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,Hiszem, ha ldtom”, tartja a hétkdznapi logi-
ka. Valéban, a ldthaté érvek mintha minden-
nél meggyézébbek volndnak. Nincs ez
mdshogy a természettudomdnyokban sem.
Egyedi molekuldk kozvetlen megfigyelése,
tovibb4 manipuldldsa és mozgatdsa tudomad-
nyos elméletek egyértelm(i bizonyitékdul
szolgdl, de egytttal olyan jelenségek és folya-
matok felfedezését is lehet6vé teszi, amelyek
a molekulasokasigban rejtve maradnak. A
hagyomanyosan alkalmazott biokémiai és
szerkezeti eljarasokban ugyanis molekulaso-
kasdgot vizsgdlunk, melyek a vizsgdlt tulaj-
donsdg vagy kisérleti paraméter dtlagéreékérél
adnak informdciét. Fzzel szemben egyedi
molekuldk vizsgilata lehetdséget ad a vizsgalt
paraméter molekuldk szerinti eloszldsinak
megismerésére. A modszerrel eddig soha nem
tapasztalt bepillantdst nyerhetiink a biomole-
kuldris szerkezet és miikodés kiilonbozd as-
pektusaiba, és bizonyos tulajdonsdgok, pél-
ddul a mechanikai jellemzdk, csupdn ilyen
modszerekkel vizsgalhaték. Az utébbi két
évtizedben egyrészt a technikai fejldédésnek,
mdsrészt izgalmas, Gjonnan felmeriild és kii-
l6ndsen bioldgiai jellegli problémaknak ko-
szonhetéen az egyedi molekulakutatds fejlé-
dése nagy sebességgel tortént. Egy 6j diszcip-
lina j6te [étre, amely egymolekula biofizikaként
valt ismertté. Az aldbbi Gsszefoglaldban elsé-

sorban sajat eredményeken keresztiil mutat-
juk be az egymolekula biofizikdt, ezen beliil
is koncentrdlva az egymolekula mechanikéra.

Az egymolekula biofizika rivid torténete

A molekuldk megragaddsa és egyenként t6r-
téné manipuldlsa alig egy emberdltével ez-
eléte még szinte a tudomdnyos fantasztikum
vildgdba tartoz, hihetetlennek ttiné dlom
volt. Bér egyedi DNS- és fehérjemolekuldk-
rél mdr az 1960-as években is késziiltek képek
elektronmikroszkdp segitségével, ezekben az
esetekben a molekuldk vizualizdldsa kémiai
fixdlds, dehidrélds, és festés vagy mds kont-
rasztndveld eljards utdn toreént. Ezzel szem-
ben az egymolekula biofizikai médszerekben
a molekuldkat vizes kozegben, lehetdség
szerint a fiziolégids viszonyoknak leginkdbb
megfelelé koriilmények kozote vizsgaljuk.
Néhdny mérfoldkd az egymolekula biofizika
torténetébdl (Kellermayer, 2005): 1976-ban
egyetlen antitest-molekuldrdl készitettek fluo-
reszcencia mikroszképos felvételt; 1986-ban
egyedi, fluoreszcensen jeldlt aktin filamen-
tumok motilitdsit kovették miozinnal bori-
tott feliileten; 1991-ben sikeriilt megmérni
egyetlen miozinmolekula mechanikai lépését,
majd 1994-ben egyetlen kinezinmolekuldét;
1996-ban a DNS rugalmassagit irtik le egye-
di molekuldk manipuldciéja alapjin; 1997-
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ben leirtédk a z6ld fluoreszcens fehérje (GFP)
pislogdsi folyamatdt; 1997-ben kertilt sor az
els6 fehérjemolekula-manipuldciés kisérle-
tekre; 1998-ban kimutattdk az FiFo ATP-dz
rotaciés viselkedését; 2001-ben egyedi RNS-
molekuldkat sikeriilt kitekerni mechanikai
er6 segitségével; végiil 2008-ban egyedi ribo-
sz6mdk mechanikai manipuldcidjéval kimu-
tattdk, hogy maga a riboszéma is egy bonyo-
lult mechanoenzim komplex (Wen et al.,
2008). Az egymolekula biofizika ldtvinyosan
fejléds, élénk érdeklddéssel kisért tudomany-
teriilet. Bar bonyolult és nehéz kisérleteket
igényel, fejlédését és elterjedését mégis jol
mutatja, hogy amig az 1990-es évek elején az
évente publikalt néhdny cikk mindegyike
szenziciészamba ment, addig 2011-ben az
ezret is meghaladta az egymolekula tudo-
médnnyal foglalkozé megjelent cikkek szima.
Miért vizsgdljunk molekuldkat egyenként?
Fizikai, kémiai és biol6giai tuddsunk nagy
része molekulasokasdgon végzett kisérletek-
bél szdrmazik azzal a feltételezéssel, hogy
azonos koriilmények kozott az azonos 6ssze-
tételt molekuldk tobbé-kevésbé ugyanigy
viselkednek. Az utébbi évek egymolekula
kisérletei azonban rdmutattak, hogy ugyan-
azon kémiai 6sszetételti molekuldk kiilonbo-
z6 utakat jarhatnak be egy adott folyamat
sordn. Véletenszerd, tgynevezett sztochasz-
tikus jelenségek léphetnek fel, melyek rejtve
maradnak a molekulasokasdgban. Bonyolult
kaszkddfolyamatokban, mint példdul a bio-
l6gidban oly jelentds jeldtviteli utak, gyakran
kisfokt1 a térbeli és id8beli szinkronizacié, ami
elfedi a [épések részleteit. Ezért, jollehet, kii-
16nb6z6 dllapotok lehetnek jelen egyidejiileg,
a vizsgal6 csupdn ezek dtlagdt érzékeli. Ezzel
szemben az egymolekula médszerek lehetd-
séget adnak az adott molekuldris folyamatban

fellelhetd kiilonboz6 térbeli és iddbeli dllapo-
tok azonositdsdra és jellemzésére. Ezek az dl-
lapotok lehetnek molekulaszerkezeti 4llapo-
tok (konformdcid, konfiguricié), elektron-
energia allapotok (szingulett, triplett, alap-,
illetve gerjesztett), és kolcsohatasi, interakeiés

dllapotok (kotott, disszocidlt). Bizonyos te-
ritleteken az egyedi molekulaeljdrisoknak
nincsenek alternativdi: biomolekuldk mecha-
nikai tulajdonsdgait (rugalmassdg, er6gene-
rdlé dtmenetek) csak molekuldk egyenkénti

manipuldldsival mérhetjitk meg pontosan.
Négy teriilet azonosithatd, melyek esetében

az egymolekula médszerek olyan informaci-
dval szolgdlnak, amely nem elérheté moleku-
lasokasdgon végzett kisérletekben: 1) id6beli

dllapotok azonositisa véletlenszerti vagy
egyéni mintdzatd folyamatokban, 2) térbeli

dllapotok azonositésa parhuzamos titvonala-
kon futé folyamatokban, 3) biomolekuldk
mechanikai tulajdonsdgai, és 4) egyedek
kovetése heterogén molekulasokasigban.

1. Molekuldris dllapotok iddbeli eloszldsa *
Kénnyen beldthatd, hogy egy maratoni futé-
verseny sokasdgdnak megfigyelésével nem
tudjuk felfedni az emberi futémozgis me-
chanizmusainak finom részleteit. Bér a start-
pisztoly eldordiilésének pillanatiban a futdk
szinkronban indulnak el, néhany lépés utdn
deszinkronizdcié 1ép fel, és a tavoli szemléld
csak a futdmozgds dtagdt észleli. A finom
mechanizmusok felfedezése érdekében tehdt
az egyént kell vizsgdlni. Ugyanez a helyzet
molekuldk esetében is. A molekuldban id6
fuggvényében fellépé valtozasok pontos meg-
ismeréséhez egyetlen molekula viselkedését
kell kévetniink. Ilyen id6beli valtozdsok a
véletlenszer(i vagy sztochasztikus dllapotval-
tozdsok, a memoriaeffektussal jaré folyama-
tok, és a tobblépcsds kaszkadfolyamatok. A
sztochasztikus dllapotvaltozas érdekes példd-

1056



Kellermayer Miklds e Egymolekula biofizika

jaa fluoreszcens molekuldk milliszekundumos
idéskaldn zajlé pislogdsa (blinking), amely
ismeretlen volt mindaddig, amig nem sike-
riilt egyedi molekuldkat id6 fuggvényében
kozvetleniil kévetni (Dickson et al., 1997).
2. Molekuldris dllapotok térbeli eloszlisa
Reggelente tobbezer auté kel 4ta Dundn Pest
és Buda kozott, hogy munkéba juttassa uta-
sait. Természetesen jol tudjuk, hogy a kozle-
kedés a budapesti hidakon keresztiil torténik,
a puszta dtlagszdm errdl mit sem drul el.
Ahhoz, hogy a térbeli ttvonalakat, idegen
széval trajekeSridkat megdllapitsuk, lehetSleg
egyedek mozgisit kell kovetni. Ehhez hason-
16, parhuzamos ttvonalakon haladé mole-
kuldris folyamatokndl még tokéletes idSbeli
szinkronizdci6 esetén is egyszerre tobb dllapot
van jelen a sokasdgban. A parhuzamos titvo-
nalakon halad6 folyamatok legfontosabb
példdja a fehérjetekeredés vagy gombolyodsis,
amely sordn a polipeptidlinc felveszi hirom-
dimenzids térszerkezetét. Bér a fehérje els6d-
leges szerkezete (aminosavsorrendje) tartal-
mazza a térszerkezethez sziikséges informdci-
6t, az a folyamat, amely sordn a linedris po-
lipeptid lanc eljut a hdromdimenzids szerke-
zetéig, még nem ismert pontosan. Egy fehér-
jemolekula lehetséges konformaci6inak szd-
ma elképesztéen nagy, ezért a gyors felteke-
redés sordn nem teljesen véletlenszertien,
hanem bizonyos vezérlés szerint vdlasztddnak
ki a konformdciés dllapotok, amelyeken ke-
resztill a fehérje eljut végsd wérszerkezetéhez.
Ugyanazon fehérje kiillonb6z6 egyedei mds
és mds utat jarhatnak be a folyamat sordn. A
molekula k6lonbozd intermedier dllapotok-
ba, s6t, akdr kinetikai csapddba is keriilhet. A
fehérjetekeredés vizsgalatinak {6 céljai kozé
tartozik a kiilonb6z6 intermedierek azonosi-
tdsa és végsd soron a tekeredési titvonal lehe-

t6 legpontosabb feltérképezése. Egymolekula

tekeredési kisérletekben valamilyen szerkeze-
ti paramétert (példdul intramolekuldris tdvol-
sagot) kovetiink id6 fliggvényében, mialatt

a fehérje kémiailag, termikusan vagy mecha-
nikailag vezérelt médon a denaturlt dllapot-
bél a nativba, vagy megforditva, a nativbél a

denaturdlt dllapot felé halad. Er6vezérelt

egymolekula kitekerési kisérletekben a mo-
lekulat kiilsé mechanikai erével denaturdljuk.
A rendszer ilyenkor nincs termodinamikai

egyenstlyban, a molekula nem tudja kipré-
bélni az 6sszes lehetséges szerkezeti dllapotot,
és a mechanikai er6 mintegy dtrdngatja a

molekuldt a konfiguricids tér egy részén. Az

erévezérelt fehérjekitekerési kisérletek rend-
kiviil fontossd véltak a gombolyodds folya-
matdnak és a mechanikai stabilitds tényezd-
inek megismerésében.

3. Mechanikailag aktiv fehérjék  Mara
rengeteg olyan fehérjét ismeriink, melyek
biolégiai szerepe valamilyen mechanikai ha-
tés gyakorldsa. Az ilyen fehérjék képesek
mechanikai ert kifejteni és irdnyitott elmoz-
duldst létrehozni azdltal, hogy a kémiai ener-
gidt nagy hatdsfokkal mechanikai munkava
alakitjdk. Bizonyos fehérjék, ugynevezett
motorfehérjék vagy mechanoenzimek, nagy
tévolsdgokat tesznek meg biopolimer mole-
kuldk (példdul citoszkeletdlis filamentumok
vagy DNS) mentén, vagy éppen roticios
mozgdst hoznak létre (példdul az FiFo ATP-
dz vagy a bakteridlis flagellum rotorja). Mas
fehérjék (példdul kondenzinek) a DNS-mo-
lekula aktiv 6sszecsomagoldsiban, tomorité-
sében jdtszanak fontos szerepet. A mechani-
kailag aktiv biomolekuldk idedlisan tanulmad-
nyozhat6k egyedi molekula médszerekkel, és
az dltaluk kifejtett mechanikai hatds megmé-
rése csak gy lehetséges.

4. Egyének kivetése molekuldris sokasdgban

* Az &6 sejt belseje rendkiviil koncentrélt,
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molekuldk dltal stirtin benépesitett heterogén
kornyezet. Olyan fehérjék esetében, melyek
onmagukban is nagy lokalis koncentrécidban
vannak jelen (példdul aktin, 2-8 mg/ml), a
sokasdg elfedi a molekuldris mozgdsokat,
fluxusokat, kolcsonhatasokat. M4s esetben
csupdn néhdny partikulum van jelen (példéul
virusok), 4m ezek térbeli és idbeli kovetésé-
hez ugyancsak egymolekula médszerek

sziikségesek.

Hogyan ragadjunk meg egyetlen molekulds?
Az egymolekula manipuldciés médszerek két

{6 csoportba sorolhaték: mechanikai transz-
ducerek és kiilsé mezé manipuldtorok (Bus-
tamante et al., 2000). A mechanikai transzdu-
cerek kozvetlen kontaktusban vannak a
vizsgalt molekuldval, legismertebb fajtdjuk az
atomeré-mikroszkép. A kiilsé mez6 mani-
puldtorok tavolrél és kozvetett médon, t5bb-
nyire egy fogantytn keresztiil hatnak a vizs-
galt molekuldra. Ezek kozé tartozik a lézer-

|ézernyaldb-kitérés

latex
mikrogyongy

rugdlapka- ﬁ
elhajlas F/k

mozgathaté
mikropipetta

elektromégneses tér c
gradiens (optikai fokusz)

molekula

csipesz és a mdgneses csipesz. A megfeleld
modszer kivalasztdsa t6bb tényezdtdl fiigg,
mint példdul a geometriai elrendezés, a rele-
vans erStartomdny, a konjugdciés kémia és
az oldatcsere igénye. A kiilonbozd egyedi
molekula manipuldciés médszerck sémdja az
I. dbrin lathaté.

1. Atomerd-mikroszkdp * Az atomers-mik-
roszkép (atomic force microscope — AFM)
egy nagy felbontdst pasztizé tliszondds mik-
roszkdp, melyben egy rugalmas lap végén
levé tlivel pdsztizzuk végig a minta felszinét.
A felszin és a tii atomyjai kozote fellépd vonzé
és taszitd kolesonhatdsok a rugélapkat verti-
kélis irdnyban kitéritik alaphelyzetébdl. A
rugélapka pardnyi elmozduldsait a rugélapka
hétlapjdra vetitett és onnan egy helyzetérzé-
kel fotodidddra vetiil§ 1ézernyaldb segitségé-
vel mérjiik meg (1.2 dbra). Az AFM segitségé-
vel nagyfelbontdst képek készithetSk egyedi
molekuldkrdl. Egytttal a molekuldk mecha-
nikai manipuldci6jit, megnydjtasit is meg-

magneses tér

. (magneses csipesz)
S ane ot

magneses
mikrogyéngy

1. dbra * Egyedi molekula manipuldciés technikdk. A nyilak az elmozdulds irdnydt jelzik.
a. Egyedi molekula manipuldcié atomerd-mikroszképpal (AFM). A rugélapkit elmozditjuk
a mintahordozd feliilettl; a megragadott molekula megfesziil. ® b. Molekulanyjtds lézercsi-
pesszel. A vizsgdlt molekula két mikrogyongy kozott fesziil ki. Az egyik mikrogyongyot a 1é-
zercsipesszel, a mdsikat egy mozgathaté mikropipettdval ragadjuk meg. ® c. Molekulamanipu-
laci6 mdgneses csipesszel. A molekula egyik vége szuperparamdgneses mikrogyongyhoz
kapcsol6dik, amely a kiilsé magneses tér irdnyaba igyckszik fordulni és mozdulni. A mdgneses
csipeszben lehetdség adédik a mikrogydngy forgatdsira, igy a molekula megcsavardsdra is.

1058



Kellermayer Miklds e Egymolekula biofizika

valésithatjuk, ha a rugélapkaval nem pdsztd-
zunk, hanem a hordozé feliiletre merdlegesen
mozgatjuk. A feliilet és az AFM-t(i kozé fogott
molekula ilyenkor megfesziil, benne erévezé-
relt szerkezeti véltozdsok léphetnek fel, ame-
lyeket a médszerrel pontosan azonosithatunk
és kovethetiink.

2. Lézercsipesz ® A 1ézercsipesz (1.6 dbra)
miikddésének alapja impulzuskicserélddés
egy fokuszdlt [ézernyaldbban haladé fotonok
és egy fénytoré mikrogyongy kozott. A mikro-
gyongyre haté kiilonboz6 optikai erék egyen-
stllya esetén a gyongy térben rogzitett hely-
zetbe, csapddba, potencidlgodorbe kertil. A
lézercsipesz egyfajta virtudlis rugdként visel-
kedik és felhasznalhaté erémérd transzducer-
ként a pikonewton (pN = 10™ N) erdtarto-
mdnyban. A vizsgdlni kivant molekuldt kii-
16nb6z6 konjugicids eljarasokkal kapcsoljuk
a mikrogyongy feliiletére. Kiilonboz6 lézer-
csipesz geometridk 1éteznek a kisérlet 4ltal
megkivént feltételeknek megfelel6en.

3. Mdgneses csipesz ® A mdgneses csipeszben
szuperparamdgneses mikrogyongy 1ép kol-
csonhatdsba kiilsé magneses térrel (.c dbra).
A mikrogy6ngy fogantytiként miikodik, me-
lyen keresztiil az adott molekula végét meg
lehet ragadni, és a molekuldra erdvel lehet
hatni. A kifejtett erék igen alacsonyak, akdr
femtonewton nagysigrendick lehetnek (fN
= 10" N). A mdgneses csipesz hasznalatakor
kiilonosen nagy jelentéségli, hogy a kiilsé
mdgnes elforgatisdval a manipulalt mikro-
gyongy is elfordul. Haa megragadott moleku-
la vége szildrdan rogziil a mikrogydngy, illet-
ve a szubsztrat felszinéhez, akkor a moleku-
lara torzids erét fejthetiink ki.

4. Molekulik rigzitése » Annak érdekében,
hogy egyedi biomolekuldkat mechanikailag
manipuliljunk, a végeit megfelel6 médszer-
rel meg kell fognunk. A lézercsipeszben a

molekula végeit kiilonbozd felszini reaktiv
csoportokat hordozd mikrogydngyokhoz
kapcsoljuk. Ezutdn az aktivalt mikrogyongy
fogantytként viselkedik, mellyel a vizsgilt
molekuldt manipuldlni tudjuk. Az AFM-ben
a molekula a tli és a felszin kozott fesziil ki,
melyek mindegyike kémiailag aktivélhato.
Az egyedi DNS-molekulik manipuldldsdra
alkalmas technikdk széles skaldja megterem-
tette annak lehetdségét is, hogy magit a
DNS-molekuldt mint fogantytt alkalmaz-
zuk. Az utébbi években kiilonésen nagy ér-
dekl8dés irdnyul a kémiailag funkcionalizale
szén nanocsovekre, melyek az AFM-ben al-

kalmazhat6k fogantyiként.

Mire lebet kovetkeztetni

egy molekula manipuldldsabol?

Egyedi molekuldk manipuliciéjibél szimos

tulajdonsdgra, dllapotra és folyamatra lehet

kovetkeztetni: rugalmassag, szerkezeti dllapo-
tok, intramolekuldris klesdnhatdsok, erége-
nerdlé folyamatok.

1. Meért paraméterck * Az egymolekula
manipuldcids kisérletekben nyert adatok a
mechanikai erd, illetve a molekula felftiggesz-
tési pontjai kozotti tivolsdg. Mindkét para-
méter idSbeli véltozdsait is kovethetjiitk nagy
felbontdssal. Az eré a molekuldban fejlédik
ki a mechanikai perturbdcié hatdsdra. A fel-
fliggesztési pontok kozott tdvolsdg lincszerti
molekula esetében tobbnyire a molekula két
végpontja kozotti tavolsag,

2. Mechanikai kalibrdcié * Az egyedi mo-
lekula manipuldciés eszkdzok pardnyi erék
(IN-nN tartomdny) mérésére alkalmas erédt-
alakité berendezések. Hogy a vizsgdlt mole-
kuldban kifejl6d6 erét pontosan megmérhes-
sk, ismerniink kell az er6transzducer (pél-
ddul lézercsipesz vagy AFM-rugdlapka) ru-
godllandéjat. A rugoédllandée kalibracids
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protokollok segitségével mérjitk meg, melyek
alapja ismert nagysdgti (példdul viszkézus,
termikus) er6hatésra fellépé elmozdulis vagy
elhajlis megmérése.

3. Molekularugalmassdg  Annak érdeké-
ben, hogy egy fehérjeldnc rugalmassdgit
megmérjiik, a molekulit végeinél fogva meg
kell nydjtanunk. Lézercsipesz esetében pél-
ddul a molekula mindkét végére egy-egy
mikrogyongy kapcsolédik. Az egyik mikro-
gyongyot a lézercsipesszel, a mdsikat egy
mozgathaté mikropipettdval fogjuk meg (.
b dbra). A molekuldt a mikropipetta lézercsi-
pesztd] t6rténd eltavolitdsdval nydjtjuk meg,
majd a mikropipetta [ézercsipesz felé t6rénd
visszamozgatisdval relaxdljuk a molekuldt. A
nyujtis-visszaengedés ciklus sorin mérjitk
vagy kiszimoljuk a molekula két vége kozot-
ti tdvolsdgot és az ehhez tartoz6 rugalmas er6t.
Mis médszerek, példdul az AFM esetében
(r.a dbra) a molekula végeit a rugélapka tjé-
vel, illetve a szubsztrdt felszin segitségével ra-
gadjuk meg. Hosszt1 biopolimér-ldncok ese-
tében a rugalmas er6-molekulahossz fliggvény
tobbnyire nemlinedris sszefliggést mutat,
utalva arra, hogy a rugalmassdgi mechaniz-
mus elsésorban entropikus, és nem a merev
testek rugalmasségi torvényeit koveti. Egy
entropikus polimer Gsszehtizodik, mert ben-
ne termikusan gerjesztett hajlité mozgdsok
lépnek fel, melyek novelik a ldnc konfigurd-
ciés entrépidjdt. A konfigurdcids entrépia
csokkenthetd a linc megnytjtdsaval, azaz a
linc végeinek egymdstdl valé tavolitdsaval.
Ehhez kiilsé mechanikai er6re van sziikség.
Ahogy a ldnc vég—vég tavolsiga kozeliti a kon-
tirhosszt, az erd aszimptotikusan né. A mo-
lekula rugalmassdgi mechanizmusainak
pontos megértése érdekében a kisérleti ers-
megnyilds gorbére elméleti fiiggvényeket
illesztiink, igy kaphatjuk meg az entropikus

polimérlinc hajlitdsi rugalmassagdt leir6
tigynevezett perzisztenciahosszt.

4. Er6 hatdsdra fellépd szerkezetviltozdsok
Mechanikai erd hatdsdra nem csupdn rever-
zibilis, rugalmas alakvéltozas 1ép fel a mole-
kuldban, hanem szerkezetvaltozasok is. Ep—
pen a szerkezetvaltozasok detekrdldsa és jel-
lemzése vezet el az adott molekula tulajdon-
sdgainak és miikodésének pontos megisme-
réshez. Az aldbbiakban konkrét példdn, a titin
6rids izomfehérjén mutatjuk be az ervezérelt
intramolekuldris szerkezetvaltozdsokat.

A dtin voltalegels fehérje, amely egyedi
molekulamanipuléciés technikakkal mani-
puldldsra, megnyujtisra keriilt (Rief et al.,
1997; Tskhovrebova et al. 1997; Kellermayer
etal. 1997). A hardntcsikolt izom 6sszehtizod4-
san kiviil rugalmas tulajdonsigokkal is ren-
delkezik, melyekért elsésorban épp ez a kii-
l6nleges, hatalmas méretti filamentalis fehér-
je a felels. Az izomrostban megnyujtdsra
tejléds erdt passziv izomerdnek nevezziik, és
fontos szerepe van az izomszarkomer szerke-
zetl integritdsinak fenntartisiban, illetve a
nyujtasi erd megsziinte utdn az izom nyugal-
mi hosszdnak helyredllitdsdban. A titinrél ma
mér tudjuk, hogy mérete, a szarkoméren
beliili elhelyezkedése és egyéb fehérjékkel vald
kolesonhatdsai miatt egyfajta organizald,
rendezd szerepet jatszik az izomban. A titin
kozel 4 MDa tomeg, lancszer(i fehérje, ame-
lyet mintegy 300, sorbakapcsolt globuldris
fehérjedomén és a kozottiik itt-ott elhelyez-
ked§ egyedi szekvencia épit fel. A globuldris
domének hét, antiparallel irdnyban futé
béta-lincbdl épiilnek fel, amelyek, mint a
hordé dongdi, egy hordé alakd szerkezetet
épitenek fel. Erdekes, hogy a fehérjeszerkezet
alapjan a titin globuldris doménjei hasonlita-
nak bizonyos extracellularis fehérjék, az im-
munglobulinok ésa fibronektin doménjeihez.
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Ha egy titinmolekuldt végeinél fogva
megnyujtunk, benne rugalmas erd ébred (2.
dbra). A titin rugalmassiga jol jellemezhetd
entropukis polmérmodellek segitségével. Ha
azonban az er6 meghalad egy bizonyos érté-
ket, az er6gorbe hirtelen eltér a rugalmas
modell szerint varhatd lefutastdl, és a moleku-
la tdlnyilik, mintegy megfolyik. A titin tdl-
nyuldsinak okaa molekuldt felépits globuldris
domének erd hatdsira fellépd kitekeredése.
Az egymist kovetd egyedi doménkitekeredési
események flirészfog alakd erégorbét ered-
ményeznek.

t

AFM rugdlapka

nativ titin domének

5. Erdspektrum * A bonyolult szerkezeti
dtmenetek sorozatdt tartalmazé er8gorbét
er6spektrumnak nevezziik. Az er@spektrum-
ban észlelt pillanatnyi er6valtozdsok intra-
vagy — a kisérleti geometridtdl figgéen — in-
termolekuldris kolesonhatdsok mechanikai-
lag vezérelt felszakaddsara vezethetSk vissza.
A kélesonhatdsok ennek megfeleléen lehet-
nek példaul fehérje térszerkezetet Gssszetart6
kotések, antigén/antitest kotések, vagy ligan-
dum/kotShely kdlesonhatasok (példdul bio-
tin/sztreptravidin). Ha egy ldncszeri mole-

kuldban erd hatdsara felszakadé kolcsonhata-

kitekeredett fehérjeszakasz
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2. dbra * Rugalmassdg és kitekeredés a titinben. AFM segitségével regisztralt er6-megnylds
gorbe. Firészfog alakd dtmenetek sorozata figyelheté meg. Az eré-flirészfogak hdtterében
hizédé molekuldris események sémds magyarazatiban hdrom globuldris domént nydjtunk,
melyek mindegyike natfv, feltekeredett dllapotban van a nyujtds kezdetén. Az erd-firészfog
csticsdn a molekulaszakasz megfesziilt dllapotban van. Az ezt kovetd hirtelen er8esés egy-egy
domén kitekeredése dltal okozott hirtelen kontdrhossz-névekedés miatt 1ép fel.
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sok diszkrét, [épésszerti megnyulast okoznak,
az er6spektrumban fiirészfogak jelennek meg
(2. dbra). Egy molekulavagy molekulakomplex
szerkezetét a benne fellépd kolcsonhatdsok
egyenstlya és igy az asszocidciés és disszocid-
ci6s reakciok relativ sebességei hatdrozzak
meg. Kénny(i beldtni ezért, hogy az er6 hatd-
séra fellépd szerkezetvdltozds attdl is fligg,
hogy milyen sebességgel terheljitk a moleku-
lat. Az eréspektrum terhelési sebesség fligg-
vényében torténd analizisét dinamikus erd-
spektroszkédpidnak nevezziik. A dinamikus
eréspektroszkdpia segitségével gyakran nehe-
zen hozzéférhetd termodinamikai és kinetikai

paraméterek valnak megmérhet6vé.
Perspektivik

Az utébbi években az egyedi molekuldk vi-
zualizdldsiban és mechanikai manipuldldsd-
ban litvinyos fejlédésnek lehettiink tandi.
Fontos felfedezések torténtek, és a mddszerek
egy része széles krben alkalmazdsra kertilt. A
tudomadnyteriilet fejlédési irdnydt nehéz
megjosolni. Valészind azonban, hogy tovdb-
bi technikai fejlédés (példdul érzékenyebb
szenzorok, egyre gyorsabb adatvétel) és kiilon-
b6z6 egymolekula médszerek kombinaciéi
meghatdrozé tényezdk lesznek. Bizonyos
mddszerkombindcick mdr jelenleg is léteznek.
A képalkot6 AFM 6tvozése molekuldris
eréspektroszképidval egyedi informéciéval
szolgdl a lokalis szerkezetrdl, dinamikardl,
mechanikdrdl. Egymolekula manipuliciés
médszerek kombindci6ja fluoreszcencia mik-
roszkdpos és spektroszképos technikdkkal
széles térbeli és iddskdldn torténdé méréseket
tesz lehet6vé. Egy kiilonosen ldtvanyos kisér-
leti elrendezésben a lézercsipesz és egyedi

molekula fluoreszcencia kombindldsdval si-
keriilt a miozin mechanikai miikodését és

enzimatikus funkci6jit egyszerre vizsgdlni

(Funatsu et al., 1995). Szdmos torekvés torté-
nik az AFM és fluoreszcencia mikroszképia

kombindldsira (Kellermayer et al., 2006).
Ezek a kombindciék gyakran szekvencidlisak
(vagyis id6ben egymdst kovetik a mérések) a

bonyolult geometria, az igen eltérd adatvéte-
li sebességek és az egyedi fluorofér detekedld-
sara elégtelen érzékenység miatt. Egyedi,
mechanikailag manipulalt fehérjemolekuldk
fluoreszcencidjanak kovetésével lehetSség
nyilik nagyfelbontdst intramolekuldris szer-
kezeti és dinamikai vizsgdlatokra. Figyelembe

véve, hogy keveset tudunk a mechanikailag
perturbdlt molekuldk nagyfelbontdst pilla-
natnyi szerkezetérdl, ezek a fejlesztések és

wrekvések igen nagy jelentdségliek. A nem-
régiben kifejlesztett szuperrezoltciés mikro-
szképos technikdk Gjabb kapukat nyitnak

egyedi molekuldk viselkedésének pontosabb

megismerésére (Huang et al., 2008; Lippin-
cott-Schwartz — Manley 2009). Végsé soron

az sem reménytelen, hogy megfelel6 kémiai,
genetikai és mechanikai manipuldcidk segit-
ségével olyan eréérzékelé fluoreszcens mole-
kuldk fejlesztheték, amelyek mintegy litha-
t6va teszik az él6 sejtben dllandéan miiksds,
eddig alig ismert molekularis er6hatdsokat,
titnak inditva ezdltal egy tjabb, mdr a labo-
ratériumaink bejdratinal kopogtaté tudo-
médnyteriiletet, a mechanobiolégidt (Lim et

al., 2010).

Kulesszavak: lzercsipesz, atomerd-mikroszkdp,
nanomechanika, fluoreszcencia, titin, moleku-

ldris rugalmassdg, fehérjegombolyodds
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