AZ ELO SEJT FIZIKAI
BIOLOGIAJA:

DIFFUZI1O, POLIMERIZACIO, REPTACIO

KELLERMAYER MIKLOS

A diffuzio csak rovid meéretsalan gyors
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A DIFFUZIO ES BOLYONGO MOZGAS
KAPCSOLATA

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

rn
(R*)= NI* = Li
R
R = elmozdulas
N = elemi lépések szama
l= ‘7’,‘ = 4tlagos szabad Uthossz
r,= elemi lépés
NI =L = teljes Ut
Atlagos részecske 1, — — Teljes bolyongasi . _ Nt Diffiziés L,
sebesség: T idé: egylitthatd: 3

(R)=\/W=\/§=W=Jﬁ

A polimérek alakja a bolyongo
mozgasra emlékeztet

Bolyongé (Brown-féle) mozgas (“random walk”)
N

“Négyzetgyok torvény”: (R2)= le =Ll

R = vég-vég tavolsag; r,;= elemi vektor; N = elemi vektorok szama;
[= V,T= korrelaciés hossz (“perzisztenciahossz”, hajlitdmerevség
mértéke); NI = L = kontlrhossz

Bolyongé (diffuziévezérelt) mozgas esetén R=elmozdulas, N=
elemi lépések szama, L=teljes megtett Ut, és |=atlagos szabad
Uthossz.

Makroszképikus folyamat esetén: <Ax2>=2DT.

<Ax*> = jtlagos négyzetes elmozdulis, D = diffuzios allando, T
= diffuzios id6 (megfigyelés idétartama)

Az elemi vektorok orientacios rendezetlenségre
torekvése rugalmassagot eredményez

Entropikus rugalmassag:
Termikus gerjesztésre a polimerlanc random,
ide-oda hajlé6 fluktuaciokat végez.

.

NG a lanc konformacios entropiaja
(elemi vektorok orienticiés rendezetlensége).

a

Az entrépiamaximumra térekvés miatt a polimerlanc
rovidiil.




Polimerlanc “egyensulyi” alakja

Az a makroallapot, amely a legtobb mikroallapottal valosithatéd
meg (legvaloszindibb allapot)
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DNS molekulak atomeré
mikroszkopos felvétele

Feregszeru polimermodell
(Wormlike chain)

WLC (wormlike chain):
6(s)

—

S

ha s elég nagy, <COSB(S)> s fliggvényében lecseng: <cos@(s)> = exp(— S)
l,=perzisztencia hossz by
ha s<<l,, akkor (cosf(s)} ~1, és a B(s) szog 0 koriil flukeual.

Ha s>>I,, akkor <c0s0(s)> ~0,

azaz O(s) 0° és 360° kozotti értékeket ugyanolyan valoszinliséggel vehet fel.
A perzisztencia hossz értelme:

az a hossz, amelyen beliil a lanc megtartja iranyat (emlékszik ra).

A perzisztencia hosszon tul a lanc elfelejti iranyitottsagat.

El = hajlitdmerevség (E = Young modulus - anyagfiiggd, | = keresztmetszet masodrend(i
El nyomatéka - alakfiiggd); keT = termikus energia

i .
b k. T Ertelme: minél merevebb egy lanc, annal nagyobb tavolsagon (ly) lesznek csak észlelheték
a termikusan gerjesztett fluktuaciok.

A globalis alak és rugalmassag kozott
osszefugges van

| = perzisztencia hossz (hajlitdmerevséget jellemzi)
L = kontdrhossz

Merev lanc  ——  Mikrotubulus

[>>L

Szemiflexibilis lanc M Aktin filamentum

I~L

Flexibilis lanc DNS molekula
I<<L

Entropikus rugalmassag vizualizalasa

Csomokotés egyetlen DNS lancra




A human genom fizikai mérete

A tanteremnyi modell-sejtre adaptalva:

Analogia -

Idealizalt sejt: Tanterem:

20 pum oldalfald kocka | 9 1 Cldalfali kocka
DNS vastagsaga 2 nm 2 mm
DNA teljes hossza 2m 2000 km
Perzisztenciahossz (L) 50 nm S5cm

Atlagos vég-vég hossz

—— 320 ym 320m
J(®)=JL.L,
Giracios sugar (Rg) 130 pm 130 m

R; = R/\6

o Tehat: az egyensulyi alakd DNS nem férne el a sejtben.

 Teljesen kompakt DNS (elméletileg legkisebb) térfogata (2
mm alapteriilet(i, 2000 km hossz(i henger térfogata): 8 m?
(2 m élhosszusagu kocka)

¢ A DNS-t a sejtben csomagolni sziikséges!

Egyedi nukleoszéma partikulum: hiszton fehérjekomplex
(oktamer) + ~1.6-sz6r koré tekeredett DNS

A DIFFUZIO SPECIALIS ESETE:
REPTACIO

e Reptdcio: polimér haldban torténd “kigydszerl”diffuzio. (Reptilia: hiillék)

filamentum a
“reptacios
alagutban”

\

polimér matrix:

Indiana Jones and Raiders of

“entanglement” Lost Ark
(Ssszegabalyodas) Actin filamentumok metil-
celluléz matrixban.
“Egyeniranyitott diffuzid”
T, = Reptécids idg, e
ep SO eey. D, = Reptécios difftzios allands;
konturhossznyi téavolsdg . P .
L2 -N 1s el T N= elemi szegmensek szdma; a = elemi
megtételéhez sziikséges idd; . /N X .
T =—- . . a szegmens hossz (~perzisztenciahossz);
r L = kontdrhossz; N= elemi D =~/ o
M . k . T . . r T, = reptdciés idé.
szegmensek szdma; p = ldnc T, e .
. . . ! N.B.: szdmldl6 az 4tlagos négyzetes
mozgékonysdg; kT = termikus . .
. elmozduldssal analdg.
energia

. . 7 o 7/
Polimerizacio
Alegységek osszeallasanak folyamata
A polimerizaci6 fazisai:
|. Lag fazis: nukleacio

2. Novekedés fazisa
3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Polimer
mennyiség

Equilibrium

Novekedés

Id6

Polimerizacios egyensulyok

I. valodi equilibrium

2. dinamikus instabilitas: folyamatos, lassu
novekedést kovetd katasztrofikus
depolimerizacié

3.Treadmilling:
taposémalom




Dinamikus instabilitas
Mikrotubulusok

| CHO Cytoplast
cor\. with
Centrosome

CATASTROPHE RESCUE

Depolymerization Phase
8 GTP-Tubulin £ GDP-Tubulin

In vivo treadmilling

Aktin
GFP-aktin Speckle microscope M Icrotu bu|us0k
Clare Waterman-Storer Gary Borisy

[

Motilitas aktin polimerizacioval
Intracellularis patogének mozgasa
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Listeria monocytogenes F-aktin jelolés phalloidinnel Shigella flexneri

Motilitas aktin polimerizacioval
In vitro korulmeények

ActA-val aszimmetrikusan bevont

Listeria Xenopus extraktumban
mikrogyongy Xenopus extraktumban

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.

ActA-val szimmetrikusan bevont
mikrogyéngy Xenopus extraktumban




A diffuzio specialis esete:
Brown-fele kilincskerek

Kilincs Tz Kilincskerék potencial [ ™ -
-

I

-

Y

Listeria

monocytogenes
intracellularis
mozgasa aktin

+«—— > Diffuzié polimeriziciéval

Fé K(F) = erd jelenlétében fennallé disszociacios allandé - az a monomer
—c koncentracio, amelynél a netté filamentum novekedés 0.
K (F) - K eksr Kc = kritikus koncentraci6 (0 erdnél); F = erd; d = diszkrét nvekedés egyetlen
&

monomer beépiilésekor. ksT = termikus energia.
N.B.: F lehet + vagy -.A folyamat lehet reakciévezérelt (a kve-hez képest tul gyors
diff(zio) vagy diffaziévezérelt (a kve-hez képest lassu diffzio).

A polimerizacios ero
megmerheto

(A}  bead in optical trap (B)

= / 4
/

growing barrier =
microtubule 2,

|I & o

————— | 1 8

[y A

microtubule bundle
(axoneme)

growth 100 s

catastrophe

tubulin subunits

MT-depolimerizacio-
vezérelt erokifejteés

Vezikulum transzport MT depolimerizicioval —
P P Kromoszéma (kinetochore)

mozgatas MT depolimerizacioval

MCAK: MT-depolimerizalo
kinezin

MCAK:

“Kinezin-13”

A MT + végéhez kotédik

Difflziés mechanizmussal keresi meg a + véget
ATP-t hidrolizal

MT depolimerizaciot szabalyoz (‘“katasztrofa-faktor”)

LY - ™
10 u) N (11}

MCAK-indukalt MT depolimerizaciod

Diff(zios keresés a MT mentén (GFP-MCAK)




Motorfeherjek

|. Specifikus citoszkeletalis filamentumhoz

AZ ELO SEJT FIZIKAI kapesolédnak (DE...)
BIOLOGIAJA: 2. Elmozdulast és erét generalnak

MOTORFEHERJEK

3. Kémiai energiat hasznalnak fel

4. Kémiai energiat kozvetlenul alakitjak
mechanikai munkava (nincs kozbiilsé ho-
vagy elektromos energia)

Motorfehérjék alaptipusai In vitro aktomiozin motilitas

I.Aktin alapt
Miozinok: Konvenciondlis (miozin Il) és nem-konvencionalis

Miozin szupercsalad (I-XXIV osztalyok). Plusz vég iranyaba mozognak. Miozin T ; i i ]
—m IR
2. Mikrotubulus alapu LA T
a. Dineinek: Ciliaris (flagellaris) és citoplazmaris dineinek. ~ W '{ 0 f
A mikrotubulus mentén a minusz vég iranyaba mozognak. ; -
b. Kinezinek: Kinezin szupercsalad: konvencionalis és nem-konvencionalis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég irdnyaba mozognak. Mikroszkap feddlemez ’ HMM
. . . . A P | mMATP
c. Dinaminok: MT-fiiggé GTPaz aktivitas 30 mM MgCh

Bioldgiai szerep: vakuolaris fehérjevalogatas (pinchase enzimek)?

3.DNS alapi mechanoenzimek L e B, o . s

DNS és RNS polimerazok, virus kapszid csomagolé motor, kondenzinek Vastag filamentum 55" 201

A DNS fonal mentén haladnak és fejtenek ki erét "_;\ 4 o . Mobilis frakcié

> iV w0 157 (1.3 pmis)

4. Rotaciés motorok E

FIFO-ATP szintetiz ' L &'

Bakteridlis flagellaris motor by ™ | 'y *,\ bt A

- | 3 rig - | g
e )r(p‘ yigs *

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszoma

Aktin filamentum
i amentu 05 | 15
| — Sebesség (um/s)




tmmrmems A miozin szupercsalad

250% homoldgia a tagok kozott
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Domain

Nucleotide
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Domain Domain

A motor domén mutacioi hipertrofias
kardiomiopatiahoz vezetnek!

Dineinek

Tipusok: axonemalis és citoplazmaris.

Sok alegységes fehérjék (Mr~500 kDa)

A minusz vég iranyaba mozognak.

Koordinalt mikodésiik meghajlitja a ciliumot.

radial spoke .

inner sheath

central singlet
microtubule

Stalk 2

Heads
Tﬁ“m

R

Stalk 3

Stalk 1
plasma membrane —

inner dynein arm

(B} \ — Base
Atubule B tubule

outer doublet microtubule




The Kinesin e 1
Superfamily ... ™
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Processziv motorok.
Plusz vég iranyaba mozognak.
Vesicular transport

MOTOR

ALPHA HELICAL

TWO KHC CHAINS  TWO KLC CHAINS

A Switch,domén:
hasonlit a
miozinhoz és
G-fehérjékhez.
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DNS motorok

dsDNA

sSDNA

|
-ﬁ—Plpelle Laser trap

\

T7 DNS Polimeraz
|

[ trap center

R . .

oA g 3N — € B —
e <&M

RNAP  ts tp t|

-coverglass |
I

RNS Polimeraz

Processziv motorok

25t C

Force (pN)
3

Transcript size (nt)
8 N
g 8

1800

0 10 30 40

20
Time (s)

RNS Polimerdz , Wang et al. 1998.

Virus portalis motor
Kulonleges DNS motor

F
Optical n 12
trap g |

a =f
I
=4 -

DNA g, i

Viral :
capsid §' L
3 |

=
0

bl el
Force (pN)

P29 bacteriofag portalis motor




ATPase

DNS mechanoenzimek
Kondenzinek

SMC fehérjecsalad

SMC = "structural maintenance of chromosomes"

it

Micropipette

sphere
------

Optical beam

MukBEF nanomechanika
es kondenzacios model
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ROTACIOS MOTOROK I:
FIFO-ATP SZINTETAZ

A Proton i
Outside b |
Mitochondrial \ F
inner membrane \ 2 20 nMATP 200 nMATP
Inside ) Diszkrét 120° roticios lépések
ADP+Pi d F 12
{ : 1 ' T
ATP. 10 ’
| of | W
8
Actin filament g 7
s
g
&)
¥ Streptavidin :
i —
B a -
0

50 100
Time (s)

150
Kinosita

ROTACIOS MOTOROK lI:

Bakterialis flagellum motor

-

o) '!.
v

Fordulatszam: > 20000 rpm
Fogyasztas: 10" W
Hatasfok: > 80%
Energiaforras: protonok




Mechanoenzim komplex
Riboszoma

nts (x10%

Cou

146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166
Time (s}

Wen et al. Nature 2008

c £ i Dhwell time
- i

Probability density ()

5 ' ’
2.7 nmees Iépések (egy triplett) £ .*W ety w*“”‘-r’f“\’ 5
0.078 s transzlokacios idé " P{Q‘ Fause e 8
Transzlokacioval csatolt helikaz aktivitas IH ==
-*3‘- f—| 0 005 01 015 02 025
Time Translocation time (s)

AZ ELO SEJT FIZIKAI
BIOLOGIAJA:

EGYENSULYTOL TAVOLI FOLYAMATOK

Titin: rugalmas molekularis “gyongyfiizér”

lzomkoteg B\ s
Babandn . -
P ——
" lzom- | 1_
rost = e e
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Miofibrillum

) |
W—v’rw 1 ""‘"ﬁ,“"—h""— '5‘ Ossze-
A q hazédas

Thick Miament

t{" ".-" .-.-/‘ n/ “-\-v “"m—“‘h—“ﬂ"

£ l r
 Thick Hlament

..:r' _.4" 4 it :w;L"'-».';'*»l."“")-:

hin Filament Thin Fillamen' t

RO domen

Ig domen
\ (7- szalu [¥ hordo) W @

Titinmolekula nanomechanikaja
lézercsipesszel

Erévalasz Erévezérelt szerkezetvaltozasok:
Nemlinearis rugalmassagra szuperponalt domén kitekeredés
A-B
1007 — 5 L
55| ~28nm Y e
80+ © \A ¢
v 4
1y .? itoheredés M*
= 607 , | = 4
%- 1.75 18 1.85
o 407 ° L e e S e
w
B
AP E
20 it s
Nemlineris
rugalmassag
o1

0 05 1 15 2 25
Megnyulas (um)
A domének egymas utan, a mechanikai

stabilitasuk névekvé sorrendjében
tekerednek ki.




Erovezerelt feherje-kitekeredes

Titin 155-62 rekombinans fragmentum kitekerése
T ~— ‘h

AL

NS
MJ\/ \ v J\w«/\,«/\w«/ /

Nativ
allapo

0
k off

Tranziciés

/_‘ allapot
N

Kitekert
allapot

Reakcié koordinata

200 pN

Titin 155-62: viszkoelasztikus
molekulaszakasz

Az 155-62 fragmentum kitekeredési gorbéje

Z= V05 S%E}'

20 -{Gyakorisag

15

10 4

5 -

0 e HHA T
0 100 200 300 400

Kitekeredési eré (pN)

Mechanikai stabilitas
alapja:

Az Ig domén elsé és
utolsé B-lancait
Osszetarto,
parhuzamosan csatolt
H-hidak

Szerkezetet b‘s)sz\etarté H-hidak soros csatolasa

Alacsony kitereredési eré

100 nm

100 pN

100 nm

Titin nanomanipulalas
erQvisszacsatolt lezercsipesszel

Referencia jel

(er6)
T12 anti-titin
ellenanyaggal
bevontayongy  wertjel (+/-)
(erd)
titin
sulfo-SANPAH
keresztkotével Feed’ba'ck
bevont vezérlés
latex gyongy
mozgathatd Vezérelt kimenet (+/-)

mikropipetta (piezo mogas)

Csapdazott  Mozgatott
gyongy gyongy

v y




Konstans-ero kisérlet egyetlen Titin kitekeredés konstans erdénél
titinmolekulan R

28.02 = 14.06 SD
— “High-force z =1
120 - g - <_clan§p" £ 100 ii Megnyilas-
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0 20 30 40 50 60 csoportok kooperatlven Az elsm?ult" és nagy, Iepcss)s’ze’ru atmenetek.et a PlI'EVK"domfanben
1dé tekeredhetnek ki kialakul6 révid- és hosszutavu elektrosztatikus kdlcsdnhatasok o
6 (s) : okozhatjak, amelyek a mechanikai faradas alapjaul szolgalnak.
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A visszatekeredeési utvonal valtozatos

Titin gombolyodas konstans eronél : (
meg egyetlen molekula eseten is

Fluktuaciok
Eré (pN) !z:(—l___“_LN_
1003 | //’—’_
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I
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Az er6t ~3 pN ala kell csékkenteni jelentds domén visszatekeredéshez. A T Ot L VPV H"“v Mechanikai er6 és random

fluktuacio diffuziv keresés a konformacios térben. Részleges viszatekeredés:
doméncsoportok kooperativan tekeredhetnek.
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