Szakmai beszamol6
az F49514 szamau,
Lokdlis mechanikai stabilitds és rugalmassdg a titin izomfehérjében

cimt ifjusagi OTKA palyazathoz

Péalyazatom célja volt megvizsgdlni és leirni a titin orids izomfehérje egyes szakaszainak
mechanikai tulajdonsagait. A titinmolekuldk az izomrost hossztengelyével parhuzamosan
helyezkednek el, és legfébb szerepiik az izom passziv rugalmassiganak biztositasa. Rugodszerii
miukodésiik szolgaltatja azt az erdt, amely az izom megnyujtasat kovetden visszaallitja annak eredeti
hosszat. Ennek megfeleléen a titinmolekula mechanikai tulajdonsagainak ismerete nélkiilozhetetlen

a molekula funkciéjanak megértése szempontjabol.

Differencialisan expresszalodé immunglobulin domének vizsgalata

A titinmolekula tomegének mintegy 90%-at globularis szerkezetli domének linedris sorozata
teszi ki. A domének az immunglobulin (Ig) illetve a fibronektin III tipust domének
szupercsaladjaba sorolhatdk (1. abra).
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1. abra. A titin modularis felépitése.

Munkank soran a titin megnyujthatd, I-szakaszabol, és azon beliil a csak vazizomban kifejez6do,
un. differencidlisan expresszalodo régiobol kivalasztott szakaszt allitottunk el6 és vizsgaltunk meg. A
nyolc, sorba kapcsolt, immunglobulin tipusit doménbdl all6 molekulaszakaszt (I55-62) bakteridlis
fehérjeexpresszios rendszerben termeltettiik meg, majd egy egyedi molekuldk mechanikai
manipuldcidjara alkalmas atomerémikroszkdp segitségével megnyujtottuk, hogy jellemezziik annak
mechanikai tulajdonsdgait. A mérésekhez haszndlt tiveg fed6lemezek felszinét vakuum-gézolés
segitségével vékony arany réteggel vontuk be, hogy eldsegitsiik a molekulaszakasz egyik, két

szomszédos ciszteint tartalmazé végének nagy erdsségii kotédését a felszinhez (2a. abra).
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2. abra. Titin domén oktamer mechanikai manipulacioja atomerémikroszkoppal. a) Kisérleti elrendezés.
b) Az 155-62 domén oktamerre jellemz er6-megnyulas gérbe és a gorbe egyes pontjaihoz tartozo allapotok.

A kiterekedési gorbéken megtfigyelt fiirészfog-szeri csucsok megfelelnek az egyes domének
kitekeredésének (2b. abra). A vizsgalt szakaszt alkoté domének mechanikai stabilitdsat azon erd
segitségével jellemeztiik, amelynél az egyes domének kitekerednek. A cstcsok felszalld agait a
téregszert lanc (wormlike chain, WLC) polimermodellt leiré egyenlettel illesztettiik, amely alapjan
kiszamoltuk a domének kiterekedéséhez tartozé kontirhossz novekményt. A kapott érték
(29,8 *+ 3,5 nm) igazolja, hogy valéban az adott doméneket nyujtottuk meg.

Az 155-62 szakasz esetén, 500 nm/s huzdsi sebesség mellett mért kitekeredési erdk atlaga 237 pN
volt, az er6k azonban viszonylag széles tartomanyban valtoztak (3. dbra). Az oktameren beliil tehat

valdszintleg egymastol eltérd stabilitasu domének talalhatok.
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3. abra. Az 155-62 domén oktamer kitekeredési
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Korabban felvetették, hogy a titin differencidlisan expresszaldédé doménjei mechanikailag
kevésbé stabilak, igy megnyujtas hatasara elobb tekerednek ki, és ezdltal megévjak a konstitutivan
expresszalddé doméneket a kitekeredéstél. Eredményeink azonban azt mutatjak, hogy a titin
differencialisan expresszal6dé szakaszat alkotdo domének stabilitasa széles tartomanyban valtozhat,
és nem szisztematikusan alacsonyabb, mint a konstitutivan expresszalodé doméneké.

A fenti eredmények alapjan egy nemzetkozi folyodiratban publikalt kozlemény [1] és két

konferencia-absztrakt jelent meg, amelyek koziil az egyiket a szervezok eléadasra jelolték ki.



A PEVK szakasz vizsgalata

A titin felépitésében részt vevé egyedi szekvencidk koziil a legismertebb és funkcionalis
szempontbdl is legfontosabb a titin I-szakaszbeli részében talalhaté PEVK szegmens, amely nevét a
tobb mint 70%-at kitevd prolin (P), glutaminsav (E), valin (V) és lizin (K) aminosavakrdl kapta. A
szarkomer megfeszitése soran a tandem Ig szegmensek megnyulasa mellett a PEVK megnyulasa
jarul hozza legjelentdsebb mértékben a passziv izomer6 kialakitasahoz [2].

Korabbi munkak alapjan feltételezheté volt, hogy a PEVK régié idedlis polimerlancként
viselkedik, amely nem vagy alig rendelkezik masodlagos szerkezettel, rugalmassaga pedig leirhato a
téregszert lanc (wormlike chain, WLC) modellel [3,4]. PEVK peptideken végzett vizsgalatok azt is
kimutattak, hogy azok rendelkeznek a rendezetlen fehérjék legtobb jellemzdjével [5]. Tovabbi
eredmények ugyanakkor arra utaltak, hogy masodlagos szerkezeti elemek (II tipust poliprolin
hélixek) jelen lehetnek a PEVK-n beliil [6,7].

Hogy megvizsgaljuk, a PEVK szakasz valoéban idealis polimerlancként viselkedik-e, a PEVK
szakaszbol kivalasztott két peptidet — egy 11 aminosav hossztisagi (WEEAYQEREVC, PEVK11) és
egy 21 aminosav hosszusagt (WEEAYQEREVIQVQKEVYEEC, and PEVK21) peptidet -
allituttunk el6 szilardfazisi szintézis segitségével. A peptidek N-termindlisdra egy triptofan
aminosavat, C-termindlisara pedig egy IAEDANS fluorofért kapcsoltunk, és fluoreszcencia
spektroszkopia segitségével kovettiik a triptofan mint donor és az IAEDANS mint akceptor kozott
lejatsz6do fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert (FRET). Meghataroztuk az energiatranszfer

hatésfokat (E), amelynek felhasznalasaval kiszamitottuk a donor és akceptor fluoroférok kozotti
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ahol R, a Forster-féle kritikus tdvolsag, amely mellett a transzfer hatasfoka 50% (a triptofan-
TAEDANS par esetén 2,2 nm).

Az idedlis polimerek konformacioéjat leir6 féregszerti lanc (WLC) modell sszefiiggést teremt a

tavolsagot:

polimer kontdrhossza (a kontir mentén mért hossz, L), vég-vég tavolsaga (R) és perzisztenciahossza
kozott (a hajlitasi merevségét leir6 mennyiség, amely felfoghatd, mint azon legrovidebb szakasz

hossza, amely még merevnek tekinthetd, P):
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A vizsgalt peptidek konturhosszdt az aminosavak szama alapjan szamoltuk (L =aminosavak
szama x aminosavak tdvolsaga (0,38 nm) + az IJAEDANS molekula mérete (0,87 nm). A vég-vég
tavolsagot a FRET mérések alapjan hataroztuk meg, a latszolagos perzisztenciahosszakat pedig a
fentebb megadott WLC egyenlet alapjan.

Nativ koriilmények kozott (20 °C és 0,2 M ionerd) az igy meghatarozott vég-vég tavolsag értékei
1,86 és 2,12 nm voltak a PEVKI11 illetve PEVK21 peptidek esetén (szamolt konttrhosszaik 4,18 és
7,98 nm). Az ezen értékek alapjan szamolt latszélagos perzisztenciahosszak 0,41 illetve 0,28 nm-nek
adodtak. Az altalunk kapott értékek a korabbi, a PEVK szakaszon végzett vizsgalatokban kapott
értékek tartomanydnak als6 régidjaban talalhatok (0,1-2,5nm, [8,9,10]) és hasonléak a teljesen
kitekeredett polipeptidek esetén mért értékekhez (0,4-0,44 nm, [11,12,13]). A PEVK21 peptid esetén



kapott alacsonyabb érték arra utal, hogy adott hatasok a latszdlagos perzisztenciahossz csokkenését
eredményezik. A két peptid esetén kapott, jelentdsen kiilonboz6 értékek azt jelzik, hogy alakjuk nem
irhat6 le a WLC modellel, tehat nem tekinthet6k idealis polimerlancnak. A jelenség hatterében a
perzisztenciahosszban a peptidek szekvencidja mentén megfigyelheté inhomogenitasok, valamint a
lanc egyes elemei kozott fennalld kolcsonhatasok dllhatnak, amelyeket az idedlis polimermodell
kizar.

Hogy bepillantast nyerjink a PEVK szerkezeti dinamikdjaba, megvizsgaltuk a kornyezeti
paraméterek hatasat a peptidek konfiguracidjara. A szerkezeti dinamika jellemzése érdekében
kiszamoltuk az f' paramétert (a donor fluoreszcencia intenzitdsaval normalt transzferhatasfok):
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Az f' érték a donor és akceptor fluoroférok kozotti fehérjematrix flexibilitasat jellemzi [14]. A
hémeérséklet 5-50 °C tartomanyban torténd novelése mellett az f' paraméter mindkét peptid esetén

monoton novekedést mutatott.

1,30 - 1,30 -
1,25 - 1,25
1,20 - 1,20 -
1,15 1,15
1,10 - 1,10
1,05 - 1,05
PEVK11 PEVK21
1,00 : . - - - . : ; - 1,00 . . - . - . . . ’
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Hémeérséklet (°C) Hémeérséklet (°C)

4. abra. Homérséklet hatasa a PEVK peptidek konformacios dinamikajara.

A novekedés valoszintleg a termikus fluktuaciok amplitidéinak novekedésével magyarazhatd,
ami a transzferhatasfokot, annak R°-t6l valé fiiggése miatt abban az esetben is megvaltoztatja, ha az
atlagos donor-akceptor tavolsag véltozatlan marad [14]. Az f' novekedésének meredeksége a két
peptid esetén azonos volt, ami arra utal, hogy a termikus fluktudcidk is azonos mértékben
novekedtek. A monoton valtozas azt jelzi, hogy konformaciés atmenetek nem torténtek, vagy csak
nagyon kis mértékiiek voltak.

Hogy megvizsgéljuk, léteznek-e a peptideken beliil olyan koélcsonhatasok, amelyek kémiai
denaturansok segitségével befolyasolhatok, guanidin-hidroklorid novekvé koncentricidja mellett
meghataroztuk a vég-vég tavolsagokat. A 0-6 M denaturans koncentrdcié tartomanyban a vég-vég
tavolsagok kis mértékben és fokozatosan megnéttek (1,86 nm-rél 2,02 nm-re a PEVKI11 és 2,12 nm-
rél 2,32 nm-re a PEVK21 peptid esetén).
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5. abra. Kémiai denaturans hatasa a PEVK peptidek vég-vég tavolsagara.

A mérést urea alkalmazasaval megismételve, a fentiekhez hasonlé eredményt kaptunk. A
megtigyelések lehetséges magyarazata az, hogy a peptideken beliil 1étezhetnek olyan kélcsonhatasok,
amelyek a vég-vég tavolsag csokkenését okozzak, és amelyek kémiai denaturansok segitségével
fokozatosan megsziintethet6k.

Hasonlé mérések segitségével az ionerdsség hatdsat is megvizsgaltuk novekvé koncentracidju
KCI oldat alkalmazasaval. Eredményeink alapjan a névekvé ionerésség hatasara a vég-vég tavolsag
és a latszolagos perzisztenciahossz lecsokkent. A valtozasok alacsonyabb ionerésség mellett kisebb,

moldros nagysagrendii KCl koncentraciok esetén azonban nagyobb mértékiek voltak.
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6. abra. loner8sség hatasa a PEVK peptidek vég-vég tavolsagara.

A jelenség hatterében olyan, a peptid szegmensek kozott fennalld elektrosztatikus
kolcsonhatasok allhatnak, amelyek a peptidlanc kimerevedését okozhatjak. A kozeg ionerdsségének
novelésével az ionok learnyékolhatjak ezeket a kolcsonhatasokat, ami a vég-vég tavolsag
csokkenéséhez vezethet. Ezek a megfigyelések 6sszhangban vannak korabbi mérésekkel, amelyekben
csokkend ionerdsség hatasara miofibrillumok titin-alapi merevségének csokkenését [15], illetve
human fetalis titin PEVK szakasz perzisztenciahosszanak csokkenését mutattak ki [16].

Osszefoglalva, eredményeink azt mutatjak, hogy a titin PEVK szakasza valdszintlileg nem
tekinthet6 szerkezet nélkiili, idedlis polimerldncnak. A kiilonb6zé hosszusagu peptidek
perzisztenciahosszaban megfigyelt kiilonbség atmeneti masodlagos szerkezeti elemek illetve lanc-
szegmensek kozotti kolcsonhatasok jelenlétét veti fel. Ezen kolcsonhatiasok valdszintileg
elektrosztatikus természetiiek, és — ahogy korabban azt mar felvetették [15] - egy entalpikus
jarulékot jelenthetnek a PEVK szakasznak a WLC modellen alapuld, kizarélag entropikus eredett

rugalmassagan feliil. Mig megfigyeléseinket rovid peptideken tettiik, a korabbi munkdk szinte



kizarélag hosszabb PEVK szegmensek vagy miofibrillumokon torténtek. Bar rovid peptideken az
ionerd-fiiggd valtozasok kis mértékiiek voltak, a teljes (vazizomban akar tobb mint 2000 aminosav
hosszusagu) PEVK szakasz esetén ezen hatiasok elég jelentdsek lehetnek ahhoz, hogy egy
mechanizmust szolgéltassanak a lokalis rugalmassag finomhangolasara az izomban.

A PEVK peptidekhez kapcsolod6é eredményeket harom konferencian poszter formdjaban

mutattuk be, valamint folyamatban van egy kézirat elkészitése.

A titin kinaz domén vizsgalata

A titinnel kapcsolatos kutatdsokban az utobbi évek fordulatot hoztak, mivel a titin
rugalmassagat meghatarozé I-szakaszbeli elemek vizsgalata helyett a titin egyedi szekvencidinak
vizsgalata keriilt el6térbe. Ezek az elemek a rugalmassag meghatdrozasaban, valamint a mechanikai
er6 érzékelésében tolthetnek be fontos szerepet [17,18,19]. Két specidlis elem, amelyeknek
jelentéséget tulajdonitottak ebbdl a szempontbdl, a titin C-terminalisahoz kozel talalhat6é kinaz
domén, valamint a titin N-terminalisan talalhat6, annak Z-lemezhez torténé horgonyzasaban fontos
Z1 és Z2 domének.

Tovébbi vizsgalataink targyaul a fenti titin szakaszokat vélasztottuk (1. abra). Célul tiztiik ki a
titin kinaz doménjének expresszidjat, mechanikai tulajdonsagainak vizsgalatat, valamint az ATP
kotédés és hidrolizis kovetését a kindz domén mechanikai manipulacidja soran. A 2006-os évben
csoportunk sikerrel fejlesztett ki egy moddszert, amely segitségével megvaldsithaté biomolekuldk
egyidejii mechanikai és fluoreszcens vizsgalata [20]. A moédszer alapja egy atomerémikroszkdp és
egy evaneszcens mez6 mikroszkop 6tvozése, amelyen beliil a két vizsgalati technika térbeli és idébeli
szinkronizacioja is megoldott. Célunk volt az evaneszcens mez8 mikroszkdp hasznalata fluoreszcens
ATP analég kotédésének és disszocidcidjanak detektalasara, mikozben a kindz domént az
atomerémikroszkop segitségével ellendrzott mechanikai fesziiltségnek tessziik ki.

A titin kinaz domént az el6tte és utdna taldlhaté két-két immunglobulin doménnel egyiitt (hogy
azok fogantyukként megkonnyitsék a kindz két végének megragaddsat) a rendelkézésre all6 human
soleus izom cDNS konyvtarbol klonoztuk és beillesztettiik egy bakteridlis expressziés vektorba
(pET28a). Bar a baktériumokban kimutathatd volt az expresszalt fehérje, annak kinyerése és
tisztitasa tobb kiilonbozd stratégia alkalmazasaval sem sikeriilt megfelelé mértékben. A
tovabbiakban elkezdtiik a fehérje expresszidjanak el6készitését egy baculovirus expresszids
rendszerben. Id6kozben, 2008 nyaran Mathias Gautel munkacsoportja publikalta az dltaluk a titin
kindzon végzett méréseket, amelyek soran kimutattdk, hogy a molekula mechanikai megfeszitése
még a kindz domén Kkitekeredése el6tt aktivalja az ATP kotést, igy a kinaz mechanikai erd-

szenzorként mtikodhet [21]. A titin kinazhoz kapcsolddé kisérleteket ezt kovetSen felfiiggesztettiik.

A Z1Z2-telethonin komplex vizsgalata

A titin Z-lemezhez valé horgonyzasaért a titin N-termindlisan talalhato két Ig-domén (Z1 és
Z2), valamint a Z-lemezben talalhato telethonin fehérje altal alkotott komplex a felelds, amelyben a
telethonin a Z172 doméneken keresztiil keresztkot két titinmolekulat (7. dbra). A Z1Z2-telethonin
komplexben a komponensek egy palindrom-szerti elrendezédésben 2:1 ardnyu antiparallel
szendvicset képeznek [22]. Horgony-funkcidja miatt a komplexnek feltehetéen nagy mechanikai

stabilitassal kell rendelkeznie. Bar molekuldris dinamikai szimuldciokban a komplex



disszociacidjahoz sziikséges er6k igen jelentésnek adoédtak (>1000 pN), az er6k nagysagardl
kisérletes adatok nem alltak rendelkezésre. A szimulacié soran kapott szokatlanul nagy erék ezen
teliil az atomerémikroszkdp esetén alkalmazottnal tobb nagysagrenddel nagyobb huzasi sebességek

esetére vonatkoztak.
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7. abra. A Z1Z2-telethonin komplex elhelyezkedése az izom szarkomerben.

Célunk ezért a Z1Z2-telethonin komplex létrehozdsa, valamint mechanikai stabilitasanak
vizsgalata volt. Vizsgalni kivantuk tovabba, hogy milyen nagysiagi er6k mellett tekerednek ki
onmagukban a Z1 és Z2 domének, amelyeket nem stabilizal a telethonin. A Z172 szekvenciajat
human soleus cDNS konyvtarbol erdsitettiik ki, majd pET28a expresszios vektorba illesztettiik be. A
telethonin pETMI11 vektorban éllt rendelkezésiinkre. BL21 E. coli sejtekben mindkét fehérjét
sikerrel expresszaltuk és tisztitottuk. A klénozds sordan mindkét fehérje N-terminalisira egy
hexahisztidin tag-et, a Z1Z2 C-terminalisara pedig két vicinalis cisztein aminosavat illesztettiink. Az
igy kapott végek a fehérjék tisztitasdban kaptak szerepet, valamint alkalmasak specifikus kotések
létrehozasara a mechanikai manipulaciés vizsgalatok soran. Mivel a telethonin 6nmagaban nem
rendelkezik stabil szerkezettel, és aggregatumokat képez, a komplexet a denaturalt komponensek
lasst renaturacidjaval hoztuk létre. A komplex kialakulasat kromatografiaval kombinalt proteaz-
hasitassal illetve atomerémikroszkdpos topografiai képalkotas segitségével igazoltuk.

A 7172 szakasz mechanikai stabilitdsanak vizsgalata soran, mivel a két domén hosszisagu
szakasz viszonylag rovid, és aranylag kevés sikeres, specifikusan az N- és C-terminalis végeknél
fogva torténé megnyujtast tesz lehetévé, a C-terminalis cisztein aminosavak felhasznaldsaval négy
domén hosszusagu Z1Z2 dimert képeztiink, redukdlé kornyezetet haszndlva a ciszteinek kozotti
diszulfid hidak létrehozasara. A konstrukcié6 atomerémikroszképpal torténé mechanikai
denaturacidja soran rogzitett gorbéken megtigyelhet6k voltak a domének kitekeredésére jellemzd
tlirészfog-szerii cstiicsok (8a.abra), amelyek alapjan meghataroztuk a kitekeredési eseményekhez
tartozé erét és konturhossz-névekményt. Utobbi (29,3 + 2,4 nm) kozelitSleg azonos volt a domének
aminosav sorrendjébdl adodo, elméletileg vart értékekkel (32-34 nm), amit felhasznalhattunk annak
igazolasara, hogy valéban a Z17Z2 doméneket nyujtottuk meg. Az 500 nm/s huzasi sebesség mellett

megtigyelt kitekeredési eré 122 + 7 pN értéki volt.
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8. abra. a) A Z1Z2 dimerek esetén atomerémikroszképpal mért er6-megnyulas gérbék. b) A Z1Z22 domének kitekeredési
er6inek huzasi sebességtél valo fliggése. c¢) A kitekeredést kétallapoti modellben leiré energiaprofil. d) Példa Monte-
Carlo szimul&cié soran kapott er6-megnyulas gorbékre.

A kitekeredés energiaprofil jellemzése érdekében dinamikus eréspektroszkdpiat végeztiink, azaz
er6-megnyulds gorbéket gytjtottiink kiillonbozé huzasi sebességek esetén, a 100-3000 nm/s
tartomanyban. A gorbék alapjan meghatarozott kitekeredési er6k a huzasi sebesség logaritmusa
tiggvényében dbrazolva egy egyenessel voltak illesztheték (8b. abra). A fliggés arra utal, hogy a
Z172 domének kitekeredése leirhaté egy kétallapotu rendszerrel, amelynek energiaprofiljat a
8c. abra szemlélteti. Ebben az esetben a kitekeredési erd terhelési sebességtol (r) valo fliggését az

F:k—Tln rax
Ax kT -k,

képlet irja le, ahol k a Boltzmann éllandd, T az abszolut hémérséklet, Ax a nativ allapot tavolsaga a
tranzicios allapottdl, vagyis az a tavolsag, amellyel megnovelve az adott domén vég-vég tavolsagat,
az atbillen az dtmeneti dllapoton és kitekeredik. ko a nulla eré6 mellett mért kitekeredési sebesség,
amely kozvetlen Osszefliggésben van a nativ és tranzicids allapot kozotti szabadenergia kiilonbséggel
(AGry). A terhelési sebességet (idGegységre esé erénovekedés) a kitekeredési gorbéknek a
csucspontban mért meredekségeként hatdroztuk meg. A fenti képlet alapjan ezutan illesztéssel
meghataroztuk a kitekeredési energiaprofil paramétereit. Ax ily mdédon meghatarozott értéke
0,52 nm, k, értéke pedig 0,0008 1/s volt.



Az igy kapott paraméterekkel kétallapotu rendszert feltételezve, Monte-Carlo szimuldcidkat
végeztiink (8d. abra) [23]. A szimuldcidk soran a kiilonb6z6 huzasi sebességek esetén kapott
kitekeredési er6k a hibahataron beliil jol visszaadtak a mérés soran (8b. abra) kapott ereményeket.

A 7172 domének esetén mért kitekeredési er6k alacsonyabbak, mint mas, kordbban vizsgalt
immunglobulin tipust domének esetén mért értékek, ami arra utal, hogy a Z1Z2-telethonin
komplex stabilizdlasaban a Z1Z2 domének énmagukban nem jelentsek. A komplex stabilitdsaban
valdszintileg a Z172 telethoninnal alkotott kotései jatszanak 1ényeges szerepet, amelyeken keresztiil
a fehérjék egymas stabilitasat novelik.

A 7172 domének vizsgilata soran kapott eredményeinket egy kéziratban terveztiik
osszefoglalni. Még dolgoztunk a kéziraton, amikor megjelent Matthias Rief munkacsoportjanak egy
publikacidja [24] amelyben leirtak a Z1Z2-telethonin komplex mechanikai stabilitasaval kapcsolatos
eredményeiket. Ennek keretében a Z1Z2 domének stabilitasat telethonin hianyaban is
megvizsgaltak, azok kitekeredési eréire 1 pm/s huzasi sebesség mellett a 168 + 2 pN értéket kaptak.
Ez az érték kis mértékben eltér, de 6sszemérhetd az altalunk kapott, 142 + 8 pN-os értékkel.

A 7172 domének vizsgalatahoz kapcsol6dé eredményeket két konferencian poszter formajaban
mutattuk be. Jelenleg, a Rief munkacsoport cikkének megjelenése miatt célunk mérési

eredményeinket kibdviteni, hogy azokat kozlemény formajaban publikalhassuk.
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