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Szerv mozgas
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Axon (neurit) novekedés Mozgé spermatocitdk
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Kemotaxis
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Sebgyogyulds modell - fibroblasztok Listeria baktériumok
kollektiv mozgdasa intracelluldris mozgdsa




A citoszkeletalis rendszer

Intracellularis dinamikus fehérje vazrendszer

Harom {6 filamentum-osztdly:
A. Vékony (aktin)
B. Intermedier
C. Mikrotubulus

Filamentumok mechanikdja fontos

Polimerizacid: “okos tégla” alegységekbdl

Szerep:
A. Mozgas, alakvaltozas
B. Sejtosztodas
C. Intracelluldris transzport




A citoszkeletalis rendszer

Aktin Vimentin Mikrotubulusok
(rodamin-phalloidin) (anti-vimentin) (GFP-tubulin)
1. Mechanika

2. Polimerizacio



A citoszkeletalis filamentumok rugalmassaga

Hook-féle rugalmassag “Termikus” rugalmassag

A polimerlédnc atlagos alakja leirhat6 egyszerd

* Arugé- (vagy merevségi) dlland6 (k=F/AL) paraméterek segitségével:

nem anyagfiliggd paraméter.

* Arugdallandé (k) fligg a test alaki < R2> = 2L L
P

paramétereitdl, az erd iranyatol,

* és azt mutatja meg, hogy egységnyi A perzisztenciahossz a ldnc hajlitémerevségével all
megnyuldst mekkora erd idéz elé. Osszeftiggesben:
minél révidebb L , anndl hajlékonyabb a lanc, és
) o ) megforditva.
Longitudindlis merevség: EJ
kT
< >
L EI = hajlitémerevség
E=Young modulus
I=hajlitasi tehetetlenségi nyomaték
F E A (korkeresztmetszet(i rid esetében I=r4rt/4)
K= —= —— k; =Boltzmann allandé
AL L T = abszolut h6mérséklet.
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Hajlitomerevség: I>>L
Szemiflexibilis lanc N
I~L

Flexibilis 1anc
I<<L




Polimerizacio

Alegységek 0sszeallasanak folyamata

A polimerizacio fazisai:
1. Lag tazis: nukleacio
2. Novekedés fazisa
3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Polimer

mennyiség Equilibrium

Novekedés




Polimerizacios egyensulyok

1. valédi equilibrium

2. dinamikus instabilitds: folyamatos, lasst
novekedést kovetd katasztrofikus depolimerizacid

3. Treadmilling;:
taposOmalom




Erokifejtés citoszkeletalis fillamentum
polimerizacidjaval
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Az aktin monomer (G-aktin)

Az eukariota sejtekben legnagyobb mennyiségben
el6fordul6 fehérje (az 6sszfehérje 5%-a)
Koncentrécidja a sejtben: 2-8 mg/ml (50-200 uM)
|G-aktin oldat esetére ez 25 nm atlagot molekuldk
kozotti tavolsagot jelent]

Alegység: globularis (G-) aktin

MW: 43 kDa, 375 aminosav,

1 molekula kotott adenozin nukleotid (ATP vagy
ADP)

Szubdomének (4)

Genetikai variabilitas: eml6sokben 6 kiilonb6z6
aktin, harom csalddban (& izomeredetd, 3, Yy nem-
izomeredeti)

nukleotid




Az aktin filamentum (F-aktin)
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~7 nm vastag, hossza in vitro tobb 10 um, in vivo 1-2 ym
Jobbmenetes dupla helix. Szerkezetileg polarizalt
Szemiflexibilis polimerlanc (perzisztenciahossz: ~10 ym)
Szerkezeti polarizacio (“szoges”, “hegyes” vég)

Aszimmetrias polimerizacio: ATP sapka
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Aktin a sejtben

cortex (a sejt pereme)

"stress" rostok, / |

stress fiber

sejtnyualvanyok (lamellipodia, filopodia,
microspikes, focal contacts, invagindcid) /
mikrovillus

‘\ \\\

Stress rostok cortex

filopodium




Aktin-figgo sejtmozgas

aktin-dus keéreg allab szubsztrat . T
aktin polimerizaci6 ¢és allab
kitiiremkedés

nem polimerizalt aktin mozgasa

allab tovabbi
novekedése
sy

retrakcio 4%
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fokalis Kontaktusok




Aktin-fuiggo sejtmozgas megnyilvanulasai

itoplaszt (anuklearis sejtiragmentum
autoném mozgdsa)

Membran fodrozodas



Aktin dinamika a lamellipodiumban
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Intracellularis patogének is
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kihasznaljak az aktin rendszert
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Listeria monocytogenes intracelluldris motilitdsa vlopaanic.
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Mikrotubularis rendszer

Eukariota sejtek tubulinbol
és kapcsolodo fehérjékbdl allo rendszere.




A mikrotubulusok epitokove: tubulin

Alegység: tubulin

Idegszovetben az 6sszfehérje 10-20%-a

MW: ~50 kD: a- és 3-tubulin -> heterodimér

1 molekula kot6tt guanozin nukleotid (GTP vagy GDP);
kicserélhetd (f3), illetve nem kicserélhetd ()

Szerkezeti polaritds

Genetikai variabilitds: legaldbb 6 kiilonb6z6 a illetve 3 tubulin




A mikrotubulus

~25 nm vastag, lireges
13 protofilamentum
jobbmenetes rovidmenetd helix
balmenetes hossztimenet helix
Merev polimerlanc (perzisztenciahossz: néhany mm!)
Szerkezeti polarizacio:
+vég: polimerizacio gyors, B-alegység altal terminalt
-vég: polimerizdcio lassu, a-alegység altal terminalt
GTP-sapka
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Dinamikus instabilitas

Treadmilling




Mikrotubularis rendszer az eukariota sejtben

Interfdzisos sejt

”

centrosome

Hol talalhato az eukariota sejtben?
interfdzisos sejt cytoplasmdja, axon, cilium,
flagellum, oszt6do sejt htizéorsodja.

Cilidris sejt

{"w.
nasal body
Polaritas a sejten beliil
/ v pd O pd o Z + pd ;
centrosomdban = periférian +vég . Osat6d6 set sl
Centrosoma: 2 centriolum, centrosoma matrix,
benne y-tubulin
Sejt polarités "fixaldasa" MT asszociélt fehérjék
(capping protein) segitségével.
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Mikrotubularis rendszer fukcio

1. Autépdlydk motorfehérjék szamara
2. Erzékeli, monitorozza és megtaldlja a sejt geometriai kdzéppontjat
3. Motilitasi funkcidk (sejtosztodas)
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Intermedier filamentalis rendszer

8-10 nm atméraja szovetspecifikus, filamentdlis fehérjerendszer,
mely a legtobb (de nem minden) éllati sejtben megtaldlhato.
Alapvet6 szerep: mechanikai ellenédllds biztositasa

Vimentin, Vic Small



Intermedier filamentum épitokovek

Intermedier filamentum dimer:

Tul aj donsi g ok: -Kémiailetg,ellenéllé (detergensek, mag}as io?erﬁsség)
-Denatural6 szerekkel (pl. urea) extrahalhato
-Fibr6zus monomer (nem globularis, mint az aktin vagy tubulin)
-amino-terminalis fej
-centralis rad (a-hélix, heptad ismétlodés)
-carboxy-terminalis farok
-a szovetspecifikus monomérek egymastol a

végeik szerkezetében kiilonboznek




Az intermedier filamentum alegysége: ,,coiled-coil” dimer

Heptad ismétlodés szerkezet, hidrofob aminosavak

Vimentin dimer szalagdiagramja Vimentin dimer drothal6 diagramja



Intermedier filamentumok csoportositasa

Szovetspecificitas alapjan
(Klasszikus csoportositas)

Szovet tipus Intermedier filamentum
Epithelium Keratinok
[zom Dezmin
Mesenchyma Vimentin
. Glialis fibrillaris savanyt fehérje
Glia
(GFAP)
Ide Neurofilamentum (NF-L, NF-M,
5 NF-H)




Intermedier filamentumok

O 24 O

polimerizacioja

A sejtben teljesen polimerizalt allapotban - CoOH

(nem dinamikus egyensuly) @Mz‘f:‘-"@

| J

alpha-helix
NH; COOH
Centralis rudak (a-hélix) % "coiled coil” dimer %
. , . , . . , NH; COOH
hidrofob-hidrofob kolcsonhatasa : 48 nm :
-> colied-coil dimer COOH N2 COOH
g @ tetramer g %
COOH NH; N COOH

2 dimer -> tetramer
(antiparallel elrendezddés,
szerkezeti apolaritas)

Tetramerek longitudinalis sorozata
-> protofilamentum

8 protofilamentum -> filamentum filamentum



Intemedier filamentumok szoveti funkcio

Szoveti mechanikai stabilitas biztositasa

Epitelialis (ham-) sejtekben:
-Pathologia: epidermolysis bullosa simplex. Mutéaci6 a keratin génben.
Enyhe mechanikai hatdsra (pl. dorzsolés) fellépé holyagos hamszétesés.

basal cell of epidermis

'- basal lamma efectlve keratin
- filament network

hemidesmosomes




Dinamikus vimentin atrendezodes
az elo sejtben

GFP-konjugalt Egyedi filamentum

vimentin 3T3 sejtben turnover



MOTORFEHERJEK

1. Specifikus filamentumhoz kapcsolddnak.
2. Elmozdulast és erdt generdlnak.

3. Kémiai energiat hasznalnak fel.




A motorfeherjek tipusai

1. Aktin alapua
Miozinok: Konvenciondlis (miozin II) és nem-konvenciondlis
Miozin szupercsalad (I-XXIV osztédlyok). Plusz vég irdnydaba mozognak.

2. Mikrotubulus alapu
a. Dineinek: Cilidris (flagelldris) és citoplazmadris dineinek.
A mikrotubulus mentén a minusz vég irdnydba mozognak.
b. Kinezinek: Kinezin szupercsaldd: konvenciondlis és nem-konvenciondlis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég irdnyaba mozognak.
c. Dinaminok: MT-tiiggd GTPaz aktivitds
Biol6giai szerep: vakuoldris fehérjevdlogatds (pinchase enzimek)?

3. DNS alapt mechanoenzimek
DNS és RNS polimerdzok, virus kapszid csomagolé motor, kondenzinek
A DNS fonal mentén haladnak és fejtenek ki eré6t

4. Rotaciés motorok
F1FO-ATP szintetaz
Bakteridlis flagelldris motor

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszéma




Motorfeherjek munkaciklusa

Munkaciklus

Kapcsolt

Ton

Szétkapcsolt
Toff

“Duty ratio”: r =

<
g

Processziv motor: r->1

d0=munka- vagy lépéstavolsdg
V=ATPaz sebesség
v=motilitasi sebesség

Pl. kinezin, DNS-, RNS-polimeraz.
Munkaciklus nagy részében kapcsolt dllapotban.
Egymaga képes a terhét tovédbbitani.

Nonprocessziv motor: r->0

Pl. miozin.

Munkaciklus nagy részében szétkapcsolt dllapotban
Sokasag mikodik egytitt.

Egyetlen motorfehérje dltal kifejtett er6: néhany pN.



NEM-PROCESSZIV MOTORFEHERJEK
Miozin

Mikorogyongy
elmozdulas

Ido Knight et al, 2001.
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Actin filament

Lépéstavolsag: 5,5 nm
(szomszédos aktin alegységek kozotti tavolsag)

A nem-processziv motorok sokasagban
dolgoznak.
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Szintetikus vastag filamentum
AFM felvétel




PROCESSZIV MOTORFEHERJEK

Kinezin
Lépéstavolsag: 8 nm (minden mdsodik tubulin
alegység kozotti tdvolsdg)
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Miozin V

Distance jnm

Lépéstavolsag: ~36 nm nm
(aktin filament hélix félmenet
emelkedés)

.l_.-..v - L \‘-{ -
The Muscle Group, Leeds 2000

A processziv motorok egyediil dolgoznak.




Dinaminok

Vakuoléris fehérjevalogatds
GTP4zok |

Animal ; Plant
& yeast p

Frolein Lozalzalion Funzthion Sall-assambly
== Dynamhn Flasma mambrane (cliathrin coxted |Vesicle farmation, +
caweoiag), Golg,andosomas fission
IO Vps1 Goig Vesicke farmation and Unirown
transport
o Mtodhondria auker membrane Micchondrial fission & + //_\
morphology
Q@ MgmiMspt OFAT | Mtodhondria Inner o outer Micchondrial Unirown . , ./
mambrane, or matrix morphology plnchase funkCIO
|© Fhagmoplsin  (Calwal Mamtrane morphology +
Q ADLA Calwall, chicroplast Mamtrane bloganesis +
Chioropiast Unknown Uninown
|2 B Cytoplasm Ant-vral acivty +
Q Mx Cytoplasm, nuckus Ant-vral adivty +




DNS Motorok

Processziv motorok

FSsDNA
z
|| -4I—P|pette Laser trap -
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T7 DNS Polimeraz

trap center

X
=9 <_/
S ARNAG cieeii

—i—1
RNAP t; tp t4

Transcript size (nt)

AAAAAAL
VVYVVYYVYY

30 40

0 10

AMAAAAAN

20
~coverglass Time (s)

(W

RNS Polimerdz , Wang et al. 1998.

RNS Polimeraz




Virus portalis motor
Kulonleges DNS motor

E
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$29 bakteriofag portalis motor




ROTACIOS MOTOROK I:

FIFO-ATP SZINTETAZ

A

Outside

Mitochondrial
inner membrane

Inside

ADP+Pi

ATP

a

= u
20nM ATP 200 nM ATP

Diszkrét 120° rotacios 1épések

12

11 ' ‘ “ '*
I

Revolutions

0 50 100 150
Time (s) Kinosita




ROTACIOS MOTOROK II:

Bakterialis flagellum motor

Fordulatszdm: > 20000 rpm
Fogyasztds: 1016 W
Hatéasfok: > 80%

otor Energiaforrds: protonok




Mechanoenzim komplex

A
Laser trap
Anti-digoxigenin Ab
Digoxigenin
Handle (RNA*DNA)

transzlokdacids idd

RNA hairpin
C e2.7 nm-es 1épések
Translation Hibasome (egy trlplett)
Handle (RNAsDNA) ®0.078's
Biotin

Streptavidin
Micropipette

e Transzlokacidoval

csatolt helikaz

aktivitas

Extension

Force (pN)
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Riboszoma
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Counts (x104)

Probability density (s1)

0 5.4 10.8

16.2

Pairwise distance (nm)

0
0 0.05 041 0.15
Translocation time (s)

0.2

0.25



