TEMATIKA

AZ ELO SEJT FIZIKAI o Diffiizi6, difftzi6-vezérelt folyamatok

BIO LéG | AJ A: ® Biopolimérek dinamikdja. Polimerizécid,
depolimerizécié

DIFFUZI1O, POLIMERIZACIO, REPTACIO

® Polimérek difftazidja. Reptécié. Folyamatok és
egyenstlyok a citoplazma stirtijében.

KELLERMAYER MIKLOS

TERMODINAMIKAI ARAMOK ANYAGARAM (DIFFUZIO)

o A természeti folyamatok ritkan reverzibilisek. . o Aramot fenntarté
Termodinamikai

® Ha a rendszer kiilonb6z6 pontjain kiilonbségek vannak az intenziv mennyiségekben, p intenziv mennyiség- Aramsiiriiség Torvény
dramok (termodinamikai dramok) Iépnek fel. aram kiilonbség
e A termodinamikai dramok az egyenstily helyreallitdsdra irdnyulnak. Ac
Anyagdram P . J =-D— .
Aramot fenntarté (d}i,ffgzié) Kémiai potencial (i) n Ax Fick
Termodinamikai |, P . . % PP N
, intenziv mennyiség- Aramsiiriiség Torvény
dram e
kiilonbség
AT |
Hédram Hémérséklet (T) Jo=-A— Fourier ¢ |
R* A
Térfogati dram Nyomds (p) v = S22 Hagen-Poiseuille x m =] = _DE
81 Ax m = anyagmennyiség tA n
t  =idé
. . 1 A(;O R =sugér
Elektromos dram Elektromos potencidl JQ ___2¥ Ohm X —hossz
| ((P) 1Y Ax Ac/Ax = koncentraciégradiens, fenntartdja c;-c,)
A = cs6-keresztmetszet
Anyass Ac o Zanyesiam
nyagaram Kémiai potencial (i) J,=-D— Fick D = diffizits dlland6
(difftizio) Ax




DIFFUzIO

® Részecskék hémozgdsa révén létrejovs spontdn elkeveredés,

koncentrdcié-kiegyenlit6dés.
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vViz

kezdetben

I fel l]N le

néhany nap mulva

x> =2Dt

x = hatérfeliilet 4ltal megtett “elmozduléds” (valéjaban
a hatérfeliilet “elkendése”)

t=1id6

D = alland6 (“diffaziés egyiitthat6”)

A diffuzio

mikroszkopikus

el

manifesztacidja: Brown-mozgas

Robert Brown
(1773-1858)
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A mikroszképikus részecske mozgdsa a
molekuldkkal val6 véletlenszert titkozések
kovetkezménye.

mozgas

I = 4tlagos szabad uthosz
(egymadst kovets titkozések
kozotti dtlagos tévolsdg)

v = a termikus mozgdst végz6
részecske dtlagos sebessége

DIFFUZIO

® Fick 1. torvénye: anyagdram-siirtiség a kivalto
koncentréciéesés és difftizios dllandé szorzata

AC J» = anyagaram
Anyagéram: J = — D —_— Ac/Ax = koncentraciéesés (“gradiens”)
L Ax D -dllands (“diffizics egyitthats”)

v = részecske dtlagsebessége r_ 2N\
I = 4tlagos szabad tithossz |
(iitkozések kozotti dtlagos tavolsdg)
D = egységnyi id6 alatt egységnyi )
feliileten 4tdiffunddlt anyag L
mennyisége (m?/s) (egységnyi
koncentrdciéesés mellett). [ g A

Difftiziés allando:

D=lvl
3

Brown-mozgas

Difftizids 4llandé k T Einstein-Stokes 0sszefiiggés:
5 2 D A B kg = Boltzmann-éllandé
gomb alaku = e 7 o
/ B 6 = abszoltat h6mérséklet
részecskére: anr 1 = oldat viszkozitésa

r = részecske sugara




DIFFUzIO

o Fick II. torvénye: anyagdram-stirtiség a kivalto
koncentrédciéesés id6beli véltozasanak figyelembe vételével.

AJ Ac J» = anyagdram
Anyagdram: - =— x = tavolsdg
Ax At t=id6
Ac
&) s
Wit zi6s Allando: D) e D = diffaziés egyiitthato
Ax At
c(x)
T
A koncentrdcidesés id6vel csokken t2

(a hatérfeliilet “elkenddik”)

Xp X

A DIFFUZIO CSAK ROVID
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Négyzetes Osszefiiggés: meredekség=2

A DIFFUZIO ES BOLYONGO MOZGAS
KAPCSOLATA

Brown-mozgas - “random walk” “Négyzetgyok torvény”:
N
2 2
(R*)= NI* = Li
R
R = elmozdulés
N = elemi lépések szama
I= ‘7’,‘ = dtlagos szabad tthossz
7;= elemi 1épés
NI =L = teljes 1t
Atlagos részecske P i : Te'ljeis AR e DiffﬁZié/s D lvl
sebesség: T bolyongési id6: egyiitthato: 3

(R)=W=\/§=W=\/ﬁ

A POLIMEREK ALAKJA A BOLYONGO
MOZGASRA EMLEKEZTET

Bolyong6 (Brown-féle) mozgéds (“random walk”) Az elemi vektorok orientdcios
By rendezetlenségre torekvése rugalmassagot
eredményez

R Entropikus rugalmassag:
Termikus gerjesztésre a polimerldnc random,
ide-oda hajl6 fluktudciokat végez.

NG a ldnc konformécids entrépidja
(elemi vektorok orientéciés rendezetlensége).

“Négyzetgyok térvény”: ( R 2) = NP’=1]

R = vég-vég tavolsag; r;= elemi vektor; N = elemi vektorok
szdma; [ = ‘i'; =Kkorreléci6s hossz (“perzisztenciahossz”,
hajlitémerevség mértéke); NI = L = kontirhossz

Az entrépiamaximumra torekvés miatt a
polimerlanc révidal.

Bolyong6 (diffuziévezérelt) mozgds esetén R=elmozdulds, .
N= elemi lépések szama, L=teljes megtett tit, és 1=dtlagos

szabad uthossz.

Makroszképikus folyamat esetén: <Ax2>=2Dr.

<Ax*> = 4tlagos négyzetes elmozdulds, D = difftiziés

allando, t = difftziés id6 (megfigyelés idGtartama)




POLIMERLANC “EGYENSULYI”
ALAKJA

Az a makrodllapot, amely a legtobb mikrodllapottal
val6sithaté meg (legval6szintibb dllapot)

DNS molekuldk fluoreszcencia mikroszkoép alatt

FEREGSZERU POLIMERMODELL
(WORMLIKE CHAIN)

WLC (wormlike chain):

0(s)

—
S

ha s elég nagy, <cos€(s)> s fiiggvényében lecseng: (cosf(s)) = exp[— S]

1,=perzisztencia hossz ’

ha s<<l,, akkor <cosH(s)> ~1, és a 6(s) szdg 0 koriil fluktul.

Ha s>>1,, akkor <cost9(s)> ~0,

azaz 0(s) 0° és 360° kozotti értékeket ugyanolyan valdszintiséggel vehet fel.

A perzisztencia hossz értelme:

az a hossz, amelyen beliil a ldnc megtartja irdnyat (emlékszik rd).

A perzisztencia hosszon tul a ldnc elfelejti irdnyitottsagat.

EI = hajlitmerevség (E = Young modulus - anyagfiigg6, I = keresztmetszet
Ef masodrendd nyomatéka - alakfiiggs); ksT = termikus energia

P h
kBT Ertelme: minél merevebb egy lanc, anndl nagyobb tavolsdgon (I,) lesznek csak
észlelhetSk a termikusan gerjesztett fluktudciok.

A GLOBALIS ALAK ES RUGALMASSAG
KOZOTT OSSZEFUGGES VAN

I = perzisztencia hossz (hajlitomerevséget jellemzi)
L = kontarhossz

Merev linc S \ikrotubulus
I>>L

Szemiflexibilis lanc M Aktin filamentum

I~L

Flexibilis lanc

DNS molekula
I<<L

ENTROPIKUS RUGALMASSAG
VIZUALIZALASA

CSOMOKOTES EGYETLEN DNS LANCRA

Faziskontraszt kép Fluoreszcencia kép




A HUMAN GENOM
MERETE

A tanteremnyi modell-sejtre adaptalva:

FIZIKAI

o o Analégia -
20 ulrge:llcllfi?flz:lf’xe{:(')cka Tanterem:
20 m oldalfald kocka
DNS vastagsdga 2nm 2mm
DNA teljes hossza 2m 2000 km
Perzisztenciahossz 50 nm. 5em
(Le)
Atlago‘s vég-vég hossz 320 um 320m
X f(x‘) - JL L,
Girdcids sugdr (Rg) 130 ym 130 m
R, =R/\J6

® Tehat: az egyenstilyi alaki DNS nem férne el a sejtben.

® Teljesen kompakt DNS (elméletileg legkisebb) térfogata (2
mm alapteriiletti, 2000 km hosszt henger térfogata): 8 m3 (2
m élhossztisagu kocka)

® A DNS-t a sejtben csomagolni sziikséges

Egyedi nukleoszéma partikulum: hiszton fehérjekomplex
(oktamer) + ~1.6-szor koré tekeredett DNS

A DIFFUZIO SPECIALIS ESETE: REPTACIO

® Reptdcio: polimér hédléban torténd “kigydszert” diffuzid. (Reptilia: hiillok)

polimér mdtrix:
“entanglement”

(Bsszegabalyodas)

Actin filamentumok metil-celluléz métrixban.
“Egyeniranyitott difftizié”

T = Reptdcids id6, egy

Lok tlirhossznyi tévolsdg D, = Reptéciés difftiziés dlland6;

) 2 : ;o) e :
>N megtételéhez sziikséges id6; : \/ﬁ N= elemi szegmensek s.zama,é elemi
= > . a szegmens hossz (~perzisztenciahossz);
i u kT L = konttrhossz; N= elemi Dr = Py
p : T, = reptécids ido.
k p=ll
szegm)ense s’zama i TV N.B.: szamldl6 az atlagos négyzetes
mozgékonysdg; kT = termikus

- elmozduldssal analég.
energia

[ 4

Polimerizacio

Alegységek 0sszeallasanak folyamata

A polimerizacié fazisai:
1. Lag fazis: nukledci6é
2. Novekedés fazisa

Polimer
mennyiség

Novekedés

Lag

3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Equilibrium

1d6

Polimerizaciés egyensulyok

1. valédi equilibrium

2. dinamikus instabilitds: folyamatos, lasst
novekedést kdvetd katasztrofikus depolimerizacié

3. Treadmilling:
taposémalom




Dinamikus instabilitas In vivo treadmilling

Mikrotubulusok

CHO Cytoplast

with
Centrosome

o.-‘
Depolymerization Phase

8 GTP-Tubulin t} GDP-Tubulin Gary Borisy
Aktin _
GFP-aktin Speckle microscope Microtubulusok
Clare Waterman-Storer Gary Borisy

Motilitas aktin polimerizaciéval

Motilitas aktin polimerizaciéval
Intracellularis patogének mozgasa

In vitro koriilmények

L ActA-val aszimmetrikusan bevont ActA-val szimmetrikusan bevont
Listeria Xenopus extraktumban . .
P mikrogyéngy Xenopus extraktumban ~ Mikrogydngy Xenopus extraktumban

T
’
-

Listeria monocytogenes F-aktin jel6lés phalloidinnel Shigella flexneri

ActA: A protein expressed by the bacterium Listeria monocytogenes that is responsible for the "rocketing" motility of the bacterium
throughout the eukaryotic host cell. In addition to other host proteins, ActA binds actin directly.




Erékifejtés citoszkeletalis filamentum
polimerizaciojaval

P e R

—
Brown-féle kilincskerék ‘
mechanizmus ‘ s l
N

kbc/
22111
— F

>
Y

Difftuzié

K(F) = er6 jelenlétében fenndll6 disszocidciés dllando - az a monomer
E koncentracié, amelynél a nett6 filamentum névekedés 0.
K ( F) - K ekaT K. = kritikus koncentracié (0 er6nél); F = ers; & = diszkrét ndvekedés
c egyetlen monomer beépiilésekor. kpT = termikus energia.
N.B.: F lehet + vagy -. A folyamat lehet reakcidvezérelt (a kpe-hez képest tal
gyors diffizié) vagy diffiizidvezérelt (a kve-hez képest lasst diffizio).

A POLIMERIZACIOS ERO

MEGMERHETO

(A} bead in optical trap {B)

force (p

| 4
/
qgrowing barrier =
microtubule y
S = O
(
microtubule bundle )

(axoneme)
growth

catastrophe

tubulin subunits

100 s

MT-depolimerizacié-vezérelt erdkifejtés

Vezikulum transzport MT depolimerizaciéval

Kromoszéma (kinetochore) mozgatds
MT depolimerizaciéval

MCAK: MT-depolimerizalo kinezin

MCAK:

“Kinezin-13"

AMT + végéhez kotddik

Diffiziés mechanizmussal keresi meg a + véget
ATP-t hidrolizal

MT depolimerizéciét szabalyoz (“katasztréfa-faktor”)

Difftziés keresés a MT mentén (GFP-MCAK)




AZ ELO SEJT FIZIKAI

BIOLOGIAJA:
MOTORFEHERJEK, EGYENSULYTOL TAVOLI

FOLYAMATOK

TEMATIKA

e Motorfehérjék miikodése. A munkaciklus

e Egyensulytdl tavoli folyamatok. Erévezérelt
fehérjegombolyodaés.

® Bemutatdsok: in vitro motilitdsi préba. Az
atomer&mikroszkdp. Titin kitekerés AFM-mel.

MOTORFEHERJEK

1. Specifikus citoszkeletdlis filamentumhoz
kapcsolédnak (DE...)

2. Elmozduldst és er6t generdlnak
3. Kémiai energidt haszndlnak fel
4. Kémiai energiat kozvetleniil alakitjak

mechanikai munkéva (nincs kozbiilsé hé-
vagy elektromos energia)

A MOTORFEHERJEK TiPUSAI

1. Aktin alapa
Miozinok: Konvenciondlis (miozin II) és nem-konvenciondlis
Miozin szupercsaldd (I-XXIV osztélyok). Plusz vég irdnydba mozognak.

2. Mikrotubulus alapi
a. Dineinek: Cilidris (flagelldris) és citoplazmaris dineinek.
A mikrotubulus mentén a minusz vég irdnydba mozognak.
b. Kinezinek: Kinezin szupercsaldd: konvencionalis és nem-konvencionalis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég irdnydba mozognak.
¢. Dinaminok: MT-fiiggé GTPdz aktivitds
Biologiai szerep: vakuoldris fehérjevalogatas (pinchase enzimek)?

3. DNS alapti mechanoenzimek
DNS és RNS polimerazok, virus kapszid csomagolé motor, kondenzinek
A DNS fonal mentén haladnak és fejtenek ki er6t

4. Rotaciés motorok
F1F0-ATP szintetdz
Bakteridlis flagelldris motor

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszéma




In vitro aktomiozin motilitas

A miozin szupercsalad

=50% homoldgia a tagok kozott
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Actin Binding

A miozin fej

Upper
s0KDa (7 (Subfragment-1)
Domain i
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2 db alfa-hélixbél “coiled-coil” Domain

2 NM [

N-terminus
konnyilancok ‘
—
C-terminus nyaki v. pant régié

A
- - o L

Nucleotide

| T—— 4 Binding
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N-terminal Converter

¥ . 2 ‘ Regulatérikus Domain Domain
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S
500 nm % f
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Actin Binding
-

“miozin fejek”

Nyak/l b
B¢

(er6kar)
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lénc (ELC)

A motor domén mutacioi
hipertrofias kardiomiopatiahoz
vezetnek.
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domén

miozin farok




Dineinek

Tipusok: axonemalis és citoplazmaris.

Sok alegységes fehérjék (Mr~500 kDa)

A minusz vég iranyaba mozognak.
Koordinalt miikédésiik meghaijlitja a ciliumot.
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Processziv motorok.
Plusz vég iranyaba mozognak.
Vesicular transport

MOTOR
ALPHA HELICAL

COILED-COIL STALK

PR DOMAINS
Q

TWO KHC CHAINS  TWO KLC CHAINS

Switch domén:
" hasonl6sag a
Y miozinhoz és
G-fehérjékhez.

DINAMINOK

Vakuolaris fehérjevalogatas ;
GTPazok | i

Animal ,,I Plant

& yeast
yeast /

Protein Funclion Sellassambh]
[w ynamin Fiama
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“pinchase” funkcié

DNS MOTOROK

Laser trap

T7 DNS Polimeraz

I trap center

X
S RNA _ /__
DNA%‘/ [ :—'
|
[
f

i
RNAP t; tr ty

s coverglass

RNS Polimeriz

Force (pN)

Transcript size (nt)

Processziv motorok

2200 ///;
2100 e
{
2000
}
1900 t
1
9% 10 30 a0

20
Time (s)

RNS Polimerdz , Wang et al. 1998.




ViRUS PORTALIS MOTOR
KULONLEGES DNS MOTOR

F

Optical
trap

DNA

Viral
capsid

Mean packagingrate (bps-T)

20 -IKD
Force (pN)

$29 bacteriofag portalis motor

DNS MECHANOENZIMEK
KONDENZINEK

SMC fehérjecsalad

SMC = "structural maintenance of chromosomes"

accessory proteins

MukBEF

Dielectric

sphere ‘

Optical beam
Micropipette

MUKBEF NANOMECHANIKA
ES KONDENZACIOS MODEL

—Pull1
- Relax 1
——Pull 2

—Pull 3

Pull 4

20
i M
P ¥) (AR
. §1a | \P M
| W\
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T 18 20 22.4H/
Extension (um)
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15 20 25 3.0 35
Extension (um)

ROTACIOS MOTOROK I:
F1FO-ATP SZINTETAZ

:u

20nM ATP 200 nM ATP

Outside

Mitochondrial
inner membrane

Inside Diszkrét 120° rotacids 1épések
ADP+Pi F, 12
N
ATP. 10 ¢ ‘ -
. e
e s
5
3 s
o
g s =
@
4 7 s
3 =
S 3
=
0

0 50 100 150
Time (s) Kinosita




ROTACIOS MOTOROK II:

BAKTERIALIS FLAGELLUM MOTOR

Fordulatszdm: > 20000 rpm
Fogyasztés: 101 W
Hatasfok: > 80%
Energiaforrds: protonok

MECHANOENZIM KOMPLEX
RIBOSZOMA

a b
l..-n
W L
2 | 0 nm A %
F- 4 b =
)
o ot w 3
il
E 1
5 20 > : =
S g i . . i i r . d
146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166
Time (s}
Wen et al. Nature 2008 [
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< g | Dwell time [
5 I vell ime I‘l | g
5 02s | &JI A [ =
s . g Magth oo s o 0 -}
2.7 nm-es lépések (egy triplett) 2 J,fﬂ-ﬁém;& A ".%; 2
0.078 s transzlokéciés id6 o Illi{ﬁ\ls. Pause time 2 &
Transzlok4cioval csatolt helikdz aktivitds Eg F:'!
= Time

e Egyensulytdl tavoli folyamatok:
erovezérelt fehérjekitekeredés és
gombolyodds

Titin: rugalmas molekularis “gyongyfiizér”
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T, o e
N S N " lzom- R e
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J == — ==
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® - LA i, ] .
Thick Flam: |
™ et et |
lllllllllllllllll Thin Filament ! .
Titin

I-szakaszbeli szegmens

_________ (TN, OO,

tandem Ig-regio __--
- “--.__ domén

— Ig-dom\(:a\l‘;\\‘x <~
(7-szal Behordd) @Q\@“ @@ @\




Titinmolekula nanomechanikaja Erévezérelt fehérje-kitekeredés
lézercsipesszel

Eré (pN)

kooff
L L ; ; ; Titin 155-62 rekombinans fragmentum kitekerése G s Tr.a””Z'C'f’s
Erévalasz Erévezérelt szerkezetvaltozasok: [ /TR alapo
Nemlinearis rugalmassagra szuperponalt domén kitekeredés o X
AB <~ — =2 Kitekert
100 e . 3 | = = w
60 1*1: D i
~28nm V¥ .& § i Nativ
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Titin 155-62: viszkoelasztikus molekulaszakasz
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Molekularis faradas

okozhatjak, amelyek a mechanikai faradas alapjaul szolgalnak.
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