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Bevezetés

A dezmin a harantcsikolt- és simaizom intermedier filamentuma. Az intermedier
filamentumok az eukaridta sejtek citoplazmajat atszovo citoszkeleton kozepes vastagsag
fehérjéi, melyek elektronmikroszképos képen 8-12 nm atmérdjiek. A fehérjék sejten beliili
szerepe nem tisztazott teljes mértékben, valdsziniileg erés mechanikai vazat képeznek, de
szerepet jatszhatnak a sejt jelatviteli folyamataiban is. A dezmin a legtobb izomféleségben
megtalalhato, kivéve bizonyos nagy erek simaizomfalat, ahol a vimentin a f6 intermedier
filamentum. A dezmin a harantcsikolt izomban a Z-lemezek koriil alkot komplexet, mig
simaizomban a kompakt szerkezetli, un. ,,dense body”-val képez asszocidtumot, s ezen
keresztiil a kontraktilis elemeket csatolja a sejthartyahoz. Az 53 kDa molekulastulyu dezmin
monomer palcika alakd, melynek kozponti részét négy darab a-helikalis domén alkotja. A
doméneken beliil el6forduld apolaris aminosavak (leucin, izoleucin, valin) periodikus
ismétlodése a filamentum ,,csavart csavar”, ,,coiled-coil” dimer szerkezetének kialakitasaban
alapvetd fontossdgi. Az egymas utan kovetkezd 7 aminosav altal képzett lanc (més néven
heptad) elsé és negyedik tagja hidrofob aminosav, melyek oldallanca a fehérje
térszerkezetébdl adoddéan mindig a peptidlanc ugyanazon oldalara esik.

Az intermedier filamentumokra spontan, ATP-t, GTP-t nem igényl6 polimerizacid
jellemz8, amely mar alacsony ionerésségfi (0,01 M alatti Na*, illetve Mg®* koncentracio)
kozegben is 1étrejon. A polimerizacio elsé 1épéseként két parallel monomer egymas koriil
elcsavarodva, alakitja ki a 48 nm hosszu ,,csavart csavar”, ,,coiled-coil” dimert, melyet az
elézdleg emlitett apolaris aminosavak kozti kdlcsonhatdsok stabilizalnak. A tovabbi polimer
szerkezetek kialakulasat elektrosztatikus kolcsonhatasok segitik: két antiparallel dimer
egymashoz képest nagyjabol 15 nm-t elcstiszva tetramert formal, ezek oldaliranyu
kapcsolodasaval jonnek létre az érett dezminhez hasonléan 10 nm atmérdjii, de annal joval
rovidebb, 60 nm hosszasagu Un. ,,unit-length” filamentumok (ULF). A dezmin esetében a
polimerizacié az ULF-ek hosszanti kapcsolodasat jelenti, melyek végiil tobb mikrométer
hosszisagu filamentumma 4allnak 0Ossze. Az érett filamentum szerkezetén beliil
ultrastrukturalis vizsgalomodszerekkel vastagabb protofibrillumok, illetve vékonyabb
protofilamentumok kiilonithetok el.

Az intermedier filamentumok feltételezett szerepe a Sejt mechanikai stabilitasanak
biztositisa. Eppen ezért a filamentumok mechanikai tulajdonsagai alapveten
befolyasolhatjak a sejt szerkezetének, integritisanak a kiilsé eréhatasokkal szembeni

fennmaradéasat. Példaul izommiikddésnél az izomrostoknak a hossziranytl fesziiléssel



szemben ellenallonak kell lennilik, viszont ezzel parhuzamosan oldaliranyl erdhatasra
rugalmasan kell viselkedniiik. A mechanikai stresszel szembeni fokozott ellenallas modellje
szolgélhat alapul szamos, dezminnel kapcsolatos betegség tiinettananak megértésében. A
dezmin monomer mutacidi izomdisztrofidkhoz (izomsorvadas), és kardiomiopatiakhoz
(szivizom-elfajulas) vezetnek. Ezeknek a betegségeknek a leggyakoribb kivalté oka a dezmin
monomer o-helikalis doménjén beliili pontmutacio, amely kiilonb6z6é polimerizacios
defektusokhoz vezethet. A polimerizacié gyakran elakad valamely koztes 1épésnél, vagy a
részlegesen kialakult szerkezet egy szabalytalan szerkezetli prekurzorrd bomlik, mely a
sejtekben aggregatumként jelenik meg. A dezmin izomsejtekben betoltott stabilizald szerepét
mutatja, hogy az izom szerkezeti kéarosodasdnak mértéke szamszerlisitve a dezmin-
immunoreaktivitds eltiinésével (azaz a dezmin mennyiségének csokkenésével) aranyos. A
dezmin eltlinése a Z-lemezek koriil egyiitt jart a titin elhelyezkedésének megvaltozéasaval.
Mivel a titin az izmon beliil feltételezhetéen passziv, hosszanti mechanikai stabilizalo elem,
igy lehetséges, hogy egy extra-szarkomerikus citoszkeleton (dezmin, a-aktinin, plectin)

stabilizélja az intraszarkomerikus citoszkeletont (titin, nebulin).

Ceélkituzések

Mivel az intermedier filamentumoknak a sejten beliill erdatviteli szerepet, illetve
mechanikai stabilizalo funkciét tulajdonitanak, elsédleges célom az izomszovetben eléfordulo
intermedier filamentum, a dezmin rugalmassaganak jellemzése volt. Azt terveztem, hogy a
rugalmassag jellemzésére izolalt, hordozoéfelszinhez adszorbedlt egyedi dezmin molekuldkon
végezhetd atomerdmikroszkop-alapt eréspektroszkopiat alkalmazok. A filamentum, illetve a
filamentumot felépitd alegységek rugalmas tulajdonsagainak ismeretében tovabbi célom volt
egy olyan modell kidolgozasa, mely aldtdmaszthatja a feltételezett erdatviteli funkciot. Az
alabbi, konkrét kisérleti protokollt terveztem meg:

1) Dezmin izolalasa csirke zuzabdl,

2) Az izolalt dezmin specifikus kimutatasa immunoblot eljarassal,

3) Dezmin polimerizalasa, polimerizacio kinetikajanak idébeli kovetése,

4) Polimerizalt, filamentumma 6sszeallt dezmin morfologidjanak vizsgalata pasztazo

atomerémikroszkoppal (AFM),

5) Dezmin filamentum rugalmas tulajdonsagainak vizsgalata,

6) Insitu AFM egyedi dezmin filamentumokon.



Az egyedi filamentumokon végzendd rugalmassagmérés mellett célom volt a teljes
filamentum keresztmetszetére kiterjedd rugalmassdgi paraméter meghatdrozasa a
hordozoéfelszinhez adszorbealddott filamentumok geometriai-orientacid eloszlasa alapjan,
mely a morfologiai informaciét szolgaltatdé 3D-AFM modszer alkalmazéasaval elvégezhetd.
fgy ebbol esetleg egy fiiggetlen, az el6z6 mérésekkel Osszehasonlithatd, masodik
rugalmassagi paraméter szarmaztathatd, mely mindenképpen a teljes filamentumot jellemzi,
szemben a kordbban emlitett célkitiizéssel, melynél nem zarhat6 ki, hogy a filamentumnal

kisebb alegységeket ragadok meg az AFM-rugélapka tiijével.

Végiil a filamentumot felépitd épitokdvek (protofilamentumok, protofibrillumok)
rugalmassagi paramétereinek meghatarozasat tliztem ki harmadik f6 célomnak, melyhez mar
érett, Osszeszerelddott dezmin filamentumok felhasznalasat terveztem. Mivel a filamentum
szerkezetének stabilizalasaban az ionos kotések jelentds szerepet jatszanak, a filamentalis
szerkezetet az ionos kotésekkel interferald,  kétértékli  kationokra  specifikus
komplexképzokkel (bisz-aminoetil-glikoléter-tetraecetsav: EGTA, illetve etilén-diamin-

tetraecetsav: EDTA) terveztem felbontani.

Anyagok és modszerek

Dezmin monomer molekuldkat csirkezizabdl izolaltam, mely soran kalium-jodidos
extrakcid, majd azt kovetd anioncseréld oszlopkromatografia tortént erdsen denaturald
kortilmények kozott (6M urea). A szeparalasi eljaras sordn nyert mintak tisztasagat denaturaléd
poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztem, valamint immunoblot eljarassal a dezmin
jelenlétét specifikusan is igazoltam. A fehérjéket jégen taroltam a tovabbi vizsgalatokhoz. A
dezmin polimerizalasa az ureat -eltavolitd dializist kovetéen NaCl, illetve MgCl,
hozzéadasaval tortént.

Az egyedi molekulak meghatarozott nagysagu erére adott rugalmas valaszat AFM-mel
mértem. Az AFM egy nagyfelbontast pasztazo-szondas berendezés, amellyel a molekulaval
vald kdlcsonhatés soran egy meghatdrozott rugoéallandoji rugélapka elmozdulasat kovetjiik, s
nagyitjuk fel a lapkérol reflektdlodd 1ézernyalab segitségével. A kisérleti elrendezés soran
pufferelt kornyezetben hordozofelillethez ko6tott dezmint nyuajtottam  meghatarozott
sebességgel, mikdzben a rugolapka elhajlasabol mértem a molekuldban €bredd erd nagysagat.
Az egyedi molekuldk rugalmas viselkedése a molekula megnytjtasa soran fellépd rugalmas

erok ismeretében megszerkesztett erd-megnyulas gorbe alapjan vizsgéalhat6. Az erd-
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megnyulas gorbék értékelésére, leirdsara tobb modell alkalmas. Az altalam alkalmazott
modell a Wormlike Chain (WLC), ami gy tekint a molekulara, mintha az egy hajlékony rad
volna. A modellt leird6 egyenlet Osszefliggést teremt a polimerekre jellemzd mechanikai
paraméterek kozott, melyek a kovetkezok: a konturhossz, ami egyenld a teljesen kinyujtott
molekula hosszaval; a vég-vég hossz, ami a molekula két végpontja kdzotti tavolsag; és végil
a molekula hajlitomerevségét jellemz4 Gn. perzisztenciahossz, ami megmutatja, hogy a
molekula milyen rovid szakasza tekinthetd még merev rudnak.

A perzisztenciahossz emellett meghatarozhaté a felszinre adszorbealodott, beszaritott
filamentumok geometriai orientacio-eloszlasa alapjan is, amennyiben a filamentumok felszini
kitapadésara elegendd id6t hagyva feltételezziik, hogy a filamentumok felszini elhelyezkedése
htien tiikr6zi az oldatbeli orientacidt, azaz a regisztralt AFM-es kép az oldatbeli
haromdimenzids orientaci6 kétdimenzids ,,lenyomata”.

A dezmin filamentumok szerkezetének fellazitasat foszfatkezeléssel végeztem, illetve a
filamentumokat kétértékii kationokra specifikus kelatorokkal bontottam fel: a Ca** ionokra
joval specifikusabb EGTA-t egészen 21 napos inkubaciés idén at, mig a Mg?* irant nagyobb
affinitdst mutaté EDTA jellemzden 2 6ran at keriilt alkalmazésra.

A dezmin filamentumokrol, illetve a kémiai kezelés hatdsdra megjelend fibrillaris
polimerizaciés intermedierekr6l a mintdk negativ festését kovetden transzmisszios

elektronmikroszkopos felvételek késziiltek.

Eredmények

Az izolalt dezminrdl késziilt gélelektroforetogram alapjan a mintak atlagosan 97 %-0s
tisztasaguak, a fehérje koncentracidja Bradford Assay alapjan 1,37 mg/ml. A dezmin
polimerizéaciojat 320 nm-es hullamhosszon fényszorasméréssel mértem, a polimerizacid
idéallandoja ~800 s, igy nagyjabol 1 ora elteltével mar
csaknem teljes a polimerizacid. A polimerizacioban és a
morfologidban nem tapasztaltam lényeges kiilonbséget a
NaCl-dal, illetve MgCl,-dal kezelt mintak esetén. Az

AFM-mel késziilt képek alapjan mért filamentum atmérd

50 nm koriili (1. abra), mely joval szélesebb, mint az

1. abra: Dezmin filamentum jrodalomban az elektronmikroszképos képek —alapjan
csillamfelszinen. )
elfogadott 10 nm. Ennek magyarazata a filamentumok



ellapulasa a hordozofelszinen, illetve a rugdlapka hegyének a mintaval Osszemérhetd

gorbiileti sugara.

A dezmin molekulakat nemspecifikusan az AFM-rugoélapka végén levo tiivel fogtuk
meg, majd feszités-relaxacié ciklusokban manipuldltuk. A mérés soran a molekulaban
kifejlédé rugalmas erdt regisztraltuk a megnyulds fliggvényében, az adatokat grafikusan

abrazoltuk, majd elemeztiik. Négyféle, egymastol eltérd, jellegzetes mechanikai valaszt
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2. abra: A dezmin jellegzetes molekulahossz-rugalmas er6 fliggvényei. Minden
grafikon egy teljes feszités-relaxacio ciklust abrazol. A fekete gdrbe (nagyobb erdk)
a molekula huzésat, mig a sziirke gorbe (kisebb erdk) a visszaengedést jelenti.



kiilonboztettlink meg a manipulacid soran, ezek pedig a kovetkezok voltak: 1) csucsok a
nyujtas kezdetén, 2) allandé nagysagl eré mellett tapasztalt megnyulas, mely az erdgorbéken
»platé” formdjaban jelentkezik, 3) a platdkra szuperpondlodd csucsok, 4) nemlinedris
rugalmassag (2. abra).

A nyujtas kezdetén megfigyelhetd csicsokat egy atmeneti, viszonylag rovid platoként
definidltam, mely egy fokozatosan felfutd, illetve egy fokozatosan csokkend szakaszl
erdvalaszt jelent. A csucshoz tartozo erd, a csucs-tavolsag illetve a megfigyelhetd csticsok
szama alapjan hisztogramokat készitettem. Az er6 multimodalis eloszlast mutat nagyjabol 20,
40 ¢és 60 pN maximumokkal, a nyujtas kezdetén tapasztalt hossznovekmény is multimodalis
eloszlasu, 11, 22, 33 nm koriili kiugrasokkal. A kezdeti eréatmenetek szama leggyakrabban
kettonek adddott, de egyetlen esetben sem tapasztaltunk 4-nél tobb csucsot egy ciklus soran.

A dezmin mechanikai manipuléacidja kozben megfigyelt masik jelenség az ugynevezett
,»platd”. llyenkor a rugdlapka tiijével megragadott molekulakoteg nyujtasa soran fellépd erd
allando értéken marad, majd bizonyos megnyulés elérése utan hirtelen lecsokken. A platok
analizise sordn a platdmagassagot ¢€s a platd szélességét vizsgaltam. A platomagassag
hisztogram multimodalis eloszladst mutat, a csticsok rendre 13, 26, 39 és 52 pN erdknél
jelentkeznek. A platdszélesség-eloszlas is multimodalis, a csucsok 12, 24, 36 és 48 nm koriil
figyelheték meg.

Amennyiben a mar korabban emlitett, felfutdé és lefutd éllel jellemezhetd erdvalasz
Osszességében 60 nm-nél hosszabb megnyulassal jar, azaz a megnyujtott molekula hossza
meghaladja az ULF hosszat, akkor eréplatora szuperponalodo csucsként vettem figyelembe.
A csucsok szélességének gyakorisaga 8, 16 és 24 nm-nél mutatott halmozo6dést, mig az erdk
esetében 25, 50 és 75 pN-os lokalis maximumokat talaltam.

Nagyobb, jellemzden 200 nm feletti megnyulas esetén nemlineéris, flirészfog-szert,
ismétlédé  erdvalaszokat regisztraltam. Ez a flirészfog-mintdzat rendszerint olyan
polimerlancok nyujtasakor jelentkezik, melyekneél a kontirhossz hirtelen 1épésekben
novekszik a nyujtds sordn. A mechanikai manipuldci6 sordn a molekulaban kifejl6do
maximalis erd tobb szaz pN is lehet, de legalabb 30 pN-os erd volt jellemz6 a nemlinearis
rugalmassagot mutatdé dezminre. Az nemlinearis erévalasz tovabbi analizisekor a gorbékre a
WLC entropikus polimer modellt illesztettem, mely alapjan a dezmin hajlitomerevségét
jellemzd perzisztenciahossz modusza 0,4 nm. Ez az igen alacsony érték a denaturélt fehérje
rugalmassagat jellemezheti.

Az AFM-mel késziilt topografikus kép kivalasztott pontjan mechanikai manipulaciot

végeztiink az éppen ott levo biologiai mintan a rugodlapka vertikalis mozgatasaval. A nyujtas



utan késziilt képen csak a két korrel jelzett helyen lathato a teljes filamentum

keresztmetszetére kiterjedd feloldhatd folytonossaghiany, jollehet valamennyi manipulalt

3. abra: In situ AFM a dezmin filamentumokon. A nyilhegyek a manipulaciok helyét jelzik.

tertiletrdl rugalmas, komplex erévalaszt nyertiink, azaz a manipulaciok soran vélhetéen nem a
teljes filamentumot fogtuk meg az AFM-rugoélapka tiijével (3. abra).

Elektronmikroszkopos mérések alapjan a foszfatkezelés az intermedier filamentumok
szétszerel0dését indukalja. A foszfatkezelt dezmin erdvalaszaiban az alabbi jelenségek voltak
megfigyelhetdk: 1) lecsokkent nyujtas kezdeti csucs-tavolsag; 2) lecsokkent platoszélesség; 3)
lecsokkent kontirhossz-névekmény és maximalis er6 a fiirészfog-mintazat esetén. Jellemzd
volt még emellett, hogy a nyujtas kezdetén megfigyelhetd er6valasz rendszerint tobb (3-4)
cslicsot tartalmazott.

A csillamfelszinre adszorbeédldodott dezmin filamentumok vég-vég hosszanak, illetve
kontarhosszanak ismeretében lehetéség nyilik a teljes dezmin filamentumra jellemz6
perzisztenciahossz meghatarozasara. Az atlagos négyzetes vég-vég tavolsag, illetve a

konturhossz kozotti exponencidlis fliggvény alapjdn a teljes filamentum becsiilt



perzisztenciahossza ~0,45 pum, mely jol egyezik mas intermedier filamentumok egyensulyi
rendszerben meghatarozott perzisztenciahosszaval. A dezmin filamentumot homogén radként
modellezve megbecsiilheté annak rugalmassagi modulusa, mely esetiinkben 3,7 MPa.
Kétértekli kation-kelatorok jelenlétében a kisebb szdmban jelen levé dezmin
filamentumok mellett, azoknal joval alacsonyabb, illetve kisebb atmér6jii fibrillaris

szerkezetek jelentek meg (4. abra). Az AFM-es képek alapjan az érett dezmin filamentumok

dezmin

filamentum

400 nm

4. abra: Dezmin filamentumok kezelése EGTA-val, (9 nap inkubaci6). Az abran fekete

nyilak mutatnak a fibrillaris strukturdkra, mig fehér nyil mutat a dezmin filamentumra.
magassaga atlagosan 2,3 nm, mig a fibrillumok atlagos magassdga csupan 0,3 nm. A
fibrillaris strukturak valos szélessége 25,5 nm, mig a dezmin filamentumoké 50,6 nm, mely
jelentds ellapulast jelent. A dezmin filamentumhoz hasonl6 aranyu kilapulast figyelembe véve
4,83 nm atmérdjii hengerre jellemzdek a fibrillumok esetében mért magassag- ¢és
szélességértékek. Ez a kiszamitott érték jol egyezik a keratin protofibrillumok atmérdjével,
igy feltételezéseim szerint EDTA és EGTA kezelés hatdsara a dezmin protofibrillumokra
szerelddik szét.

A protofibrillumok orientacio-eloszlas alapjan szamolt perzisztenciahossza 0,05 pm,
mely jol korrelal a dezmin dimer hosszaval (48 nm), mig rugalmassagi modulusuk 10,6 MPa,
nagyjabdl haromszorosa a dezmin filamentum rugalmassagi modulusanak.

A dezmin filamentumokrol, illetve protofibrillumokrol késziilt elektronmikroszkopos
felvételek alapjan a dezmin filamentumok atmérdje atlagban 10,3 nm, mig a fibrillumok
atlagos atmérdje 4,1 nm. Mindkettd érték jO egyezést mutat az irodalmi adatokkal, illetve az
AFM-es morfoldgia alapjan a kilapulasra korrigalt atmérdkkel, ami azt bizonyitja, hogy

valdban protofibrillumokrél van szo.



Kovetkeztetések

A dezmin rugalmas erévalaszait 6sszefoglalo empirikus modelliinkben (5. abra) a
rugalmassagért felelds {6 szerkezeti elem a coiled-coil dezmin dimer. A filamentumkdotegben
ezek a kisebb egységek gyengébb oldaliranyu kapcsolatban vannak egymassal, mely jol
magyarazhatja a csucsok megjelenését a nyhjtas kezdetén. Ez a kezdeti disszociacid
legtobbszor két 1épésben torténik és nem ritkdn reverzibilis. Az erdplaték hatterében
feltehetéen olyan szerkezeti valtozdsok allhatnak, melyek a filamentum felszinén levd
protofilamentumok folytonos levalasztodasaval kapcsolatosak, illetve lehetséges, hogy a-
helikalis coiled-coil domén kitekeredés és dimerek egymas melletti elcsuszasanak kombinalt

kovetkezményei. Azt, hogy a dimerek k6zotti tovabbi cstiszas vagy inkabb protofilamentum

feji domén AFM rugoélapka

I

dezmin dimer cstucs

kitekeredo
feji domén
plato

I

flirészfog

I

nemlinearis
rugalmassag

kitekeredett
dezmin domén

5. abra: A dezminen végzett mechanikai manipulaciohoz kotddo szerkezeti atmenetek

levalasztodas torténik-e a tovabbiakban, a filamentumra merdlegesen hatd (,,szétcipzarozo”),
illetve a megnyujtott dezmin szal tengelyében haté (,.kiteker6”) er6k kozotti egyenstly szabja
meg. A fiirészfog a dimer-fej és a szomszédos coil kozti retesszerti kapcsolat megszakadasat

jelezheti, amennyiben ez a kapcsolat megszakad, de egy ugrast kdvetden egy masik dimerrel
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ujra kialakul, az ismétlddé flirészfogat eredményezhet az erdgoérbén. A nemlinearis
erévalasz mar kitekeredett domének tovabbi nyujtasanak eredménye lehet. Ez viszont
feltételezi azt, hogy hosszirdnya terhelésnél sokkal ellenallobb a rendszer, ami vélhetéen a
protofilamentumok termindlis doménjeinek erdsebb kolcsonhatdsaival magyardzhatd. A
foszfatkezelés pedig vélhetden a dimerek kozotti oldaliranyu elektrosztatikus kolesonhatést
gyengiti.

Az EGTA ¢és EDTA kezelések hatasara vélhetéen a dezmin dimereket oldalirdnyban
Osszetartd ionos kolcsonhatasok modosulnak (vagy a Mg2+ elvonas vagy pedig sajat toltésiik
miatt). Ennek értelmében egy érett dezmin filamentum 4-5 6nalld, stabil entitasként 1étezd
protofibrillumra szerelddik szét (6. abra). Ez a jelenség viszont azt jelenti, hogy a dezmin
filamentumok 0Osszeszerelddése, illetve szétszerelddése eltér6 utvonalakat kovet. A
polimerizacid soran a tetramerekbdl egy a teljes filamentum atmérdjének megfeleld
vastagsagu ULF képzddik, majd az ULF-ek hosszanti asszocidtuma hozza 1étre a dezmin
filamentumot. A szétszerel6dés soran viszont a protofibrillumot hosszanti iranyban 6sszetarto
erdk vélhetden nagyobbak az oldaliranyu erdkhoz képest, igy a protofibrillum 06nalld
struktiraként is megjelenhet in vitro. Mivel a dezmin filamentum nem egy ,,felnagyitott”
protofibrillum, nem homogén, izotrop test, igy a viszonylag merevebb épitékdvek (dimerek,

protofibrillumok) ellenére is meglehetdsen flexibilis vazat képez a sejtekben, mikdzben

dezmin dimer
——

|
L

F ULF-hosszusagu protofibrillum
— !

unit length fllament (ULF) I_

_ stabil protofibrillum

dezmin filamentum —————5  protofibrillumokra bomlas

6. abra: Dezmin protofibrillumok kialakulasanak modellje
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hosszanti deformacioéval szemben rendkiviil ellenallo. Ezek értelmében a dezmin egy

rugalmas, am ugyanakkor nyujtasnak ellenalld, stabil vazat biztosithat az izomsejteknek.
Uj tudomanyos eredmények

Fentiek tiikrében AFM-mel sikeresen meghataroztam a csirke zuzabdl izolalt dezmin
alapvet6 rugalmas erdvalaszait:

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

2) 60 nm-nél hosszabb protofilamentumok nyujtasakor platokat észleltem az
erdgorbéken, melyekre rendszerint 16 nm-es tavolsdgonként erd-csucsok
szuperponalddtak. Az eréatmenetek feltehetden protofilamentum-levalasztddas,
dimer-dimer elcsuszas ¢és  coiled-coil domén  Kitekeredés egyiittes
megnyilvanulasai.

3) A molekulakotegek tovabbi nyujtasakor nemlinearis, entropikus rugalmassag
dominalt, mely részlegesen denaturalt dezmin dimerek mechanikai tulajdonsagat
titkkrozheti.

Megmértem a molekula nyujtasa soran a hajlitobmerevséget jellemzd 4tlagos
perzisztenciahosszt, a 0,4 nm-es érték azonban vélhetden a teljesen denaturalt dezmin
rugalmassagat jellemzi.

A pasztazas soran nyert képeken a filamentumok geometriai orientdcio-eloszlasat
vizsgaltam, a teljes filamentum keresztmetszetére kiterjed6 perzisztenciahossz ennek alapjan
0,45 um.

Keétérteki kation keldtorok, EGTA, illetve EDTA hozz4adasaval a mar polimerizalodott
dezmin filamentumok o6rdk, illetve napok alatt stabil, fibrillaris strukturdkra bontottam szét,
melyeket a topografikus képek alapjan meghatarozott atmérd, illetve keresztmetszet alapjan
protofibrillumokként azonositottam.

A dezmin filamentumok foszfatkezelésével ravilagitottam arra, hogy a dezmin
erOvalaszai alapjan a kezelés eredményeként a dimerek kozotti oldaliranytl elektrosztatikus

kolesonhatéas gyengiil.
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