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OTKA kutatasi palyazat (K73256), "Citoszkeletalis fehérjék szerkezete, dinamikdja,
mechanikaja és kécsonhatasai.: egyedi molekulaktol szupramolekularis rendszerekig"”

1. Nanomechanikai technikak adaptaliasa miozin vastag filamentumokra

Szintetikus miozin filamentumok nanomechanikai tulajdonsagait vizsgaltuk egyedi
filamentumok manipuldldsaval. A regisztralt erdgorbékben periddikusan megjelentd
atmeneteket azonositottunk. A periodicitas Osszefliggésbe hozhatd a miozin rad mentén
korabban leirt alternalo t6ltott molekulaszakaszokkal. Kisérleti eredményeink az elsé direkt
bizonyiték arra, hogy a miozin vastag filamentum valdban az alternald, periddikus toltések
kozotti kolcsonhatasok segitségével stabilizalodik. Egyuttal azt is kimutattuk, hogy a
mechanikailag vezérelt folyamat majdnem reverzibilis, és emiatt a vastag filamentumok a
miozin molekuldk Osszezippzarozodasaval alakulhatnak ki. A jelenség nagyon hasonlit az
amiloid fibrillumok esetében megfigyelt folyamattal. A munkabol tobb konferfencia
prezentacio, referalt folyoiratban megjelent absztrakt, illetve egy eredeti kdozlemény (J. Mol.
Biol.) sziiletett.

2. Titin Z-lemez horgonyzo komplex nanomechanikai vizsgalata

A titin szarkomerikus Z-lemezhez val6é horgonyzasaért N-terminélisan talalhato két Ig-domén,
a Z1 és Z2, valamint a Z-lemezben talalhato telethonin fehérje kozott 1étrejott komplex a
felelés. A Z1Zl-telethonin-Z1Z2 komplex, melyben két titin molekula kapcsolodik
antiparallel médon, modell szamitdsok szerint mechanikailag nagyon stabil. Munkénkban a
7172 dinamikus nanomechanikai tulajdonsagait vizsgaltuk. A rekombindns Z1Z2-t human
soleus cDNS konyvtarbol klonoztunk, majd BL21 sejtekben expresszaltuk. Az expresszios
vektoroknak kdszonhetden a kapott fehérjék N-terminalisa hexahisztidin taggal rendelkezik,
valamint a Z1Z2 C-terminalisan két cisztein helyezkedik el. Az igy kapott specifikus végek
fontos szerepet kaptak a fehérjék tisztitdsaban, valamint jelent6sek a mechanikai stabilitasi
vizsgélatok kivitelezése soran. A fehérjék expressziojat kovetden hoztuk 1étre a
fehérjekomplexet. Z1Z2 molekulék diszulfid hidon keresztiil 1étrejott dimérjeit mechanikailag
manipulaltuk atomerdmikroszkopal, kiilonbozé sebességli mechanikai terhelés mellett.
Eredményeink szerint a Z1Z2 domének mind termodinamikailag, mind dinamikailag
gyengék, ezért a telethoninnal alkotott komplexre sziikség van ahhoz, hogy mechanikailag
stabilizalédjanak. Eredményeink alapjan egy cikk jelent meg (J. Biomed. Biotechnol.).

3. Nativ vazizom titin nanomechanikai vizsgalata lézercsipesszel

A titin a fél szarkomert 4thidalo filamentaris fehérje molekula, mely molekularis rugoként,
szarkomerikus templantként és feltehetden mechanoszenzorként funkcional a hardntcsikolt
izomban. Titinmolekuldkon regisztralt er6-megnyulas gorbék alapjan a molekula entrépikus
polimerlancként viselkedik, ezen feliil a gorbére a globularis domének kitekeredésébol
szarmazd lépcsdzetes kontirhossz novekmények jellemzéek. A molekuldban lezajlo
tekeredési atmenetek nanomechanikai vizsgélatara, egyedi, izolalt vazizom eredetli
molekuldkon végeztiink nyujtasi kisérleteket wjonnan kifejlesztett, erdvisszacsatolt
1ézercsipesszel. Konstans magas (>100 pN) eré mellett a a molekula 1épcsdszerti ugrasokon
keresztiil nytulik. A megnyulas-1épcsék idoben exponencialis fliggvény szerint oszlanak el,
kozvetleniil felfedve a titin-domének adott erd melletti kitekeredési sebességi allandojat. A
mechanikailag kitekert titinmolekulat konstans alacsony (<5 pN) eré mellett tartva tobfazisu
mechanikai vélaszt kaptunk. Az entropikus kollapszust egy fluktudcios fazis kdveti, mely
soran a molekula hossza széles tartomanyon ingadozik. Ezen fluktuacids fazis
intramolekularis torténéseinek hattere teljesen ismeretlen. Kisérleteink célja annak kideritése,



hogy fehérjetekeredési 1€pések egyaltalan lezajlanak-e ebben a féazisban. A tekeredési
eseményekrodl feltételezziik, hogy a fehérjelanc rovidiiléséhez vezetnek. Ezért az egyedi
molekuldk manipulacios protokolljaba olyan 1épéseket illesztettiink, amelyek segitségével
probahtuzasokon keresztiil képet kaphatiunk a fehérje pillanatnyi konturhosszarol. Kezdeti
eredményeink arra utalnak, hogy bar diszkrét domén feltekeredési 1épések nem kimutathatok,
a fehérjetekeredés megtorténik. A fenti eredményeink alapjan két kézirat van eldkésziiletben.
A lézercsipeszes titinmanipulacid kiegészitéseként egyedi molekulak atomerédmikroszkopos
¢s dinamikus fényszords mérései torténtek. A mérések célja annak feltérképezése, hogy
milyen hatdsok mellett torténik meg a titinmolekulak oligomerizacidja.

4. A titin PEVK domén konformacios dinamikaja

A titin oOrids izomfehérje PEVK doménje egy feltehetéen random polimerldnc, amely a
molekula fiziologias nyujthatosdgaért felelés. A PEVK domén szerkezeti dinamikaja,
konformacidja és kdlcsonhatdsai azonban még nem pontosan ismertek. Munkdnkban a PEVK
szerkezeti dinamikajat tanulméanyoztuk a PEVK szakaszbdl kivalasztott 11 illetve 21
aminosav hosszisadgu szintetikus peptideken fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer
(FRET) mérések segitségével. Az energiatranszfer a peptid N-termindlis triptofanja mint
donor, illetve a C-terminalishoz konjugéalt IAEDANS mint akceptor kozott 1épett fel. A FRET
hatasfok mérésével a peptidek atlagos vég-vég tdvolsagat hataroztuk meg kiillonbozo kisérleti
koriilmények kozott. A vég-vég tavolsdg a statisztikus polimerlanc fontos paramétere,
amelybdl kovetkeztethetiink a molekula rugalmas és globalis szerkezeti sajatossagaira. A
peptidek vég-vég tavolsaganak konturhosszal vald skalazddasa eltért a tisztan statisztikus
polimerlancok esetén josolt viselkedéstdl, ami arra utal, hogy a vizsgalt PEVK fragmentumok
nem teljesen random polimerlancok. Mértiik a hdmérséklet, az ionerdsség, és guanidin FRET
hatasfokra gyakorolt hatasat. A homérséklet és ionerd ndvelésével nott a transzferhatasfok, a
guanidinnel torténd kémiai denaturacid viszont csdkkentette. Feltételezziik, hogy a PEVK
domén szerkezetét gyenge kolcsOnhatasok stabilizaljak, amelyek egyuttal rugalmassaganak
hangolasat is lehetévé teszik. A FRET spektroszkopiai méréseket kiegészitettiik molekularis
dinamikai szimuldcioval annak érdekében, hogy a rezidudlis szerkezeti elemek természetét
megértsiik. Eredményeink arra utalnak, hogy reziduélis helikalis strukturdk vannak jelen a
vizsgalt PEVK domén szakaszokban. Eredményeink alapjan egy kozlemény van
nyomtatasban (Biophys. J.).

5. A dezmin intermedier filamentumok nanomechanikaja

A dezmin fontos, mechanikai integral6d szerepet jatszik az izomszdvetben. Kisérleteinkben
atomerdmikroszkoppal vizsgaltuk izolalt dezminbdl 1étrehozott filamentumok polimerizacids
¢s depolimerizacids allapotait illetve nanomechanikai tulajdonsagait. EDTA vagy EGTA
kezelés hatasara a filamentumok vékony, szubfilamentalis fonalakra estek szét. Részletes
analizis alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy ezek dezmin protofibrillumok, amelyek hajlékony,
de egyuttal nagy longitudinalis rugéallandoval rendelkezd fonalak. A protofibrillumok
rugalmassaggal rendelkez6 dezmin filamentumokat. A protofibrillumokkd torténd
depolimerizacid a polimerizacios utvonaltdl teljesen eltérd utvonalon torténik. Eredményeink
alapjan egy cikk jelent meg (J. Mol. Rec.).

6. Szivizom tipusu Miozin-koté C-fehérje molekularis mechanikaja

A szivizom tipusi miozin-koté C-fehérje (cardiac myosin binding protein C, cMyBP-C) egy
vastag-filamentummal asszocialt fehérje, amelynek régota sejtett, de maig sem pontosan
ismert mechanizmusu regulatorikus szerepe van a szarkomerben. Multidomén fehérje,
amelyet 8 Ig-domén, 3 FN domén, és egy egyedi szekvencia (M-domén) épit fel. A cMyBP-



C-r6l korabbi kisérletek kimutattak, hogy a miozin mellett kotédik az aktinhoz is, amely
felvetette annak lehetdségét, hogy a szarkoméren beliill keresztbe koti a vékony és vastag
filamentumokat, €s ezaltal egy filamentum-cstszast szabalyozo6 viszkozus elemként miikodik.
Kisérleteinkben, amelyek a University of California (Davis) Samantha Harris altal vezetett
kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben torténtek, egyedi, rekombinans cMyBP-C molekuldk
atomerdmikroszkopos erdspektroszkopiai mérése tortént. Az eredmények arra utalnak, hogy a
cMyBP-C molekula komplex mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezik, ¢s az M-domén
vélhetden egy szerkezet nélkiili, rugalmas tulajdonsagokkal rendelkez6 molekulaszakasz.
Eredményeink alapjan egy cikk jelent meg (Biophys. J.) és egy tovabbi kézirat all
elokésziiletben.

7. Aktomiozin in vitro motilitas geometriaja

Az in vitro motilitasi probdban egyedi, fluoreszcensen jelolt aktin filamentumok mozognak
egy miozinnal boritott felilleten. A molekuléris rendszer a motorfehésjemiikodés in vitro
funkcionallis modelljeként foghato fel. Jollehet a feliilettel parhuzamos mozgési méodusokat
jol lehet kdvetni valos idejii mikroszkdpia segitségével, a filamentumok vertikalis (a feliiletre
merdleges iranyu) kitérései rejtve maradnak. Ezek a mozgéasok azonban fontosak a lokalis
flamentum-mechanika megértése szempontjabol. Kisérleteinkben olyan elrendezést
alkalmazunk, amely egy egyszert optikai trilkkk segtiségével lehetévé teszi a filamentumok
vertikalis irdnyl elmozdulasainak nagy felbontasti kovetését. A molekuléris elrendezésben a
szokasostol eltéréen nem iiveglemezen, hanem félig tiikr6z0 feliileten torténik a
filamentumok mozgasa. A filamentumok altal emittadlt fény interferdl a feliiletrdl
visszaverddott fénnyel. Mivel a két feliilet néhany (legfeljebb néhanyszor tiz) nanométernyi
tdvolsagra van egymastol, és az emittalt fény hullimhossz maximuma 580 nm, gyakorlatilag
teljesiil a koherencia feltétele, amely tavolsagfiiggé moddon kostruktiv vagy destruktiv
interferencia jelenséghez vezet. A filamentumok mentén észlelhetd fluoreszcencia emisszios
intenzitds aszerint csokken vagy nd, hogy milyen tipusu interferencia 1ép fel a feliiletrdl
visszavert fénnyel. Ezek a kisérletek jelenleg is tartanak.

8. Izommechanika C. elegans-ban

Egyiittmiikodés keretében fejleztettiink ki egy olyan eljarast, amellyel kvantitativ modon lehet
vizsgélni egyedi C. elegans organizmusok motilis funkcioit. A mddszerben a C. elegans
testfelliletére helyezett atomerdmikroszkop rugolapka elhajlasat vizsgaljuk az 1d6
figgvényében. A rugdlapka elhajlasabol a rugoéallandd ismeretében kiszamithatdé az erd,
illetve az elhajlas idébeli valtozasabol a C. elegans motilitasardl kapunk informéaciot. Az
aktivacios hurokban mutalt miozint expresszald C. elegans esetében végeztiink méréseket.
Kisérleteink alapjan a miozin aktin-aktivaciés mechanizmusaiba nyertiink pontosabb
bepillantast. A kisérletek alapjan egy kozlemény jelent meg (Nature Struct. Mol. Biol).
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