Anwendung: Biologische Motoren

Motor proteine _ .
Weltere Motorprote ne:
Myosin Aktinfilament * ATPasen
» Polymerasen
Kinesin » Helikasen
} Mikrotubuli
Dynein

« gerichtete Trand okation entlang eines Transportweges (Filamente)
Umwandlung chemischer Energie (ATP- Hydrolyse) in mechanische Energie

Geschwindigkeiten: ~0.02 - 8 mms?!

Kréfte: einige Pikonewton
Aufgaben in der Zélle: z.B. Muskelkontraktion, Transport (Vesikel, Organellen),
Zellbewegung, Spindel (Zellteilung)

Biospektroskopie 171



Myosin Aktin-

51 fragmen .
il filament

Light chains

Polaritéat

Heaw‘chaina

Fa!
i

E=sential light chain

MNeck Regulatory light chain

Bipolar filament

Muske kontraktion

Cross-bridge

Myosin heads (thick filament) (thin filament) Am_'_" movement Actin movement

W W wWw W
e ol b il wl

%

L H-mne—l LH-:. ol J I_I_] L_T_J
I— A-band —, e E:ég:g l-band
ERENED CONTRACTED
I1mm <= >

Biospektroskopie 172



Kinesin

Mikrotubulus

Light chain

Heavy chains
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Struktur der Motorproteine

Myosin: S1-Kopfgruppe

Myosin ||
Struktur der S1-Kopfgruppe
(Huhn) Vale et al., 1996

Kinesin 11
Struktur der Kopfgruppe aus o
(Rattenhirn), Sack et al., 1997 L9 174



Arbeitszyklus

Katalytischer Zyklus:
e ATP-Hydrolyse

« Konformationsanderung Zyklische Ubergange von

b Flamentbindung ==) Bindungszustdnden zwischen
b Kraftschub (,, power-stroke”) Motor und Filament

Anpassung an die biologischen Aufgaben:

Sauty ratio“: r=t_ /t,,
Verhdtnis der Zeiten fur
fest gebunden (t ) und Zyklusdauer (t,,,)

i ~ 0.5 Arbeit ds, Einzelmotor* (prozessv)
vy ~0.01 Arbeitim,Verbund® (nicht prozessv)
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Koordination im Motor

Nukleotid- und Filamentbindung: Modell tir ,, Zweikopf-Motoren”:
. hand over hand“ M odédll
MY OSIN -
ATP ADP+Pi
Ma @ Ma sATP M*a e ADPPi @ M ®
/ ! ADP+Pi
MeATP ® M* e ADP « Pj
KINESIN -
ATP ADP
Km ® Km «ATP ® K*m s ADP « Pi Krm « ADP ®& K

} 1

Pi
K* e ADP ¢ Pj ®f K e ADP 176




kinesin

.hand over hand* Moddll
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M otorenentwicklung

Kinesin Unterfamilien Richtung Prozessivitdt Biologische Aktivitét
Kinesin (konventionell)  Dimer “plus’-Ende ja M embrantransport

Ncd (C-Term) Monomer “minus’-Ende nein M eiose/Mitose Spindel
KIF1A (KIF1) Monomer “plus’-Ende ja Axonaler Transport
Myosin Unterfamilien

Myosin | Monomer “barbed”-Ende (+) nein Muskelkontraktion
Myosin Il (konventionell) Dimer “barbed”’-Ende nein Muskelkont./ Zellkinese
Myosin V Dimer “barbed”-Ende ja Membr./mRNA Transp.
Myosin VI Dimer “pointed”’-Ende (-) unbk. Membrantransport
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(fir Myosin V)
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Rief et al. PNAS, 2000
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Number of events

Rate [s*1]

Ratenbestimmender Schritt eines prozessiven Motors

Verteilungen der Verwelldauern

k=150s"
60 - ;x ATP - Hydrolyse und Kraftschub
] ’( N 2mMATP sind schnelle Prozesse
40 ""u;-
"*\~ P Ratenbestimmender Schritt:
50 | '3*\} N k=125s" ADP-Abgabe
0 J : WHU{:FH.EW o
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Dwelltime [s]
Rate fiir ATP-Aufnahme Rate fir ADP-Abgabe
30. 30 .
20 = 20 %
10 % ] I : : T
510 | % 4 $
0 : . . ; ) 0 |
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ATP concentration [uM)

k) 5 10 15 20

ATP concentration [uM]
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Rief et al.
PNAS, 2000
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Displacement
(nm)

F. L

(photons/s)

Kopplung: ATP-Hydrolyse und mechanische Bewegung

INanometny
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Tota Internal Reflection
Fluorescence Microscopy (TIRFM)

Beobachtung eines einzelnen Fluorophorsin einer Probenldsung

Cy3-ATP Cy3-ADP
Probleme: ’
« Sensitivitét des Detektors \‘ /
« Signal/Rausch-Verhatnis RACYEATE
» Unterdriickung der Hintergrundfluoreszenz Fvanescent Streptavidin
R . biotin-BSA
Laser beam S

i Fluoreszenzemisson

Single molecular fluocrescance imaging
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Kopplung: ATP-Hydrolyse und mechanische Bewegung

Zeitverhalten der Filamentabl 6sung Kraftschub
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Informationsflussin der Zelle

Crick’s zentrales Dogma:

Replication mMRNA Translation

t DNA (protein synthesis)

/ \ ,,,,,,,,, T RS

@w}‘ : BN S i 8 — T T —
P

Transcription Ribosome
(RNA synthesis)

Protein

Transkription

RNA polymerase
leaves DNA

RNA-Polymer ase 6ffnet

den zu lesenden DNA-Bereich
und schreibt die Information
in Form eines RNA Stranges.

RNA molecules released

L esegeschwindigkeit:
10-50 Nukleotide/Sekunde
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Kraft und Geschwindigkeit der RNA-Polymerase Bewegung
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Force (pN)

Transcript size (nt)

:

Kraft und Geschwindigkeit der RNA-Polymerase Bewegung
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Fir 1 mM NTP, 1 nM PP, => 16 Nukleotide/Sekunde
(fur L mM NTP, 1 mM PP, => 7 Nukleotide/Sekunde)

200

Force (pN)

10

20
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40

Lange des RNA-Transkriptspro Zeiteinheit zeigt
> keine besonders starke Abhangigkeit von der Zugkraft

Wang et a Science, 1998
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Aufl6sungsvermdgen der Optik

DaS_AUf_l ('jsungsverm('jgeh einer Veranschaulichung des Rayleigh-Kriteriums
Optik wird durch den kleinsten zum Auflésungsver mogen einer Optik

noch aufl6sbaren Winkel din, q
wie er in einer Abbildung zweier
Punkte durch eine Linse definiert
Ist, bestimmt:

d. =122% /D

Hierbel gibt D den Durchmesser
der Linse (bzw. der Instrumenten-
offnung) und | die Wellenlange
des benutzten Lichts an.

Beug

=25, »244xf, 4 ID | x

Die Betrachtung der beugungsbedingten Intensitatsverteilung der Bilder zweier nahe
benachbarter Punkte liefert das anschauliche Verstandnis des Rayleigh-Kriteriums zum
Aufldsungsvermogen der Optik:

Zwei Punkte sind im Abbild der Optik gerade noch unterscheidbar, wenn das Maximum der
einen Beugungsverteilung mit dem ersten Minimum der anderen Beugungsverteilung zur
Deckung kommt (beugungsbegrenzte Aufldsung).
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Aufl6sungsvermdogen des Mikroskops

Auch beim Mikroskop ist die erreichbare raumliche
Auflosung prinzipiell durch die Beugung begrenzt.

Dx . =122xg4 /D
Hierbel wird der Abstand vom Objekt zur Objektiv-
linse g so gewahlt, dass die Objektebene in der

Brennebene von L, liegt, also g » f gilt. Der von
der Objektivlinse erfasste maximale Offnungs-

winkel a ist gegeben durch:
29na /2=D/f

Dabel wird die Grofde D/f die numerische Apertur
(NA) genannt.

L.
d>122 &

\m Zwischen-

S bildebene

| | &’
N : Objektebene

=122 = S
D =1 nx2sina /2 NA PP
Beispiel: T
n=1.5;s9na/2=0.8 (a » 106 °) Veranschaulichung des Auflésungsver mogens
:>DXm|n » 0.5 I

Zur Abbildung von Strukturend < 0.51 kann z.B. die Nahfeldmikr oskopie genutzt werden.
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Konfokales Mikroskop

Die konfokale Mikroskopie verbindet eine hohe Aufldsung senkrecht zur optischen Achse
(x-y-Ebene) mit einer ver gleichbaren Auflosung in z-Richtung.

Detektor |

Esist durch die folgenden Eigenschaften charakterisiert:

|

/

B, [
> extrem kleine Tiefenscharfe

| /f\ > Die Lochblende B, l&sst nur Licht von einer sehr
ST

Laser [{[———"» begrenzten Schichtdicke (z = z,) passieren.
B, /' \ » Licht aus anderen Bereichen z? z, kann die Blende
‘ i G nicht passieren (=> effektive Streulicht Unterdriickung)
., » Durch Verschiebung des Objekts in z-Richtung konnen
v} die Schichten nacheinander isoliert voneinander
abgebildet werden.

Objekt 1X —

Prinzip eines konfokalen Mikroskops
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