaz nanométeres kontur hézagok is megfigyelheték, amelyek a megnytjtott
PEVK domén megfeleldi. A molekula hézagmentes szakaszain nagyfelbontasu AFM képeken
globularis régidk mutathatok ki, a régiok atlagos tavolsdga 5.9 nm ami egy globularis domén
¢és az azt szegélyez0 linker szekvencia hosszabol adodik. Az AFM-es felvételeken a titin C-
termindlis, M-csik fel6li végén lathatd jellegzetes konturhézag helyzetébdl és szélességének
eloszlasabol arra kovetkeztetiink, hogy az erOhatasra megnyult titin kindz domén részleges
kitekeredése révén jott 1étre. A kinaz domén N-terminalis B-lancainak kitekeredése szabadda
teszi a domén ATP-ko6td zsebét, igy fontos szerepet tolthet be a mechanoérzékelési

folyamatokban.
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Uj tudomanyos eredmények

I. A titinmolekula méar alacsony erdk (5 pN <F <40pN) hatasara is diszkrét
Iépésekben nyulik, melyek hatterében a molekula eréhatasra lezajlo

szerkezetvaltozasai allnak.

Il. Az alacsony er6hatasokra is bekodvetkezd szerkezetvaltozasokat a mechanikailag
gyenge globuldris domének kitekeredése illetve a PEVK domén harmadlagos

szerkezeteinek felszakadasa egyiittesen okozzak.

M. Az alacsony eréknél jelentkezd szerkezeti atmenetek feleldsek a titin mechanikai
faradasaért. Mintdzatuk ¢és regeneraciojuk mértéke tiikkrozi a titinmolekulat ért

korabbi mechanikai hatdsokat.

V. Visszahuz6d6  folyadékmeniszkusszal —megnyujtott egyedi  titinmolekuldk
topografiai vizsgalataval kimutathatok az erdhatasra bekovetkezd egyedi domén

kitekeredések illetve a PEVK domén megnyulasa.

V. A folyadékmeniszkusszal feliiletre fésiilt és megnyujtott molekuldkon észlelt M-
csik vég feloli C-terminalis kontarhézag, mely feltehetden a részlegesen kitekert

kinaz domén, szélessége a nyljtasi erdvel aranyos.
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