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Motilitas aktin polimerizacioval
Intracellularis patogének mozgasa

In vivo treadmilling

Listeria monocytogenes F-aktin jelolés phalloidinnel Shigella flexneri
Aktin .
GFP-aktin Speckle microscope M Icrotu bu I USOk

Clare Waterman-Storer Gary Borisy

A diffuzio specialis esete:
Brown-fele kilincskerek

Motilitas aktin polimerizacioval
In vitro korulmeények
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Listeria

monocytogenes

intracellularis
L - i i ActA-val szimmetrikusan bevont mozgisa aktin

Listeria Xenopus extraktumban ActA-val aszimmetrikusan bevont e «—— Diffuzié | polimerizicioval
mikrogyéngy Xenopus extraktumban mikrogydngy Xenopus extraktumban ]
Fé K(F) = eré jelenlétében fennallé disszociacios allandd - az a monomer
koncentracio, amelynél a netté filamentum névekedés 0.
K (F) - K ekﬁT Ke = kritikus koncentraci6 (0 erénél); F = erd; d = diszkrét ndvekedés egyetlen
¢ monomer beépiilésekor. ksT = termikus energia.

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. N.B..F lehet + vagy -.A folyamat lehet reakcivezérelt (a kue-hez képest tiil gyors

diff(zid) vagy diffaziévezérelt (a koe-hez képest lassu diffuzio).
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MT-depolimerizacio-
vezérelt erokifejtés

Vezikulum transzport MT depolimerizacioval —
P P Kromoszéma (kinetochore)

mozgatas MT depolimerizacioval

MCAK: MT-depolimerizalo
kinezin

MCAK:

“Kinezin-13”

A MT + végéhez kotédik

Diffuziés mechanizmussal keresi meg a + véget
ATP-t hidrolizal

MT depolimerizaciot szabalyoz (‘“katasztréfa-faktor”)

Diffazios keresés a MT mentén (GFP-MCAK)
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Motorfeherjek

|. Specifikus citoszkeletalis filamentumhoz
kapcsolodnak (DE...)

2. Elmozdulast és erdt generalnak
3. Kémiai energiat hasznalnak fel
4. Kémiai energiat kozvetlenul alakitjak

mechanikai munkava (nincs kozbiilsé ho-
vagy elektromos energia)




Motorfeherjek alaptipusai

I.Aktin alapt
Miozinok: Konvencionalis (miozin Il) és nem-konvencionalis
Miozin szupercsalad (I-XXIV osztalyok). Plusz vég iranyaba mozognak.

2. Mikrotubulus alapu
a. Dineinek: Ciliaris (flagellaris) és citoplazmaris dineinek.
A mikrotubulus mentén a minusz vég iranyaba mozognak.
b. Kinezinek: Kinezin szupercsalad: konvencionalis és nem-konvencionalis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég iranyaba mozognak.
c. Dinaminok: MT-fliggé GTPaz aktivitas
Bioldgiai szerep: vakuolaris fehérjevalogatas (pinchase enzimek)?

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

4. Rotaciés motorok
FIFO-ATP szintetaz
Bakterialis flagellaris motor

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszoma

Ciklusos miikodés - “duty cycle” (munkaciklus)
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Miozin motorfehérje
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Rodamin-jelolt aktin filamentumok motilitasa - érzékenyitett epifluoreszcencia videomikroszkopia

Smooth and "

=0

“konveneﬁéﬂs'—'——-""___-_ f
2-feji ;’,/;/‘/

-

Strusted Muscle

iranyaba mozog

[l[ .Hgll

A miozin szupercsalad

250% homoldgia a tagok kozott

"B Head

QPAIQ Motif
% Coiled-coil
B MyTHe
| W SH3

Il FERM
‘ i Zn-Binding
| & Reverse Gear
B Kinase
B Gap
B PH Homology

Unknown

B Motor Inserts or
Extensions |

200 aming sosty

2 db alfa-hélixbél “coiled-coil”

N-terminus
kénnyiilancok \)

2nmLC

C-terminus
L

150 nm

nyaki v. pant régié y
1

N—— 8.9
| G
500 nm 2
csupasz )

26na ‘miozin fejek’ \

(er6kar)

lanc (ELC)

miozin farok 10nm

Esszencidlis kfjnnyi/

Regulatérikus
kénnyt lanc (RLC)

-/

Nyak/l : 1

ATP-kot6 zseb

domén

k«m\fcrter

A miozin Il molekulak vastag
filamentumokka allnak ossze

Jeloletlen izomrost 2P mikroszképos képe
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Miozin vastag Myosin thick filament, EM map
filamentum

elektronmikroszképos
képrekonstrukcio

Miozin fej periodicitas (14.5 nm)

Hélix periodicitas (43.5 nm)

Egyedi miozin filamentumok

Szintetikus miozin filamentum
Egyedi miozinmolekuldk feloldhatdak vizes kdzegben

Atomerd mikroszkopia
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Egymolekula eréspektroszkopia
Eré (pN) = Rugdallandé (pN/nm) * Elhajlas (nm)

Az erdcsucsok periodicitasa korrelal a miozin rud
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Dineinek

Tipusok: axonemalis és citoplazmaris. Sok alegységes fehérjék (Mr~500 kDa).A minusz vég
iranyaba mozognak. Koordinalt miikodésiik meghajlitja a ciliumot.

Szerkezet Biomolekularis funkciondlis modell:
“In vitro motilitasi proba”

Dinein kar

Mikroszkop fedSlemez

Fluoreszcencia videomikroszkopia

Mikrotubulus mozog a dineinen
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Virus portalis motor
Kulonleges DNS motor

Maan packaging rate (bps-T)
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29 bakteriofag portalis motor

Erett virus kapszid mechanikai beroppantas -
irreverzibilis folyamat

kapszid beroppands
(“trepanatio™)

lonel et al. | Biol.Chem.
286,234,2010.
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DNS mechanoenzimek
Kondenzinek

SMC fehérjecsalad

SMC = "structural maintenance of chromosomes"
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MukBEF nanomechanika
es kondenzacios model
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ROTACIOS MOTOROK II:

Bakterialis flagellum motor
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“Kontraktilis” fehérjék az izomban
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Hol vannak az erovel kitekert domenek?

Relaxalt titinmolekulak (AFM)

Titinnydjtas meniszkusz erdvel

oldatcsepp ! Centrifugalis er6:

» F=ma=mrw?
m titin e

Rugalmas eré «——+——> F =ymD

1000 nm

Hogyan “kontrahal” a titin?

Z100
80 . S -f 90 pN S
Domén b ) 0 e
kitekeredés f w
60 LB, 35 -
= p % Domén kitekeredés:
zn_ diszkrét lépéseken at
-~
o 40 ] f =30 ~30 nm} Gyors
P {J"f Misodik g_ ; 201 kollapszus és
? hizas ~ i kontrakcio
Nernlineris a
20 erdvilasz i 25| 29 Fluktuaciok
€
& ﬁ"' ~700
Nemlineiris, entropikus rugalmassa b 20 .8 - i
192 204 216 228 1dé6 (s)
1 ) T 1 1 )
20 40 80 B0 100 20

Referencia jel

(erd) "
Csapdazott Mozgatott

gyongy  gyéngy
Mért jel (+/-) A4 ¥
(erd) Z) 1

A fluktuaciok nem magyarazhatok
kétallapotd rendszerrel

titin -5
Gyors
Erlowsszacsatolt Feedback konformaciés
ezercsipesz vezérlés atmenetek?

mozgathato
mikropipetta

Vezérlés (+/-)
— 7 ]
(piezo mozgas)

Megnyulas (um) Erd (pN)
oo

105 10 115 120

Titin gombolyodas intermediéren keresztul

Titin gombolyodas haromallapotu Konstans-erd kisérletek szimulalasa
rendszerben (Monte-Carlo)
.=- o . ] O Meth molten
Konstans lézercsipesz-pozicio N I’:gl'fl‘:" Ka,'lf:kzzt ool @ © Motcn i
kisérlet & g all P 1 o Moo kitekort
z . L g Edshorl molen
Z - F=0 T 102 e
il /_\. dinamikus 1S, ?
Chal egyensuly “» wl R, & ?
0 G B gon h ' f
i ) Alacsony F 3 ¢ A I‘ JL’
04 - - ~ y E iy p:, g,i: ' |
o 1t F) 0. i 0 O 400 l . ] g
146 (5) = § S T g
ol W
18 Nagy F o Y @ R
1d6 (s)
Ax Reakcié koordinata
| Lk ,
4 | i —— Kétilpots rendser
e 0.5 M urea: —— Maiter-globu's ivce-medsds
N g 201 “molten 1000
E 05 globule” P
w allapot 2:feszités f £
5 populalt L #oe
e z -
&IQ ) " 3 6o
:e feszitési plat / ,ﬂf’ E‘
‘eszites! plateau
Bk ) - - - w s 2 & ool Extra
1 “ - " » 2 i relaxalas z kkontr‘aktlhtas'
o 200
1dé6 (s) e "™ kontrakciés o WPIEN st
kisérletek
08 12 15 20 24 0 )
Megnydlas (um) Ido (s)

Amiloid B-fibrillumok: az Alzheimer
plakkok fontos komponensei

V40 V36 132 ka8

D23
Y10 H14 K16 F20

Amiloid B1-40 peptid

AB1-40 peptidbdl in vitro ndvesztett fibrillumok (AFM)




Vezérelheto-e a fibrillum novekedes?

AB25-35 fibrillumok
epitaxialis névekedése
csillam fellileten

AB25-35 fibrillumok csillamfeluleti orientacioja
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B-lemezben antiparallel Lys28 oldallinc a K*-koté . . g .
orientaciéju peptidek zsebben AB25-35 Lys28-acetilicid
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pasztazas
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A katalizalt fibrillum
novekedés nano-skalaju

mechanizmusa:
pasztazo proba kimografia
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Szabalyozhato-e a fibrillum novekedés?

Alacsony K* (I15mM KCI): gyors felszini kotddés és névekedés

Magas K* (30mM KCI): lassii novekedés csak meglevé magokbél




