ElS sejtben: molekulagépezetek sokasaga

Biomolekulak es sejtek mechanikai
tulajdonsagai

Mikrotubulus dinamikus instabilitas
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Miert egyedi molekulak? Miert egyedi molekulak?

|. Egyének azonosithatok a tomegben 2.Véletlenszerl eseményeket fedezetunk fel

Egyedi mikrotubulusok -

Microtubularis rendszer treadmilling Kvantumpont pislogas

Fluorescence (a.u.)
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Yao et al. PNAS 102, 14284




Miert egyedi molekulak?

3. Parhuzamos dtvonalon haladé folyamatokat
ismerhettink meg

Miert egyedi molekulak?

4. Biomolekulak mechanikajat jellemezhetjlik

Hajlitasi rugalmassag Motor fehérje mlikodés
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Nativ allapot

Rovid anyagtudomany Merevségi (vagy rugé-) allando
Merev testek rugalmassaga: Hooke térvény
. Merevségi (vagy rugoé-) allandé (k=F/AL) nem anyagfliggd paraméter.
F=erb A merevségi allando (k) fiigg a test alaki paramétereitdl, az er6 iranyatol,
A = test keresztmetszete és azt mutatja meg, hogy egységnyi megnyulast mekkora eré idéz eld.
L = nyugalmi hossz
F AL 7 e
—=F— AL = megnytilds
A L F/A = fesziiltség
AL/L = relativ megnyulds o
E=Young féle vagy elasztikus modulus (Pa) Al_\,gnﬂmdmalmmcrﬂm\ Hajlitémerevség:
2 J—F 2r \
Anyag Young modulus (®a) L :
Gyémart 1200 ‘F
Acéd 211
Uveg 73 4
Plex 3 F EA 4 Er
Gumi 0.02 K= —= — K= ———
Selyem 5-10 3
Keratin 2.4 AL L 3 L
Aktin 2.3
Kollagén 2
Tubuin 19
Elaszin 0.002




A polimerlanc és a bolyongé mozgas (random walk)

kozo6tti kapcsolat

A polimerlanc alakja hasonlithaté a Brown mozgashoz (random)

Egyenesvonalli mozgas esetén: R = V( t2 - Zl)
2 V2
Bolyongd mozgas esetén: R = l]/ [V( f2 - 1)]

R=elmozdulas,

v= atlagos sebesség,

ty, t,=mérési idépontok,
I=atlagos korrelalt [épéshossz

A Kuhn szegmens (“freely jointed chain”)
és a perzisztencia hossz (“wormlike chain”)

FJC (freely jointed chain): Kuhn segmens =14
WLC (wormlike chain):

ha s elég nagy, <cosH(s)> s fiiggvényében lecseng: (cosf(s))= exp(— ls)
l,=perzisztencia hossz L4
ha s<<l,, akkor <cosH(s)> ~1, és a 6(s) szdg 0 koriil fluktudl.
Ha s>>1,, akkor <cos(9(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 tudl a ldnc elfelejti irdnyitottsagat.

“Termikus” rugalmassag

A polimerlanc atlagos alakja leirhatd egyszer(i paraméterek segitségével:
(R*)=2L,L

A perzisztenciahossz a lanc hajlitomerevségével all 6sszefliggésben:
minél révidebb Lp, annal hajlékonyabb a lanc, és megforditva.

L EI

" kT

El = hajlitémerevség

E=Young modulus

I=hajlitasi tehetetlenségi nyomaték (kérkeresztmetszetil rad esetében 1=r*n/4)
kg =Boltzmann alland6

T abszolut hémérséklet.

Merev Lp>>L
Szemiflexibils  L~L S
Flexibilis 1 <<L, ®

A POLIMEREK ALAKJA A BOLYONGO
MOZGASRA EMLEKEZTET

Brown-mozgas - “random walk” “Négyzetgyok torvény”:

z (R*)= NI = LI

R = vég-vég tavolsag

N = elemi vektorok szdma
l= ‘?" = korreldciés hossz
;= elemi vektor

NI = L = kontarhossz

1 6sszeftiggésben van a hajlitémerevséggel.

Bolyongo (diffuziévezérelt) mozgdas esetén R=elmozdulds, N= elemi lépések szdma,
L=teljes megtett ut, és I=4tlagos szabad tithossz.




BIOPOLIMEREK MECHANIKAJA

Entrépikus rugalmassag

Termikus gerjesztésre a polimerlanc random,
ide-oda hajl6 fluktudciokat végez.

: !

N6 a lanc konformdcids entrépidja
(elemi vektorok orientdcids rendezetlensége).

: |

Az entrépiamaximumra térekvés miatt a polimerldnc révidil.

BIOPOLIMEREK RUGALMASSAGA

I = korreldciés hossz (hajlitomerevséget jellemzi)
L = konttrhossz

Merev ldnc S  likrotubulus

I>>L

Szemiflexibilis lanc M/
I~L Aktin filamentum

Flexibilis lanc
I<<L DNS molekula

Vizsgalhato parameéterek: eré
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RUGALMASSAG + SZERKEZETI VALTOZAS ("ATMENET")

Molekularis szingularitas:
nanomechanikai ujjlenyomat
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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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Hogyan fogjunk meg egyetlen molekulat?

Belép6
fénynyalab | Py

Léze rrel ' Fénytors )

mikrogyéngy

P,
AP

“Tractor beam”, Star Trek Enterprise

. A mikrdgydngyéket mint fogantytkat alkalmazzul;.

MOLEKULA - FOGANTYU GEOMETRIA

mikrogyéngy ~ 1 pm

< molekula ~ 10 nm
CARAL TN LT




HOGYAN RAGADJUNK MEG EGY MOLEKULAT?
Csomokotés egyetlen molekulafonalra

Példaul "molekulahegesztéssel"! lezercsi pes szel

Aktin filamentum DNS

Fotoreaktiv keresztk6t6k Féaziskontraszt kép Fluoreszcencia kép

Nem-specifikus Nato™ 6 Oy-©
Fotoreaktiv N (azid) o=§‘qo)k/\/\,n
csoport 2 o

UV megpvilagitas Sulfo-SANPAH

Fluoreszcencia kép

Arai et al. Nature 399, 446, 1999.

A lézercsipesszel erét is lehet mérni! A lezercsipesz virtualis rugo

"Pikotenziométer"

Lézercsipesz:
“virtualis

rugd” : = g
| TSR\ ) e =k

molekula

’ | Mozgathato & : “ % g y ; N o R S i» i e AXx = nanométer tartomany
i \mikropipetta S\ A R T i K=0.01-1pN/nm
i : S : N F = pikonewton tartomany

Két lézersugaras optikai csipesz berendezés




= Lézernyalab
Tiitéres

Egyedi miozin filamentumok

Egyedi titinmolekulak el A B

vizualizalasa AFM-mel

P Zq Szintetikus miozin filamentum
Atomerd mlkroszkopla Egyedi miozinmolekulak feloldhatéak vizes kdzegben

- Lézernyalab
Hkiteres

Doméncsoportok korrelalt
“Random coil” filamentum globularis fejjel (C-terminalis) organizacioja

Topografikus magassig Rugdlapka AR, Pisztizas

Miozin vastag 4
filamentum celia

200 400 600 800
Axiilis tavolsag (nm)

Miozin filamentumok AFM torténelem
nanomechanikaja

Oxigén atomok
rhodium egykristaly

Egymolekula eréspektroszkopia Periodicity of repetitive force peaks correlates with
Er6 (pN) = Rugéallandé (pN/nm) * Elhajlas (nm) spacing of charged regions along backbone

d l Il:ﬁ:reér;\yaléb Reverzibilis atmenetek (#)  Nydijtas - Periodicitas
100pN \
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Miozin vasta o e e . a "nanovilag" léptéke:
2 yasag % 109 Richard P. Feynman: 1 nanométer

’ i H—
~ = Megnyulas “There is plenty of room at the bottom”
1959. december 29.




AFM Rugolapkak és hegyek Atomero lIllkl'OSZkOp
(Atomic Force Microscope = AFM)

bakteriorodopszin DNS

@fotodetektor

Jézer

rugolapka \ '3

Pasztazo tiiszondas mikroszkopia
Piezoelektromos hatas (Scanning Probe Microscopy = SPM)

Means of sensing
the vertical
position of the tip
Inverz piezoelektromos hatas @I ml:fm
i A i é 1 A coarse
Piezoelektromossag (Pierre és Jacques Curie, R
Ll 4 Ao sSystem to
1880): "nyomaselektromossag A hedbak -] p{m% he tip
- system to ‘A:,be E ;geral
¥ control the gr 1 vicinity of
1 vertical P E the sample
Direkt piezoelektromos hatés: bizonyos - Foteod F
kristalyokban mechanikai deformalésra fellép6 \ gl
elektromos polarizacié (P): % %
- A piezoelectrid
scanner which
movels th&d
. 2 . sSample under
nverz piezoeleKtromos hatas: bizonyos the tip (or the A computer system that
I lekt hatas: bizony i ( p
o 2y . Z 2 n tip over the drives the scanner, measures
krlstalyokban potenaalkulonbseg hatisara sample) in a data and converts the data
L oa ., raster pattamn into an image.
fellépd deformacio:
I~ A~




Rugolap méretei

Rugolapkak készitése

pyramidal pit

e
ﬁlicon nitride —

cantilever
silicon wafer

AFM alapok

Pasztazé képalkotas

Emberi hajszdl
o2 -
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Q fotodetektor
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ézer
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Oszcilléciés vezérlé jel %m% rogdlapka IA\M)AU Detektdlt jel
: . :

YV ~ =

Magassdg kontraszt Amplitudé kontraszt Fézis kontraszt

Képalkotasi modok
Oszcillacios mod — biologiai mintak esetében idealis.
Kontakt mod

Piezo oscillator

f=5-400kHz

feedback loop Tontoller Amplltu%o
" | Electronics

Sample

A-B A :
mirror laser

A+B .
-y Z-piezo:
. . vertikalis
EZ;‘:.;?:V;E‘ ® Antllever +up mozgatis

Photodiode sample
Detector ﬁ
scanner A tii a felszint kdveti, konstans amplitudé

. )e—-—— mellett.
|z




Idealis képalkotas feltételei

Felszin: kosse a mintat
Nem specifikus kotés: csillam, grafit.
Specifikus kotés: keresztkot6kkel (amino-, carboxil-, SH-csoportok)

A felszin legyen sima (lehetéleg atomi simasagu — csillam, grafit)
Rugolap: legyen kelléen flexibilis, k= 50 — 0,03 N/m.

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

Minta: legyen minél laposabb
ne legyen viszk6zus

»AzZ AFM hatranyai”
Idéfelbontas: perces nagysagrendbe esik

Csak felszinhez kotott minta vizsgalhaté
Csak felszinen zajlé folyamat kovetheté nyomon

Képalkotasi hibak, felbontas

true imaging
Q |, path
= A oftip
______ path of tip
tip imaging
L 1
! path
ramidal & b3
Py i D of tip
path of tp
sample
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pm

HelLa sejtek

Képek: ATP-szintaz

Képek: endotél sejtek
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Nanolitografia

Lithos: ké, grafia: rajzolni

felszin

lézer

Pablo Picasso: "Don Quixote"
polikarbonat felszinbe rajzolva




Nanolitografia

Nanolitografia

nm

4

10pm

Szekvencialis két-hullamhossz STIRF-AFM

Cytokeratin

Pancreas carcinoma cells

e

0.0

70.0 pm

0.0

70.0 ym

Lagy minta manipulacioja STIRF-
AFM segitségével

Sejt abldcié Filamentum hasitds




Molekulanydjtds Termikus rugédlapka-kalibracio

a.romer.émikr.oszképpal Termikusan gerjesztett rugdlapka: harmonikus oszcilldtor

alapelvek
2
o : ) K= mp
Deflection = 0 Deflection > 0 Deflection < 0 0
when cantilever up  when cantilever when cantilever
contacts surface pulls up on sample
\l/ Rezgés . Termikusan gerjesztett rugélapka

/]\ (Amplitudé)? ;| ﬁ kitérésének Fourier spektruma

{

24

10 20 30 40 50 60 70 Frekvencia
x10° (kHz)

Titin: rugalmas molekularis “gyongyftizér” Titinmolekula nanomechanikaja

7 .
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A titin nanomechanikai boncolasa

. » I Ig domén |] PEVK domén |] Egyedi szekvencia
Alternativ hasitas:

Szivizom N2-B
1 115 N2-B 127 184 1105

Vazizom (soleus)

11 115 127 179 N2-A PEVK 184 1105
L I I
155-62 | 1} 1
| | 1 |
Konstitutivan Differencialisan Klonozott és Konstitutivan
kifejez6d6 kifejez6d6 mechanikailag manipulalt kifejez6d6
tandem Ig régio tandem Ig régié titin fragmentumok tandem Ig régié

Titin PEVK: hangolhato rugo

Flexibilitas né:
sionergvel
*a C-terminalis felé
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A titin doméneket parhuzamosan
csatolt H-hidak stabilizaljak




A mechanikai stabilitas biologiai logikaja

Szerkezetet 8sszetarté H-hidak parhuzamos csatolasa

Makroszkopikus mechanikai stabilitas

Effektiv ragasztbanyag a parhuzamos csatolas elvén
Nagy kitereredési eré

|
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| |
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100 nm &S e | o
Szerkezetet éssz\etané H-hidak soros csatolasa Alacsony kitereredési er6

Mesterseges gecko talp'
Nanotechnolégiaval készitve

Gecko talp feluleti tapadasa:
Parhuzamosan csatolt Van
der Waals kotések a serték
és a felllet kozott

100 nm

A megnyuijtott titin bejarja a Titin nanomanipulalas
gombolyodasi fazisteret erdvisszacsatolt lézercsipesszel
Vajon milyen utvonalon?
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Kitekert J mozgathato Vezérelt kimenet (+/-)
Konformacios mikropipetta
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(piezo mogas)
3 4
Megnyulas
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Konstans-ero kisérlet egyetlen Titin kitekeredés konstans erdénél
titinmolekulan RT—
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Megnyulas (nm)

Titin gombolyodas konstans erdnél

Eré6 (pN)
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Kitekert allapot
Kitekeredés
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kollapszus) (A fazis idGtartama rovidiil az erd
csokkenésével)
Végsé
kontrakcid
(ritkan
tapasztalhatd) . "
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allapot
T T T T T T
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Az er6t ~3 pN ala kell csokkenteni jelentGs domén visszatekeredéshez. A
fluktuacié diffuziv keresés a konformacios térben. Részleges viszatekeredés:
doméncsoportok kooperativan tekeredhetnek.
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A visszatekeredeési utvonal valtozatos
még egyetlen molekula esetén is
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60 80 100 120 140 160 180 -Diffuziv keresés a konformaciés térben

1d6 (s) -Kooperativ visszatekeredés
-Mechanikai eré és random
fehérjeszakaszok modulalhatjak a

gombolyodas folyamatat




