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El6 sejtben: molekulagépezetek sokasaga

Tovakuszo keratinocita Mikrotubulus dinamikus instabilitas
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Vezikulum transzport kinezinnel Fehérjeszintézis riboszoman
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Egyedi molekula vizsgalatok

Miért vizsgdljunk egyedi molekuldkat?
Az egyedi molekula tudomény révid torténete
Vizsgdalhat6é paraméterek (topografia, fluoreszcencia, erd)

Egyedi molekuldk vizsgdlati technikai (fluoreszcencia, mechanika,
molekuldris fogantyidk problémaja)

A molekuldris szingularités (egylépcsés bleaching, er6gorbe)
Folyamatok az egyedi molekula skdlan (fluktudcidk, atmenetek)
Szabadentalpia, aktivaciOs energia, reakciosebesség, reverzibilitas
Mechanikai erd hatdsa az aktivacids kinetikdra; mechanokémia

Példak (fehérjetekeredés, RNS tekeredés, thioredoxin, motorfehérjék)




Miert vizsgaljunk egyedi molekulakat?

1. Térbeli
kiatlagolodas
kikuszobolodik

parhuzamos
utvonalakon

halad6 folyamatok,

pl. fehérjegombolyodas

3. Biomolekularis
mechanika

Molekularis rugalmassag,
motorfehérje funkcid

Bakteriofagbol
kiszabadult DNS

Kitekeredett allapot

Konformacios /
ter A

Kinesin motorfehérje

2. Id6beli

kiatlagolodas A ) GFP
kikiisz6bol6dik | i
. !
Sztochasz'tikgs folyamatok, ;:’ ' .
pl. fluorofor pislogas - ‘\J | WMM
0 5 10 15

1d5 (s)

GFP pislogas (Moerner)

Egyedi
.
4. Egyedek %bruolusok
b (Borisy)
azonositasa,

kovetése sokasagban

Térbeli és id6beli
transzport utvonalak (pl.
viruspartikulumok cellularis
mozgasa, citoszkeletalis
filamentumok dinamikaja)

Aktin "speckle" mikroszkdpia (Small)



Egyedi molekula tudomany tortenete

1976: Egyetlen antitestmolekula fluoreszcencia mikroszkoépos felvétele
1986: J. Spudich, T. Yanagida, in vitro motilitdsi préba

1991: J.Spudich, T.Yanagida, ].Molloy, egyedi miozin mechanika

1994: T.Yanagida, egyetlen ATP turnover miozinon

1994: K.Svoboda, S. Block, egyedi kinesin mechanika

1996: C.Bustamante, D.Bensimon, DNS molekula megnyjtdsa

1996: T.Ha, S.Weiss, egy-molekulapar FRET

1997: W.E. Moerner, GFP pislogas

1997: M.Kellermayer, M.Rief, L.Tskhovrebova, titin megnyujtas (els6 fehérje)
1998: Kinosita, F1F0 ATPase 1épési kinetika

1998: J. Fernandez, genetikai poliprotein mechanika

2001: J.Liphardt, C.Bustamante, RNS megnytjtasa

2004: J.Fernandez, egyedi fehérjemolekula folding

2008: Bustamante, Tinoco: riboszéma mechanika




Vizsgalhato parameterek: topografia
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Vizsgalhato parameterek: Fluoreszcencia
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Vizsgalhato parameterek: ero
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Egyedi molekulak vizsgalata:
fluoreszcencia technikak
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Egyedi molekulak vizsgalata:
manipulacio rugolapka technikakkal
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Egyedi molekulak vizsgalata:
manipulacio mezo alapu technikakkal
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Csomokotes egyetlen aktin filamentumra
lezercsipesszel

Aktin filamentum

manipulacio

Arai et al. Nature 399, 446, 1999. |




Csomokotes egyetlen DNS lancra

mikrogydngy mozgathatd
1ézercsipeszben
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Molekularis fogantyuk problémaja

mikrogyongy ~ 1 ym

ﬁ molekula ~ 10 nm



Molekularis szingularitas:
egylépcsos photobleaching
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Molekularis szingularitas:
nanomechanikai ujjlenyomat
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Folyamatok az egyedi molekula skalan
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“Bulk versus single”
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Aktivacio, sebesséqg, reverzibilitas
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Ero hatasa az aktivaciora:titin irreverzibilis kitekerése
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Ero hatasa az aktivaciora: RNS hajtu egyensulyi kitekerése
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Pelda: fehérjetekeredes
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EGYETLEN MOLEKULA MEGNYUJTASA
LEZERCSIPESSZEL

Molekularis er6k mérhetdk a |ézercsipesz virtualis rugo tulajdonsagai miatt
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Titin domeéenszerkezet
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PEVK domeén: elasztikus molekulaszakasz

Oy

\AFM rugolapka
T Au

PEVK szegmens

Hisg
Glymo-NTA-Ni

Féregszeri lanc (Wormlike chain) model

FL, z 1 1

= + 5
kT L. 4(1-z/L.)} 4

Reverzibilis nemlinearis
erfvalasz ‘

0O 50 100 150 200 250
Megnyulas (nm)

Perzisztencia hossz (L)

(e Erd (F)

Megnyulas (z)



A PEVK domeén elektrosztatikusan hangolhaté molekula-teleszkop
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Titin 155-62: viszkoelasztikus molekulaszakasz

Az 155-62 fragmentum kitekeredési gorbéje 20 -|Gyakorisag w
/
_ 15 A
> |0 B0 e £<h E - _
: i 0 LELELEL B BN L e L LN LA rrrrrs
1 1 [RDB =1 - AL 0 100 200 300 400
E i i Kitekeredési erd (pN)
) i Mechanikai stabilitas
[ | alapja:
| "' / :i ‘,r // Az Ig domén els &
n J ' I\ , ‘ z Ilg domén elsé és
[ / /‘ M ,/ \: / vy utolsé B-lancait
7 ¥ ‘ ‘/ g P “1,,.«‘ ) Osszetarto,
w \ i) WAl Ll parhuzamosan csatolt
H-hidak

50 nm AL = 29,8 * 3,5 nm




A mechanikai stabilitas biologiai logikaja

Szerkezetet 0sszetartd H-hidak parhuzamos csatolasa Nagy kitereredési er6
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Nanotechnoldgiai alkalmazas

Effektiv ragasztoanyag a parhuzamos csatolas elven

Gecko talp
tapadasa:

Parhuzamosan
csatolt Van der
Waals kotések a
serték és a felulet
kozott

Mesterseges gecko talp



A FEHERJEGOMBOLYODAS FAZISTERENEK
VIZSGALATA EGYEDI MOLEKULA MODSZERREL

Fehérje folding fazistér
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Nativ allapot

Mechanikai ero segitségével a konformacios tér kevesbé betoltott részei is vizsgalhatok.



A TITIN GOMBOLYODASI FAZISTERE
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Titin nanomechanika erovisszacsatolt
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Titin feltekeredés konstans eronél
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Biomolekularis folyamatok mechanikai erotéerben
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El6 sejtben: molekulagépezetek sokasaga
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