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Zarobeszamolo

A. A kutatas célkitiizései

A citoszkeletalis rendszer fehérjéi fontos mechanikai szerepet toltenek be az eukaridta
sejtekben. A mechanikai funkcidk kozé tartoznak a sejt alakjanak, rugalmassdganak és mechanikai
stabilitdsdnak determinaldsa, tovabba a sejtmozgas ¢és Osszehtizodas, illetve intracellularis transzport
és erdkifejtés. A fehérjék mechanikai funkcioi konvencionalis biologiai és biokémiai vizsgalatokkal
nehezen vizsgalhatok, mert az elmozdulés és erdkifejtés molekulaszintli vektorialis mennyiségek,
amelyek atlaga zérus egy fiiggetlen statisztikai molekulasokasagban. Palydzatunk célja, hogy
nanotechnologiai modszerekkel, azaz egyedi molekuldkon vizsgaljuk citoszkeletalis fehérjék —
esetlinkben izomfehérjék — mechanikai tulajdonsagait és funkcioit. Kisérleteinkban izolalt, illetve
genetikailag expresszalt rekombinans fehérjéket (titin, aktin, miozin) vizsgalunk ujszerii, részben
sajat fejlesztésti technikakkal: 1ézercsipesszel, atomerdmikroszkoppal, konfokalis mikroszkdppal és
in vitro motilitdsi probaval. A moddszerek lehetdvé teszik, hogy kapcsolatot keressiink a
citoszkeletalis fehérjemolekuldk szerkezete €s funkcidi kozott, megvizsgaljuk egyedi motorfehérjék
(miozin) altal kifejtett elmozdulds és erd nagysagat, és megmérjiik egyedi elasztikus fehérjék (titin)
rugalmas tulajdonsagait, mechanikai stabilitasat és mechanikailag vezérelt tekeredését (folding).
Konkrét célkitlizéseink voltak, hogy 1) konstans huzéasi erd alkalmazasdval megallapitsuk a
titinmolekula, illetve rekombinans titin domének polimerjének egyensulyi kitekeredési erd6gorbéit,
2) felszinadszorbealt titinmolekuldk egyensulyi alakjanak atomerémikroszkopos jellemzésével
megallapitsuk a titinben fellépd mechanikai faradas pontos mechanizmusait, 4) fluoreszcensen jelolt
titinmolekulat vizualizaljunk, mikdzben mérjiik a nyujtas kozben fellépd erot, 5) megmeérjiik, hogy
F-aktin, illetve miozin titinhez kapcsoloddsa hogyan befolyédsolja a titin rugalmassagat és vice
versa, a titin relativ megnytlasa hogyan befolyasolja aktin, illetve miozinkotd tulajdonsagait, 6)
feltérképezziik human, miitéti szivizom-mintabol izoldlt miozin mechanikai funkcidit (motilitas és
erdkifejtés), és korrelaciot keressiink a korkép és a miozin funkcid kozott, 7) lokalis,
intramolekularis erdmérésre alkalmas, mechanoszenzitiv fluoreszcens molekulat szintetizaljunk és
teszteljlink. Palyazatunkban hangsulyt forditottunk a kisérleti modszerek és technikak fejlesztésére
is: 1) erdvisszacsatolast 1ézercsipesz €s atomerdmikroszkdp épitése, 2) egyedi molekula mechanika
otvozése egyedi molekula vizualizacioval, 3) mechanoszenzitiv fluorofor szintézise.

B. Eredmények

A kiilonb6z6é munkdk egyenként és Osszességiikben elsésorban a titin oOrids izomfehérje, annak
rekombindns fragmentumai ¢és egyéb izom-citoszkeletdlis fehérjék nanobiotechnologiai
vizsgalataval foglalkoztak. Egyedi titinmolekuldk és rekombinans titin fragmentumok molekularis
mechanikai tulajdonsagait ¢és a miozin motorfehérjék in vitro motilitdsi sajatossagait
tanulmanyoztuk. Egyedi molekuldk mechanikai manipulalasara kifejlesztett erdémérd lézercsipesz
berendezésiinket tovabbfejlesztettiik, és fluoreszcens technikdkkal kombinaltuk. Ugyancsak egyedi
molekuldk mechanikai manipulaldsara alkalmas atomerdmikroszképos berendezést helyeztiink
lizembe. AtomerOmikroszkopos (AFM) berendezésiinket és moddszereinket tovabbfejlesztettiik,
mellyel lehetévé valt egyedi fehérjék célzott, in situ mechanikai manipuldlasa. Az AFM maddszert
sikerrel kombinaltuk teljes belsd visszaverddés fluoreszcencia mikroszkopidval (TIRFM), mellyel
lehetové valt sejtek és molekuldk egyidejli topografiai és fluoreszcencias vizsgalata. A kiilonbozo
technikai, kisérletes ¢és analitikai munkakat alabb részletezem.

1. Fluoreszcenciaval kombinalt direkt eromero lézercsipesz fejlesztése.

Molekularis erdmérd 1ézercsipesz berendezésiinket tovabbfejlesztettiik tigy, hogy kozvetlentil képes
mechanikai erét mérni, a fotonimpulzusvaltozasi sebesség mérésén keresztiil. Ezaltal elkeriilhetd a
gyakran koriilményes ¢és nehézkes erdkalibracio. Emellett 1ézercsipesz berendezésiinket
kombindltuk fluoreszcencias technikaval, ami lehetdvé teszi, hogy a megfogott, fluoreszcensen
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jelolt molekuldkat vizualizaljuk. A fejlesztéshez egyéb anyagi erdforrasokat is igénybevettiink
(HHMI, FKFP, OM Miiszer).

2. Molekularis eroméro atomeromikroszkop tizembe helyezése

Sikerrel allitottunk iizembe egy egyedi molekuldk mechanikai megnyujtasara alkalmas
atomerdmikroszkopos (AFM) berendezést. Segitségével a nativ, illetve rekombinans titinmolekulak
molekularis mechanikdjat vizsgaljuk. A fejlesztéshez egyéb anyagi eréforrasokat is igénybevettiink
(HHMI, FKFP, OM Miiszer).

3. Rekombinans citoszkeletalis fehérjék expresszalasara

Annak érdekében, hogy a titin egyes szakaszait kiilon-kiilon vizsgalhassuk, E.coli
fehérjeexpresszios rendszert allitottunk fel az ehhez sziikséges technikai feltételekkel (pl. PCR
késziilék, razoinkubator, stb.) egyiitt. A human titin cDNS konyvtarat Siegfried Labeit professzortol
(University of Mannheim) kaptuk ajandékba. Az aktinkotd gelsolin fehérje expresszalasahoz
hasznalt vektor Helen Yin professzor asszony (University of Boston) ajandéka.

4. Nativ titin molekularis mechanikai és szerkezeti vizsgalata atomeromikroszkoppal.

A titin fontos szerepet jatszik a passziv izomerd meghatarozasdban azaltal, hogy a lancszerii
rugalmassagat jellemzd perzisztenciahossz és ennek a paraméternek tengelyiranyu valtozasai nem
ismertek pontosan. Felszinadszorbealt titinmolekuldk atomerdmikroszkoppal megallapitott alaki
sajatossagainak leirasaval kiszamitottuk a nativ titin perzisztenciahossszat (~18 nm), illetve a
molekuldk megnyujtasdval a mechanikailag kitekeredett molekula perzisztenciahosszat (~1.5 nm).

5. Rekombinans titin PEVK fragmentumok expresszaldasa és molekularis mechanikdja

A PEVK a titin in situ nyulékonysagaért elsésorban felelds prolin-, glutamat-, valin- és lizindus
szakasz, melynek sem a belsd szerkezete, sem a rugalmassdga nem ismert pontosan. Vazizom titin
PEVK szegmenst klonoztunk és expresszaltunk, harom kiilonbozé szakaszban (N-terminalis,
kozépsd ¢és C-terminalis harmad, mindegyik szakasz 700 aminosavbol all). A PEVK
fragmentumokat sikerrel nyutjtottuk atomerdmikroszdppal. A perzisztenciahossz 0.3 — 1.1 nm
kozott valtozott, és az ionerdsség novelésével alacsonyabb értékek felé tolodott. A PEVK szakaszok
szignifikdansan kiilonb6z6 hajlitomerevséget mutattak: legmerevebb az N-terminalis, ¢és
legrugalmasabb a C-termindlis harmad. Annek megfeleléen a PEVK doménben mechanikai
hierarchia van, és a domén nem egyenletesen nyulik. Immunelektronmikroszképos kisérletek
alapjan ugyanez a hierarchikus nyulékonysag figyelhetd meg a szarkomerben is. A PEVK
szakaszok hajlitomerevsége (perzisztenciahossza) csokken novekvd ionerdsség hatasara, amit azzal
magyarazunk, hogy a hasonld toltésti oldallincok alacsony ionerdsségen mintegy kimerevitik a
lancot. Eredményeinket jol illesztettiik az Odijk-Skolnick-Fixman polielektrolit lancmodellel.

6. Rekombinans titin tandem Ig domének molekularis mechanikdja.

A PEVK mellett a titin tandem Ig szakaszokat tartalmaz, melyek sorbakapcsolt
immungolbulinszeri doménekbdl épiilnek fel. Az egyes molekulaszakaszok mechanikai, kémiai és
termikus stabilitdsa nem ismert pontosan. A titin differencidlisan expresszalt, tehat nem minden
izoformaban el6forduld szakaszanak egy nyolc Ig-tipusi doménbdl allo darabjat (I55-62 oktamer)
kloénoztuk, expresszaltuk ¢€s izolaltuk. Az oktamer mechanikai tulajdonsagait AFM segitségével
vizsgaltuk. Az [55-62 oktamer mechanikai stabilitasa alacsonyabbnak adddott, mint a titin
konstitutivan expresszalodo szakaszaibdl szarmazd molekuladarab.

7. Human szivizom miozin motorfehérje in vitro motilitdsa

.....

segitségével. A modszerben egyedi, fluoreszcensen jeldlt aktin filamentumok mozognak miozinnal
boritott felszinen. Kisérleteinkben nyitott szivmiitét soran vett human izommintakbol (pitvarfiilcse,
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pitvari trabecula, papillaris izom) preparalt miozint vizsgaltunk. Az izoldlt miozinmolekulak
nehézlanc izoforma tipizalasat kiilonleges (alacsony akrilamid koncentracio, glicerin, éjszakéan at 4
fokon torténd futtatds) SDS-PAGE segitségével végeztiik. Sikerrel regisztraltunk motilitast a
kamrai miozin mintdk esetében, mig a pitvari miozin esetében a motilitas elmaradt.

8. Teljes belsé visszaverddes fluoreszcencia mikroszkopiaval kombinalt AFM fejlesztése.

A teljes belsd visszaverddés fluoreszcencia mikroszkopidban (TIRFM) egy tovatling, evaneszcens
mezd jon l1étre az alacsony torésmutatojii kdzegben egy alacsony és egy nagy torésmutatdju kozeg
hataran akkor, ha a nagy torésmutatoju kozegbdl érkezd fény teljes visszaverddést szenved a
kozeghataron. Az evaneszcens mez0 magassaga néhany szdz nanométer, ¢s intenzitdsa
exponencialisan csokken a kdzeghatartol tdvolodva. A TIRFM alkalmas egy monomolekularis réteg
fluoreszcencids gerjesztésére ugy, hogy kozben a jel/zaj viszony magas marad. A TIRF
mikroszkopiat sikerrel kombindltuk felszinpdsztdz6 AFM-mel. A moddszer alkalmas arra, hogy
ugyanazon molekula fluoreszcencidjat és felszini topografiajat térben és idOben szinkronizalt
modon kovessiik. Ezaltal kiilonbozé tér- és iddskaldn zajlo folyamatokat tudunk egyszerre
vizsgalni. A modszerrel sikerrel vizsgéltuk monolayer sejtek (HeLa) phaloidinnal festett aktin
filamentalis rendszerét és a sejtek felszini topografidjat.

9. In situ molekularis erospektroszkopia fejlesztése

Az in situ molekuldris erdspektroszkopidban egyedi molekuldk mechanikai tulajdonsagait
vizsgaljuk célzott mdédon. Elsd 1épésben a felszinadszorbeélt minta felszini topografidjat vizsgaljuk
meg. Ezt kovetden a felszin kivalasztott pontjat mechanikailag perturbaljuk (pl. az ott levd
molekuldkat megnytjtjuk). Végiil a felszint ismét letapogatjuk, és a nyert topogréafiai képet
Osszehasonlitjuk a kiindulasi allapottal annak érdekében, hogy a mechanikai perturbacié altal
kivaltott globalis szerkezeti véltozasokat megéllapitsuk. A moddszert sikerrel alkalmaztuk amiloid
fibrillumok mechanikai vizsgéalatdra, ami megvetette egy ujabb tematikaju palyazat kisérleti
alapjait. Az eredmények alapjan szamos eldadas és poszter, illetve egy nemzetkozi folydiratban
publikalt cikk jelent meg.

10. Rekombinans titin PEVK fragmentumok aktin-kotése

A PEVK domén a titin 6rids izomfehérje kiilonleges, prolinban, glutamatban, valinban ¢és lizinben
gazdag, maig sem teljesen ismert szerkezetli doménje. A vazizom titin izoforma PEVK doménjét
harom sorbakapcsolt szakaszban expresszaltuk. Ezen tilmenden a PEVK domén kiilonb6zo
motivumait (PPAK és polyE) kloénoztuk és expresszaltuk. Kimutattuk, hogy a doménszakaszok és
motivumok kotik az F-aktint, de kiilonboz6 erdsséggel. Legerdsebben a tiszta polyE motivum
kototte az aktint. A PEVK domén lokalis aktin-kotd tulajdonsagait ezért a lokalis polyE motivum
denzitas hatdrozza meg. A PEVK domén aktin-ko6tése mintegy viszkozus iitkdzoként miikodhet az
izomban, ahol a szarkomer 6sszehizodasi sebességét regulalhatja.

11. PEVK-aktin interakcios eromikroszkopia

Korabbi munkankban kimutattuk, hogy a titin PEVK domén kiilonb6z6 szakaszai kotik az F-aktint
(lasd fent), és a jelenségnek szerepe lehet az izomdsszehuzodas szabalyozdsdban. Az, hogy a
PEVK-aktin kolcsonhatds mennyiben befolyasolja az izomdsszehuzodast attol is fligg, hogy a
PEVK-aktin kapcsolat mekkora mechanikai erdkkel szakithato fel. A kérdés megvizsgalasara
lézercsipeszes interakcios erdmikroszkopias méréseket végeztiink. Aktinnal, illetve kiilonb6zo
PEVK fragmentumokkal bevont mikrogydngydket nyomtunk egymdashoz lézercsipesz segitségével,
majd a mikrogyongyoket adott sebességgel eltavolitottuk egymadstol. Vizsgéltuk azt az erdt,
amelynél a mikrogyongyok disszocidlodnak. Eredményeink alapjan gy tlinik, hogy a PEVK-aktin
kotés hatterében tobb-kotdhely — tobb-ligandum mechanizmus miikodik. Az elemi kotés erdssége
kb. 5 pN erdvel felszakithatd. Dinamikus erdspektroszkopiai mérések alapjan megallapitottuk, hogy
a PEVK-aktin spontdn asszociacids (kon) €s disszociacids (korr) sebessége aranylag alacsony.
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Val6szintisithetd, hogy a PEVK-aktin kolcsonhatasnak az izom maig sem pontosan ismert
mechanizmussal fellépd thixotropias tulajdansagaiban lehet szerepe.

12. Dezmin intermedier filamentumok molekuldris mecahnikdja.

A dezmin az izomszdvet intermedier filamentuma. A dezmin izommechanikdban betoltott
fontossdgat szamos korabbi munka alahtzta, azonban a hattérben hiaz6ddé molekularis
mechanizmusok egyaltalan nem ismertek. Sikerrel izolaltunk dezmint csirke zizabol. Az izolalt és
Eredményeink alapjan a dezmin protofilamentumokat laterdlisan Osszetartdé erdk sokkal
alacsonyabbak, mint a dezmin dimereket hosszanti iranyban Osszetartdé erdk. Mechanikai
manipudlas hatdsdra a dezmin molekula alfa-helikalis szerkezetli doménjei kitekeredtek, melyek
jellegzetes, fiirészfog alakll eratmenetekként jelentkeztek az eréspektumban.

C. A kutatas tovabbi lehetséges iranyai

A palyazattal tdmogatott kutatas rendkiviil perspektivikus, ¢és szdmos 1) kutatasi
iranyvonalat nyit meg. Egyedi molekuldk vizsgéalatdval olyan kérdésekre kereshetiink valaszt,
amelyek mas modszerekkel nem, vagy csak nehezen megkozelithetok. Ilyenek példaul a
sztochasztikus folyamatok és effektusok (pl. blinking), a parhuzamos utvonalakon zajlo folyamatok
(pl. fehérje folding), és a molekularis mechanikai tulajdonsdgok. Kutatocsoportommal szdmos
olyan probléméan kezdtiink el dolgozni, amely egyedi molekuldk vizsgalataval kapcsolatos, és épit a
palyazattal tdmogatott eldzetes kutatdmunkara és fejlesztésekre. A titin kiillonbdzd rekombindns
szakaszait expresszaltuk bakteridlis (E. coli) rendszerben, €s ezen molekulaszakaszok mechanikai
tulajdonsagait vizsgaltuk 1ézercsipesszel ¢és atomerOmikroszkoppal. Fluoreszcensen jelolt
titinmolekuldkat egylittesen vizsgaltunk atomerdmikroszkoppal és egy fejlesztés alatt allo
kombinalt AFM/evaneszcens mez6d fluoreszcencia mikroszkoppal. Ezéltal egy mechanikailag
manipulalt molekula fluoreszcencia intenzitds valtozasait kovethetjiik. Rekombindns poli-GFP
molekuldk mechanikai tulajdonsagait és fluoreszcenciajat vizsgaljuk hasonlé modon. A kifejlesztett
¢s megépitett lézercsipesz berendezéssel egyedi motorfehérjék mechanikai tulajdonsagait
(erdkifejtés, elmozdulds) vizsgalhatjuk. A molekularis bioldgiai és egyedi molekula moddszerek
kombinaciojabol egyéb palyazati tamogatasok segitségével egy Nanobiotechnologiai kdzpontot
hoztunk létre. Kisérleteink és eredményeink jelentdsége sokrétii és tilmutat a jelen palydzat céljain,
mert nem csupan az izom élettandval és biofizik4javal foglalkoznak, hanem alapvetd hatassal
lehetnek annak megértésére, hogy a fehérjék milyen mechanizmussal tekerednek és veszik fel
haromdimenzioés alakjukat, hogy mechanikai er6k hogyan befolyasoljak a biomolekulak lokalis és
globalis alakjat és kolcsonhatésaikat.
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