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A citoszkeletdlis rendszer

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

1. Mechanika
2. Polimerizacio

r

Polimerizacio

Alegységek 0sszeallasanak folyamata

A polimerizaci6 fazisai:
1. Lag fazis: nukledcié
2. Novekedés fazisa
3. Equilibrium (egyensuly) fazisa

Polimer

mennyiség Equilibrium

Novekedés

1ds

Lag

A citoszkeletalis filamentumok rugalmassaga

Hook-féle rugalmassag

o Arugé- (vagy merevségi) dlland6 (k=F/AL)

és azt mutatja meg, hogy egységnyi
megnyulast mekkora erd idéz eld.

Longitudindlis merevség:
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“Termikus” rugalmassag

A polimerlanc dtlagos alakja lefrhaté egyszert

gével

(Ry=2L,L

ciahossz a lanc hajlitomerevségével all

paraméterek segit:

Aperzi
osszefiig
minél rovidebb L, annal hajlékonyabb a lanc, és

megforditva.
/
L=
KT

EI - hajlitémerevség

E=Young modulus
I-hajlitdsi tehetetlenségi nyomaték
(kbrkeresztmetszet(i rid esetében I=rir/4)
k, ~Boltzmann dllandé

I = abszolit homérséklet.

Merev linc = —
I>>L
Szemiflexibilis lanc M
I~L

Flexibilis lanc
I<<L

Polimerizacidés egyensulyok

1. valodi equilibrium

2. dinamikus instabilités: folyamatos, lasst
novekedést kovets katasztrofikus depolimerizécié

3. Treadmilling:
taposémalom




Erékifejtés citoszkeletalis filamentum
polimerizaciojaval

Brown-féle kilincskerék

mechanizmus
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Diffazié

Az aktin filamentum (F-aktin)

~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 polarizacié (“szoges”, “hegyes” vég)

Aszimmetrids polimerizacié: ATP sapka & 4 +

ATP k: .
sapka

Az aktin monomer (G-aktin)

[ nukleotid

Az eukari6ta sejtekben legnagyobb mennyiségben
el6fordul6 fehérje (az dsszfehérje 5%-a)

Koncentracidja a sejtben: 2-8 mg/ml (50-200 uM)
[G-aktin oldat esetére ez 25 nm 4tlagot molekuldk 4
kozotti tdvolsdgot jelent]

Alegység: globuldris (G-) aktin ‘
MW: 43 kDa, 375 aminosayv, (

1 molekula kotétt adenozin nukleotid (ATP vagy \
ADP)

Szubdomének (4) 3
Genetikai variabilitds: emlosokben 6 kiilonbozd )

aktin, hdrom csalddban (« izomeredetti, , Y nem-
izomeredet(i)

cortex (a sejt pereme)
"stress" rostok,

sejtnytdlvanyok (lamellipodia, filopodia,
microspikes, focal contacts, invagindcio)

mikrovillus

Stress rostok cortex

filopodium



Aktin-fiiggé sejtmozgas Aktin-fiiggé sejtmozgas megnyilvanulasai

aktin-dus kére; allab szubsztrat X .
¢ at aktin polimerizicié és &llab

| kitiremkedés
|

nem polimerizalt aktin mozgasa

o allab tovabbi
retrakcio novekedése
- i —d
- - " ’ |

fokalis kontaktusok

[

Citoplaszt (anukledris sejtfragmentum)

. ) Membran fodrozédas
autoném mozgasa)

Intracellularis patogének is
kihasznaljak az aktin rendszert

Listeria monocytogenes intracelluldris motilitdsa




Mikrotubularis rendszer A mikrotubulusok épitékove: tubulin

Alegység: tubulin

Idegszovetben az 6sszfehérje 10-20%-a

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

1 molekula két6tt guanozin nukleotid (GTP vagy GDP);
kicserélhet6 (B), illetve nem kicserélhetd (o)

Szerkezeti polaritds

Genetikai variabilitds: legaldbb 6 kiilonb6z6 a illetve  tubulin

Eukaridta sejtek tubulinbél
és kapcsolodo fehérjékbol allé rendszere.

Polimerizacios egyensulyok

mikrotubulusokban
Treadmilling Dinamikus instabilitis
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13 protofilamentum
jobbmenetes révidmenetd helix
balmenetes hosszimenetd helix
Merev polimerldnc (perzisztenciahossz: néhdny mm!)
Szerkezeti polarizdcio:
+vég: polimerizaci6 gyors, B-alegység dltal terminalt
-vég: polimerizdci6 lassu, a-alegység dltal termindlt
GTP-sapka




Mikrotubularis rendszer az eukariota sejtben

Interfézisos sejt

." .
Hol talalhaté az eukari6ta sejtben?
interfdzisos sejt cytoplasmadja, axon, cilium,
flagellum, 0szt6do sejt hazoéorséja.

Ciliaris sejt

-»
Polaritas a sejten beliil
centrosomaban -vég, a periféridn +vég.
Centrosoma: 2 centriolum, centrosoma matrix,
benne y-tubulin
Sejt polaritds "fixaldsa" MT asszociélt fehérjék 4
(capping protein) segitségével.

Oszt6d6 sejt pindle

Idegsejt

"

Intermedier filamentalis rendszer

8-10 nm &tmérdjli szovetspecifikus, filamentdlis fehérjerendszer,
mely a legtobb (de nem minden) dllati sejtben megtalalhato.
Alapvet§ szerep: mechanikai ellendllds biztositdsa

Vimentin, Vic Small

7 =

Mikrotubularis rendszer fukcio

1. Autopdlydk motorfehérjék szamdra
2. Erzékeli, monitorozza és megtaldlja a sejt geometriai kozéppontjét
3. Motilitasi funkcidk (sejtosztédds)

\Z‘\w % -

Intermedier filamentum épitokovek

Intermedier filamentum dimer:

. Farok
Fe 1A
](., T B T WL v 28 2B —
A IRO0E R 00T 00 o0 N00meo00 (O
Y . b K-
Tulaj donségok: -Kémiailag ellendllé (detergensek, magas ionerdsség)

-Denaturalé szerekkel (pl. urea) extrahalhaté

-Fibr6zus monomer (nem globuldris, mint az aktin vagy tubulin)
-amino-terminalis fej
-centralis rid (a-hélix, heptad ismétlgdés)
-carboxy-terminalis farok
-a szovetspecifikus monomérek egymastol a
végeik szerkezetében kiilonboznek



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

Heptad ismétlédés szerkezet, hidroféb aminosavak

Vimentin dimer szalagdiagramja

Vimentin dimer dréthalé diagramja

Intermedier filamentumok
polimerizacidja

A sejtben teljesen polimerizilt dllapotban
(nem dinamikus egyenstily)

Centrélis rudak (a-hélix)
hidroféb-hidroféb kélcsonhatasa
-> colied-coil dimer

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

Tetramerek longitudinalis sorozata
-> protofilamentum

8 protofilamentum -> filamentum
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Intermedier filamentumok csoportositasa

Szovetspecificitas alapjan
(Klasszikus csoportositas)

Szovet tipus Intermedier filamentum
Epithelium Keratinok
[zom Dezmin
Mesenchyma Vimentin

Glialis fibrillaris savanyu fehérje
(GFAP)

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

Glia

Ideg

Intemedier filamentumok szoéveti funkcioi

Szoveti mechanikai stabilitids biztositasa

Epitelidlis (ham-) sejtekben:
-Pathologia: epidermolysis bullosa simplex. Mutécio a keratin génben.
Enyhe mechanikai hatédsra (pl. dorzsolés) felléps holyagos hamszétesés.

basal cell of epidermis

Y

: basal Iamlna defec\uve keratin
filament network
(C) hemidesmosomes




Dinamikus vimentin atrendezodés
az élo sejtben

GFP-konjugalt
vimentin 3T3 sejtben

Egyedi filamentum
turnover

A motorfehérjék tipusai

1. Aktin alapt
Miozinok: Konvencionalis (miozin IT) és nem-konvenciondlis
Miozin szupercsaldd (I-XXIV osztalyok). Plusz vég iranydba mozognak.

2. Mikrotubulus alapa
a. Dineinek: Cilidris (flagelldris) és citoplazmaris dineinek.
A mikrotubulus mentén a minusz vég irdnydba mozognak.
b. Kinezinek: Kinezin szupercsalad: konvenciondlis és nem-konvencionalis.
A mikrotubulus mentén a plusz vég irinyaba mozognak.
c. Dinaminok: MT-fligg6é GTPaz aktivitds

Biolégiai 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 erct

4. Rotaciés motorok
F1FO-ATP szintetdz
Bakterialis flagellaris motor

5. Mechanoenzim komplexek
Riboszéma

MOTORFEHERJEK

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

3. Kémiai energidt haszndlnak fel.

Motorfehérjék munkaciklusa

5‘/ d=munka- vagy lépéstdvolsag
“Duty ratio”: I = —— V-ATP4z sebesség
V' vemotilitasi sebesség

Munkaciklus

Processziv motor:  r->1
PI. kinezin, DNS-, RNS-polimeraz.
Munkaciklus nagy részében kapcsolt dllapotban.
Egymaga képes a terhét tovabbitani.

Kapcsolt

‘[:Oﬂ

Szétkapcesolt
Nonprocessziv motor: r->0
PI. miozin.

Munkaciklus nagy részében szétkapcsolt dllapotban
Sokasdg miikodik egytitt.

Toft

Egyetlen motorfehérje dltal kifejtett erd: néhany pN.



NEM-PROCESSZIV MOTORFEHERJEK PROCESSZiV MOTORFEHERJEK
Miozin
Miozin V
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(aktin filament hélix félmenet
emelkedés)

e
Thick filament
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Actin filament

—
Szintetikus vastag filamentum

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

Ultragyors AFM meresek a
miozin V-HMM molekulan

photodicde

laser diode
Stomping:
*Rapid
detachment-
reattachment
*~5nm
translocation

Z_—oscillating cantilever

20% biotinylated
actin filament
|

=~ M5-HMM

a :

Trailing (T) head stomping event

7% streptavidin

e biotin-containing
9 9 lipid bilayers

A Leading (L) head stomping event




Intramolekularis valtozasok

Hand-over-hand stepping
" o

streptavidin
roadblocks

A Leading (L) head stomping event

“Straight” - “sharp bend” transition

-

straight

Vakuoldris fehérjevdlogatds i
GTPézok

e
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Protein Locallzation Functen Sell-assembly

= Frasm,

Coiled-coil tail unwinding

unwinding unwinding-
S rewinding

unwinding-

rewlndm‘

'

“pinchase” funkcié

Lepesi
mechanizmus

¢ a. Initial state, both heads in the ADP
state.

 a’. Stomping, in equilibrium with the
bound state.

* b. ADP release, ATP binding,
trailing-head detachment, L-head
swing (completion of power-stroke),
T-head “rotational diffusion” (>L-
head), L-head in the ADP-P; pre-
stroke state.

e c.L-head attachment, P; release, 36
nm advance.

* d. Sharp bend state, only in the
nucleotide-free condition.
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DNS Motorok

+—Pipeatte

Laser trap

T7 DNS Polimeraz

| trap center
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RNS Polimeriz

Processziv motorok

Force (pN)
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Transcript size (nt)
n




Virus portalis motor ROTACIOS MOTOROK I:
Kilonleges DNS motor F1FO-ATP SZINTETAZ
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ROTACIOS MOTOROK II: Mechanoenzim komplex

Bakterialis flagellum motor Riboszoma
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