Proteinas motoras

Caracteristicas comunes

- Dominio motor (globular head):
> une e hidroliza ATP

> interacciona con filamentos

- Cola (Tail)
> interacciona con el “cargo”

Miosina IT muscular: Actina-F

coiled-coil of two o helices

Enmr_' =

Caerminus

?"-i-i“:. i
neck or hinge region ':i&‘ ‘ﬁ i-.:‘
ROt ks o
| | 150 firm RN T
TN
cola cabeza

Filamento grueso: interaccién cola-cola = cientos de cabezas de miosina
proyectadas hacia fuera del filamento

myasin heads

[y

7 —

S S—
[y Myosin tail 10 nm
500 nm

Filamento grueso aislado de misculo de sapo (micrografia electrdnica, tincién negativa)

miyasin hoads
bare zone o

Cabeza de miosina: movimiento hacia el extremo (+) del filamento de actina

. P thin ﬂ\lamem thick filament

En mdsculo esquelético /

- filamentos de actina, alineados en los filamentos
finos, rodean a los filamentos gruesos

- deslizamiento impulsado por hidrélisis de ATP
de los filamentos = contraccion
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En la cabeza de miosina radica la actividad motora
quimiotripsina
papaina

cabeza (S1)

actin filament .’,
m\ms'{n head \\
# ) ~ ,J
7
.—-’ /i- lass slide

Miosina muscular
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Superfamilia de miosinas
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,[;} by N-terminal C-terminal tail
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- dominio motor comdn
- miosina VI: hacia el extremo (-) F-actina

@ Arabidopsis o C. elegans - restantes: hacia en extremo (*) F-actina
® maizre » Drosophila » .

# human & Saccharomyces humano: 40 genes

® mouse @ Plasmodium

@ rat o Toxoplasma Funciones .

- IT: anillo contractil (citoquinesis), migracion celular

- I: organizacién intracelular, estructuras rica en
actina en la superficie celular

- Vi transporte de organelas y vesiculas
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An Unrooted Phylogenetic Tree|
= i of the Myosin Superfamily
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Microtibulos: Dineina y Kinesina

Dy mactin

Microtubule




Kinesina
- estructura similar que miosina IT

- gran superfamilia con dominio motor comun en el N-terminal

- humano. 40 kinesinas

- familia de proteinas relacionadas a kinesina (KRP)

- movimiento hacia el extremo (+) de Mts

- formacién de huso mitético, movimiento de cromosomas
maior domain
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KINESIN |
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500 amino Bcids

Kinesina

-dominio motor: N-terminal

-dimero: dominio medio: coiled-coil
-cola C-terminal: associacio a “cargo”

KIFC2 (NCD, kar3)
-familia de kinesina C-terminal
-movimiento hacia (-) de Mts

KIF2

-dominio motor en el medio

-miembro de una familia con actividad
motora perdida

-se une a extremo de Mts, aumenta

inestabilidad dindmica, II' catastrofina

KIF1B
-monémero
-mueve organellas sobre Mts

Kinesin-1 KIF5A [T [ 1} ] 1028aa
KIF5B W H| 1 ] 962
KIF5C [ [ 1 ] 956
Kinesin-2  KIF3A/kinesin-ll [T 702
KIF3B QI N e 748
KIF17 L Ll 1039
Kinesin-3 KIF1A/Unc-104 [T1 | - - T[] 1695
KIF1BB I = ] 1771
KIF1Bo [IT I 1 1151
KIF1C Lt | I - | 1100
KIF13A [T | I I ] 1749
KIF13B/GAKIN  [11 T 1 1 1770
KIF16B [ TT1 1l 1318
Kinesin-4 KIF4 L D 1232
KIF21B L [ 1 ] 1624
Kinesin-6 CHO1/MKPL1 [T e 953
Rabkinesin-6 L [ 1} | 887
Kinesin-14  KIFC2 [TJ1___T1 792

KIFC3 [ I I 824

[T Catalytic motor domain [_] FHA domain [] PH/PX domain
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An Unrooted Phylogenetic : iy
of the Kinesin Superfamily .

|
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390 Kinesins
50 Species
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Dineina
- cadenas pesadas: dos o tres (dominio motor incluido)
- cadenas livianas: ndmero alto y variable
- movimiento hacia el (-) de Mts
530-kD cytoplasmic dynein heavy chain l'.:',"l.{:l plasmic lﬂ'ﬂ'le-l f
N e )
p13561ued
74-kD intermediate chain .__
55-kD light intermediate chain
Capping protein —
"Arp1, Actin
- dineina citoplasmdtica: trdfico vesicular y localizacién del A. Golgi
10



- dineina del axonema: movimiento de cilias y flagelos (14 um/segq.)

Microtubule Binding

LC3 & LC
LC7
LC6 dimer (2 1 ~LC8dimer

Cargo Binding 25 nm
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Estructura: miosina vs. kinesina

- dominio motor: 850 Aa vs. 350 Aa
- asociacién a filamentos: filamentos de actina vs. Mts
- secuencias: ho similares

estructura tridimensional de dominio motor: similitud

g’l-"nj— "'j\ domain
|" e, o’
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kinesin linke -
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Fong B
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kinesin
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ATTACHED| At the start of the cycle shown in this
plus  figure, a myosin head lacking & bound nucleotide ia
end  locked tightly anta an actin filament in & rigor

Ciclo de cambios estructurales i i
de miosina para moverse sobre "
e e e

. . o bocaiee
un filamento de actina b g e e vty g

P
RELEASED A molecule of ATF binds to the large cleft
on the "biack” of the head (that is, on the side furthast
in filament} and immediately causes a slight
nge in the conformation of the domains that make up
the actin-binding site. This reduces the affinity of the

head for actin and allows it to move along the filament.
{The space drawn here betwazn the head and actin
: ‘emphasizes this change, although in reality the head
thick filament probably remains very close to the actin.}

COCKED The oleft closes like a clam shell around the
ATP molecule, triggering @ large shape change that
causes the head 1o be displaced along the filament by a
distance of about & nm. Hydrolysis of ATP occurs, but the
ADP and inorganic phosphate (P,) produced ramain
tightly bound o the protein.

FORCE-GENERATING A weak binding of tha myasin
head o & new site on the actin filament causes release of
the inorganic phosphate produced by ATP hydrolysis,
concamitantly with the tight binding of the heed o actin
‘This ralease triggers the power strol

generating change in shape during which e head
regaine its original conformation. In the course of the
power stroke, the head loses its bound ADP, thereby
retuming to the start of a new cycle.

ATTACHED At the end of the cycle, the myosin head is
again lncked tightly to the actin filament in a rigor
configuration. Note that the head has moved to a new
position on the actin filament.
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Comparacion de los ciclos mecanoquimicos de kinesina y miosina IT

igi leading
|
e Posd e

kinasin

con nucledtido:

K unida al Mt. detached

MINUS microtubule PLUS hydrolysis
END END cycle

(&) KINESIN

myesin
attached
PDWEH
STROKE
kin nucledtido: M
binida a F-actina
MINUS actin filament PLUS Temes
EMD END cycle

{B)  MYOSIN
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Movimientos opuestos de proteinas de la superfamilia de kinesinas

unbound
kinesin head

microtubule
protofilament

unbound
Ned head

kinesin: plus and-directed motor Med: minus end-directed motor
N hc N*C
head tail tail head
[A) [motar domain) (B) {matar
domain}
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a

Diversidad de las propiedades de movimiento de las proteinas motoras

Utilizan diferentes filamentos (Mts o F-actina)
Kinesina: dimero viaja por cientos de ciclos de ATPase sin disociarse del Mt (axén)
: se mueve una o pocas etapas antes de despegarse de F-actina (misculo)

Ciclos mecanoquimicos entre las dos cabezas motoras de kinesina estdn coordinados
entre ellas: una cabeza no se separa hasta que la otra estd lista para unirse
Ciclos mecanoquimicos entre las cabezas de _no estdn coordinados

Kinesina gasta una fraccién relativamente larga (50%) de su ciclo de ATPasa firmemente
unida al Mt

gasta una fraccién corta (5%) de su ciclo de ATPasa firmemente unida a F-actina,
sin embargo gana en velocidad de transporte

0.2 a 60 um/segq., kinesina 0.02 a 2 pm/seg

-Aumentar la velocidad: tactividad ATPasa o |tiempo del ciclo gastado en permanecer unido

| filamento

16
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Tamafio de etapa puede estar regulado por:

- longitud de del brazo palanca (miosina V tres veces mds largo que miosina IT)
- dngulo de oscilacién del brazo palanca

Myosin

30 to 40 nm swing
of lever arm

Myosin |l

5 to 10 nm swing
of lever arm

mrinus actin filament

plus minus

plus
end end and and

17

Kinesina y dineina

i+ /’V 1+
%

Membrana vesicles h
b

Mitochondrion

% 33 —> —
ER _'s'tfk 4
“% 1 Lysosome {4
foaP
¥
1+) Lysosome — 53 i+
4 Cytosolic dyneins i Cytosolic kinesing i Spindle kinesins (KRPs)
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Transporte de organelas membranosas

- movimiento centripetos: dineina citoplasmdtica hacia el extremo (-) de Mts
- movimiento centrifugos: kinesinas hacia el extremo (+) de Mts

- las diferentes colas y sus cadenas liviana asociadas definen el “cargo”

- Transporte axonal: mitocondrias, vesiculas secretoria precursoras desde el
cuerpo de la heurona hacia el hacia el terminal nervioso.
- Organizacion del ER y del A. Golgi

Células control

Células tratadas con hocodazol

1A}

19
Las diferentes colas y sus cadenas liviana asociadas determinan el “cargo”
Un receptor de membrana presente en el cargo interactua directa o
indirectamente con las colas de la proteina motora adecuada
cargs /
adaptor -
mator - | KINESING
MINUS PLUS
END END
PR . - motot
microtubule sl DYNEINS
T CArgo
Modfalo/par'a la asociacion o
de dineiha a una vesicula emirale
glyc?prmain
dynactin \
complex Arp1 filamant
dynain
25 nm
20
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a
Gaolgi-
derived
i = Premyl tail
RABG
Dynactin
BICDLT Sy
Dynactin
(pointed end) Diyniein—
ANKB | | Dynactin
'3 ein o
.7 .2
PIIPS |
Late Y
endosome

OkpquFMB?
1 FHIP
“@-a
RILP T
1 5 Dynactin
FHE | -

Dymsin (DLIC)

ANKE|
‘
Piap’s

Early 9.

endosome

.

FHF |

Peroxisome =

RARS 7

i Qnd FTs

Dynactin
7 {painted end)

Dynein
Dynain-Dynactin
? HAP1 %

HTT Rt

FHIP
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Miosina V

— Myosin Va

Ielanophilin

FRabZ7

Melancseme

Melanocitos de ratén

— -

22
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Trafficking:

) ER and ER-derived vesicles
{unknown)
Golgi and post-Golgi vesicles
(BICD1, BICDZ*, BICDL1*,
BICDLZ*, NINL* and HOOK2}

() Early and late endosomes

(HOOK1*, HOOK3* and HAP1)

;@ @ Signalling endosomes
?... (HOOK1*, HOOK3* and HAP1)

O Recycling endosomes
(RAB11FIP3*)
ﬂ; @ Melanosomes (NINL*)

Autophagosomes (HAP1)
| Mitochondria (TRAK1 and TRAK2)
Lipid droplets {unknown)
) Peroxisomes (unknown)
4% RNPs (BicD in flies)
% Aggresomes (unknown)
* Viruses (unknown)

Centrosome
Nucleus

Microtubule - Pasitioning:

| 7 Nucleus (BICD2%

+ s ) Centrosome (MINL*, NIN* and
HOOK?2)

Golgi apparatus (unknown)

23

Regulacion de la funcion de las proteinas motoras

Melanocitos de pez

- melanosomas: granulos con pigmentos con proteinas motoras

- movimiento regulado por estimulos neuronales u hormonales

- kinesina: movimiento hacia la periferia celular sobre Mts = dispersién de grdnulos
- dineina: movimiento hacia el centro celular sobre Mts = agregacién de grdnulos

- inactivacién de cadena liviana de
kinesina por fosforilacidn luego del
estimulo hormonal = dineina
transporta grdanulos hacia el centro
celular = cambio de color del pez

A DISPERSED AGGREGATED

24
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Regulacion de miosina IT en células no musculares

Fosforilacién de la una de las cadena liviana (subunidad regulatoria) de miosina
por la kinasa de la cadena liviana de miosina, dependiente de Ca?* (MLCK)

actin-binding site

myosin light chains Al ,/
A ES .
P
® ate MITG
- R
PHOSPHORYLATION SPONTANEQUS
B BY MLCK SELF-ASSEMBLY bipolar filament

of 15-20 molacules

miyasin tail released

INACTIVE STATE:
{light chains not phosphorylated)

ACTIVE STATE
{light chains phosphorylated)

1A} Filamentos cortos de miosina IT
Estado curvado Estado extendido preparados in vitro (micrografia

electrénica, tincién negativa)
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Contraccion muscular: Miosina IT y filamentos de actina

Célula muscular esquelética (fibra muscular)

- célula multinucleada

- nlicleos se ubican por debajo de la membrana plasmdtica

- citoplasma ocupado por miofibrillas

- miofibrilla (1-2 mm didmetro): cadena repetida larga de unidades contrdctiles
llamadas sarcdmeros (2.2 mm longitud) = aspecto estriado

Mdisculo de rata

o |

nucheus

myofibril
1A&)

1B}

| D
50 um

Microscopia de fluorescencia

26
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Miofibrillas de misculo esquelético )
Sarcomero

dark band  light band
i1

Célula muscular esquelética de conejo i

m";noﬁtlril fnyn‘ﬁoril

(B}

salcomans -2.2 pm

light band  dark band  light band
T " || 1

==S===

zdise  MIne g
thick filament {myesin}
thin filament lactin)

{C)
- Banda oscura: banda A (anisotrépica)
- Banda clara: banda I (isotrépica)

2 um
Seccién longitudinal de célula muscular (Microscopia electrénica)

27
Filamentos de miosina: reordenamiento en reticulado hexagonal
1 pm
Seccidn transversal de mdsculo volador de insecto (Microscopia electrénica)
28
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Modelo de desplazamiento de filamentos de la contraccion muscular

thin filamant thick filament

Z disc

- Deslizamiento sin alteracién de la longitud de
ambos filamentos

- Filamento grueso camina hacia extremos (+) de
dos conjuntos de filamentos finos de orientacion
opuesta,

- 300 cabezas de miosina/filamento grueso

- cada cabeza cicla 5 veces/seg. en una
contraccién rdpida

- deslizamiento entre filamento grueso y fino: 15
mm/seg. = 10 % de acortamiento del sarcémero
en menos de 1/50 seg.

29

Proteinas accesorias en el sarcomero

- CapZ y a-actinina (disco Z): “capping” del extremo (+) de filamentos de actina

- nebulina: motivo de “binding” de actina de 35 Aa, repetido. Se extiende desde
el disco Z a lo largo del filamento hata el extremo (-). Determina la longitud del
filamento fino

- tropomodulina: “capping” del extremo (-) = estabilizacion filamento fino

- titina: actda como un resorte con una larga serie de dominios similares a IG que
pueden desplegarse a medida que el estrés es aplicado sobre la proteina.

El desplegado y plegado de titina mantiene los filamentos gruesos en el medio
del sarcémero y permite que la fibra muscular se recupere después de ser
estirada

Z disc Z disc
titin M line myasin (thick filament]
tropomodulin

LT e v

(RA0R0eonoannnatang)

plus end : minus end
of actin nabulin actin {thin filament)
filameant

30
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Tdbulo T y el reticulo sarcopldsmico

s m s Mg i
Ly e 3 fﬂ plasma membrane ==

A ; t . Ca'release
< channels

T transverse (T} __—
“tubules formed

& : from invaginations

;s"' ' 7 3 3 of plasma membrane

— sarcoplasmic
s LN . sarcoplasmic ___

[/
¢ UL
T s reticulum \1[‘ I i

LUMEN OF T-TUBULE troponin
(EXTRACELLULAR SPACE) actin comelex _ yapomyosin
voltage-sensitive protein depolarized T-tubule membrane 1'g, T
pelarized 44 b+ 2 [ Ra i -
Tubule
membrane
CYTOSOL

sarcoplasmic_ 10 nm
raticulum A
membrane = L myosi-binding site exposed
o 4 RS " in blocki. by Ca®*-mediated tropomyosin
o o 208 ropamyosin blacking
Ca® m?uﬂd!;n;;lo no“:' o 0 ofo .UO Tvotiabinding sie movement
o
LUMENOF
& SAACOPLASMIC RETICULUM actin |, gat
—_
—
e
8] (30 mseg.)
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Cilios y flagelos

A cilium moves in‘a pattern similar to an
(@) Movement of cilium | arm of a swimmer doing the breaststroke.

()

Movement of flagellum

Flagella are much
longer than cilia. A
flagellum moves in
an undulating,

whiplike pattern.

32
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1900 Addison Wesley Longman, loc.

Estructura: axonema

Outer
. microtubule
doublet B

Plasma
membrane

radial spoke
inner sheath -

nexin
central singlet

microtubute

plasma membrane

inner dynein arm

A microtubule B microtubule

outer doublet microtubule

33

. microtubule A
microtubule B

central pair

central sheath

nexin link

radial spoke -

outer arm

‘outer dynein arm -

“inner dynein arm

3or?IC

7 isoforms

inner arm

34
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Dineina ciliar

cabeza
globular

tallo

Flexion del axonema

*
+ + +
e T
linking B
+ proteins
=ATP
—_—
L 4
(A} INISOLATED DOUBLET iB) IN NORMAL
MICROTUBULES: DYNEIN FLAGELLUM: DYNEIN
PRODUCES CAUSES MICROTUBULE
MICROTUBULE SLIDING BENDING

35

Cuerpo basal

36
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Movimiento celular

actin cortex lamellipodium  substratum

|
movement of unpolymerized actin

myosin i

contraction

i

focal contacts
(contain integrins)

=

37

Movimiento de keratinocitos de epidermis de pez

15 pm/seg (in vitro)

38
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Movimiento de keratinocitos de epidermis de pez: ARP2/3 y cofilina

ARP2/3

cofilina

. S | | I
actin and cofilin actin
anky

net filament
assembly at
leading edge

capping ® SR e
protain . . .
|

[ ARP complex

net filament
disassembly behind
Ieading edge
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Fibroblastos adheridas a una superficie
cubierta con una pelicula de silicona:
fuerza de traccion sobre el substrato

Polarizacion de un neutroéfilo y quimiotdxis:
se agrega formyl-Met-Leu-Phe al medio lo
que produce induce la formacién de un _
lamelipodio en la célula'y cambio de polaridad [
de su citoesqueleto

5

40
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Organizacion de Mts en fibroblastos y en neuronas en interfase

reuron cetl

» vesicle with bound dynein
- N.srr.iu with bound kinesin Synapse
— microtubule
1Al FIBROBLAST

(B} NELURON

41
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Role del citoesqueleto en la mitosis

Huso mitotico Anillo contractil

PROGRESSION
THROUGH
M PHASE

micratubules of the
mitotic spindle

actin and myasin filaments of the
cantractile ring
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