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A citoszkeletalis rendszer

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

1. Mechanika
2. Polimerizacio

A citoszkeletalis filamentumok rugalmassaga

Hook-féle rugalmassig “Termikus” rugalmassag

A polimerlanc atlagos alakja leirhat6 egyszert
paraméterek segitségével:

A rugé- (vagy merevségi) dllandé (k=F/AL)
nem anyagfiiggd paraméter.

* Arugédllandé (k) fiigg a test alaki <R2> =2L L
paramétereitdl, az erd irdnyatol, P

* és azt mutatja meg, hogy egységnyi A perzisztenciahossz a lanc hajlitomerevségével dll
megnytldst mekkora erd idéz el6. dsszefiiggésben:

minél révidebb L, anndl hajlékonyabb a lanc, és
megforditva.

Longitudindlis merevség: EI
kT
L EI = hajlitomerevség
E=Young modulus
I=hajlitasi tehetetlenségi nyomaték
F EA (korkeresztmetszet( rid esetében I=rrt/4)
K= —=—"— ky =Boltzmann 4lland6
AL L T = abszolit hdmérséklet.
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Merev lanc
Hajlitémerevség: I>>L
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Polimerizacio

Alegységek 0sszeallasanak folyamata

A polimerizacié fazisai:
1. Lag fazis: nukledci6é
2. Novekedés fazisa
3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Polimer

mennyiség Equilibrium

Novekedés

1d6

Lag

Polimerizaciés egyensulyok

1. valédi equilibrium

2. dinamikus instabilitds: folyamatos, lasst
novekedést kdvetd katasztrofikus depolimerizacié
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3. Treadmilling:
taposémalom




Erékifejtés citoszkeletalis filamentum
polimerizaciojaval

Brown-féle kilincskerék

mechanizmus
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Diffazié

Az aktin monomer (G-aktin)

Az eukariéta sejtekben legnagyobb mennyiségben

el6fordul6 fehérje (az 6sszfehérje 5%-a) nukleotid

Koncentrdcidja a sejtben: 2-8 mg/ml (50-200 yM)
[G-aktin oldat esetére ez 25 nm dtlagot molekuldk | 4
kozotti tavolsdgot jelent]

/)

Alegység: globularis (G-) aktin

MW: 43 kDa, 375 aminosav,

1 molekula k6tott adenozin nukleotid (ATP vagy
ADP)

Szubdomének (4) 3
Genetikai variabilitds: eml6sokben 6 kiilonb6z6
aktin, hdrom csalddban (« izomeredetd, 3, y nem-
izomeredeti)
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Az aktin filamentum (F-aktin)
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“sz6ges” :y g
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~7 nm vastag, hossza in vitro tobb 10 um, in vivo 1-2 ym ‘ "
h(gyu ) vég
Jobbmenetes dupla helix. Szerkezetileg polarizalt

ame

Szemiflexibilis polimerlanc (perzisztenciahossz: ~10 ym)

Szerkezeti polarizacié (“szdges”, “hegyes” vég) ISR T I W)
¥

Aszimmetrids polimerizacié: ATP sapka S +

ATP sapk: .
sapka

Aktin a sejtben

cortex (a sejt pereme)

"stress" rostok,

sejtnytlvanyok (lamellipodia, filopodia,
microspikes, focal contacts, invagincio)
mikrovillus

stress fiber

Stress rostok cortex ﬁlopodlum




Aktin-fliggo sejtmozgas

aktin polimerizacio ¢s allab

. kitiremkedés

aktin-dis kéreg allab szubsztrat
nem polimerizalt aktin mozgasa

Y allab tovabbi
retrakcio novekedése
= &- {M

fokalis Kontaktusok

Aktin-fiiggo sejtmozgas megnyilvanulasai

CTOpIaRZL (ANUKIEATTs Foj(LTagmentim

autoném mozgdsa)

Membran fodrozédés

Intracellularis patogének is
kihasznaljak az aktin rendszert

»
: o

Listeria monocytogenes intracelluldris motilitdsa




Mikrotubularis rendszer

Eukaridta sejtek tubulinbdl
és kapcsolddo fehérjékbol allé rendszere.

A mikrotubulusok épitokove: tubulin

Alegység: tubulin

Idegszovetben az 6sszfehérje 10-20%-a

MW: ~50 kD: - és B-tubulin -> heterodimér

1 molekula kétott guanozin nukleotid (GTP vagy GDP);
kicserélhet6 (B), illetve nem kicserélhetd (a)

Szerkezeti polaritds

Genetikai variabilitds: legalabb 6 kiilonb6z6 ailletve B tubulin

~25 nm vastag, ilireges
13 protofilamentum
jobbmenetes révidmenett helix
balmenetes hossztimenett helix
Merev polimerldnc (perzisztenciahossz: néhdny mm!)
Szerkezeti polarizacio:
+vég: polimerizdci6 gyors, 3-alegység dltal termindlt
-vég: polimerizacié lasst, a-alegység éltal termindlt
GTP-sapka

Polimerizacios egyensulyok

mikrotubulusokban
Treadmilling Dinamikus instabilitas
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Mikrotubularis rendszer az eukariota sejtben

Interfazisos sejt

Hol talalhat6 az eukariéta sejtben?
interfazisos sejt cytoplasmdja, axon, cilium,

flagellum, oszt6d6 sejt hizéorsdja. = =

Polaritas a sejten beliil

centrosomdaban -vég, a periféridn +vég.

Centrosoma: 2 centriolum, centrosoma matrix,
benne y-tubulin

Sejt polaritds "fixdlasa" MT asszocidlt fehérjék
(capping protein) segitségével.
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Mikrotubularis rendszer fukcioi

1. Autépélydk motorfehérjék szdmdra
2. Frzékeli, monitorozza és megtaldlja a sejt geometriai kozéppontjat
3. Motilitdsi funkcidk (sejtoszt6dds)
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Intermedier filamentalis rendszer

P o

8-10 nm 4tmérdjl szovetspecifikus, filamentdlis fehérjerendszer,
mely a legtobb (de nem minden) allati sejtben megtaldlhato.
Alapvet6 szerep: mechanikai ellendllds biztositdsa

Vimentin, Vic Small

Intermedier filamentum épitokovek

Intermedier filamentum dimer:

-Kémiailag ellendll6 (detergensek, magas ionerGsség)
-Denaturalé szerekkel (pl. urea) extrahalhaté
-Fibr6zus monomer (nem globuléris, mint az aktin vagy tubulin)
-amino-terminalis fej
-centralis rad (a-hélix, heptad ismétlgdés)
-carboxy-terminilis farok
-a szovetspecifikus monomérek egymastol a
végeik szerkezetében kiilonboznek

Tulajdonsagok:




Az intermedier filamentum alegysége: ,coiled-coil” dimer - ] P
Heptad ismétlédés szerkezet, hidrofob aminosavak I nte rmed le r ﬁ Iame ntu mOk csopo rtos |tasa

Szovetspecificitas alapjan
(Klasszikus csoportositas)

Szovet tipus Intermedier filamentum
Epithelium Keratinok
Izom Dezmin
Mesenchyma Vimentin

Glialis fibrillaris savanyt fehérje

Gliz ,
. (GFAP)

Ide Neurofilamentum (NF-L, NF-M,
& NE-H)

Vimentin dimer szalagdiagramja Vimentin dimer dréthéilé diagramja

Intermedier filamentumok Intemedier filamentumok széveti funkcio
polimerizacioja

Szoveti mechanikai stabilitas biztositasa

A sejtben teljesen polimerizalt dllapotban P Epiteliélis (ham-) sejtekben:
(nem dinamikus egyensiily) &= "“"_"“‘I";‘ar -Pathologia: epidermolysis bullosa simplex. Mutdci6 a keratin génben.
A G g Enyhe mechanikai hatdsra (pl. dorzsolés) felléps holyagos hamszétesés.
Centrélis rudak (a-hélix) P mooneacor amer D)
hidroféb-hidroféb kélcsonhatésa e -

-> colied-coil dimer

basal cell of epidermis

X

2 dimer -> tetramer

(antiparallel elrendezddés, ,r%fm 4 ?

szerkezeti apolaritds)
protofilamentum

Tetramerek longitudinilis sorozata
-> protofilamentum I
; basal larmna defectwe keratin
filament network
(€) hemidesmosomes

8 protofilamentum -> filamentum

filamentum




Dinamikus vimentin atrendezodés
az élo sejtbhen

GFP-konjugilt Egyedi filamentum
vimentin 3T3 sejtben turnover

MOTORFEHERJEK

1. Specifikus filamentumhoz kapcsolédnak.
2. Elmozduldst és er6t generdlnak.

3. Kémiai energidt haszndlnak fel.

A motorfehérjék tipusai

1. Aktin alapi
Miozinok: Konvenciondlis (miozin II) és nem-konvencionélis
Miozin szupercsaldd (I-XXIV osztélyok). Plusz vég irdnydba mozognak.

2. Mikrotubulus alapt
a. Dineinek: Ciliaris (flagelldris) és citoplazmaris dineinek.
A mikrotubulus mentén a minusz vég iranydba mozognak.
b. Kinezinek: Kinezin szupercsaldd: konvenciondlis és nem-konvenciondlis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég iranydba mozognak.
c. Dinaminok: MT-fligg6 GTPaz aktivitds
Biolégiai szerep: vakuoldris fehérjevdlogatas (pinchase enzimek)?

3. DNS alapti mechanoenzimek
DNS és RNS polimerazok, virus kapszid csomagolé motor, kondenzinek
A DNS fonal mentén haladnak és fejtenek ki er6t

4. Rotéaciés motorok
F1F0-ATP szintetdz
Bakteridlis flagelldris motor

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszéma

Motorfehérjék munkaciklusa

OV  d=munka- vagy lépéstavolsdg
—— V=ATP4z sebesség
Vv v=motilitdsi sebesség

“Duty ratio”: ¥ =

Munkaciklus

Processziv motor: r->1
Pl. kinezin, DNS-, RNS-polimeraz.
Munkaciklus nagy részében kapcsolt allapotban.
Egymaga képes a terhét tovdbbitani.

Szétkapcsolt
Nonprocessziv motor: r->0
P1. miozin.

Toff

Munkaciklus nagy részében szétkapcsolt dllapotban
Sokasag mtikodik egytitt.

Egyetlen motorfehérje dltal kifejtett eré: néhdny pN.




NEM-PROCESSZiV MOTORFEHERJEK
Miozin
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Actin filament

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

A nem-processziv motorok sokasigban
dolgoznak.

Szintetikus vastag filamentum
AFM felvétel

PROCESSZiV MOTORFEHERJEK

Kinezin

Lépéstavolsig: 8 nm (minden mésodik tubulin
alegység kozotti tavolsag)

Miozin V

Distance jom]

Feedback
control

Time 8]
Lépéstivolsig: ~36 nm nm
(aktin filament hélix félmenet

emelkedés)

e e 2k
The Muscle Grou, Leeds 2000

A processziv motorok egyediil dolgoznak.
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“pinchase” funkcié

DNS Motorok

| #\_P'mtm Laser trap

T7 DNS Polimeraz

I trap center

>coverglass

RNS Polimeriz

Force (pN)

Transcript size (nt)

Processziv motorok

NN
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o 10
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Time (s)

RNS Polimerdz , Wang et al. 1998.




Virus portalis motor ROTACIOS MOTOROK I:
Killonleges DNS motor F1FO-ATP SZINTETAZ

A Proton i
Outside J
F Mitochondrial o
= inner membrane 20 nM ATP 200 nM ATP
Optical &
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ROTACIOS MOTOROK II: Mechanoenzim komplex

Bakterialis flagellum motor Riboszoma
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