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Egészségugyi Mémok MSc ELO SEJT: MOLEKULAGEPEZETEK SOKASAGA

Biomolekulak és sejtek mechanikai
tulajdonsagai

Tovacsuszo keratinocita Mikrotubulus dinamikus instabilités

Kellermayer Miklos

“. Semmelweis Egyetem

U _ Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet

Fehérjeszintézis riboszémén

Vevikulum transzport kinesinnel
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MIERT EGYEDI MOLEKULAK?
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Merev testek rugalmassaga 2
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Termikus rugalmassdg 1

Termikus (entropikus)
rugalmassag

termikus gerjesztésre a polimerlanc random,
ide-oda haijlé fluktuacidkat végez

né a lanc konformacios entropiaja
(elemi vektorok orientaciés entrépiaja).

Az entropikus lanc

alakja és rugalmassaga

FL
(R2 )a,m =2L,L T R

Korrelaciés hossz

Vég-vég tavolsag (R)

F=er6

L=korreléciés hossz (perzisztenciahossz,
mely a hajlitbmerevséget jellemzi)
kg=Boltzmann allandé

T=abszolut hémérséklet

L=konturhossz

R/L=relativ megnyulas
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Termikus rugalmassdg 2

Merev lanc Mikrotubulus SRR /
L>>L

)
+ 31
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Szemiflexibilis
lanc Aktin filamentum
L~L
Flexibilis
lanc -
Titinmolekula
L,<<L

L, = perzisztenciahossz (hajlitomerevséget jellemzi)
L = konturhossz

HOGYAN FOGJUNK MEG EGY MOLEKULAT?

Lézerfénnyel!?

StarTrek Enterprise {irhajé a vontato lézernyalab (,tractor beam”) fogsagaban.




MOLEKULA - FOGANTYU GEOMETRIA

molekula ~ 10 nm

Példaul "molekulahegesztéssel"!

Fotoreaktiv keresztk6t6k

Nem-specifikus
Fotoreaktiv N; (azid)
csoport

UV megvilagitas

Lézercsipesszel!

F=AP/At

Gradiens eré

EGYENSULY

Szérasi eré
(fénynyomas)

Polistirol mikrogyéngydk lézercsipeszben




Polistirol mikrogyéngydk lézercsipeszben

A lézercsipesz virtualis rugo
"Pikotenziométer"

Ax = nanométer tartomany
K=0.01-1pN/nm
F = pikonewton tartomany

Anélkil, hogy a fonal végeit elengednénk!

Aktin filamentum DNS

Fluorescence

Arai et al. Nature 399, 446, 1999.

A lézercsipesszel erét is lehet mérni!

Lézer

fokusz Kétsugaras lézercsipesz berendezés

Lézer-
csipesz]|

molekula

Latex
gyéng

MeGvilagites

Mozgathaté
mikropipetta




AFM torténelem

"Rugélapka alapu" médszer: "Mez6 alapu" modszer:

atomeré-mikroszkép (AFM) lézercsipesz

Oxigén atomok
rhodium egykristaly

Lézernyalab .. .

lkitérés

Lézer

Lézer ~
% molekula
Latex

Ol

Rugoélapka A
elhajlas = F/k gyongy
molekula
Mozgathato e
mikropipetta Richard P. F a "nanovilag" léptéke:
ichard P. Feynman: 4
. . 4 . 1 nanométer
Kettés szl There is plenty of room at the bottom
DNS molekula
megnytjtasa 1959. december 29.

Kellermayer, Physiol. Meas. 26, R119, 2005

AFM Rugolapkadk és hegyek

AFM mint pasztdzé szondas mikroszkdop

Lézernyalab

kitérés
%
o pis

Rugélapka ™~ pésztizas

500 nm




Atomero mikroszkop
(Atomic Force Microscope = AFM)

bakteriorodopszin

DNS

@ fotodetektor

' ,lézer

DNS titin

Piezoelektromos hatas

Inverz piezoelektromos hatas
Piezoelektromossag (Pierre és Jacques Curie,
1880): "nyomaselektromossag'

Direkt piezoelektromos hatas: bizonyos
kristalyokban mechanikai deformalasra fellépd
elektromos polarizacié (P):

Inverz piezoelektromos hatas: bizonyos
kristalyokban potencialkiilonbség hatasara
fellép6 deformacio:

Pasztazo tiiszondas mikroszkopia
(Scanning Probe Microscopy = SPM)

Means of sensing
the vertical
position of the tip
=] e
1 P
system to
v B |n§ the tip
A feedback % ] mnothe
system to obe - general
il b R
saslﬂon of - s
tip -
Sample
ﬁ,\/np/se—;" %
scanner which
moves th
sample under
the tip (or the A coms:ner systam that
tip over the drives the scanner, measures
sample) in a data and converts the data
raster pattem into an image.

Rugoélap méretei




Rugolapkak készitése

AFM alapok

Pasztazoé képalkotds

pyramidal pit

silicon nitride P

cantilever
silicon wafer

Vam Emberi hajszél

fotodetektor

N

Jlézer
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Magassdg kontraszt Amplitudé kontraszt  Fézis kontraszt

Képalkotasi médok
Oszcillaciés méd — biologiai mintak esetében idealis.
Kontakt méd

feedback loop Controller Amplltu40 : N
Electronics

=5-400kHz
Sample
A+B 4 mirror ldscr
| =% Z-piezo:|
Dnftin sl Y canulcvcr +tip verﬁkél,i s '
—_— mozgatas W\NWU
Photodiode 5 sample e e

Detector

%Y. scanner A tii a felszint koveti, konstans amplitudé
e mellett.

.
z
.

Idealis képalkotas feltételei

Felszin: kdsse a mintat
Nem specifikus kotés: csillam, grafit.
Specifikus kotés: keresztkotékkel (amino-, carboxil-, SH-csoportok)

A felszin legyen sima (lehet6leg atomi simasagi — csillaim, grafit)
Rugolap: legyen kelléen flexibilis, k= 50 — 0,03 N/m.

Rugélap tiije: nem alakulhat ki erés interakci6é a minta és a tii kozott
atmérdje legyen ,,minél kisebb”: 5 - 80nm.

Minta: legyen minél laposabb
ne legyen viszkézus

»Az AFM hatranyai”
Idéfelbontas: perces nagysagrendbe esik

Csak felszinhez kotott minta vizsgalhato
Csak felszinen zajlo folyamat kvetheté nyomon




Képalkotasi hibak, felbontas

true imaging

N path
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Béta-amyloid fibrillumok
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HelLa sejtek




Képek: ATP-szintaz

Képek: endotél sejtek
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Lithos: k6, grafia: rajzolni

lézer

Pablo Picasso: "Don Quixote"
polikarbonat felszinbe rajzolva 1 ym




Nanolitografia

nm

pm
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Szekvencidlis két-hullamhossz STIRF-AFM

Cytokeratin

Pancreas carcinoma cells

Lagy minta manipuldcioja STIRF-
AFM segitségével

Sejt abldcié Filamentum hasitds

Lo V4
Molekulanydijtas
V4 ° 4
atomeromikroszkoppal
alapelvek
Deflection = 0 Deflection > 0 Deflection < 0
when cantilever up  when cantilever when cantilever
contacts surface pulls up on sample
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Termikus rugdlapka-kalibracio

Termikusan gerjesztett rugélapka: harmonikus oszcillator
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. Termikusan gerjesztett rugélapka
kitérésének Fourier spektruma
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Az erohiszterézis eltiinik kémiailag
denaturalt molekulaban
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Egyedi molekula er6spektroszképia
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Kellermayer et al. BBA 1604, 105, 2003

Eré-fiirészfogak:
mechanikailag stabil domének
nem-kooperativ kitekeredése

Molekuladinamika szimulacio, K. Schulten

Erémérés AFM-mel
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A titin “muzsikaja”

Doménkitekeredés hangspektruma
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Egyedi molekula eréspektroszkoépia
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Grama et al. Croat. Chem. Acta 78, 405, 2005.
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Nagy et al. Biophys. J. 89, 329, 2005.

A PEVK domén elektrosztatikusan
hangolhaté molekula-teleszkép
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Mechanikai stabilitas alapja: nyiréeré iranyaba allé H-hid csoport

Eréspektrum

100 nm

100 pN

10 nm

Effektiv ragaszték a parhuzamos csatolas elvén

Gecko talp
tapadasa:
Parhuzamosan
csatolt sertékkel

Mesterséges gecko talp




