A citoszkeletalis rendszer. Motorfehérjék.

A biolégiai mozgas molekularis mechanizmusai.
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» citoszkeleton
* torténete
* polimer mechanika
* vizsgalomoédszerek
» polimerizacié
« aktin
10 perc sziinet

* mikrotubulusok

* intermedier
filamentumok

* motorfehérjék
* tipusok
* munkaciklus
* animacios bemutaté

LEHETSEGES
relevans szigorlati tételek

A citoszkeletalis rendszer.
Citoszkeletalis filamentumok

polimerizacioja.

Az aktin filamentalis rendszer. Aktin-

fliggé mozgasok.

A mikrotubularis rendszer.

Mikrotubulus-fliggé mozgasok.
Az intermedier filamentalis rendszer.

Motorfehérjék. Munkaciklus.

Processzivitas.

Torténeti attekintés

régi megkozelités:

+ sejt: kolloidalis rendszer
* membranhoz kapcsolt
képletek, organellumok

+ citoszkeleton: 1-2%
térfogatarany a sejten
beliil

nagy nevek”:

* Nyikolaj Koltszov (1903):
tubularis fehérjehalozat:
sejt alakja

* Rudolph Peters (1929):

. fehérje-mozaik: biokémia

\ * Paul Wintrebert (1931):

“Kemidmparchen
* cytosquelette

plasma

Prokariota ——— Eukariota

prokariéta ,,citoszkeleton”: analég az eukariota citoszkeletonnal




A citoszkeleton
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+ eukariéta sejtek dinamikus vazrendszere =

* nagy vég-vég tavolsag (=, filamentum”): %
+ halozatképzés mar kis koncentraciéban is %
harom fé filamentum-osztaly: i35
A. vékony (aktin) (d ~ 7 nm) e
B. intermedier (d ~ 10 nm) - MO e

C. mikrotubulus (d ~ 25 nm) Mikrotubulusy
+ asszocialt fehérjék

polimerizacié: monomer alegységekbdl

szerep:
A. mozgas, alakvaltozas

B. mechanikai stabilizalas
C. sejtosztodas, transzport

A citoszkeleton filamentumai

(fluoreszcencia-mikroszkopiaval lathatova téve)

VEKONY (aktin) INTERMEDIER

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

Polimer mechanika: Hooke-rugalmassag

* a rugéallandé (D = F/Al) nem Hajlitomerevséqg:
csak anyagfiiggoé |

* a rugoallandé (D) fiigg a test Is
alaki paramétereitdl, az er6

iranyatol

Longitudinalis merevségq:

0: hajlitasi tehetetlenségi nyomaték

Torziés merevséq:

S om

E: rugalmassagi modulus (Young-modulus)

G: torziémodulus

Polimer mechanika: FJC, WLC

,Freely Jointed Chain” »Worm-Like Chain”

elemi vektorokbél . . .
(N db, irdnyukat tarté kis L, = perzisztenciahossz (milyen
egységbél) felépiil polimer hosszu szakaszon beliil tartja
meg iranyat a molekula)

[ = korrelaciés hossz
(az elemi vektorok atlagos

hossza)

NI = L = konturhossz

R = vég-vég tavolsag + has<<L,: cos(g)~1, és o(s)~0°
ha s>>L: cos(¢)~0, tehat o(s) 0° és 360°
kozotti




Id.: termodinamika blokk késébb a szemeszter soran

Kitér6: Brown-mozgas

1 , 3 @ o
—my- == (idedlis gazokra)
2 2

A kiilonb6z6 sebességgel mozgé kis
részecskék (fekete molekulak) iitk6zése
kovetkeztében a nagyobb, sarga részecske
rendezetlen véletlenszerii mozgast végez.

Kitérd: Entrépia
a rendezetlenséget / adott allapot termodinamikai valésziniiségét jellemzi
-‘

| Jtermikus” gerjesztés
—

1
e —

munkavégzés

Polimer mechanika: ,,termikus” rugalmassag

Ip>1mm

E® 0 : hajlitasi tehetetlenségi

p = k_ nyomaték (masodrendii
BT nyomaték) - korkeresztmetszetii

rud esetén: O=r'n/4 -
F-actin p = 10um

merev lanc /7??/
S
LP >> L

MT

25 nm

—

i Ip<1um
szemiflexibilis lanc

LP -~ L - 10 nm
I I . . ‘}' Ip~45am |--.|:¢:h,|q.—¢ Ip = 0.3nm
rugaimas lanc 7 A, SN
‘ JOE I 20m o
Lp <<L Wil
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Mechanikai vizsgalomoédszerek

(sejtmagra, sejtre alkalmazhato6k)

@\
.,

% szubsztrat nyujtasa

aspiracié mikropipettaval ‘
P pip aktiv- '/0\

ﬁ passziv- /0\
AFM

mikroreolégia

A polimerizacié szakaszai
1. Lag fazis: nukleacio
2. Novekedés fazisa

3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Polimer equilibrium
mennyiség (egyensuly)

novekedés

lag

1d6
12




Polimerizacios egyensulyok

1. valédi equilibrium:

2. dinamikus instabilitas: folyamatos,
lassi novekedést koveté katasztrofalis
depolimerizacio

Eroékifejtés a polimerizacidval

(Brown-féle kilincskerék vagy racsnis kerék)

csak akkor
miikodbképes, ha
T,>T,

beépiil6 monomer
-

polimer koo /fk

i részecske
BEEEEe d
a sejtben

S diffizio
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Aktin monomer (G-aktin S— :
( ) Aktin filamentum (F-aktin)
nukleotidk6té -
seb

aktin: dsszfehérje 5%-a (eukariéta 5 ek /=
sejtekben), Y 'RC :

36 nm
alegység: globularis (G) aktin, o 3 O?Q; &\ 2%;
43 kDa molekulastily, 4 szubdomén szerkezete. tulaidonsaqai:
(kovalens kotésekkel kapcsolédnak) Szerkezete, lu'ajdonsagal:

* ~7 nm vastag, hossza in vitro tobb 10 ym, in
Koncentracitja a sejtben: 2-8 mg/ml (50- vivo 1-2 ym; jobbmenetes dupla hélix;
200 uM): 25 nm atlagos molekulak balmenetes alacsony emelkedésii hélix,
kozotti tavolsag, ha oldatban lennének... - szemiflexibilis polimerlanc (L,: ~10 pm), ame
1 molekula kététt adenozin nukleotid - szerkezeti poI’ar.lzacm: - .i- +
+ szoOges vég: +,
(ATP vagy ADP). ADENOSINETRIPHOSPHATE h > ¥
THE FUNCTIONAL GROUP OF ACTIN® . egyes veqg: - - ' +
. S |
7 . . . R . s e " ATP sapka‘-‘-‘1
et e e et st + aszimmetrikus polimerizacié: ATP sapka u &
15 (a + végen). 16




Aktin nukleacidjat szabalyozo6 fehérjék

nukleéacio:
. . - a Actin alone
trimer kialakulasa WEea et

spontan nukleacié valészinitlen
(az aktin dimer instabil)

Arp2/3: egy dimert/trimert utanoz,
elagazasok létrejottéért felelés

& - “
Spire: 4 alegységet stabilizal

l b The ARP2/3 complex
NPE
% _» ‘3 =
=
hosszanti iranyban

\
\ d Borsris Formin: dimerizalva aktin dimert
6 — M vagy trimert stabilizal,
+ végen marad (,,formin sapka”)
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Aktin filamentum el6fordulasa

+ cortex (a sejt pereme),

+ stresszrostok: keresztkotott
aktinhalé motorfehérjékkel (korabbi
elképzelés: feszilés hatasara jelenik
meg); mechanikai eré az adhéziohoz

+ sejtnyulvanyok:

+ lamellipodium: ,allab”: 2D
aktinhalé a sejt mobilis oldalan, a
sejtet hajtja elére,

» filopodium: fokalis adhéziot
alakit ki a fellilettel,

« mikrovillus: a sejt fajlagos
felliletét noveli; adszorpcid;
jelatvitel

stresszrostok filopodium

Aktin-vezérelt sejtmozgas

actin cortex lamellipodium  substratum

actin polymerization at
1 plus end extends
lamellipodium

1. ,protrusio” (sic):
aktin polimerizacio és
allab kitiremkedés

2. letapadas:
fokalis kontaktusok
(integrinek és aktinkdtegek)

retraction

focal contacts 3. ,tractio” + ,retractio”

4. az allab tovabbi
novekedése
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Baktériumok intracellularis mozgasa

(az aktinhalézatot hasznaljak a ,,k6zlekedésre”)

baktérium: | L. monocytogenes S. flexneri R. conorii B. pseudomallel
kotéfehérje: | Acta lesA RickA i

WASP + Arp2/3-funkcionalizalt
mikrogyongyok

Listeria monocytogenes




Aktin, mint orvosi célpont

(hatasmechanizmus: aktin dinamika gatlasa)

vegyllet m korkép / alkalmazas

falloidin F-aktint kot, gombamérgezés
(gyilkos galéca) depolimerizaciot gatol
cytochalasin monomer beépulést kisérleti daganatterapia
(chalasis: relaxacio) gatol
latrunculin aktin monomer kisérleti daganatterapia

(nukleotidk6t6-zseb)

Control (rhedamine-phalloidin) Cytochalasin B

Latrunculin B

A mikrotubularis rendszer

+ alegység: tubulin (a- és p-tubulin), ~ 50 kDa
+ idegszovetben az 6sszfehérje 10-20%-a
+ 1 kotott guanozin nukleotid (GTP vagy GDP) / alegység

+ a nukleotid lehet kicserélhet6 (B), illetve nem kicserélhet6 (a)

beta
tubulin

21 22
A mikrotubulus A mikrotubulusok dinamikaja, el6fordulasa
o db b d. g
a Tubulin-bound GDP Tubuln-bound GTP m ‘b@ Hol talalhat6é az eukariota
N tiound % J ; ; el ey @ sejtben?
GTP or GDP-P; ;‘) 8 . A « interfazisos sejt citoplazmaja
' . katasztrofa megmentés s ’
y — 8 Q J I ga é ,‘,l* e axon,
- % :9 (5) = g =) e « cilium, flagellum,
-’ » S . PP P <
- vég B +vég % ﬁﬂ "= g 0sztodé sejt huzdorsoja.
Cap i .9‘6.»‘ > g) GTP-tubulin
* ~25 nm vastag, iireges, helikalis / ol ¢ ) GOP tubulin interfazisos sejt : os716do sejt
gt ® 50 — \
* 13 protofilamentum a filamentum tengelyében : = Ustastiophs / N/
. ; L balmenetes f:; el 1
* merev polimerlanc (L,: néhany mm!) hosszu “g, - - Disassambly
= cilium
« szerkezeti polarizacio: o wegsel
+véq: polimerizacioé gyors, p-alegység zarja le jobbmenetes B - ay =
-vég: polimerizacio lassu, a-alegység zarja le rovid = j , . ; \ J
30 60 80
* GTP-sapka Time (min)
23

24




A mikrotubulusok elhelyezkedése, funkcidja

Polaritas a sejten beliil:

» centroszémaban -vég, a periférian +vég,

» centroszéma: 2 centridlum, centroszéma matrix, benne y-tubulin,

+ sejt polaritas fenntartdsa asszocialt fehérjék segitségével.
Klm;‘rchm

\n

+) Genllrmwmn

& =)
(+) ez () Polar MT () e () || Gt o il

/ . oy s et >
If!s? W \iﬁ \I I o"""d";/ E l"\

) . — A
Tubulin subunits — P |
== gained and lost ——— _J

:

Funkciok:
1. autdpalyak motorfehérjék szamara,
2. érzékeli, monitorozza és megtalalja a sejt geometriai
kdézéppontjat,
3. maotilitasi funkciok (sejtosztodas).

vegyiilet m korkép / alkalmazas

Mikrotubulus, mint terapias célpont

(hatasmechanizmus: MT dinamika gatlasa)

vinblasztin mikrotubulus + vége daganatok
kolhicin tubulin dimer kOészvény
paclitaxel mikrotubulus belseje daganatok
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Intermedier filamentumok Intermedier filamentumok polimerizacidja
* 8-10 nm atmér6 * asejtben tobbnyire teljesen polimerizalt allapotban vannak,
» kémiailag ellenallé . s . sl e g .
. * nem mutatnak polimerizaciés-depolimerizaciés dinamizmust,
» fibrézus monomer, polimerizacié ATP/GTP nélkiil S s < s . oo
B + foszforilaci6 hatasara depolimerizalédhatnak.
* aszovetspecifikus monomerek egymastol a végeik
szerkezetében kiilonb6éznek: o
NH; COOH
ham keratinok i Monormer SO0
izom dezmin e
NH; COOH
kotészovet vimentin
glia glialis fibrillaris savanyu fehérje N Ll COOH
ideg neurofilamentum
Intermedier filamentum dimer:
. Farok
Fej 1A 1B . 2A 2B
e V- . D
-\&_:/-v-:'__) B _}"m:‘ %—!’{3
27 28




|

Intermedier filamentum nyujtasa (dezmin)

Az intermedier filamentumok feltételezett
szerepe: mechanikai stabilizalas

+ nemlinearis rugalmassag: nagy erék esetén ,felkeményedés”
* polimer halozat: terhelésre merdlegesen 6sszehuzodas

31

As ~ molekula- - .
hossz Ad ~ erdé 100
eré Vimentin
Microtubules undamaged
| 80 rupture 1
F
15 =
z
z & O
g T Fibrin undamaged
20
Hh“““—-a_,__h .' £ N N
o 20 40 60 BO 100
N&_—— 0 STRESS (dynefcma)
’ i megnyulas 1 Pa = 10 dynefcm?
29 30
Intermedier filamentumok szoveti funkcioi
epitelilis (ham-) sejtekben: Erdekesség: prokariota citoszkeleton
» korkép: epidermolysis bullosa
simplex. Enyhe mechanikai hatasra
(pl. dérzsdlés) felléps holyagos || sejtosztédas | sejtpolaritasa |  alak |
hamszétesés. . .
kariéta tubulin aktin intermedier
» oka: mutacio a keratin génben el ey filamentum
prokariota FtsZ MreB CreS
szivizomban:
» korkép: cardiomyopatiha 3
(szivizom-elfajulas)
» oka: mutacié a dezmin génben
32




Motor Motorfehérjék

i L * nemegyensulyi rendszerek (kémiai
elmozdulast eldallitd, ciklikusan
e i reakciohoz csatolt elmozdulas
miikodoé erégép

iranyitott)
E,—>W + sebesség: 0.01-100 um/s
Ey: « lépésnagysag: 0.3-40 nm
* mechanikai energia
+ kémiai energia * erd: 1-60 pN
» villamos energia . iizemanyag”: ATP vagy egyéb

* héenergia makroerg vegyiilet hidrolizise,

Wi ® (polimerizaciéhoz kapcsoltan is): 54

i kJ/mol energia =22 k, T

« hatasfok: 50-100% (!!!)

A motorfehérjék tipusai

1. Aktin alapu:
* miozinok: konvencionalis (miozin Il) és nem-konvencionalis;
* miozin szupercsalad (I-XXIV osztalyok), plusz vég iranyaba mozognak.
2. Mikrotubulus alapu:
» dineinek: ciliaris (flagellaris) és citoplazmatikus tipusok;
* -vég irdnyaba mozognak.
» kinezinek: kinezin szupercsalad: konvencionalis és nem konvencionalis;
+ +vég iranyaba mozognak. B I,/'_'\‘
- dinaminok: MT-fiiggé GTP-4z aktivitas; A &
+ biolégiai szerep: vakuolaris fehérjevalogatas ww.x,:_/ll n,:gu S
3. DNS alapu mechanoenzimek: —T C
» DNS és RNS polimerazok, virus kapszid csomagolé motor;
» a DNS fonal mentén haladnak és fejtenek ki erét.
4. Rotaciés motorok:
* F1FO0-ATP szintetaz,
» bakterialis flagellaris motor.
5. Mechanoenzim komplexek
» riboszéma

33 34
A motorfehérjék munkaciklusa 1. A motorfehérjék munkaciklusa 2.
e e L Ton Ton
C-terminalis: miikddést biztosito kétéhely munkaciklus-arany (r): r= 0 =2
L e , o Ton T Tt Tiotl
N-terminalis: globuléris fej: motordomén (nukleotidot kot és hasit),
citoszkeletalis polimer kétéhelye L ; O  kapcsolt idé: S
csuszasi sebesség: vV=—— — T ==
ATP hidrolizis szoros csatolas: 1 ciklusban 1 ATP hidrolizalédik Ton My r= oV
ciklus 3 = munkatavolsag 1
— - - gz V
: munkacsapas ciklusidé: Tiotal = —
kapcsolt
Ton 8=munka- vagy lépéstavolsag; V=ATP-az sebesség; v=motilitasi sebesség
k la gtk la .
apesolas T szetiapesolas Processziv motor: r ~ 1
szétkapcsolt . . . . Cargo ) Met
. P visszacsapas + pl. kinezin, PNS , RNSjpollrrTera’z ‘ Thermal motion tr;nsm
off «— E + egymaga képes a terhét tovabbitani
- - Nem processziv motor: r ~ 0 Mitor
konformaciévaltozas ideje: ~us ) pl.kaO’ZIn likédik eqvil ‘4 “5‘5“‘
35 + sokasag mikddik egyditt Track S 5 S %




Nem-processziv motorok: miozin-l|

lezercsipesz lezercsipesz

szélsé
mikrogyéngy

elmozdulasa

sokasagban dolgozé miozin

Pihené: mi alapjan készulnek az animaciok?

molekulak: vastag filamentum R -
; AW _
7 IR
Sy
lépéstavolsag: 5,5 nm szintetikus vastag filamentum AFM . ) e
(szomszédos aktin alegységek kozotti tavolsag) felvétele EM krisztallografia
37 38
'é - y
Processziv motorok Nukleinsav-alapu motorok
1 2000
|optical o
e | trap 3w
streptavidin-coated § 1400
microsphars: g ™
/’ P - » 1900
Py DNA RNA Lo | g,
miozin-V séta az aktinon: nagy sebességii AFM felvétel: 36 nm lépéstavolsag : 8 w i
:  HA-tagged | 3 o @128 nts
anti-HA-Y RNAP Lol i ®152nUs
-, coverslip | i
coverslip is moved to maintain a constant 4 pN force 0 2 40 00 B0 00 0 16 8
| Time (seconds)
RNS polimeraz: transzkripcié allandé sebességgel, majd pihenés
B ramvan § 'UJ.
2 m
é GJ.
g
§- -}Zl.
c 20 ¢
g
X .
kinezin: 8 nm-es |épéstavolsag dinein: sztochasztikus és koordinalt i ! * Force ()
(minden masodik tubulin alegység kozétti tavolsag) Iépegetés (,részeg tengerész”) % portalis motor: bakteriofag virus DNS-t teker fel a kapszidba
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Rotacios motorok

F1F0 ATP szintetaz

ATP ADP + B,

diszkrét, 120°-os fordulatok:
= = === de o falalalofsl
ENANNDEDNEEEE
MEMLLEGEaIE33

bakterialis flagellum motor

fordulatszam: > 20000 rpm
teljesitmény: 10-16 W
hatasfok: > 80%

energiaforras: protonok
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Koszonom a figyelmet!

. Cytoskeleton W Follow

Fun fact if there was no cytoskeleton the
cell would collapse under it own weight!
Just letting you know. #organellewars

+ 3 w

IFTHEREISINOICYTOSKELETON

fomemedsr €y Storify IS THEREINOILIFE
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