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Roviditések jegyzéke

Atomic Force Microscope = Atomer6 Mikroszkop

Ammoniumperszulfat

3-amino-propil-trietoxi-szilan

Adenozin trifoszfat

Bovine Serum Albumin = borju szérum albumin

Ciklin Dependens Kinaz 2

Diaminobenzidin

Dithiothreitol

Etilén-diamin-tetraecetsav

Etilén glikol bisz (2-aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetraecetsav

Freely Jointed Chain = szabadon, strlodasmentes pantokkal Gsszekapcsolt
lanc

Full Width at Half Maximum = félértékszélesség, egy szimmetrikus
keresztmetszetli objektum félmaximalis magassaganal mérhetd szélessége
Glial Fibrillary Acidic Protein = glia-savas fehérje

Guanozin trifoszfat

Intermedier Filamentum

Intermediate Filament-Associated Protein = Intermedier Filamentum
Asszocialt Fehérje

Dalton = atomi tomegegység, 1 Da = 1,66-107 kg

Mikrofilamentum

Molecular Force Probe = Molekularis Eré Szonda

Mikrotubulus

Polyacrylamide Gel Electrophoresis = poliakrilamid gélelektroforézis
Standard Deviécio = szorés az adott mintan beliil

Sodium Dodecyl Sulfate = natrium-dodecil-szulfat

Scanning Electron Microscope = Pasztazd Elektronmikroszkop

Scanning Tunneling Microscope = Pasztazo Alagutmikroszkdp
Tris-Buffered Saline = Trisz-acetattal pufferelt sooldat

N, N, N', N'-tetrametiletiléndiamin
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Tris trisz-hidroximetil aminometan
ULF Unit-Length Filament = 60 nm egységnyi hosszsagi, 10 nm atmérdji
dezmin polimerizacios intermedier

WLC Wormlike Chain = féregszerti lanc



DOI:10.14753/SE.2012.1779

1. Bevezetés

1.1. A citoszkeleton

A dezmin az eukariota sejtek sejtvazanak, a citoszkeletonnak az izomszovetben
eléforduld egyik fontos strukturfehérjéje. Az allati eredetli sejtek a ndvényi sejtekkel
ellentétben sejtfallal nem rendelkeznek, de ezekben a sejtekben is biztositani kell a
bioldgiai mozgéasformakhoz nélkiilozhetetlen mechanikai stabilitast. Az 6nallo, autoném
mozgashoz mindenképp sziikséges a szoveti integracid és a mechanikai behatasokkal,
stresszel szembeni ellenallas biztositasa. A szOveti integracido a kiilonbozo sejt-sejt
kapcsolatok szintjén valdsulhat meg, ezek: dezmoszomak, adherens kapcsolatok,
résszerii kapcsolatok (gap junctions), illetve szoros kapcsolatok (tight junctions).
Ezeken a kapcsoloelemeken keresztiil garantdlhatd a szovetek nagyfoku ellenallasa,
illetve ezzel egyidejlileg nagyfokt rugalmassaga, mely a kiilonallo sejteket dinamikus
¢és funkcionalis €16 egységbe szervezi. Az eukariota sejtek dinamikus vazrendszere, a
citoszkeleton képezi a sejten beliili 6sszekotd haldozatot a fent emlitett kapcsoloelemek
kozott, jelentékenyen hozzédjarulva ezzel a sejtek mechanikai csatoldsdhoz, a sejtek
kozotti és sejten beliili jelatvitelhez (Pollock és mtsai, 1985; Schultheiss és mtsai, 1991;
Sjuve és mtsai, 1998; Szeberényi, 1999; Sam és mtsai, 2000). Az eukariota
citoszkeletont a harom f6 filamentalis rendszer alkotja, ezek: 1) vékony (aktin)
filamentumok (mikrofilamentumok, d~7 nm), 2) intermedier filamentumok (IF, d~10
nm), 3) mikrotubulusok (d~25 nm) (Lazarides, 1980). A harom rendszer koziil a vékony
filamentumok a kontraktilitisban, a mikrotubulusok a kiillonb6z6 vezikularis
transzportfolyamatokban jatszanak jelentds szerepet, az IF-ek pedig vélhetden a sejtek
mechanikai stabilizalasaban, valamint bizonyos jelatviteli folyamatokban vallalnak

szerepet.

1.2. Az intermedier filamentumok osztalyozasa

Emberben az IF-eket legalabb 65 kiilonboz6 gén kodolja, melyek nagyrészt

szovetspecifikusan expresszalodnak. A nagyszaml fehérje génjében csak mérsékelt



DOI:10.14753/SE.2012.1779

hasonlosag mutathato ki, ez nagy kiilonbség a masik két filamentalis rendszer alkotdival
szemben. Ennek megfelelden pl. az aktin és tubulin fehérjék alegységében bekovetkez6
mutaciok joval kevésbé toleralhatoak az él6 szervezet szamara, mint valamelyik IF
fehérjében megjelend mutacio. Valamennyi f6 fehérjecsoportot kiilon gén kodol, az
egyes csoportok kozott 23-25 %-0s az aminosav-szekvencia homologia (Bershadsky és
Vasiliev 1988). Az intermedier filamentumokat kédold gének szekvencia hasonlosaga
alapjan 5 kiilonb6zo, tgynevezett szekvencia-homolodgia osztaly (sequence homology
class, SHC) kiilonithet6 el: 1) savas keratinok, 2) bazikus keratinok, 3) vimentin-szerii
fehérjék (vimentin, dezmin, glia-savas fehérje = glial fibrillary acidic protein, GFAP),
4) neurofilamentumok, 5) laminok (Fuchs és mtsai, 1994). A laminok a sejtmaghartya
(azon beliill a maghartya belsd oldalan a lamina nuclearis) felépitésében jatszanak
jelentds szerepet, az intermedier filamentumok koziil csak ezek rendelkeznek un.
sejtmag-lokalizacios szignalszekvenciaval (nuclear localisation signal = NLS), ezzel
biztositva a sejtmagba jutasukat. A tobbi IF a citoplazmaris citoszkeleton felépitésében
szovetspecifikusan vesz részt. A dezmin a harantcsikolt izomban a Z-lemezek koriil
alkot komplexet, mig simaizomban a kompakt szerkezeti, un. ,,dense body”-val képez
asszocidtumot, s ezen keresztiil a kontraktilis elemeket csatolja a sejthartyahoz. A
citoplazmatikus IF-ok kiemelkedden fontosak a sejt alakjanak stabilizalasaban, amelyet
Goldman és mtsai 1996-ban a vimentin filamentum-halozat peptidekkel torténd
degradalasaval is bizonyitott. A keratinok egy része szaruképzddményeket (haj, korom)
alkot, a citokeratinok az epitelialis sejtek citoszkeletonjanak alkot6i. A vimentin a
kotészoveti és simaizomsejtek, a GFAP az asztrogliasejtek intermedier filamentuma a
kozponti idegrendszerben. A  neurofilamentumok alcsoportjaba harom  eltérd
molekulastlyt fehérje tartozik, ezek a neuronokban vannak jelen (Szeberényi, 1999).
Az 53 kDa molekulasilya dezmin a legtobb izomféleségben megtalalhato, kivéve
bizonyos nagyerek simaizomfaldt, ahol a vimentin a f6 intermedier filamentum.
Kiemelendd, hogy az IF-ok szoveti kifejezédése meglehetdsen Osszetett szabalyozas
alatt all, és az embryogenezis, illetve szoveti differenciacié soran parhuzamosan
tobbféle filamentum is jelen lehet egyazon szovetféleségben. Megfigyelhetd idofiiggd
expresszios mintdzat is, pl. az izomsejtek prekurzorai kezdetben vimentint
expresszalnak, a dezmin kifejezddése csak az embrionalis fejlddés késdbbi szakaszaban

jelenik meg (Yu-Shien Ko és mtsai, 2001).
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1.3. Az intermedier filamentumok biokémiaja

1.3.1. Oldhatésag

Az IF-ekre jellemz6 egyik legfobb sajatossag a fiziologias ionerésségek és pH
melletti oldhatatlansag. Szerkezetik meglehetdsen ellendlld6 nagy ionerdsségii
extrakcios puffereknek, illetve nemionons detergenseknek. Oldatba viteliikhoz
drasztikus denaturalé koriilményekre van sziikség (pl. 8 M urea, vagy 3 M guanidin-
hidroklorid) (Geisler és mtsai, 1980). A keratinok szerkezetének stabilizalasaban

diszulfidhidak is szerepet jatszanak (Fudge és mtsai, 2004). A fehérjék ellenben oldatba

AGE1ARY 1B gmi2An) 2B gleele]

L1 L12 L2

1. abra: Egy IF monomer sémasan.

vihet6k alacsony ionerésségek (10 mM Tris vagy imidazol) és magas pH (pH > 8,5)

mellett.

1.3.2. Monomer alegységek szerkezete

A monomer fehérje valamennyi IF alcsoportnél palcika alaka, melynek kdzponti
részét négy darab a-helikalis domén alkotja, ezek jelolése: 1A, 1B, 2A, 2B (1. abra).
Az o-helikéalis doméneket nem helikalis szekvencidk kapcsoljak 0ssze (ezek jelolése:
L1, L12, L2). A 2B helikdlis doménen beliil taldlhaté egy 3 aminosavbdl allo, a
szekvenciat, és ezzel az alfa-helikdlis szerkezetet megtord elem (,,stutter”), mely
elengedhetetlen valamennyi intermedier filamentum normadl szoveti funkciojahoz. A
kozponti domének szekvencidja joval nagyobb foki homoldgiat mutat, mint az N- és C-
terminalisok. A molekula kdzponti része nagyjabol 310 aminosavbol all, ennek jelentds
része (vimentinnél 116) toltéssel rendelkezd aminosav, a kozponti ldnc nettod toltése
negativ (savas karakteri oldallancok vannak talstlyban). A kdzponti lanc a-helikalis
doménjeinél sajatos szekvencia ismétlédés figyelhetdé meg: 7 aminosav alkot egy

szerkezeti egységet, azaz az o-helikdlis doménen a kovetkezOképp irhatok le:
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(abcdefg),. A jellegzetes ismétlédés (heptad-ismétlddés = heptade repeat) a és d
ismétlodés a filamentum ,,csavart csavar”, mas néven ,,coiled-coil” dimer szerkezetének
kialakitasaban alapvetd fontossagi. A filamentum csoportspecifikus N terminalis
doménjei fontos szerepet jatszanak a polimerizacidés intermedierek tovabbi
Osszekapcsolodasaban, a C terminalis pedig a kiillonbozo fehérje-fehérje interakciokban
alapvetd fontossagii. A laminokban az 1B szegment 42 aminosavval hosszabb (6
heptad), illetve a C termindlison elhelyezkedd immunglobulin-szeri doménjével

specifikus sejtmag-fehérjékkel 1éphet kolcsonhatasba.

1.3.3. Az IF-ek polimerizacioja

Az IF-ekre spontan, ATP-t, GTP-t nem
igénylé polimerizacié jellemz6é, amely mar @
alacsony ionersségli (Na*, illetve Mg** ) d
koncentraci6 < 0,01 M) kozegben is 1étrejon. Az 93
IF  polimerizaci6 tehat kozvetleniil nem 9 9 9 9

kofaktorfiiggd, viszont in Vivo
2. abra: A coiled-coil szerkezet

ujdonképzddésiikhoz ¢€s mechanikai behatast 1y
keresztmetszeti képe.

felfogo hatasuk kifejtéséhez SZ4mos s sy oo

szabalyozofehérje megfeleld hatasa sziikséges. Az IF-ek harom kiilonbozo
polimerizécios csoportot alkotnak, azonban a kezdeti folyamat valamennyi csoportban
azonos: a polimerizacid elsd lépéseként két parallel monomer alakit ki egymassal
oldaliranyt masodlagos hidrofob kotést, melynek Iétrejottében a négy kozponti -
helikélis domén (1A, 1B, 2A, 2B, 1. dbra) jatszik szerepet a heptdd-motivumok apolaris
oldallancaival (2. abra: egymas felé nézo ,,a” és ,,d” helyek).

A mar korabban emlitett apolaris aminosavak oldallanca a fehérje térszerkezetébol
adddoan a peptidlanc ugyanazon oldalara esik, igy lehetové teszi, hogy két egymas
mellett levd, parallel molekula egymas koriil elcsavarodjon, s igy alakul ki az apolaris
kotésekkel stabilizalt 48 nm hosszu ,,csavart csavar”, mas néven ,,coiled-coil” dimer
(Bershadsky ¢s Vasiliev, 1988). A heptad szerkezet kialakitisaban részt vevd polaris

aminosavak (2. abra: e és g helyek) oldallancai a tovabbi polimer szerkezetek

10
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kialakitasat segitik elektrosztatikus kolcsonhatasokkal. A tovabbi polimerizacios
1épések az egyes polimerizacids csoportokban eltéréen zajlanak (3. abra).

1. csoport: keratinok: A keratinok esetében a polimerizaciod els6 lépéseként
kialakul6 dimer minden esetben heterodimer, azaz egy savas (SHC 1) és bazikus (SHC
IT) karakteri keratin alkotja (3. dbra a; a zold és fehér szinek a savas és bazikus
keratinokra utalnak). 2 antiparallel dimer atlapolédva (15 nm eltolodassal) tetramert

formal. A tetramerek ionos kolcsonhatasokkal oldaliranyban, valamint hosszanti

a)
1. csoport
—
el ———
i
—
b)
? 2. csoport
—— e - GG
!
e
<)

9 3. csoport
o = 5= ]
-—p & - 3—:—8 —_ { . t ¥
=R

3. abra: IF polimerizacios csoportok.

iranyban gyorsan egymashoz kapcsolodnak. A lateralis asszociacio €s longitudinalis
elongécio nagyjabol egy iddskalan zajlik.

2. csoport: dezmin-szerii fehérjék: A keratinokhoz hasonléan 2 atlapolodo
dimer alkotja itt is a tetramert, azonban a dimer felépitésében azonos tipusii monomerek
vesznek részt (3. dbra b). 8 tetramer laterdlis Osszedllasaval gyorsan (mésodperces
1déskalan) ~60 nm hosszl egység-filamentum (unit length filament, ULF) alakul ki (Bér
¢s mtsai, 2005). Az egység-filamentumok hosszanti kapcsolodéasaval jon létre a tobb

mikron hosszu, nagyjabol 16 nm atmérdji filamentum, mely belsé szerkezeti

11
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atrendezddésen esik at, ennek eredménye egy sugariranyu ,,tomoriilés”, az atmérd végiil
kb. 10-11 nm-re csokken (Hermann és mtsai, 1999).

3. csoport: laminok: Fiziologias ionerdsség és pH mellett a lamin monomer
egységek atlapolas nélkiili parallel dimert, majd fej-a-véghez kapcsolattal
protofilamentumot hoznak létre (3. abra c; a kék korok az N-termindlis feji domént
jelolik). Ezek lateralis kapcsolddasaval jon létre a filamentum.

A dezmin polimerizacidjakor az ULF Iéterjotte utan ultrastruktaralis
vizsgalomodszerekkel tovabbi szubfilamentalis egységeket kiilonithetiink el (4. abra).
A tetramerek hosszanti Osszekapcsolodasaval létrejott lanc a protofilamentum, mig
nagyjabol két protofilamentum oldaliranya kapcsolddésa protofibrillumot eredményez.
Ezek a strukturdk polimerizécios intermedierekként nem voltak megfigyelhetdk, csak a

filamentumok elektronmikroszkopos vizsgalata tarta fel létezésiiket (Aebi és mitsai

unitlength
) filament
(ULF)
protofilamenturn s , 8288 8888 |
protofibrillum )

filamentum

4. abra: A dezmin finomszerkezetének modellje

1983). A polimerizacio tehat alapjaiban mashogy =zajlik az intermedier
filamentumoknal, mint az aktin vagy a tubulin esetében, itt ugyanis nem képzédnek
nukledcios magvak, melyhez tovabbi monomerek, vagy dimerek adédnak, hanem — a
laminok kivételével — az ULF-ek ¢épitik fel a lancot. A dimerek antiparallel
kapcsolodésa miatt itt nem tapasztalunk polarizalt filamentum-végeket, mint a masik két
citoszkeletalis rendszer esetében. Az N-terminalis szekvencia fontos szerepét a dimer
feletti polimerizacids intermedierek létrejottében szelektiv proteolitikus kisérletek
tamasztottak ald: az els6 20 aminosav eltavolitasdval még létrejottek a filamentumok, 24

crcr

eltavolitasa mar csak dimerizalodast tett lehetové (Strelkov és mtsai, 2002). A tetramer

12
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szerkezet kialakitasaban vélhetéen az egyik dimer-fej a szomszédos dimer L2 sszekotd
stabilizaljak. Az N-terminalis ,,feji” domén szdmos szerin oldallanca fehérjekindzok
célpontja, az intermedier filamentumok foszforilacidja (vélhetéen a feliileti
toltésviszonyok megvaltoztatasaval) a filamentdlis szerkezet felbomlasdhoz,
dezintegralodasahoz vezet (Inagaki és mtsai, 1988). Ilyen kinazok példaul a
proteinkinaz-A, proteinkinaz-C, valamint a cdc2 (ciklin dependens kinaz 2) (Kitamura
és mtsai, 1989; Kusubata és mtsai, 1993). Egy masik poszttranszlaciés modosulas, az
ADP-ribozilaci6 a feji doménben szintén a filamentalis szerkezet ellen hat (Huang és
mtsai, 1993). A sejten beliil szamos fehérje kapcsolodik az intermedier
filamentumokhoz, koziiliik az un. IFAP-k (Intermediate Filament-Associated Proteins)
valésziniileg a filamentumhdl6é stabilitasat novelik. Izomsejtekben két ilyen fehérje
asszocialodik a dezminhez, a synemin (230 kDa) és paranemin (280 kDa) (Bershadsky
¢és Vasiliev, 1988).

1.4. A biopolimerek molekularis mechanikaja

Az ¢16 rendszerekkel kapcsolatos bioldgiai, kémiai, fizikai ismereteink nagy része
bonyolult makromolekulédk, biologiai szerkezetek egyiittesének elemzésébdl szarmazik.
Az utébbi évek nanobioldgiai, illetve nanomechanikai kutatdsai szerint azonban a
biopolimereket felépitd alegységek élettani vagy mechanikai viselkedése jelentdsen
eltérhet a polimer viselkedésétl. Az egyedimolekula-manipulacios modszerek vjfajta
betekintést nyujthatnak a molekularis rendszerek mukodésébe. Az egyedi
vizsgalatoknak szamos elonye van: alkalmazasukkal kivédhetd a térbeli és iddébeli
atlagolas; az id6 fliggvényében vizsgalt jelenségek esetén nincs sziikség arra, hogy
nagyszamu molekula azonos idében azonos atalakulast mutasson; olyan 1j jelenségeket,
szerkezeti atalakulasokat vehetiink észre, amelyek a korabbi modszerekkel
észrevétlenek maradtak; tovabba irdnytdl fiiggdé mechanikai tulajdonsagok is
vizsgalhatok.

Az intermedier filamentumok feltételezett szerepe a mechanikai stabilitas
biztositisa a sejt szamara (Price, 1984). Eppen ezért a filamentumok mechanikai

tulajdonsagai alapvetden befolyasolhatjdk a sejt szerkezetének, integritasanak
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fennmaradasat a kiils0 er6hatasokkal szemben. Példaul izommilkodésnél az
izomrostoknak a hossziranyu fesziiléssel szemben ellenallonak kell lenniiik, viszont
ezzel parhuzamosan oldaliranyt er6behatasra rugalmasan kell viselkednitik.

Mint mar emlitettem, az egyedi molekulak rugalmas viselkedése a molekula

megnyujtasa sordn fellépd rugalmas erdk ismeretében megszerkesztett er6-megnyulas

a) b)
A ‘\?\‘%J’?m) - Dv/j e~ "

\\/_’_\] ’ ’
rendezetlen rendezett

novekvé
entrépia

5. abra: A Freely Jointed Chain (FJC) polimermodell

gorbe alapjan vizsgalhat6. Az er6-megnyulas gorbék értékelésére, leirasara tobb modell
alkalmas. Az egyik a ,, Freely Jointed Chain” (FJC) modell (5. abra a). Ez a modell
ugy tekint a molekulara, mintha az merev szegmensekbdl (in. Kuhn szegmensekbdl)
épiilne fel. A szegmensek kapcsolodasi pontjaik mentén szabadon elfordulhatnak (a
kapcsolddasi pontok surlodasmentesek), igy az egymast kovetd szegmensek az el6zéek
iranyatol fiiggetleniil helyezkednek el (Grosberg és Khokhlov, 1997; Kellermayer,
2001). Az egyes szegmenseket tobbnyire nem egy, hanem 4-5 monomer alkotja,
hosszusaguk eltéré lehet, de az atlagos szegmenshossz, az Gn. korrelacios hossz (I)
jellemzé az adott polimerre. A szegmensek szdménak (N) €s a korrelacids hossznak a
szorzata megadja a molekula kontlrja mentén mérhetd hosszat, a kontirhosszat (L). A
polimer egy adott allapotaban a molekula végei kozti tavolsag, azaz a vég-vég hossz (Z)
a szegmensek egymas koriili véletlenszerii elfordulasainak fliggvénye. A szegmensek
kozotti véletlenszerli rotacid tulajdonképpen ugy is felfoghatd, mint egyetlen polimeren
beliili Brown-mozgés, vagy bolyongés: a molekula hogyan hidalja 4t a Z tavolsagot N
1épésbdl, ha az elemi 1épéshossz | és a 1épések véletlenszeriien kdvetkeznek egymas
utan. Statisztikus termodinamikai szempontbo6l pedig tigy tekinthetjiik a rendszert, hogy
Z a rendszer egy makroallapota, mig ezt a vég-vég tdvolsagot eredményezd lehetséges

bolyongd mozgasok Osszessége a rendszer mikroallapotai. A természetben spontin
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végbementd folyamatok az entrépia, a rendezetlenség ndvekedésével jarnak, a
biopolimerek esetén a magas entropiaji allapotot jelenti a révid Z, azaz a szegmensek
véletlenszeri 6sszekapcsolodasa, melyet a Boltzmann-eloszlas hataroz meg. A polimer
mechanikai erével (F) torténé nyujtasakor a molekula két vége kozti tavolsagot
noveljiik, ez altal pedig ndvekszik a lancot felépitdé szegmentumok rendezettsége, azaz
az entropia csokken (5. édbra b). A polimerre haté huzderd megsziintekor a molekula

visszakeriil a szamara energetikailag kedvezObb, magasabb entrépidju allapotba. Az

a) FJC b) WLC
| = korrelacios hossz A = perzisztenciahossz
W W
6. abra: Ugyanaz a polimer FJC és WLC modellekkel.

FJC modell segitségével szamos biopolimer, példaul a kettdsszalt DNS rugalmassaga
¢s rugoallanddja kis (<0,1 pN) erdtartomanyban viszonylag jol meghatdrozhat6d
(Bustamante ¢és mtsai, 2000). A biopolimerek kozepes €és nagyobb erdk esetén
megfigyelhetd rugalmas viselkedésének leirdsara az FJC modell tovabbfejlesztett
valtozatai alkalmasak. Az altalunk alkalmazott modell a Wormlike Chain (WLC), ami
ugy tekint a molekuldra, mintha az egy hajlékony, homogén rid volna (6. abra). A
modell megengedi a polimeren beliili kotések torzulasat, igy lehetévé teszi a molekuléra
jellemzd rugalmassagi mechanizmusok pontosabb modellezését (Bustamante és mtsai,
1994). A modellt leird6 egyenlet segitségével meghatarozhatd a molekula
hajlitomerevségét jellemzé 1Un. perzisztenciahossz (A), ami megmutatja, hogy a
molekula milyen rovid szakasza tekinthetdé még merev ridnak. A perzisztenciahossz
egy monomer hosszanal rovidebb is lehet, szemben az FJC modellnél leirtakkal. Minél
rovidebb a perzisztenciahossz, annal flexibilisebb a molekula. A perzisztenciahossz az

alabbi hiperbolikus egyenlet szerint fligg Z-t61 és L-t6l:

KT L 2
L
L

Ahol F a manipuléci6 soran a molekulara kifejtett nyjtoerd; kg a Boltzmann allando, és

)

T az abszolut hdmérséklet. A vég-vég tavolsag a homérséklet novelésével csokken, azaz
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a termikus gerjesztés hatdsdra nd a polipeptidlanc konformdacios rendezetlensége,
entropidja. Ezt a rendezetlenséget ellensulyozzuk a polimer mechanikai nyujtadsakor: a

vég-vég hossz novelésével csokken a konformacids entropia.

1.5. Biopolimerek vizsgalata atomeromikroszkoppal

1986-ban Gerd Binnig és Heinrich

pozicioérzékelé fotodioda

Rohrer kapta meg a fizikai Nobel dijat a
=i (kvadrans detektor)

pasztazo alagutaram mikroszkopia
tiikkor
kifejlesztéséért (Binnig és mtsai, 1982). A
rugolapka lézer  pasztazd  alagatmikroszkop  (Scanning

tartokeret

Tunneling Microscope, STM)
mitkodésének elve a kovetkezd: egy igen
hegyes tii végigpasztazza az elektromosan
rugélapka &y E1gp

vezetd tulajdonsagu vizsgalando felszint

enzan, :
molekula — ordozofelszin , . . , .
attol  néhany  tized  nanométernyi

7. abra: Az AFM felépitése tavolsdgban, mikdzben a tii és a minta

kozott az alaght effektus miatt elektromos

aram folyik, amely igen érzékeny a felszin és a tii kozotti tdvolsagra. Az alagitaramot a
ti fliggbdleges iranyu elmozditasdval allando értéken tartva Szamitogép segitségével
rekonstrudlhato a feliilet atomi felbontdsu topografidja. A felbontast a ti
haromdimenziés  mozgatdsdhoz  hasznalt piezoelektromos  atalakitok  elemi
Iépéstavolsaga szabja meg, amely akar atomi felbontast is lehet. Mivel a legtobb
biologiai minta elektromosan szigetelé tulajdonsagl, célszeri volt egy olyan
vizsgaloeljarast kifejleszteni, mely nem az alagutaram mérésén, hanem a tii és a feliilet
kozott ébredd lokalis kolesonhatas valtozasan alapul. Az atomerdmikroszkép (Atomic
Force Microscope, AFM) egy nagyfelbontasu pasztazo tliszondas berendezés (7. abra),
amelyben egy rugdlapka hegyének végén levo tiivel pasztazzuk végig a felszint (Binnig
és mtsai, 1986). A tii feliiletén és a hordozofelszinen levé atomok kozott vonzd és
taszitd kolcsonhatdsok miikodnek, melyek a rugdlapka elhajlasat okozzak. A rugdlapka
paranyi elmozdulasait a rugodlapka felszinére iranyitott, s onnan visszavert, majd

detektalt 1ézersugarral mutatjuk ki. Ezzel a mddszerrel a felszin topografiai képét akar
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szdzad nanométernyi pontossaggal rekonstrudlhatjuk. Az AFM egy mddositott valtozata
az un. Molekularis Er6 Szonda (Molecular Force Probe, MFP), amelyben pasztazas
helyett a rugélapkat fliggéleges iranyban mozditjuk el, igy alkalmassa téve arra, hogy
molekulakat nytjtsunk meg vele, s ezek huzasra adott erévalaszat regisztraljuk (8. abra
nagyfelbontdsu eré-megnyulas gorbéinek meghatirozasara, ezéltal egyedi molekuldk

rugalmassaganak jellemzésére. A rugoélapka elhajlasa (Ad) a rugalmas erével aranyos:

a) AFM MFP

- |

molekula As ~ molekula-

hossz
hordozoéfelszin —

8. abra: Az AFM (a) és az MFP (b) miikddése

F=K-Ad, ahol K a rug6allando; a rugdlapka elhajlas nélkiili fliggéleges elmozdulasabol
(As) a vizsgalt molekulaszakasz hosszat kaphatjuk meg. A felszinhez kozelitve a
rugolapka felfelé hajlik, mig a felszintl tavolodva, s kozben rugalmas molekulat
nyujtva lefelé (8. abra b). A tli mechanikai tulajdonsagai nagyban befolyasoljak a
mikroszkop felbontoképességét. A rugolapkaknak két feltételt kell kielégiteniiik: 1) a
nagy érzékenység eléréséhez a rugdallando legyen Kicsi (a mérési eljarasoktol fiiggéen
0,001 N/m-t61 akar 35 N/m-ig valtozhat a mérésnél hasznalatos rugdlapkak
rugodallandodja), 2) a kornyezetbdl érkez6 zavaro, altalaban viszonylag kis frekvenciajt
rezgések ¢€s a visszacsatoldsi elektronika miatt fontos, hogy nagy legyen a rugd
rezonancia-frekvenciaja. A kereskedelemben kaphat6 rugok rezonancia-frekvenciaja 15
- 500 kHz-ig terjed (Rozlosnik ¢és mtsai, 2003). Folyadékkozegben a
rezonanciafrekvencia jelentdsen alacsonyabb, mint szarazon torténd pasztazaskor, ez
gyakran rosszabb képmindséggel jar egyiitt. Ha figyelembe vessziik, hogy a rugdlapka-

tli rendszer fo rezonancia-frekvenciajara és K rugéallandojara fennall az

1 /K
1:0 = 272_\/; (2)
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Osszefliggés, akkor lathatd, hogy a két feltétel akkor teljesiil egyszerre, ha az m effektiv
rugdlapka-tomeg kicsi. Manapsag a szilicium, szilicium-oxid (SiO), szilicium-nitrid
(SisNg) alapanyagi rugolapkak terjedtek el,
feliiletik azonban a kisérletek céljainak
megfeleléen funkcionalizélhato. Tipikus
hosszusaguk 100-200 pm, vastagsaguk 0,3-2
um, feliilnézetben ,ugrodeszka” vagy V-

alaktiak, az integralt aramkoroknél alkalmazott

gyartastechnoldgiahoz hasonloan fotolitografias
9. abra: Az AFM-hez hasznalatos

rugolapka SEM felvétele. A piros
nyil a rugo6lapka tlijére mutat. negativ  lenyomatat tartalmazoé  szilicium

technikaval késziilnek. A gyartas sordn a ti

hordozoérétegre viszik fel a SigNg fedoéréteget,
majd a sziliciumot elektrokémiai maratassal tavolitjak el. A tii hegyének gorbiileti
sugara jellemz6en néhany nm, azaz csupan par atom alkotja (9. abra). Az AFM és az
MFP tulajdonképpen precizids erémérd késziilékek, amelyek képesek akar pikonewton
nagysagu erdket is detektalni (6sszehasonlitdsképp: nanonewtonos erdkkel bizonyos
kovalens kotések mar felszakithatok). Annak érdekében, hogy kozvetleniil az erdt
mérhessiik, vagy a rugolapka rugoallandojat kell ismerniink, vagy kozvetlentil ismert
nagysagu eré mérésével kell kalibralnunk a késziileket. Mi a gyakorlatban a rugo6lapka
(harmonikus oszcillator) termikus rezgéseit hasznaltuk erre a célra. Adott X kitérés
mellett a rugo6lapkaban tarolt energia E, = 1/2:Kx*. Termikus egyensulyban az egy
szabadsagi fokra jutd atlagos termikus energia E; = 1/2-kg.T (ekviparticio tétel). Mivel a
rugolapka a tartokeret stabilizald hatdsa miatt csak fliggbleges elmozdulasra képes,
rezgdmozgasat egyetlen szabadsagi fokkal vehetjikk figyelembe, igy E; varhato értéke
1/2-kg. T-vel egyenlo:

1 1

“Kx? )= ZkgT, 3
L), ®
azaz,

1,0 1

5K<x >_§kBT, (4)

ezért a rugbdlapka rugdallandoja a kovetkezd egyenlettel irhato fel:
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KT

)

ahol <x*> a rugblapka atlagos négyzetes elmozdulasa. Igy, ha regisztraljuk a rugdlapka

K= ()

atlagos négyzetes elmozdulasat, s ismerjiik a hdmérsékletet, megkaphatjuk a rugélapka
rugoéallanddjat. A termikus gerjesztésre bekdvetkezd rugoélapka elmozdulast a lapka
nagyfrekvencias rezgései soran regisztraljuk, ebbdl a szamitogép Fourier-analizis
segitségével egy rezgési frekvencia — rezgési amplitad6 fliggvényt szerkeszt, mely
gorbe csticsainak helye a rugdlapka sajatrezgéseinek frekvenciajat adja meg. A gorbe
segitségével kiszamithaté minden egyes felhasznalt rugdlapkara a rugoallando, ennek
ismeretében pedig a mért elmozdulasbol a molekuldban ébredd eré pontosan mérheto.
Az er6é mérése kétféleképpen torténhet (Rozlosnik és mtsai, 2003):

1) Nem modulalt vagy DC eljaras

Ez az eljarés az erét a rugdlapka elhajlasanak detektalasaval méri. A
rugdlapka fliggéleges kitérése aranyos a ra hato erével: F = K-, ahol a K
aranyossagi tényezd a rugdallando.

2) Modulalt vagy AC eljaras

Egy piezoelektromos kristaly segitségével a rugdlapkat a rezonancia-
frekvenciaja kornyékén rezgésbe hozzuk, és a tlire hatd erd valtozasara
fellépd rezonancia-frekvencia eltolodast detektaljuk. A tl és a minta
kozotti vonzd erd csokkenti, a taszitd erd noveli a rezonancia-frekvencia
értékeét.
A mérési metodikdk a tii és a minta egymashoz viszonyitott helyzete szerint is
csoportosithatok:

1) ..Contact” mérési eljaras

A tli és a minta allandé kontaktusban vannak. A K rugoallandot az
érzékenység novelése érdekében kicsire célszerli venni, azaz lagy
rugolapkat kell hasznélni.

- Allandé erével torténd mérés
A visszacsatolo rendszer a DC eljarasnal leirtak szerint miikodve az erdt
allando értéken tartja, igy a rugdlapka ,.koveti” a felszin hullamzasat.

- Valtozo erovel torténo meérés

19



DOI:10.14753/SE.2012.1779

s

detektaljuk folyamatosan.

- Lokalis eré spektroszkopia vagy in situ AFM
A feliilet egy kivalasztott pontjan felvessziik az er6-elmozdulas fiiggvényt
(AFM és MFP kombinécidja).

2) ..Noncontact” mérési eljaras

Az eré mérése az AC eljarasnal leirtaknak megfelelden torténik. Ezzel
nem ¢érhetd el akkora felbontds, mint a ,,contact” eljarassal, viszont a
mintat kevésbé rongalja.

- Nagy amplituddju rezonancia
A merev laprug6 (rugéallandd nagy) a rezonancia-frekvencidjan rezeg (50-
500 kHz), nagy amplitidoval (10-100 nm), a vizsgaland¢ feliiletet azonban
nem érinti. Nagyon lagy mintak esetében hasznalhato.

- Kis amplitudoju rezonancia
Nagy rugéallandoval, de kis amplitadoval (0,2-1 nm) miikédd technika.
Erzékeny a feliiletet boritdo szennyezédésre (pl. tobb 10 nm magas,
meredek sokristalyok).

3) ..Tapping” eljaras

A nagy amplitud6ju rezonancia eljarashoz hasonldan itt is 50-100 nm
amplitidoju rezgéseket végez a rugolapka, de visszacsatolast alkalmazunk,
melynek értékét, ezzel az amplitidd nagysagat mi hatarozhatjuk meg
(beallitasi pont vagy set-point a pozicioérzékeld fotodidda jele alapjan).
Erzékeny, konnyen deformalodé mintak vizsgalatat alacsony set-point
mellett célszerli végezni. A Vvisszacsatolds ugy van bedllitva, hogy a ti
minden rezgésnél érintse a feliiletet. Ez az eljaras azért elényds, mert a
feliileten haté er6k nem karositjdk a felszint (nincs vizszintes irdnyu
komponensiik), ugyanakkor a felbontds megkozeliti a ,,contact” eljarassal
elérhetd felbontast.
Specialis rugdlapka alkalmazéasaval lehetéség van folyadékkozegben torténd
mérésre is, igy a fehérjék, sejtek fiziologids, pufferelt kdrnyezetben vizsgalhatok

szemben a hagyomanyos, csillamfelszinre felvitt, majd beszaritott mintakkal.
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1.6. A dezmin molekularis mechanikaja

Egyedi dezmin molekuldk mechanikai vizsgalata végezhetd reoldgiai mérésekkel,
AFM-es kép alapjan, valamint kozvetlen AFM-vezérelt mechanikai manipulacioval
horizontalis, illetve vertikalis sikban. A  hajlitomerevséget jellemzé IF
perzisztenciahossz értékei reoldgiai modszerrel, egyensulyi rendszerben mérve
nagyjabol 1 pum-nek adodtak (Hohenadl és mtsai, 1999; Miicke és mtsai, 2004). Egyedi
dezmin filamentumok, illetve protofilamentumok eredeti hosszukhoz képest 3,5-szeres
nyujtast is elviselnek (Kreplak és mtsai, 2005). Bizonyos keratinok rugalmassagi
modulusa (egységnyi feliiletre haté eré a deformacio fliggvényében) MPa, illetve GPa
tartomanyban mozog, részben a diszulfidhidak stabilizal6 hatasanak koszonhetden (Park
¢s mtsai, 1972), valamint eredeti hosszukhoz képest 180%-ig nyujthatoak. Sajatos, az
IF-ekre jellemzd mechanikai viselkedés az un. feszités hatdsira bekdvetkezd
kimerevedés (,,strain-hardening”), azaz rugalmassdgi modulusuk nemlinedrisan,
meredeken emelkedik talnyujtas hatasara (Storm és mtsai, 2005). A fent emlitett
kiilonleges mechanikai viselkedés szolgaltathat alapot annak a feltételezésnek, hogy az
IF-ek egyfajta ,,mechanotranszducerként” viselkedhetnek az €16 sejtben. A
szivizomsejtek mechanikai nyUjtdsa szdmos azonnali, illetve korai gén kifejezddését
meginditja, ami végiil novekedési valaszt indit el a sejtben (Sadoshima és mtsai, 1993).
Az IF-ek a sejt jelatviteli halozatdban betoltott fontos szerepére a foszforilacios

kaszkadokban valo részvétel utal.

1.7. A dezminnel kapcsolatos betegségek

A mechanikai stresszel szembeni fokozott ellenallds modellje szolgalhat alapul
szamos, dezminnel kapcsolatos betegség tlinettananak megértésében. A dezmin
monomer mutacidi izomdisztrofidkhoz (izomsorvadés), és kardiomiopatidkhoz
(szivizom-elfajulas) vezetnek. Erdekes megfigyelés, hogy bizonyos lamin-A mutaciok
is manifesztalodhatnak izomdisztréfia formajaban (Bonne és mtsai, 1999). A
betegségekre jellemzd, hogy sziiletéskor még szegényes a tiinettan, tobbnyire a
masodik-harmadik évtizedben valik észlelhetdveé. A miofibrillaris miopatia (MFM)

szovettanilag a Z-lemezek szétesésével, valamint szarkolemma alatti és sejtplazman
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belilli dezmin- ¢és aB-krisztallin  (hdsokk-fehérje), plectin  (citoszkeletalis
kapcsolofehérje), titin tartalmu aggregatumok megjelenésével jellemezhetd (Clark és
mtsai, 2002). Erintheti a harantcsikolt- és simaizomzatot, mindkettében lassq,
progressziv sorvadassal jar. A szivizom érintettsége esetén dilatativ, hipertrofids, vagy
restriktiv kardiomiopatia 1éphet fel. A halél legfébb oka a veszélyes szivritmuszavarok
megjelenése. A betegség kivaltd oka a dezmin monomeren beliili mutacid, az a-helikalis
doménen beliili pontmutacié kiilonbozé polimerizacids defektusokhoz vezethet: vagy
megall a polimerizacio valamely koztes 1€épésnél, vagy a részlegesen kialakult szerkezet
egy szabalytalan szerkezetli prekurzorra bomlik. A normalisnak tiné filamentumok
fehérje-fehérje kolcsonhatdsaiban is lehet zavar a pontmutaciok eredményeképp.
Tovabb arnyalhatja a képet a heterozigdta allapot, ilyenkor egyszerre van jelen a
normal, és hibas szerkezetli prekurzor. A hibas prekurzor gyakran aggregatumot képez
és szekvesztralodik, ez azonban a sejtben maradva mitokondrialis funkcidézavarhoz,
illetve apoptozishoz vezethet (Milner és mtsai, 2000). A dezmin izomsejtekben betdltott
stabilizalo szerepét az is mutatja, hogy az izom szerkezeti karosodasanak mértéke
szamszerlsitve a dezmin-immunoreaktivitas eltiinésével aranyos (Lieber és mitsali,
1996). A dezmin eltlinése a Z-lemezek koriil egyiitt jart a titin elhelyezkedésének
megvaltozasavmtsai Ez alapot adhat egy 10j modell bevezetésének: egy
extraszarkomerikus citoszkeleton (dezmin, a-aktinin, plectin) stabilizalja az

intraszarkomerikus citoszkeletont (titin, nebulin) (Herrmann és mtsai, 2007).
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2. Célkitiizések

Mivel az intermedier filamentumoknak a sejten beliil erdatviteli szerepet, illetve
mechanikai stabilizalo funkciot tulajdonitanak (Sam és mtsai, 2000), elsédleges célunk
az izomszovetben eléforduld intermedier filamentum, a dezmin rugalmassaganak
jellemzése volt. Azt terveztik, hogy a rugalmassag jellemzésére izolalt,
hordozofelszinhez adszorbealt egyedi dezmin molekulakon végezhet6 AFM-alapt
erOspektroszkopiat alkalmazunk. A filamentum, illetve a filamentumot felépitd
alegységek rugalmas tulajdonsdgainak ismeretében tovabbi célunk volt egy olyan
modell kidolgozasa, mely alatamaszthatja a feltételezett erdatviteli funkciot. Ennek
megfeleléen konkrét céljaink az alabbiak voltak:

1) Dezmin izolalasa csirke zuzabol

2) Az izolalt dezmin specifikus kimutatasa immunoblot eljarassal

3) Dezmin polimerizalasa NaCl, illetve MgCl, hozzaadasaval

4) Polimerizacio kinetikajanak idébeli kovetése

5) Polimerizalt, filamentumma 0&sszeallt dezmin morfologidjanak vizsgalata

pasztazo atomerdmikroszkoppal

6) Dezmin filamentum rugalmas tulajdonsagainak vizsgalata

7) In situ atomerémikroszkopia egyedi dezmin filamentumokon

Az egyedi filamentumokon végzendd rugalmassagmérés mellett célunk volt a
teljes filamentum keresztmetszetére kiterjedd rugalmassagi paraméter meghatarozasa a
hordozofelszinhez adszorbedlodott filamentumok geometriai-orientacid eloszlasa
alapjan, mely a morfologiai informaciot szolgaltatd 3D-AFM moddszer alkalmazasaval
elvégezhetd. Igy egy figgetlen, az el6z6 mérésekkel Gsszehasonlithatd, masodik
rugalmassagi paraméterhez juthatunk, mely mindenképpen a teljes filamentumot
jellemzi, szemben a korabban emlitett célkitiizéssel, melynél nem zarhato ki, hogy a

filamentumnal kisebb alegységeket ragadunk meg az AFM-rugodlapkaval.
Végiil a filamentumot felépitd épitdkdvek (protofilamentumok, protofibrillumok)

rugalmassagi paramétereinek meghatarozasat tiiztiik ki harmadik f6 célunknak, melyhez

mar érett, Osszeszerelodott dezmin filamentumok felhasznalasat terveztik. A

23



DOI:10.14753/SE.2012.1779

filamentum szerkezetének stabilizalasban az ionos kotések jelentds szerepet jatszanak, a
filamentalis szerkezetet ionos kotésekkel interferalo, kétértékti kationokra specifikus

komplexképzokkel (EGTA, illetve EDTA) terveztiik felbontani.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Dezmin izolalasa

Dezmint csirke z(zabol izolaltunk Geisler és Weber protokollja szerint (10. Abra)
(Geisler és Weber, 1980). Az izolalas soran felhasznalt oldatok Osszetétele a

mellékletben keriilt részletezésre. A fehérje abszorpcids spektrumanak felvételét

csirke zuza
Homogenizalas (0.6 M KCl), centrifugalas

feliiluszo pellet
mosas 2x 0.6 M KCI pufferben,

feloldas 0.6 M Kl-os exrakcios pufferben,
oldas 6 M urea-pufferben, centrifugalas

feliilaszo pellet

6x térfogata etanol hozzaadasa,
centrifugalas

feliiltszo pellet

feloldas 6 M urea-pufferben
Sephadex G-25 oszlop

l

DEAE-celluléz oszlop

elualas 2x 100 ml 0-0.2 M KCl-lel,
dezmin frakciok gytjtése,
dializalas 0.01 M Tris-acetatban

v

DEZMIN —* 1.37 mg/ml

10. abra: A dezmin izolalasanak 1épései

Shimadzu UV-2100 tipusu spektrofotométerrel (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)

végeztik.
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Az izolalast kovetden a dezmin mintat (6M urea pufferben) jégen taroltuk. A

minta polimerizacios képességét heteken at megtartotta.

3.2. SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A dezmin fehérje jelenlétét, valamint a preparatum tisztasagat SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel mutattuk ki. A mintdkat 95 °C-os vizfiirddben inkubaltuk 1 percig,
2 térfogategység mintahoz 1 térfogategység haromszoros toménységii DTT-Laemmli
mintapuffert adva (40 mg DTT + 1 ml 3x Laemmli mintapuffer; Laemmli, 1970). A
Bio-Rad cég Mini-Proteanll elektroforézis rendszerét hasznaltuk (Bio-Rad Laboratories
Inc. Hercules, CA, USA), 10 %-os gélt ontottiink Laemmli szerint. Az elektroforézis
120 V konstans fesziiltségen, és kb. 50 mA aramerdsséggel tortént. A géleket
Coomassie Brillant Blue festékkel festettik, s a Syngene cég MultiGenius
géldokumentacios rendszerével analizaltuk (Syngene International Ltd. Bangalore,
India), majd archivaltuk. A fehérjekoncentraci6 meghatarozasa Bradford assay
segitségével tortént. A gélelektroforézis soran felhasznalt oldatok, pufferek Gsszetétele a

mellékletben talalhato.

3.3. Immunoblot

A dezmin specifikus kimutatasara D33 klonbol szarmaz6 (Dako Denmark A/S,
Dania) IgGl / kappa izotipusti monoklonalis antitestekkel végeztiink Western-blot
eljarast (11. abra). A felhasznalt pufferek a kovetkezok voltak:

TBS: 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5,
TBS-T: 0,05% Tween 20 TBS pufferben feloldva,
BSA/TBS-T: 0,1% BSA TBS-T pufferben feloldva.

3.4. Dezmin polimerizalasa
Az izolalas soran nyert, ureas pufferben denaturdlt dezmint eldszor haromszor két 6ran
at Tris-HCl pufferrel (10 mM, pH 8) szemben, majd ezt kdvetden szintén hdromszor két
oran at natrium bikarbonat oldattal (1 mM, pH 8) szemben dializaltuk, majd Millipore
Millex-GS 0,22 pum poérusatméréjiic membransziirén atszartik (EMD  Millipore,
Billerica, MA, USA). A dializalt dezmin polimerizaciojat NaCl-imidazol koktéllal,
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SDS-PAGE

v Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
Transzfer nitrocelluléz membran (Whatman® Schleicher & Schuell (S&S)
0,45 um pérusméret

v

Blokkolas 5% BSA TBS-T pufferben (0,5-1 6ra; szobahémérsékleten)

mosas (TBS-T, 3 x 5 perc)

v

anti-dezmin D33 (Dako Denmark A/S)

Jeloles — elSOdleges antitest 1:1000 higitas, 0,5 6éra szobahdmérsékleten

mosés (TBS-T, 3 x 5 perc)

v peroxidazzal konjugalt anti-nyul IgG
Jelolés — masodlagos antitest (Sigma A0545)
1:1000 higitas, 0,5 6ra szobahdmérsékleten

mosas (TBS-T, 2 x 5 perc, TBS, 5 perc)

v

Festés, elohivas NiCl,-DAB

11. abra: Immunoblot a dezmin specifikus kimutatasara.

illetve MgCl,-imidazol koktéllal indukaltuk. Az AFM-es mérésekhez a sziikséges
higitast a polimerizaldo koktéloknak megfeleld kationt tartalmazé higité oldatokkal
végeztiik. A NaCl végkoncentracidja 143 mM, mig a MgCl, végkoncentracidja 3,5 mM

volt a higitasok soran. Az oldatok pontos dsszetétele a mellékletben talalhato.

3.5. Dezmin polimerizacios kinetikajanak vizsgalata

A polimerizaciot megel6z6 abszorpcids spektrumfelvétel utan 200 pl dezminhez
40 pl imidazol-HCI (pH 7; 30 mM torzsoldat) + 4.8 ul MgCl, (0.1 M tdrzsoldat)
polimerizal6 koktélt adva 320 nm-es hulldmhosszon, 25 OC-on két 6ran 4t mértik a

dezmin fényszoras-valtozasat. A méréshez az utolsé dializishez hasznalt Na-bikarbonat
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oldat 200 pl-ét hasznaltuk vakként, melyhez 40 pl imidazol-HCI (pH 7; 30 mM) + 4,8
ul MgCl, (0,1 M) oldatot adtunk.

3.6. Dezmin pasztazasa és nyujtasa AFM / MFP-vel

Az egyedimolekula-manipulacios kisérleteket az Asylum Research MFP-1D (csak
molekuldk nyuQjtasdra alkalmas berendezés), illetve Asylum Research MFP-3D
(pasztazd és vertikalis lizemmodu) atomerd mikroszkopjaval végeztik (Asylum
Research, Santa Barbara, CA, USA). Kisérleteinkben a dezmint csillam, iiveg
(targylemez), valamint APTES-el  (3-amino-propil-trietoxi-szilan)  szilanizalt
targylemez-felszinre cseppentettiik, tiz percig szobahémérsékleten inkubaltuk. A nem
kotodott molekulakat desztillalt vizzel mostuk le, majd nitrogéngazzal széritottuk a
csillamfelszint a szarazon torténd pdasztdzdshoz. Folyadékkozegben tortént
vizsgalatoknal a mosast a higitashoz hasznalt NaCl-imidazol, illetve MgCl,-imidazol
oldatokkal végeztiik, s ezeket hasznaltuk kozegként a pasztazas, illetve a mechanikai
manipulacié soran. A vizsgalatokat a kovetkezo lizemmodokban végeztiik: mechanikai
manipulacié sordn ,.contact” lizemmodot, mig pasztazashoz ,,AC - Tapping” eljarast
hasznaltunk. Utobbi esetben a pasztazast jellemzOen magas set-point referenciaértékek
mellett végeztiikk (0,8-1,2 V), hogy ezzel elkeriiljiik a rugélapka hegyének mintaval
torténd szennyezOdését, igy biztositva a megfelelden magas képi részletességet. Az

altalunk hasznalt rugolapkak f6bb mechanikai paraméterei:
a) szarazon torténd pasztazas esetén: AC160TS (Olympus), rezonanciafrekvencia
~300 kHz, tiijének gorbiileti sugara ~10 nm, anyaga szilicium-nitrid (SizNa),
b) folyadékban torténé pasztazas esetén: BioLever, lever ,,A” (Olympus),
rezonanciafrekvencia ~35 kHz, tiijének gorbiileti sugara ~30 nm, anyaga

szilicium-nitrid (Si3Ny).

Jellemzden 512x512-pixel vagy 1024x1024-pixel méretii képeket regisztraltunk,

0,7-1,4 Hz kozotti sorfrekvenciaval.

3.7. Insitu AFM

A pésztazassal készitett topografikus kép alapjan a felszin kivalasztott pontjan

mechanikai manipulaciot végezhetink az MFP (vertikdlis) ilizemmodddal, igy
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lehetdséglink van az altalunk vizsgalni kivant bioldgiai minta egy adott részletébdl
mechanikai, rugalmas informaciot nyerni, azaz nagyban ndvelhet6 a mechanikai
manipulacid szelektivitasa. A moddszernél kivanatos, hogy a mechanikai manipulacié
folyadékfazisban torténjen, pufferelt, iondsszetételében allandd kozeget biztositva a
vizsgélt bioldgiai mintanak. Ennek megfelelden a rugélapkdnak a pasztazast is
folyadékfazisban kell végeznie a manipulalas eldtt és utdn. Mivel folyadékban a
rugolapka rezonanciafrekvencidja  lecsokken a  szabad levegébn  mérhetd
rezonanciafrekvencidjadhoz képest (csillapitott rezgés a folyadékban), a felbontas
rosszabb lesz a csillamfelszinen tortént pasztazasénal, illetve a jel/zaj viszony javul a
csillapitas miatt, a miszer kevésbé érzékeny a kiilsé6 mechanikai vibraciokra. A mintat
(rendszerint 10-20 pul) hordozéra cseppentettiik, s tiz perc inkubacié utan Na*-0s, vagy
Mg?*-o0s higitd oldattal mostuk le a ki nem tapadt molekuldkat, s a teljes rendszert

(beleértve a rugodlapkat is) folyadékcseppbe martottuk.

3.8. Dezmin filamentumok szétbontasa kémiai Gton

Az esetlegesen aggregalddott dezmin filamentumok egymastdl torténd
szétvalasztasat Triton X-100 nemionos detergenssel végeztiik, melyet a polimerizacid
soran alkalmazott kationnak megfeleld higitd oldattal 0,1%-os végkoncentracioig
higitottuk.

Alkalomszertien sor keriilt a mar polimerizalt dezmin ciklusos szét- illetve
Osszeszerelésére, melyet 6M uredval (pH 7,5, 4°C) szemben torténd tobblépéses (3 x 2
ora) dializissel, majd azt kdvetd polimerizéalassal értiink el.

A dezmin filamentumok szerkezetének fellazitasat foszfatkezeléssel végeztiik
(Aebi ¢és mtsai, 1983). Na-foszfat puffert (pH 7,5) alkalmaztunk 5 mM
végkoncentracioban, melyet vagy oldatban higitott dezminnel reagaltattuk, vagy a mar
hordozofelszinre kitapadt dezminen végeztiik helyben a foszfatkezelést. Utobbi esetben
a kitapadt molekulakat fed6 pufferoldatot cseréltiik le S mM (pH 7,5) Na-foszfatra. Az
inkubacio jellemzdéen 1 perctdl 1 oraig tartott.

A filamentumokat kémiai uton kétértékli kationokra specifikus kelatorokkal
kezeltiik: a Ca®* ionokra joval specifikusabb EGTA-t 40 mM koncentracioban

alkalmaztuk egészen 21 napos inkubdacios 1d6n at, mig a Mg2+ irant nagyobb affinitast
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mutatd6 EDTA 16 mM koncentracidval jellemzden 2 6ran at keriilt alkalmazésra. Az
inkubécio soran valamennyi oldat pH-jat imidazollal allitottuk be 7,4-re.

Valamennyi kezelést kovetden a mintak 20 ul-ét frissen hasitott csillamfelszinen
inkubaltuk 10 percig, desztilldlt vizes mosast és nitrogéngazzal torténd beszaritast

kovetden szarazon pasztaztuk le AFM-mel.

3.9. Elektronmikroszképia

crer

mintakat hasznaltunk. Ivlampas gerjesztést alkalmazé vakuumgézold segitségével
finom szénszemcsékkel bevont targytartd racsra vittiik fel a vizsgalandé mintat, melyet
rendszerint 1%-os uranil acetattal, vagy 2%-os foszforwolframsavval festettiink
negativan. A negativ festési eljards lényege, hogy a preparatum mélyedéseibe, a dezmin
filamentum ala és mellé jutd festék beszarad, mig a kiemelked6 részek nem festédnek.
Ezzel a modszerrel az AFM-nél sokkal pontosabban jellemezheték a filamentumok
szélességi  paraméterei.  Mintainkat ~ Hitachi 7100  tipusGi  transzmisszios
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (Hitachi, Ltd. Tokyo, Japan), az alkalmazott
gyorsitofesziiltség 80 kV, a felvételeket 60 000 — 80 000-szeres nagyitds mellett
készitettiik.

3.10. Képanalizis

Az AFM vezérlését az Igor Pro 6.03 program kezeldfelilletén végeztik. Az
erdgorbékre a Wormlike Chain (WLC) polimermodellt Igor Pro ald szerkesztett
kiegészitd alkalmazéassal az (1) egyenlet alapjan illesztettilk. A statisztikai elemzés
szintén Igor Pro-val tortént, az adatokat Microsoft Excel 2010 programba exportaltuk. A
hisztogramokat és a spektrumokat Microsoft Excel 2010 programmal abrazoltuk. A
polimerizacids kinetika elemzéséhez KaleidaGraph 4.0 programot, mig a képanalizishez
Image)] 1.43 programot hasznaltunk. A fliggvények illesztését, ezaltal a

perzisztenciahossz meghatarozasa IgorPro és KaleidaGraph programokkal tortént.

Az AFM segitségével késziilt képeken az atlagos filamentumhossz (h)

meghatdrozasahoz egy tetszdlegesen kivalasztott, egyediil all6 filamentum kontarja
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mentén tobb ponton mértilk a felszin és a filamentum felsd hatdra kozti
magassagkiilonbséget, majd azokat atlagoltuk. A filamentumok tényleges hosszat az

AFM-tii és a minta konvollcioja miatt az alabbi korrekcioval végeztiik (12. abra).

rugolapka tiije

ellapult filamentum
keresztmetszete

/ w

r
r-h

12. abra: Ellapult filamentumok korrigalt szélességének meghatarozasa az
AFM-felvételek elemzésével.

A filamentum tényleges szélessége (W) a filamentum AFM képen mutatott
keresztmetszeti képének félmaximalis magassaganal mért szélességébdl (full width at

half maximum, FWHM = A) a (6) egyenlet szerint szamithato.
w=A-2c, (6)

ahol ¢ egy korrekcios faktor, mely az alabbiak szerint szamithato:

c=~N2rh—h*, (7)

A korrekcios faktor figyelembe veszi a mérés soran alkalmazott rugélapka tiijének
geometriai paramétereit is. A nagy feloldoképesség miatt a méréseinkhez AC160TS
rug6lapkat hasznéltunk, a korrekcios szamitasokhoz pedig a rugdlapkanak az Olympus

altal gyarilag megadott gorbiileti sugarat hasznaltuk: r =9 + 2 nm.

A hajlitdbmerevséget jellemzd perzisztenciahossz meghatarozhaté a felszinre
adszorbealodott filamentumok geometriai orientacio-eloszlasa alapjan is, amennyiben
feltételezziik, hogy a filamentumok felszini (2D) elhelyezkedése hiien tiikrozi az
oldatbeli orientaciot, azaz a regisztralt AFM-es kép az oldatbeli haromdimenzios
orientacio kétdimenzids ,,lenyomata”. A perzisztenciahossz (P) tehat meghatarozhat6 a
filamentum atlagos négyzetes vég-vég tavolsaganak, illet6leg kontarhosszanak (L)

ismeretében a (8) egyenlet szerint (Rivetti és mtsai, 1996).

(R) =4PL(1—ZTP[1—e2LPD. (8)
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A perzisztenciahossz segitségével egy adott polimerre jellemzé makroszkopikus
mennyiségek is meghatarozhatok, ha feltételezziik, hogy az adott polimer homogén test.
Az anyag hosszanti nyujthatosagat jellemzé rugalmassagi, vagy Young-modulus (E),
illetve az oladliranyu nyujthatésagot, lehajlitast jellemzé masodrendli nyomaték (I) az

alabbi Osszefiiggéssel szarmaztathato:

P=—1, 9)

ahol kg a Boltzmann alland6 és T az abszolit hémérséklet. Mivel méréseinket
szobahdémérsékleten végeztik, igy az egyenletbe 293 K értéket helyettesitettiink. A
masodrendli nyomaték egy kor-keresztmetszeti rad esetében:

72_{114

="
64

: (10)

ahol d a filamentum atméréje (Aebi és mtsai, 1983).
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4. Eredmények

4.1. Dezmin izolalasa

A fehérje izolalasa soran az egyes lépések sordn eltett mintakrol késziilt SDS-
PAGE elektroforetogramok lathatok a 13. és 14. abran. A gélek sz€lsé zsebeiben 5,
illetve 10 pul SDS-6H molekulasuly-standard futott (a standard fehérjekomponenseinek

molekulastly-értékei a gélben torténd helyzetiikknek megfelelden van feltiintetve).

13. abra: A dezmin preparalasa: ,,1” jelzésti zsebeken 10 ¢és 20 pl zaza-
homogenizatum, a ,,2” zsebekben 10 és 20 pl mosott és centrifugalt pellet, a ,,3”
zsebeken 10 és 20 ul KI-os extrakco pellete, a ..4” zsebeken 10 és 20 ul etanolos

OD,g
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0.7 -

06

05 -

04 -

03 -

0.2 -

0.1

oA
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29 kDa \
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14. abra: A DEAE-Cellul6z oszloprol elualt frakcidk fényelnyelése és a beldliik
készitett SDS-PAGE elektroforetogramok
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A 13. abran lathatd, hogy az izolalas soran a
dezmin feldusult (,,4” zseb, 53 kDa), azonban a miozin
(200 kDa koriil) és aktin (42 kDa), mint f6 szennyez6k
megmaradtak. A gélszlirést ¢és az anioncserés
kromatografiat (DEAE-Celluloz) kdovetéen ezektdl a
szennyezOktol javarészt megszabadultunk.

A 14. abran az anioncserés kromatografia soran
a frakciok 280 nm-en detektalt fényelnyelése, és a
frakciokbol késziilt elektroforézis eredménye lathato. A
35-65. frakciokat parosaval vittiik fel két gél zsebeibe,
melyek képét szamitogéppel illesztettiik egymas mellé.

15. abra: A dezminminta

denzitogramja

A gélen ¢és a kromatogramon egyarant jol elkiiloniil a

dezmin (39-43-as frakciok) €s a miozin nehézlanc (57-

61). A 39-43-as frakciok egyiittese képezte a dezminmintat (15. abra). A gélt

szamitogépes programmal feldolgozva a mintdk atlagosan 97 %-os tisztasagiinak

adodtak. A fehérje koncentracidja Bradford Assay alapjan 1,37 mg/ml.

4.2. Immunoblot

A dezmin monomerek specifikus kimutatasara a 13. dbran bemutatott gélrdl vittiik

at a fehérjéket egy nitrocelluloz membranra, majd dezmin monomerre specifikus

¢

16. abra:
Immunoblot a
dezminen

monoklonalis antitesttel jeloltiik meg a fehérjéket. A jelolés
eredményességét egy az elsd antitestre specifikus
masodlagos antitesttel vizsgaltuk, melyhez kovalensen kotott
peroxiddz enzim feketés szinreakcidt eredményezett a NiCly-
DAB szubsztraton (16. abra). A membran jobb oldalan a
ceruzaval berajzolt vizszintes vonalak az SDS-6H
molekulasuly-standard  komponenseinek helyét jeldlik,
melyek specifikus immunreakcid hianyaban nem latszédnak
a membranon, de el6zdleg Ponceau-S festékkel ideiglenesen

festddtek.
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4.3. A dezmin polimerizacidja

A 320 nm-en végzett fényszorasméréssel (17. abra) készitett gorbén lathatd a
polimerizéci6 exponencialis kinetikdja, melyre az

y=m, +m, (1—e‘”‘3x) (11)

egyenletet illesztettiik, ezt mutatja a piros gorbe. Az egyenletben szereplé m; a minta

fényszorasa a t=0 id6pontban (y-tengelymetszet), m, az exponencialis kinetika

0.045

0.04 ol S

320

Q" 0.035 i
)
0.03

0.025
0 3000 6000

idé (s)
17. abra: A dezmin fényszorasvaltozasa 2 6ras polimerizaci6 alatt

amplitadoparamétere, mig az ms tag a reakcid sebességi allandoja = 0,0012 s™. Ennek
megfelelden a polimerizacié iddéallanddja ~800 s, igy nagyjabol 1 ora elteltével mar

csaknem teljes a polimerizacio. Igy a filamentumok vizsgalatdhoz célszerii legalabb 1

0.3

0.25
8

g 0.2
=

£ o015
o
2

e 0.1
<

0.05

0

260 280 300 320 340 360

hullamhossz (nm)

18. abra: A dezmin spektruma a polimerizacio elott (kék gorbe), és a
polimerizacio6 utan (piros gorbe)

35



DOI:10.14753/SE.2012.1779

oran at polimerizalni a dezmint. A polimerizaciot kdvetdéen a dezmin spektrumaban a
300 nm felett megnovekedett OD értékek a filamentumok szamanak, és ezzel azok

fényszorasanak novekedésével kapcsolatosak (18. abra).

4.4. Dezmin filamentumok morfologiaja AFM-mel

A dializalt dezmin polimerizaciojat NaCl-imidazol, illetve MgCl,-imidazol

pufferekkel végeztikk. A polimerizacié inditasat kovetéen 20 pl mintat cseppentettiink a

hordozoéfelszinre, majd a nem kotddott filamentumokat desztillalt vizzel mostuk le,

19. abra: a dezmin NaCl indukalt polimerizacioja. Az egymast kovetd felvételek 1
perc, 20 perc, 2 ora és 2 nap polimerizaciot kovetden késziltek.
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tizemmodot hasznaltunk, azaz a pasztazas soran nagy rezonanciafrekvenciaval rezgettiik
a rugoblapkat a felszin kozelében. Mivel ilyenkor nem alakul ki jelentds kolcsonhatas a
tl hegye ¢€s a felszinen levé molekula kozott, igy ez a modszer kivaldan alkalmas puha
biologiai mintak vizsgalatara. NaCl hozzdadasaval inditva a polimerizaciot, perceken
beliil megjelennek a filamentumok (19. abra). A polimerizacioban és a morfologiaban
nem tapasztaltunk lényeges kiilonbséget a NaCl-dal, illetve MgCl,-dal kezelt mintak
esetén. A filamentumok hossza 100 nm ¢és 1,6 um kézott multimodalisan oszlik meg, az
1 um-nél révidebb filamentumok eléfordulasa jellemzdéen gyakoribb (20. abra a). Az
AFM-mel késziilt képek alapjan mért filamentum atmérdk normal eloszlast kozelitenek

60 nm koriili varhato értékkel (20. abra b).

a) b)
14 10
12 1 ]
8 -
10 — L
=y =
2 8- 2 67
S - S L
% 6- 3
> = 4
&) — &
4 -
2 -
2 | —‘
0 | | I 0 I I
500 1000 1500 40 50 60 70 80 90
filamentum hossz (nm) filamentum atmérd (nm)

20. abra: A pasztazott képek alapjan mért filamentum hosszok és atmérok

4.5. A dezmin rugalmas erdovalaszanak mérése

20 pl polimerizalt dezmint 10 percig inkubdltunk a hordozofelszinen, majd mosast
kovetden higito pufferben MFP-1D berendezéssel regisztraltuk a dezmin rugalmas
erdvalaszat. A dezmin molekuldkat nemspecifikusan az MFP-rugolapka végén levd
tiivel fogtuk meg, majd feszités-relaxacid ciklusokban manipulaltuk. A mérés sordn a
molekulaban kifejlodé rugalmas erét néztik a megnyulas fliggvényében, az adatokat
grafikusan &brazoltuk, majd elemeztiik. A megnyuléds a felszin és az AFM tli kozotti

tavolsagot jelenti, ami a gyakorlatban a megfogott molekulakoteg vég-vég tavolsagaval
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egyenld. Négyféle, egymastol eltérd, jellegzetes mechanikai valaszt regisztraltunk a

manipulacié soran, ezek pedig a kovetkezdk voltak: 1) csticsok a nyujtas kezdetén, 2)

. a) 1. csucsok b) 2. plato
ZI;ON) a nyujtas kezdetén
500 — .
€ro
400 - (pN)
300 300 -
200 — 200
100 - 1997
0- 07
T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 0 20 40 60
molekulahossz (nm) molekulahossz (nm)
c) 3. cstuicsok d) 4. nemlinearis
a platokon rugalmassag
erd erd
(pN) (pN)
100
80
60
40
20
0 -
-20 4
-40

0 20 40 60 80 100 120 140 160 O 20 40 60 80 100

molekulahossz (nm) molekulahossz (nm)

21. abra: A dezmin jellegzetes molekulahossz-rugalmas er6 fliggvényei.

allandé nagysagu erd mellett tapasztalt megnytlds, mely az erdgorbéken ,,platd”
formajaban jelentkezik, 3) a platokra szuperponal6édé csucsok, 4) nemlinearis
rugalmassag (21. abra). Gyakran fordult el a fenti alapjelenségek komplex
kombinacioja egyazon feszités-relaxacios ciklus soran is. Egy jellegzetes

molekulahossz-er6 fliggvény grafikonja egy teljes huzasi ciklust abrazol: a kék gorbe
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mentén a molekula huzasa tortént, mig a piros gorbe a visszaengedést mutatja. Az elsd
csicssorozat a gorbe felszallo szaran rendszerint a rugdlapka és a hordozofelszin
kolcsonhatasanak eredménye, mig a tovabbi csucsok jellemzéek a megnyujtott
molekula bels6 szerkezeti atmeneteire, vagy jelezhetik a felszint boritd
molekulahalmazbol a huzas hatasara kiszakadd egyedi molekuldkat. A mechanikai
manipulacié soran gyakori jelenség volt, hogy a huzas és visszaeresztés soran mért erék
azonos megnyulas mellett kiilonboztek, azaz a mechanikai rendszer mas utat jart be a

két esetben (erdhiszterézis).
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a) b) ] = Kontroll
—P
15 — v
| |
Upmp
s , 10 -
ZQ_ csucs-tavolsag |
[
2 5 v
0 | 1
50 nm 0O 20 40 60 80 100
csucs-erd (pN)
25 35
c) - = Kontroll d) @ Kontroll
| 25 —
15 — Bl 20 -
[
10 4 15 —
10 ]
5 — B v 5 |
—
0T 1 1 | 0 !
0 10 20 30 40 o 1 2 3 4 5 6
kezdeti cstics-tavolsag (nm) kezdeti csticsok szama

22. abra: Erévélaszok a dezmin filamentum nyujtasanak kezdetén. Kontroll:
polimerizalt dezmin, P;: foszfatkezelt dezmin.

4.5.1. Csuhcsok a nyujtas kezdetén

A nyujtds kezdetén megfigyelhetd csucsokat egy atmeneti, viszonylag révid
platoként definidltuk, mely egy fokozatosan felfuto, illetve egy fokozatosan csokkend
szakaszu erdvalaszt jelent a nyujtas kezdetén (22. abra a). A nyujtas kezdeti csucsok

fontos kritériuma volt az erévalaszhoz kapcsolodd megnyulés: ennek maximalis értékét
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az ULF hosszaban (60 nm) hataroztuk meg (Herrmann és Aebi 2004; Kreplak és mtsai
2004). Az analizis soran a csucs-tavolsag, a cstucshoz tartozd erd, illetve a
megfigyelhetd csucsok szama alapjan hisztogramokat készitettiink. Az elemzés soran
vizsgaltuk, hogy a gyakorisagi eloszlas hogyan valtozik foszfatkezelés (P;) hatasara, itt
az ¢érett, polimerizalt dezmin filamentumokat tekintettiik viszonyitasi alapnak. Az
erdvalasz nagysaga, illetve a kozben mért megnyulas kozott nem talaltunk korrelaciot,
igy feltehetéen a két paraméter egymastol fiiggetleniil alakul. A nyuajtas kezdetén mért
maximalis erd multimodalis eloszlast mutat (22. dbra b), nagyjabol 22, 44 ¢és 60 pN
értékek fordultak el6 a leggyakrabban. A nyujtas kezdetén tapasztalt hossznovekmény is
multimodalis eloszlast, 11, 22, 33 nm korili helyi maximumokkal (22. abra c). A
kezdeti er6atmenetek szama leggyakrabban kettének adodott egy huizasi cikluson beliil,
de egyetlen esetben sem tapasztaltunk 4-nél t6bb csucsot egy ciklus soran (22. abra d).
Foszfatkezelés hatidsara a kezdeti csucs-tavolsag a kisebb értékek irdnyaba tolddott,
illetve atlagosan nagyobb szdmu csucs volt tapasztalhatdo az egyes huzasi ciklusok

soran.

4.5.2. Eréplatok analizise

A dezmin mechanikai manipuldcidja sordn megfigyelt masik jelenség az
ugynevezett ,platd” (23. abra). llyenkor a rugélapka tijével megragadott
molekulakdteg nyljtasa sordan fellépd erd konstans értéken marad, majd bizonyos
megnyulds elérése utdn hirtelen lecsokken. Egy erdatmenetet abban az esetben
tekintettiink platonak, amennyiben a visszaengedési gorbével parhuzamos, nem mutat
jelentds er6fluktudcidkat, illetve nincsen felfutd / lefutd szara, hanem az erd hirtelen
lecsokken a platd végén. A platok analizise soran a platomagassagot (AF) és a plato
szélességét vizsgaltuk (23. abra a). Gyakran tapasztaltunk 1épcsdzetes erdvalaszt is, ahol
tobb platd szekvencialisan kovette egymast. A platomagassag €s platoszélesség kozott
az érett dezmin filamentumok esetében nem mutatkozott korrelacio (23. abra b), azaz a
platohoz tartozo erd fiiggetlen az erévalasz soran mért megnyulastol. A platomagassag
hisztogram multimodalis eloszlast mutat, a csticsok rendre 13, 26, 39 és 52 pN erdknél
jelentkeznek (23. abra c). A platoszélesség-eloszlas is multimodalis, a csticsok 12, 24,
36 és 48 nm koril figyelhetok meg. Na-foszfat jelenlétében sem a platomagassag

eloszlasa, sem pedig a platdszélességhiszogram nem valtozott meg jelentdsen.
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Kiemelend6 azonban, hogy foszfatkezelés esetén az erdplatdk jellemzden joval
ritkabban fordulnak elé, ennek megfeleléen mind a platomagassdg, mind pedig a

platoszélesség hisztogramok értékelése fenntartasokkal kezelendd.
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23. abra: Eréplatok a dezmin nytjtasa soran. Kontroll: polimerizalt dezmin, P;:
fosztatkezelt dezmin.

4.5.3. A platékra szuperponalédo csucsok elemzése

Amennyiben a mar kordbban emlitett, felfutd és lefutd éllel jellemezhetd
erdvalasz Osszességében 60 nm-nél hosszabb megnyulassal jar, azaz a megnyujtott
molekula hossza meghaladja az ULF hosszat, akkor erOplatora szuperpondlodo
csucsként vettilk figyelembe. Hasonldan a nyujtds kezdetén észlelt cstcsokhoz, a
platdkra szuperponalddd csucsok esetén is mértiikk a csucshoz tartozo erdt, azonban
mivel itt a csticsok egy mérhetd szélességli platora szuperponaldodnak, nem az egymast

kovetd csucsok tavolsdgat, hanem a platora szuperponalddd csticsok szélességét
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elemeztiik (24. abra a). Hasonléan a korabbiakhoz, a cstcsok szélessége, illetve a
csticshoz tartozd maximalis eré6 nem korreldltak egymassal (24. abra b). A cslicsok
sz¢élességének gyakorisaga 8, 16 és 24 nm-nél mutatott halmozddast (24. dbra ¢), mig az

er6k esetében 25, 50 és 75 pN-os lokalis maximumokat talaltunk (24. abra d).
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24, abra: A platdkra szuperponalddo csucsok analizise. Kontroll: polimerizalt
dezmin, P;: foszfatkezelt dezmin.

Foszfatkezelés hatasara a platora szuperponalodo csticsok szélessége a kisebb értékek
felé tolodott el, viszont a maximalis erd eloszldsa nem valtozott lényegesen a

kontrollhoz képest.

4.5.4. Nemlinearis rugalmassag a nyujtas soran

Nagyobb, jellemzéen 200 nm feletti megnyulas esetén nemlinearis, flirészfog-
szer(l, 1smétlddd erdvalaszokat regisztraltunk. Ez a flirészfog-mintazat rendszerint olyan
polimerlancok nytjtasakor jelentkezik, melyeknél a konturhossz hirtelen 1épésekben
novekszik a nyujtds soran. A nemlinedris rugalmassag altalunk meghatdrozott

kritériuma egy nemlinearisan emelkedd erdvalasz, amely a maximalis értékének elérését
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kovetden hirtelen lecsokken tovabbi eréatmenetek nélkiil (25. abra a). A flirészfogak a
dezmin megnyujtasakor gyakran eréplatokra szuperponalodtak. A flirészfogakhoz
tartozo er6 multimodalis eloszlast mutat, 30 pN-os elemi erdvel, valamint annak egész
szamu tobbszoroseivel (25. abra b). Foszfatkezelés hatasara a nemlinearis erévalasz
nagysaga atlagosan a kisebb erdk irdnyaba tolodott. Az eréhatasra bekovetkezd
kontarhossz-névekmény (AL) inkabb bimodalis, 12 és 24 nm-nél mutat halmozddast
(25. abra c), mely foszfat jelenlétében az alacsonyabb, 12 nm-es cstcs iranyaba tolddott.
A mechanikai manipulacioé soran a molekulaban kifejlédé maximalis erd tobb szaz pN
is lehet. Az nemlinearis er6valasz tovabbi analizise soran gorbéinkre a féregszer, vagy
Wormlike Chain (WLC) polimer modellt illesztettiik. A modellt leird hiperbolikus
egyenlet (1) a 25. abran bemutatott gorbe leszalld szaranak hordozofelszinhez kozeli
részére jol illeszkedik (fekete gorbe), azaz a molekula mechanikus viselkedése ebben az

erbtartomanyban jol kozelitheté a WLC polimer modellel. A molekula vég-vég
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25. abra: Nemlienaris erévalasz a dezmin nyujtasa soran. Kontroll: polimerizalt
dezmin, P;: foszfatkezelt dezmin.

hosszanak (megnyulds), illetve a molekula nyujtasahoz sziikséges erdnek az

ismeretében az (1) egyenlet felhaszndlasaval lehetdségiink van a molekula kontarja
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mentén mérhetd un. kontirhossz és a molekula hajlitomerevségét jellemzo
perzisztenciahossz meghatarozasara. A kontirhossz-hisztogram alapjan megallapithato,
hogy maximalisan akar 800 nm hosszisagu dezmin molekulat is sikeriilt megnyujtani
(25. abra d), az atlagos kontirhossz a manipulaciok soran 338 nm-nek adodott (£116
nm SD). A perzisztenciahossz eloszlas er6sen az alacsonyabb értékek iranyaba tolodott,
az eloszlds modusza 0,4 nm korili értéknek adodott a kontroll esetben, mig
foszfatkezelt filamentumok esetében ennél is kisebb értékek voltak tapasztalhatok. A

legnagyobb mért értékek 3 nm felettiek voltak.

4.6. In situ AFM egyedi filamentumokon

Annak érdekében, hogy azonositsuk, milyen molekularis struktira felelds a

nyujtas el6tt

nyujtas utan

O >

26. abra: In situ AFM a dezmin filamentumokon.
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rugalmas erdvalaszért és a szerkezeti atmenetekért, az MFP-3D 4ltal készitett
topografikus kép kivalasztott pontjan mechanikai manipulacidt végeztiink az éppen ott
levé bioldgiai mintan a rugoélapka vertikalis mozgatasaval (AFM és MFP kombinacidja)
(26. abra). A modszer alkalmas arra, hogy a manipulalas utan a filamentumban beallt
jelentésebb szerkezeti valtozasokat megmutassa. A manipulaciot megeldzden, és azt
kovetden késziilt képekbdl a mechanikai perturbacié mértékére kovetkeztethetliink. A
mechanikai manipulaciot megelézden késziilt képen szamozott nyilhegyek jelolik a
késdbbi mechanikai manipulaciok helyeit (26. abra a). A nyujtas utan késziilt képen (26.
abra b) csak a két korrel jelzett helyen lathato a teljes filamentum keresztmetszetére
kiterjedo feloldhaté folytonossaghidny, jollehet valamennyi manipuldlt teriiletrdl

rugalmas, komplex erdvalaszt nyertiink.
4.7. Perzisztenciahossz a geometriai orientacio-eloszlas alapjan
A 10 perces inkubacios 1d6 alatt a csillamfelszinre adszorbealddott dezmin

filamentumok vég-vég hosszanak, illetve kontirhosszanak ismeretében lehet6ség nyilik

a (8) egyenlet felhasznalasaval a teljes dezmin filamentumra jellemz6 rugalmassagi

0 1 2 3 4

kontarhossz (pm)

27. abra: A dezmin filamentum perzisztenciahosszanak meghatarozasa a felszinre
adszorbealdodott filamentumok vég-vég hosszanak és konturhosszanak ismeretében

paraméter, a filamentum perzisztenciahosszanak (P) meghatarozasara. Az atlagos
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négyzetes vég-vég tavolsag (R), illetve a kontarhossz (L) kozotti exponencialis
fliggvény alapjan a teljes filamentum becsiilt perzisztenciahossza ~0,45 um-nek adddott
(27. abra).

4.8. Dezmin filamentumok kémiai szétszerelése

A Mg* ionok jelenlétében bepolimerizalt, érett dezmint 6M ureas dializisnek,
1%-0s Triton X-100 nemionos detergenssel torténd kezelésnek, valamint 40 mM EGTA
¢s 10 mM EDTA kezelésnek tettiik ki (28. abra). 6M ureaban torténé 2 6ras dializis

6M urea (2 oras dializis) 1% Triton X-100, 5 nap

40 mM EGTA, 9 nap 10 mM EDTA, 30 perc

28. abra: Detergensek és kationkelatorok hatasa a dezmin filamentumokra

teljesen szétbontotta a kordbban jelen levd filamentumokat, a csillimfelszint nagy

aranyban 40-50 nm-es globularis képletek boritottak (28. abra a). 1%-0s Triton X-100
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nemionos detergenssel tobb napon at kezelve a filamentumokat, nem tapasztaltunk az

«yey

viszont a Tritont nem tartalmazé mintakban jellemzden el6fordulé dezmin

e

cres

Kétértékii kation-kelatorok jelenlétében a kisebb szamban jelen levé dezmin
filamentumok mellett, azoknal joval alacsonyabb, illetve kisebb atmérdji fibrillaris
szerkezetek jelentek meg. A Ca”* ionokra specifikusabb EGTA esetében (K¢=°'%, 20°C,
pH=7,4 = 60,5 nM) tobb napos inkubdaciora volt sziikség, hogy megjelenjenek a
fibrillaris struktarak (28. abra c). A Mg?" ionokra specifikusabb EDTA esetében
(KgP™, 20°C, pH=7,4 = 2 nM) mar kisebb koncentracié alkalmazasakor is perceken
beliil nagyon rovid fibrillumok tiintek fel a dezmin filamentumok mellett (28. abra d). A

crer

es képek segitségével.

4.8.1. EGTA-kezelésre megjelené fibrillaris struktirak morfolégiaja

A nagyobb nagyitasi AFM-es képen 9 napos 40 mM EGTA kezelést kovetden
abrazolodnak a dezmin filamentumok ( 29. abra a, fehér nyil), illetve jol elkiiloniilnek a
dezmin filamentumnal laposabb és keskenyebb fibrillaris strukturak (29. abra a, fekete
nyil). Annak ellenére, hogy a legtobb strukturaviszonlyag rovid, néhany szdz nm-es
konturhossz, akar 1 pm hosszasagh fibrillum ot is talaltunk (29. abra c, fekete nyil).
Gyakran megfigyelhetd volt, hogy ezek a vékony, alacsony fibrillumok egy vastag
dezmin filamentumbol tekeredtek ki (29. abra b). Annak érdekében, hogy kizarhassuk a
tobb, akar 21 napos inkubacid esetén esetleg felmeriild proteolizist, SDS-PAGE
eljarassal meggy6zddtiink arrdl, hogy a fibrillaris struktirat tartalmazé minta nem
tartalmaz fehérjefragmentumokat (EGTA, 21 nap), hanem a dezmin monomer
molekulastlyanak megfelelé helyen (DES) tiinik fel az elektroforetogramon (29. abra
d). A fibrillumokat €s a dezmin filamentumokat magassaguk, illetve az AFM-es kép
alapjan mért szélességiik alapjan Osszehasonlitottuk. Egyetlen dezmin filamentum
kontarja mentén magassagprofil-képet készitve az atlagos magassag 2,45 nm (30. abra

a), ez Osszhangban van mas kutatok vimentin intermedier filamentumokon végzett
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filamentum

200 nm

EGTA
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29. abra: Dezmin filamentumok kezelése 40 mM EGTA-val, (9 nap inkubéacio).
Az abran fekete nyilak mutatnak a fibrillaris struktirdkra, mig fehér nyil mutat a
dezmin filamentumra.

AFM-es magassagmérési eredményeivel (Kreplak és mtsai, 2008). A dezmin
filamentum kontirja mentén azonban jelentds magassagi fluktudcio figyelheté meg,
ennek variancigja 0,607 nm’nek adodott. Ezzel szemben a fibrillumok joval
laposabbnak tlintek (30. &bra a: 0,3 nm), illetve rajuk nem volt jellemzd a
filamentumnal tapasztalt magassagi fluktuacié. Az érett dezmin filamentumok
magassaga atlagosan 2,32 nm (SD=0,40 nm, n=87), mig a fibrillumok atlagos
magassaga 0,3 nm (SD=0,03 nm, n=101) (30. abra b). A filamentumok AFM-es kép
alapjan meghatéarozott latszdlagos szélessége (A) 62,3 nm (SD=6,71 nm, n=38), mig a
vékony fibrillumok hasonl6 paramétere 30,05 nm (SD=3,76 nm, n=44). A latsz6lagos

sz€lesség az AFM tii és a minta konvollciéja miatt korrekcidra szorul, igy a (6)
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30. abra: EGTA-kezelést kovetden megjelend fibrillaris struktirdk és a dezmin

crer

egyenlet segitségével korrigalt valos szélesség (W) a dezmin filamentumok esetében

50,6 nm, mig a fibrillumok esetében 25,52 nm.

4.8.2. Fibrillumok rugalmassaga a geometriai orientacié-eloszlas alapjan

A csillamra kitapadt dezmin filamentumok esetében elvégzett geometriai
orientacio-eloszlas analizist elvégeztik az EGTA-kezelt fibrillumokon. Az atlagos
négyzetes vég-vég hossz (R) és kontarhossz (L) ismeretében a fibrillumok
perzisztenciahossza 0,05 um, mig a (9) egyenlet alapjan becsiilt Young-modulus 10,6
MPa (31. abra a). Az EGTA- és EDTA-kezelt fibrillumok esetében a kontirhosszak
eltéronek adodtak, az EDTA kezelés hatasara jellemzden nagyon rdvid fibrillumok

keletkeztek mar nagyon rovid inkubdcios id6 utdn (26. dbra d). A multimodalis

49



DOI:10.14753/SE.2012.1779

konturhossz-eloszlas alapjan meghatarozhat6 elemi hosszegység 60 nm koriili mind az

EGTA, mind pedig az EDTA kezelések esetében (31. abra b).

a) b)
0,04 40
B EGTA-kezelt fibrillum
0.035 35 B EDTA-kezelt fibrillum
0,03 30
« 0,025 & 25
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protofilamentum hossz (um)

31. abra: A dezmin fibrillumok rugalmassagi paraméterei

4.9. Elektronmikroszkopia a filamentumokon és fibrillumokon

A dezmin filamentumok, valamint az EGTA- és EDTA-kezelés hatasara
megjelend fibrillumok morfologidjat transzmisszids elektronmikroszkoppal s
megvizsgaltuk. A dezmin filamentumok atmérdje atlagban 10,3 nm (30. abra a), mig a

fibrillumok atlagos atméréje 4,1 nm (30. abra b).
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30. abra: Dezmin filamentumok és protofibrillumok elektronmikroszkopos morfologiaja
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5. Megbeszélés
5.1. Dezmin izolalasa és polimerizacidja

Mivel a dezmin meglehetdsen stabil fehérje (Geisler €s Weber, 1980), az izolalas
soran erdsen denaturald koriilményekre volt sziikség, mig a csirke ziizaban filamentalis
struktarat alkotdé dezmint monomer forméjaban kinyertiik. A monomerekbdl sok (NaCl
vagy MgCl,) hozzaadasaval kialakul6 filamentumok oldatban is meglehetésen stabilak,
4°C-on tobb hénapon at tarolva sem degradaléodnak (Kiss és mtsai, 2006). A Na* ,
illetve Mg®* jelenlétében polimerizalodott dezmin filamentumok nem mutattak AFM-
mel feloldhato morfoldgiai eltérést, igy vélhetden az ionok mérete, illetve toltésiik
értéklisége nem jatszik jelentdés szerepet a polimerizacid soran. Az ionos
kolcsonhatasoknak a tetramerek oldaliranyt 6sszekapcsolasaban lehet jelentds szerepiik
(Geisler és mtsai, 1992). Irodalmi adatok (Miicke és mtsai, 2004) szerint az intermedier
filamentumok polimerizacidjdhoz sziikséges minimalis monomerkoncentracié 0,1
mg/ml koriili. Mivel az izoldlds soran egy nagysagrenddel nagyobb koncentracidoban
alltak rendelkezésiinkre monomerek, a dezmin polimerizacidjdban ez nem jelentett
korlatoz6 tényez6t. Az immunoblot eljarassal specifikusan voltak kimutathatok a
dezmin monomerek, az 53 kDa molekulasulyt fehérje azonban gyakran tobb, 2-3
egymashoz kozeli savban volt megtaldlhatdé a gélelektroforetogramon, melyek
mindegyike immunoreaktivnak bizonyult, tehat tartalmazta a megfeleld epitdpot (16.
abra). Mas epitopra specifikus antitesttel (Cell Signaling 4024) is elvégeztik az
immunoblot eljaras, mely hasonlé eredménnyel zarult, amennyiben nagy mennyiségben

vittlink fel dezmint a gélre.

5.2. Dezmin morfologiaja atomerémikroszkoppal vizsgalva

Az AFM-es képek alapjan az érett dezmin filamentum atmérdéjét nagyjabol 30
nm-esnek mértiik. Ez 2 jelenségre vezethetd vissza: 1) a filamentumok
folyadékkozegben, illetve beszaritast kovetéen a hordozofelszinen ellapulnak; 2)
vékony, néhany nm-es kiterjedésti strukturdk vizsgéalatakor az AFM oldaliranya

felbontasat nagymértékben meghatarozza a minta és a rugolapka tiijének kodlcsonhatasa,
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konvolucidja. A tii gorbiileti sugara kb. 10 nm, mely pasztazaskor a filamentumon
mintegy ,,atgordiilve” kétszer is hozzaadodik a filamentum valos szélességéhez (30 nm
= 10 nm atméréju filamentum + 10 nm-es atmérdja ti a filamentum eldtt + 10 nm-es
atméroju ti a filamentum utan). A két tényezo egylittes kovetkezménye a filamentumok
latszolagos kiszélesedése, mely Osszhangban van az egyéb intermedier filamentumok
AFM-es vizsgalatara vonatkozo irodalmi adatokkal (Ando és mtsai, 2004). Az atmérd
pontosabb meghatarozasa a filamentum keriiletének mérésével lehetséges, melybe mar a
filamentum lelapulasat is belekalkulaljuk (6. egyenlet). Ilyen mérésekkel a filamentum
atmérdje az elektonmikroszkopos mérések eredményeihez hasonléan nagyjabol 10 nm
(Tokuyasu, 1983), amelyet mi is igazoltunk.

A felszinrdl készitett nagyfelbontasti pasztazott kép alapjdn egy specialis
algoritmussal elkészithetd a felszin haromdimenzids szoftveres képrekonstrukcioja (33.
abra a). A pasztazott és a rekonstrudlt képen a filamentum szegmentaltnak imponal,
amely Osszhangban van madasok vimentinre vonatkozo kisérletes megfigyeléseivel

(Ando, 2004). A nem homogén kontara molekula nem lehet szaritasi mitermék,

a)

110 nm

33. abra: a) Dezmin filamentum héromdimenzids rekonstrukcidja. b) A szegmentalt
szerkezet lehetséges magyardzata a nem tengelyirdnyud tetramerek orientacidja (Ando
¢s mtsai, 2004 nyoman).
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ugyanis folyadékban pasztizva is mefigyelhetd a jelenség. Lehetséges, hogy a
filamentum valds térszerkezetét kialakitd protofilamentumok, vagy tetramerek nem a
filamentum hossztengelyével parhuzamosan helyezkednek el, hanem attol eltérd

szogben, s ez vezet egy ,,csavart” szerkezet kialakulasahoz (33. abra b).

5.3. Dezmin filamentumok nanomechanikaja

5.3.1. Cstcsok a dezmin nyudjtasanak kezdetén

A dezmin nyujtasdnak kezdetén megfigyelt erdvalaszok atlagosan 45 nm-es
megnyulast eredményeztek (cstcs-tavolsag), mely érték jO egyezést mutat a dezmin
dimer hosszéaval (Herrmann és Aebi, 2004; Kreplak és mtsai, 2004). Kisérleteink soran
ez az erOvalasz volt a leggyakrabban eléfordulé jelenség a dezmin manipulacidjakor,
ismételt nytjtasok alkalmaval nagymértékben reprodukalhatd volt. Megfigyeltiik olyan
esetekben is, amikor a mechanikai maipulaciét kovetden a filamentum szerkezeti
folytonossdga megszakadt (26. ébra b). A fentiek figyelembe vételével a cstcsok
eredetére utald leginkabb valoszinli magyarazat a dezmin dimerek filamentum
felszinébodl torténd kiszakitasa lehet. A csicsok szamanak analizisébdl az kovetkezik,
hogy ez a kiszakadas leggyakrabban egy kétlépcsés folyamat, amelyek
legvalosziniibben 2 elektrosztatikus kolcsonhatas felszakadasanak kovetkezményei
(Herrmann és Aebi, 2004; Kreplak és mtsai, 2004) egy dimer fej és a szomszédos dimer
kozott. Ritkan megfigyelhetd volt a kezdeti er6valasz reverzibilitasa, mely arra utalhat,

hogy a kihtizott dezmin dimerek képesek visszaépiilni a filamentumba.

5.3.2. Erdplatok és a platokra szuperponalodé csucsok

A 60 nm-es hosszusagot meghaladdo megnyujtott dezmin szalak esetében nagyon
gyakran konstans erdt mértiink a nyljtds sordn, mely hirtelen lecsokkenve platot
eredményezett az erdgdrbén. Akkor lehetséges ilyen erdvéalasz, ha a mechanikai
rendszer ugy képes megnyllni, hogy kozben nem sziikséges jarulékos eré a
folyamathoz. Ilyen er6vélaszok regisztalhatok szdmos polimer hordozéfelszinrdl torténd
levalasztasakor (Chatellier és mtsai, 1998; Haupt és mtsai, 1999; Conti és mtsai, 2001,
Hugel és mtsai, 2001; Seitz és mtsai, 2003; Friedsam és mtsai, 2004), illet6leg B-

lemezek amiloid fibrillumbol torténd kiszakitasakor (Karsai és mtsai, 2005;
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Kellermayer és mtsai, 2005). Ezekben az esetekben egy sor, a nyujtas iranyaban allo
kotés egymas utani felszakitasa, ,,szétcipzarozasa” torténik apro, a miszerrel fel nem
oldhato 1épésekben. Mivel minden egyes kotés felszakitasakor csak egyetlen kotés
terhelddik, az erd igy alland6é marad a folyamat sordn. A dezmin esetében 3 lehetséges
mechanizmus magyarazhatja az erOplatok 1étrejottét: 1) protofilamentumok levalasztasa
a filamentum felszinérdl; 2) coiled-coil dezmin domének kitekeredése és 3) coiled-coil
dimerek egymas melletti elcstszasa. Mivel a platokra gyakran csticsok
szuperponalddtak, a fent vazolt szerkezeti atmenetek diszkrét 1épésekben valdsulnak
meg. A nyujtas geometridja alapjan a legvalosziniibb a protofilamentumok levalasztasa,
ugyanis a filamentum orientacidja nem valtozott meg a manipulaciét kovetden (26. abra
b). A nagyjabol 10-60 pN nagysagi erék, melyeket kisérleteinkben mértiink,
elegenddek lehetnek o-helikdlis szerkezettel rendelkezd fehérjék kitekeréséhez. A
kalmodulin o-helikdlis doménje gyakorlatilag feloldhatatlanul kis erdk hatdsara
felszakithato (Carrion-Vazquez és mtsai, 2000), a miozin coiled-coil farki doménje 40
pN erével mar kitekerheté (Root és mtsai, 2006). A 22 nm-es elemi platoszélesség,
illetve a 16 nm-es platocsucs-szélesség jol egyezik a nagyjabol 20 nm-es irodalmi
értékkel, mely az egymashoz oldaliranyban kapcsoldodd dezmin dimerek atlapolasanak
hossza (Béar és mtsai, 2004; Herrmann és Aebi, 2004; Kreplak és mtsai, 2004). Ennek
megfelelden a dimérek kozti tengelyiranyl elcsuszas is lehetséges magyarazata a platok
kialakuldsénak. Ilyen esetben a dezmin feji doménje egy szomszédos dimer lancahoz

kapcsolodva biztositja a megnyujtott fehérjeszal folytonossagat.

5.3.3. Fiirészfog, illetve nemlinearis rugalmassag

Ritkan, 200 nm feletti megnyulas esetén flirészfogra emlékeztetd erdvalaszt
regisztraltunk a dezmin filamentumok mechanikai manipulaciojakor. Tipikusan ilyen
erdvalasz jellemz6 a B-hordo szerkezetl titin immunglobulin-domének kitekeredésére,
melyeket egyetlen — az eréhatas iranyaba allo — hidrogénhid stabilizal. Amennyiben ezt
a hidrogénhidat mechanikai erdvel felszakitjuk, akkor a teljes domén hirtelen
kitekeredése kovetkezik be a ,,minden vagy semmi” elv alapjan (Rief €s mtsai, 1997). A
dezmin esetében megfigyelt kontirhossz-novekmény 10-30 nm kozotti, illetve a
maximalis erék 20-120 pN kozott alakultak, melyek joval alacsonyabbak a titin

immunglobulin domén kitekerésekor mért értékeknél. Nem valoszinii azonban, hogy ez
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az erGvalasz dezmin domének kitekeredését jelzi, ugyanis az a-hélixek és coiled-coil
domének mar joval kisebb erék hatasara kitekerednek (Carrion-Vazquez és mtsai, 2000;
Root és mtsai, 2006). Igy leginkabb a lancon beliili felszakadis vagy a megnyujtott
fehérjelanc belsé atrendezddése allhat a fiirészfogak hatterében. Tovabbi lehetséges
magyarazat, hogy a nyujtas soran a dezmin dimer feji doménje a szomszédos dimereken
addig csuszik, amig 0j kotOhelyet nem taldl: a kotddés magyarazhatja a hirtelen
megemelkedo erot.

A dezmin esetében viszonylag gyakran megfigyelt nemlinearis, entropikus
rugalmassag szamos biomolekulara, példaul DNS-re (Smith és mtsai, 1996) vagy titinre
(Kellermayer és mtsai, 1997) jellemz6. Egy fehérjelanc esetében akkor varhatunk
tisztan rugalmas viselkedést, ha a megnyujtott fehérje mindkét végét stabilan sikeriilt
megragadni és a fehérjelancon beliil viszk6zus hatdsok, strukturélis atrendez6dés nincs
jelen. A dezminnél tehat legvaldszintibben akkor fordulhat el ilyen erévalasz, ha
szubfilamentalis egységek (protofibrillum, protofilamentum) erdsen rogziilnek a
rug6lapkan, illetve a hordozofelszinen. A megnytjtott struktirdk hajlitdbmerevségét
jellemzd perzisztenciahossz mddusza nagyjabol 0,4 nm, a legnagyobb értékek 3 nm
kortliek. Ezek az értékek 3 nagysagrenddel kisebbnek adddtak, mint az irodalomban az
intermedier filamentum egyenstlyi rendszerben mért perzisztenciahossz értékei
(Hohenadl és mtsai, 1999; Miicke és mtsai, 2004). Ez az igen alacsony atlagérték a
denaturalt, kitekert fehérje perzisztenciahosszaval mérhetd Ossze, amely igy jellemz6
lehet a szubfilamentalis dezmin-struktirakra vagy akar a monomeren beliili kitekeredett
doménekre, de semmiképp sem a teljes filamentumot jellemzi. A kontirhosszak atlaga
340 nm, mely igy meghaladja a dezmin dimer hosszat (amely 48 nm) €s nagyjabol
duplaja az elméletileg teljesen kitekert monomer polipeptidlancanak altalunk szdmitott
konttrhosszanak (a monomer 470 aminosavbol all, 1 peptidkotés hossza 0,38 nm, igy az
elméletileg teljesen kitekert fehérje konturhossza 470 x 0,38 nm = 178,6 nm). Ez
aggregatumok, hosszanti iranyban Osszedllt szerkezetek jelenlétére utalhat. A kb. 180
nm-nél kisebb értékek nem asszocialodott, egyedi szubfilamentalis molekuldknak
felelhetnek meg. Ahhoz viszont, hogy két, sorosan kapcsolt dezmin dimer teljesen
kitekerhetd legyen, feltételezniink kell egy megfeleléen stabil (hosszanti vagy

oldaliranytl) kapcsolatot a két dimer kozott.
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5.3.4. Foszfatkezelés hatasa a dezmin rugalmassagara

Elektronmikroszkopos mérések alapjan a foszfatkezelés a keratin filamentumok
szétszerelodését indukalja (Aebi és mtsai, 1983), feltehetden a tetramereket Osszetartd
ionos kdlcsonhatasok megvaltoztatasaval. A foszfatkezelt filamentumok ervalaszaiban
legmarkénsabban az aldbbi jelenségek voltak megfigyelhetok: 1) lecsokkent nyujtas
kezdeti csucs-tavolsag; 2) lecsokkent platdszélesség; 3) lecsokkent kontirhossz-
novekmény és maximalis er6 a flirészfog-mintazat esetén. Jellemz6 volt még emellett,
hogy a nyujtds kezdetén megfigyelheté erdvalasz rendszerint tobb (3-4) csucsot
tartalmazott. Fentiek figyelembe vételével a legvalosziniibb lehetdség, hogy a
foszfatkezelés hatdsdra a dezmin diméreket oldalirdnyban Osszetartdo és ez altal a

protofilamentumot stabilizal6 kotések szama, vagy erdssége lecsokken.

5.3.5. Insitu AFM

A mechanikai manipuldcidk sordn nem minden esetben tapasztaltunk a teljes
filamentum keresztmetszetére kiterjedd, AFM-mel feloldhaté folytonossaghianyt, pedig
rugalmas erdvalasz ezekben az esetekben is regisztralhaté volt (26. abra b). A
filamentum folytonos kontirjanak megszakitasaval jard nyujtasi kisérletek sem okoztak
mért, filamentumot jellemzé konturhosszak joval nagyobbak a huzasi kisérletben
mérteknél. Mindezek figyelembe vételével huzaskor vélhetéen nem a teljes filamentum
erOvalaszat regisztraltuk, hanem szubfilamentalis szerkezeteket manipulaltunk. Ennek
megfeleléen a WLC-modellel kalkulalt rugalmassagi paraméter (0,4 nm-es
perzisztenciahossz) sem a teljes filamentumra jellemzd, hanem kisebb, szubfilamentélis

egységekre.

5.4. Perzisztenciahossz a geometriai orientacio alapjan

A fentiek tiikrében célunk volt egy, a teljes filamentum keresztmetszetére
jellemz0 rugalmassagi paraméter meghatarozasa. Mivel a dezmin filamentum végei nem
foghatok meg szelekitven antitestekkel vagy kovalens keresztkotokkel, a teljes
filamentum keresztmetszetét jellemz06 perzisztenciahosszt vagy rugalmassagi modulust

a filamentum AFM tiivel torténd oldaliranyl szétvagasaval (Kreplak és mtsai, 2004),
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vagy egy mikromélyedés felett kifeszitett filamentum AFM tiivel torténd lenyomaséaval
(Guzman ¢s mtsai, 2006) igyekeztek meghatarozni. A csillamfelszinre adszorbealddott
filamentumok geometriai orientacid-eloszlasabol a vég-vég hossz és a kontirhossz
ismeretében lehetdségiink van a perzisztenciahossz meghatarozasara (8. egyenlet).
Mivel a filamentumoknak kelléen hossza inkubdciés id6 4&llt rendelkezésre a
letilepedésre, illetve nyirderéknek nem voltak kitéve az lilepedés sordn, feltételezhetjiik,
hogy a felszinre tapadt filamentumok orientacidja hiien tiikrozi a korabbi, oldatbeli
orientaciot. Ennek megfeleléen a dezmin filamentum perzisztenciahossza 0,45 pm, mig
a (9) egyenlet alapjan becsiilt Young-modulusa 3,7 MPa, mely nagysagrendileg egyezik
mas intermedier filamentumok egyensulyi rendszerben mért hasonld értékeivel

(Hohenadl és mtsai, 1999; Miicke és mtsai, 2004).

5.5. Dezmin filamentumok kémiai szétbontasa

A denaturacidnak meglehetdsen ellenalld filamentumok 6M ureaval szemben 2
oran at tartd dializise a filamentumok szétesését eredményezte. Bar az urednak a
denaturans hatdsa még jelenleg sem tisztazott pontosan (Guinn és mtsai, 2011), a
dezmin filamentum esetében vélhetéen mind a hidrofob, mint pedig a hidrofil és ionos
kolcsonhatasokat befolyasolja. Az ureaval denaturalt fehérje renaturaciot (ciklikus
dializis) kovetden ismét polimerizaciora volt képes (nem publikalt adat). Triton X-100
nemionos detergensként 0,1%-0s koncentracioban elénydsen alkalmazhaté az
aggregalodott, Osszetapadt dezmin filamentumok szétvéalasztasdra, de tizszeres
koncentracioban alkalmazva sem okoz AFM-mel feloldhaté morfoldgiai valtozast a mar
kialakult filamentumokban. Irodalmi adatok szerint bizonyos, S-100 csaladba tartozo
Ca-koto fehérjék stimulaljak a dezmin szétesését (Garbuglia és mtsai, 1996), de ennek
molekularis mechanizmusa jelenleg nem tisztazott. Divalens kation-kelatorok (EGTA,
EDTA) alkalmazasa estén a dezmin filamentumok kisebb alegységekre estek szét. Mig
a Mg?" ionokra (amelyeket a dezmin polimerizaciojéhoz is hasznaltunk) specifikusabb
EDTA esetében néhany perc, a magasabb Ca*" affinitast mutatd EGTA esetében tobb
nap volt sziikséges a fibrillaris struktirdk megjelenéséhez. Hosszan, akdr 21 napon

keresztiil tartd inkubacid esetén is kizarhatd azonban a nemspecifikus
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fehérjedegradacio, ugyanis az kiilonb6zé hosszisagu  fehérjefragmentumok

megjelenéséhez vezetne (,,smear” = elkent csik) az elektroforetogramon.

5.5.1. EGTA-kezelésre megjelené fibrillaris struktirak morfologiaja

Az EGTA (és EDTA) kezelés hatasara megjelend fibrillaris strukturdk jelentOsen
eltéré morfologiajuak a dezmin filamentumhoz képest. A dezmin filamentumok csilldm
hordozoéfelszinen ellapultak, szélesség-magassag aranyuk nagyjabol 25. Hasonlo
jelenséget mas kutatok is leirtak a dezmin AFM-es vizsgalata esetében (Kreplak és
mtsai, 2008). Az ellapulast legvaldsziniibben a mintaeldkészitésnek tulajdonithatjuk: a
csillamfelszinre tapadas, részleges kiszaradas jatszhat szerepet a jelenség létrejottében.
A dezmin filamentumok AFM-es képek alapjan mért korrigalt szélessége 50,6 nm, mig
az atlagos magassag 2,09 nm. Az ellapult filamentumoknal téglalap keresztmetszetet
feltételezve 105,84 nm-nek adoédik a keriilet, azonban ha intakt filamentumot
feltételeziink, akkor ez a keriilet 33,68 nm-es atmérdjii korhoz tartozik. fgy nincs
kizarva, hogy a filamentumok a felszini kitapaddsuk sordan egy duzzaddson mennek
keresztiil, mely 3,4-szeres atmérdbeli valtozast okoz a filamentum esetén. A
filamentumok a konturjuk mentén jelentds magassagi fluktuaciot mutattak, amit mas
kutatok is leirtak mind AFM-es (Kreplak ¢és mtsai, 2005), mind pedig
elektronmikroszkopos képalkotas soran (Aebi és mtsai, 1983; Milam és Erickson,
1984). Autokorrelacios analizist végezve 105 nm-es atlagos ismétlddési mintazatot
tapasztaltunk, ennek hatterében talan a filamentum tengelyétdl eltérd irdnyban allo
tetramerek, esetleg ULF-ck allhatnak (Kreplak és mtsai, 2004). EDTA kezelés hatasara
viszonylag gyorsan nagyon rdvid fibrillumok jelentek meg, minimalis hosszuk
Osszevethetd az ULF hosszaval (~60 nm), mig EGTA esetében joval hosszabb
inkubacids iddre volt sziikség, azonban a fibrillumok joval szélesebb, 60-1500 nm-es
konturhossz-tartomanyban fordultak eld. A vékony fibrillumok a filamentumokhoz
hasonloan ellapult strukturaknak bizonyultak, atlagosan 0,3 nm magasak voltak és joval
kisebb mértékii fluktuaciét mutattak a kontirjuk mentén, mint a filamentumok. A
fibrillumok AFM-mel mért korrigalt szélessége 25,52 nm, ezt az értéket magassaggal
Osszevetve, téglalap keresztmetszetet feltételezve a fibrillumok keriilete 51,62 nm-nek
addédik. A fibrillumokat hengerként modellezve a fenti keriilethez 16,44 nm-es atmérd

tartozik. A filamentumoknal mar leirt duzzadasi mechanizmust feltételezve célszertinek
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tinik a fibrillumok esetén is 3,4-szeres atmérobeli valtozassal kalkulalni, ekkor a
fibrillumok valés atmérdje 4,83 nm. Ez az érték jol egyezik a keratin protofibrillumok
atmérojével (Aebi €s mtsai, 1983), igy feltételezéseink szerint EDTA és EGTA kezelés
hatasara a dezmin protofibrillumokra szerelddik szét. Az el6z6 szamitasok ellenérzése
céljabol  transzmisszids  elektronmikroszkopiat  végeztink mind a  dezmin
filamentumokon, mind pedig a protofibrillumokon. Az alkalmazott negativ festési
eljarassal a dezmin filamentumok atlagos atmérdje 10,3 nm, mig a protofibrillumok
atméréje 4,1 nm. Figyelembe véve az elektronmikroszkopia esetében alkalmazott
mintaelokészitést, nem zarhatjuk ki, hogy a dezmin, illetve barmely mas fehérje
esetében zsugorodasi artefakttal allunk szemben, azaz lehetséges, hogy az AFM-mel
alkotott kép sokkal jobban megkdzeliti, jellemzi az €16 sejtben jelen levd dezmin
filamentumokat. Nincs kizarva, hogy az egyedimolekula-mddszerek és a nagyfelbontasa
pasztazo mikroszkopos modszerek elterjedésével célszerii lesz atgondolni az €16 sejtben

levé strukturakrol alkotott képlinket.

5.5.2. Protofibrillumok rugalmassaga az orientacio-eloszlas alapjan

A protofibrillumok esetén is lehetdség nyilt a dezmin filamentumnal mar
alkalmazott geometriai orientacid-eloszlas alapjan torténd perzisztenciahossz €s
rugalmassagi modulus meghatarozasara. A (8) egyenlet felhasznalasaval a dezmin
protofibrillumok perzisztenciahossza 51,5 nm, mig 4,5 nm-es atmérével szamolva a
rugalmassagi modulusuk 10,6 MPa. Az A&ltalunk szamitott perzisztenciahossz jol
korrelal a dezmin dimer hosszaval (48 nm) (Milam és Erickson, 1984). Ez azt jelentheti,
hogy a protofibrillum rugalmassagdnak meghatarozo elemi egysége a dezmin dimer,
azaz a protofibrillum sorosan kapcsolt dimerekbdl felépiild statisztikus, entropikus
polimerlancként viselkedik. A protofibrillum esetében becsiilt Young-modulus
nagyjabol 3-szorosa a dezmin filamentum rugalmassagi modulusanak. Ha a filamentum
homogén, izotrép testként protofibrillumokbol épiilne fel, akkor wugyanazt a
ruglamassagi modulust kellene mérniink mindkét test esetében. Amennyiben a
filamentum a protofibrillum anyagabdl késziilt vastagabb test lenne, akkor haromszor
merevebb lenne a struktirdja. Azaz, a dezmin azéltal, hogy nem homogén modon épiil
fel a kisebb alegységeibdl, joval rugalmasabb filamentumként toltheti be biologiai

funkcidjat. A dezmin polimerizécidja soran a dimerek, majd tetramerek kialakulasa utan
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ULF képzoédik, mely tovabbi ULF-ekkel asszocialodik, igy biztositva a filamentum
hosszanti novekedését. Az ULF atmérdje kozeliti az érett dezmin filamentum atmérdjét.
A Kkation-kelatorok hatasara azonban az ULF-nél joval vékonyabb, de akar mikrométer
hosszusagu stabil protofibrillumok is ©nalldo entitasként 1étezhetnek, ami azt
valoszintisiti, hogy a protofibrillumot hossziranyban 6sszetarté erdk joval nagyobbak,

mint az egyes tetramereket oldalirdnyban stabilizal6 erdk.
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6. Kovetkeztetések

6.1. A dezmin rugalmas erévalaszai

A dezmin rugalmas erévalaszait 6sszefoglald empirikus modelliinkben (34. abra)
a rugalmassagért felelés f6 szerkezeti elem a coiled-coil dezmin dimer. A
filamentumkdotegben ezek a kisebb egységek gyengébb oldaliranyu kapcsolatban vannak
egymassal, mely jol magyardzhatja a csucsok megjelenését a nyujtas kezdetén. Ez a
kezdeti disszociacid legtobbszor két 1épésben torténik és nem ritkdn reverzibilis. Az

erdplatok hatterében feltehetden olyan szerkezeti valtozasok allhatnak, melyek a

feji domén AFM rugolapka
dezmin dimer \ ,
Y CSUes

kitekeredd
feji domén

kitekeredett

dezmin domén _ _
nemlinearis

rugalmassag

34. abra: A dezminen végzett mechanikai manipulacidohoz kotodo szerkezeti atmenetek
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filamentum  felszinén levé  protofilamentumok  folytonos levalasztodasaval
kapcsolatosak, illetve lehetséges, hogy a-helikalis coiled-coil domén kitekeredés és
dimerek egymas melletti elcsuszasanak kombinalt kovetkezményei. Azt, hogy a
dimerek ko6zotti tovabbi csuszas vagy inkabb protofilamentum levalasztodas torténik-e a
tovabbiakban, a filamentumra merdlegesen hatd (,,szétcipzarozd™), illetve a megnyujtott
dezmin szal tengelyében hato (,kiteker6”) er6k kozotti egyensuly szabja meg. A
fiirészfog a dimer-fej és a szomszédos coil kozti retesszerii kapcsolat megszakadasat
jelezheti; amennyiben ez a kapcsolat megszakad, de egy ugrast kovetéen egy masik
dimerrel Gjra kialakul, az ismétlédé fiirészfogat eredményezhet az erdgorbén. A
nemlinedris erévalasz a mar kitekeredett domének tovabbi nyujtdsanak eredménye
lehet. Ez viszont feltételezi azt, hogy hossziranyl terhelésnél sokkal ellenallobb a
rendszer, ami vélhetden a szubfilamentumok terminalis doménjeinek erdsebb
kolcsonhatasaival magyarazhaté (Johnson és Williams, 1983). A kombinalt cstiszas-
kitekeredés magyarazhatja az intermedier filamentumok 3,6-szeres nyujthatosagat
(Kreplak és mtsai, 2005). A foszfatkezelés pedig vélhetéen a dimerek kozotti

oldaliranyt elektrosztatikus kdlcsonhatast gyengiti.

6.2. A dezmin disszociacidja protofibrillumokra

Az EGTA ¢és EDTA kezelések hatasara vélhetéen a dezmin dimereket
oldaliranyban 6sszetartd ionos kolcsonhatasok modosulnak (vagy a Mg2+ elvonds vagy
pedig sajat toltésiik miatt). Ennek értelmében egy érett dezmin filamentum 4-5 6nallo,
stabil entitasként 1étez6 protofibrillumra szerelédik szét (35. abra). Ez a jelenség
viszont azt jelenti, hogy a dezmin filamentumok Osszeszerelddése, illetve
szétszerelodése eltérd utvonalakat kovet. A polimerizacio soran a tetramerekbdl egy a
teljes filamentum atméréjének megfeleld vastagsagn ULF képzoédik, majd az ULF-ek
hosszanti asszocidtuma hozza létre a dezmin filamentumot. A szétszerel6dés soran
viszont a protofibrillumot hosszantilag Osszetarto er6k vélhetéen nagyobbak az
oldaliranyu er6khoz képest, igy a protofibrillum 6nallo struktaraként is megjelenhet in
vitro. Ez a disszociacios utvonal nagyon hasonlit pl. a GFAP Gsszeszerelédéséhez (3.
abra a). Mivel a dezmin filamentum nem egy ,felnagyitott” protofibrillum, nem

homogén, izotrop test, igy a viszonylag merevebb ¢épitékovek (dimerek,
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protofibrillumok) ellenére is meglehetdsen flexibilis vazat képez a sejtekben, mikdzben
hosszanti deformacioval szemben rendkiviil ellenalld. Ezek értelmében a dezmin egy
rugalmas, 4m ugyanakkor nyujtasnak ellendlld, stabil véazat biztosithat az izomsejtek

szamara.

dezmin dimer

P—
anti-parallel tetramer _
? ULF-hosszusagu protofibrillum
CE— !

unit length filament (ULF) _

- stabil protofibrillum

dezmin filamentum —  protofibrillumokra bomlas

35. abra: Dezmin protofibrillumok kialakuldsdnak modellje

A fentiek tlikrében az AFM kivaloan alkalmas biopolimerek, egyedi molekuldk
nanomechanikai és nagyfelbontasu morfoldgiai vizsgalatara. Segitségével lehetdséglink
van kozvetleniil megmérni filamentumok, szubfilamentalis asszociatumok rugalmas
tulajdonsagait, ezaltal egyedi molekuldk, illetve alegységek szintjén is képesek vagyunk
megjosolni a kiilsé er6behatasra keletkezd szerkezeti, illetve alakvaltozasokat. Ezaltal
valosaghiibb képet nyerhetiink az intermedier filamentumok eddig még kevéssé ismert
¢s vizsgalt mechanikai tulajdonsagairdl, amely alapjan pontosabb kovetkeztetéseket
vonhatunk le azok biologiai szerepérdl, illetve az izomban betdltott funkcioirol

(Schultheiss és mtsai, 1991; Fudge és mtsai, 2003).
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6.3. Uj tudomanyos eredmények

Fentiek tiikrében AFM-mel sikeresen meghatdroztam a csirke z(zabol izolalt
dezmin alapvet6 rugalmas erévalaszait:

1) A leggyakrabban megfigyelt mechanikai jelenség a molekula feszitésének
kezdetén észlelt két diszkrét, nagyjabol 20-60 pN nagysagu erdéatmenet. Ez
megfelelhet a 45 nm hossz coiled-coil dezmin dimerek filamentalis
kotelékbol torténd kiszakadasanak.

2) 60 nm-nél hosszabb protofilamentumok nyujtasakor platokat észleltem az
er6gorbéken, melyekre rendszerint 16 nm-es tavolsagonként erd-csticsok
szuperponalddtak. Az erdatmenetek feltehetden protofilamentum-
levalasztodas, dimer-dimer elcsuszas és coiled-coil domén kitekeredés
egylittes megnyilvanulasai.

3) A molekulakétegek tovabbi nyujtasakor nemlinearis, entropikus
rugalmassdg dominalt, mely részlegesen denaturdlt dezmin dimerek
mechanikai tulajdonsagat tiikkrozheti.

Megmértem a molekula nyljtdsa soran a hajlitomerevséget jellemzd atlagos
perzisztenciahosszt, a 0,4 nm-es érték azonban vélhetéen a teljesen denaturalt dezmin
rugalmassagat jellemzi.

A pésztazas soran nyert képeken a filamentumok geometriai orientacio-eloszlasat
vizsgaltam, a teljes filamentum keresztmetszetére kiterjedd perzisztenciahossz 0,45 pm,
mely jol egyezik maés intermedier filamentumok egyensulyi rendszerben meghatarozott
perzisztenciahosszavmtsali

Kétértéki kation kelatorok, EGTA, illetve EDTA hozzdadasaval a mar
polimerizalédott dezmin filamentumok ordk, illetve napok alatt stabil, fibrillaris
struktirakra bontottam szét, melyeket a topografikus képek alapjan meghatarozott
atméro, illetve keresztmetszet alapjan protofibrillumokként azonositottam.

A dezmin filamentumok foszfatkezelésével raviladgitottam arra, hogy a dezmin
er6valaszai alapjan a kezelés eredményeként a dimerek kozotti oldalirdnyu

elektrosztatikus kolcsonhatas gyengiil.

64



DOI:10.14753/SE.2012.1779

7. Osszefoglalas

A dezmin az izomszdvet intermedier filamentuma. Bar a dezmin filamentumok
rugalmassaganak, valamint 0ssze- és szétszerelodésének dinamikaja, illetve és a sejtek
mechanikajaban betoltott szerepe jelenleg élénk kutatds targyat képezi, a fenti
jelenségek molekuléris alapjai nem ismertek pontosan. Kisérleteinkben egyedi dezmin
filamentumok rugalmassagat és mechanikailag vezérelt szerkezeti atmeneteit vizsgaltuk
atomerdmikroszkoppal (AFM). A dezmint csirke zuzabol izolaltuk, majd NaCl vagy
MgClI; hozzaadasaval polimerizaltuk. A hordozofelszinhez adszorbealodott molekulakat
tetszOleges pontokban az AFM rugdlapkdjaval feszités-relaxacio ciklusokban
nyujtottuk, melyek sordn a dezmin rugalmassdgat leiré er6-megnyulds fiiggvényeket
vettlink fel. A leggyakrabban megfigyelt mechanikai jelenség a molekula feszitésének
kezdetén észlelt két diszkrét, nagyjabol 20-60 pN nagysagl eréatmenet. Ez megfelelhet
a coiled-coil szerkezetli dezmin dimerek filamentalis kotelékbol torténd kiszakadasanak.
60 nm-nél hosszabb protofilamentumok nyujtasakor platokat észleltliink az er6gorbéken,
melyekre rendszerint 16 nm-es tavolsagonként eré-csucsok szuperponalodtak. Az
eréatmenetek feltehetden protofilamentum-levalasztodas, dimer-dimer elcsiszas és
coiled-coil domain kitekeredés egyiittes megnyilvanulasai. A molekulakétegek tovabbi
nyUjtasakor nemlinedris rugalmassag dominalt, mely részlegesen denaturalt dezmin
dimerek mechanikai tulajdonsagat tiikrozheti. A molekula nytjtasa soran atlagosan igen
alacsony, 0,4 nm-es, a hajlitomerevséget jellemzO latszolagos perzisztenciahosszt
mértiink, mely a teljesen denaturalt dezmint jellemezheti, mig a filamentumok
geometriai orientacid-eloszlasat vizsgalva a teljes filamentum keresztmetszetét jellemzd
perzisztenciahossz 0,45 pm koriili. Foszfattal kezelt dezmin filamentumokban a
szerkezetet Osszetartd elektrosztatikus kolcsonhatasok fellazulasat talaltuk. EGTA,
illetve EDTA hozzdadasa esetén a dezmin filamentumok stabil, vékonyabb fibrillaris
struktirakra  bomlottak  szét, melyeket a  topografikus képek alapjan
protofibrillumokként azonositottunk, atlagos perzisztenciahosszuk 51,5 nm. Fentiek
tilkkrében a dezmin filamentumon beliil a protofibrillumok k&tegekbe rendezddése a
hossziranyt erfkkel szemben nagy szakitdszilardsdgot biztosit, mig oldalirdny(
erOhatasokra a filamentum rugalmasan viselkedik. A protofibrillumok megfigyelt
stabilitdsa és jelentds konturhossza alapjan a dezmin szétszerelddése vélhetéen a

polimerizaci6 1épéseitdl eltéré modon zajlik.
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11. Mellékletek

A dezmin izolalasa soran felhasznalt oldatok:

1. ,,A” puffer: 40 mM imidazol-HCI (pH 6,9); 0,6 M KC1; 1 mM EGTA; 1 mM
B-merkaptoetanol
500 ml-hez 0,5 % Triton X-100

2. Extrakcios puffer: 10 mM imidazol-HCI (pH 6,9); 0,6 M KI; 1 mM EGTA;
0,5% Triton X-100; 0,5 nM DTT; 0,2 mM ATP

3. Urea puffer: 6 M urea; 10 mM Na-foszfat (pH 7,5); 5 mM EGTA; 0,1 % B-
merkaptoetanol
Az ioncserés kromatografiahoz sogradiens: 0,2 M KCI-Urea puffer

4. Tris-acetat puffer: 0,01 M Trizma Base (pH 8,2); 10 mM p-merkaptoetanol

Az SDS-PAGE soran felhasznalt oldatok:

»A” oldat: 37,5 : 1 arany, 100 ml

akrilamid 29,2 g; bisz-akrilamid 0,8 g

,B” oldat: 100 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,4% SDS

,C” oldat: 100 ml

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8); 0,4% SDS

,D” oldat: 500 ml

Tris 1,5 g; glicin 7,2 g; 20% SDS 2,5 ml

»E” oldat (3x Laemmli mintapuffer): 30 ml

30 % glicerin (30 ml), 15 % B-merkaptoetanol (15 ml), 9 % SDS (9 g), ,,C” oldat
(37,5 ml)

,F” oldat: 1 ml

10% ammonium perszulfat (APS) 0,19

Futtato6 puffer: 400 ml
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100 ml ,,D” oldat; 20% SDS 2 ml

A gél készitésének 1épései:

Also elvéalasztd gél: dH,O 4,15 ml; ,,A” oldat 3,325 ml; ,,B” oldat 2,5 ml; ,,F”
oldat 60 ul TEMED: 10 pul

Felso felsorakoztatd, un. stacking gél: dH,O 3,25 ml; ,,A” oldat 0,5 ml; ,,C” oldat
1,25 ml; ,,F” oldat 80 ul TEMED: 10 pl.

A dezmin polimerizaciéjahoz és higitasahoz felhasznalt oldatok:

Magnéziumos polimerizalo oldat:
100 pl dezmin
20 pl imidazol (pH 7; 30 mM)
2.4 ul MgCl; (0.1 M)

Natriumos polimerizalo oldat:
100 pl dezmin
20 pl imidazol (pH 7; 30 mM)
6 ul NaCl (3 M)

Magnéziumos higito oldat:
20 ml NaHCOg3 oldat (1 mM, pH 8)
120 pl imidazol-HCI (pH 7; 1 M)
70 ul MgCl, (1 M)

Natriumos higité oldat:
20 ml NaHCOg3 oldat (1 mM, pH 8)
120 pl imidazol-HCI (pH 7; 1 M)
1 ml NaCl (3 M)
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