\l/

OULUN
YLIOPISTO

Kandidaatintutkielma
Kinesiini, dyneiini ja myosiini

Sofia Ylnen

Biokemian ja molekyylilidketieteen tiedekunta
Oulun yliopisto
2021



SISALLYSLUETTELO

L JORAANTO -ttt e 1
1.1 MIKTOTUDUIUKSEL .....eoeviiieeiiie ettt ettt e et e e saae e eaeeeenes 2
1.2 AKEIINL ..ottt et e b ettt b et sa et e b et sae e b et 4

2 Mikrotubulukseen sitoutuvat MOOttOTIPTOLEIINIL ..eevveeereiieeriiieeriiieerieeeeieeeeieeeevee e 7
B B (G 11T 114§ SRS 7

20011 LUOKAL ..o 7
2.1.2 Rakenne ja tOTMINTA .......eeevieeriieeiiieeiieeeeieeeeteeeeteeesteeesaeeeeree e aseeesseeeneeas 9
2.2 DYNETUNI c.utieuiieiieeiieciie ettt ettt et e et esteeeabeesaeeeseeeeteenseessseeseesnseenseeenseessseenseens 12
22,1 LUOKAL ..ot 13
2.2.2 Rakenne Ja tOTMINTA ....cc.eeeuieriieeiieiie ettt ettt 13
2.3 Kinesiinin ja dyNeiinin €T0T........ccueerieeriierieeieenieenieeteesieeereesseeseseesveeseessseenseens 18

3 Aktiiniin liittyvat MOOttOTIPIOTEIINIE. .....vveeeiieeiieeeiieeeieeeeeteeere e e eeeeeeee e e eene s 20

3.1 IMIYOSTII evteutieeiiieniie et eiee et e et et e et e it e et e esteesabeesabeessteenbeassaeenseesnbeenseesnseessseenseans 20
1T LUOKAL ..o e 20

3.1.2 Rakenne ja tOTMINTA .......eeeveeeeiieeiiieeiieeeeieeeeiee et eesveeeeaeeeaeeesereeeesee e 21

4 Moottoriproteiinien METKILYS ....cceeeiieriiiiieiieeiie ettt 24
LAHDELUETTELO ......oouiuiiiieiieeceeeeeeee ettt 26



1 JOHDANTO

Solun toiminta vaati toimivaa kuljetussysteemid. Esimerkiksi soluorganellien uudelleen
sjoittaminen sekd vesikkelien vilitykselld tapahtuva aineiden kuljetus kuten endosytoosi ja
eksosytoosi ovat tirkeitd solun toiminnalle. Endosytoosissa solun sisdlle tulee aineita kalvosta
kuroutuvan rakkulan eli vesikkelin avulla. Eksosytoosi taas toimii toisin pdin ja solu vapauttaa aineita
vesikkelin avulla. My6s kromosomeja tiytyy likutella solun sisdlli mm. jakautumisen aikana. Lastin
kuljettamiseen tarvitaan yleensd jokin rata”, esimerkiksi mikrotubulukset tai aktinitukiranka ja
jokin proteini, joka kulkee titd rataa pitkin. Kaiken kaikkiaan toimiva kuljetussysteemi on todella
tirked soluille ja ilman sitd solu ei pystyisi esimerkiksi jakautumaan, saamaan tarvitsemiaan
molekyylejd tai poistamaan haitallisia ameita. (Al & Yang, 2020) Téssd tyossd késitellidn lahinnd
kinesiinid, dyneiinid sekd myosiinia, jotka ovat tunnetuimpia moottoriproteiineja. Aktiini muodostaa
mikrofilamentteja, jotka ovat osa solun tukirankaa. Tukirangan muodostamiseen osallistuvat myos
mikrotubulukset sekd vélikokoiset sédikeet. Kuvassa 1 nikyy kaavakuva ndistd rakenteista solussa.

Vilikokoisista séikeistd ei kuitenkaan puhuta tissd tydssa.

MIKROTUBULUKSET

Kuva 1 Kuvassa ndkyy kaavakuva solun tukirangasta. Vihredlld merkittynd ovat vilikokoiset séikeet, siniselld on
merkittynd mikrotubulukset, joita pitkin likkuvat kinesiini ja dyneiini. Punaisella taas on merkitty mikrofilamentit, jotka
koostuvat aktiinista, ja joita myosiini hyddyntda liikkuessaan. Jokaiselle elementille on varattu oma kohta solusta
selkeyden vuoksi, mutta todellisuudessa kaikki ovat jakautuneet soluun kuten vasemmassa nurkassa. (Solunetti:

Yleisrakenne,n.d.)



1.1 Mikrotubulukset

Mikrotubulukset ovat dynaamisia rakenteita, jotka osallistuvat moniin eri solun toimintoihin. Ne mm.
ovat osa solun sisdistd kuljetussysteemid ja monet proteiinit kulkevat niitd pitkin. Mikrotubulukset
ovat myds osa solun tukirankaa. Niiden avulla solu voi likkua ja ne auttavat solua sdilyttimadn sille
ominaisen muodon. Mikrotubulukset ovat osana mydos mm. kromosomien likuttamista

solunjakautumisessa ja muodostavat tirkeitd rakenteita flagellaan. (Goodson & Jonasson, 2018)

Mikrotubulukset ovat onttoja rakenteita, jotka muodostuvat a- ja p-tubuliinin muodostamista
dimeereistd. N&dmid dimeerit muodostavat nin kutsuttyja protofilamentteja, joista lopullinen
mikrotubulus muodostuu. Tyypillinen miérd protofilamentteja on 13 mutta myds muut mairit ovat
mahdollisia. P&i, jossa on ensimmiisend [-tubuliini, on nimeltddn pluspdd ja o-tubuliini taas on
ensimmiisend minuspddssd. Mikrotubuluksen kasvaminen ja kutistuminen voi tapahtua kummasta
pddstd vain, mutta kasvammnen on nopeampaa pluspddssd ja hitaampaa minuspddssid. Minuspdd
sijaitsee  yleensd solun keskiosissa. (Goodson & Jonasson, 2018) Kuvassa 2 vasemmalla puolella
voidaan ndhdd osa mikrotubuluksen rakenteesta. Sind on muutamia tubuliinimonomeereja
littyneend toisiinsa tasossa. Kuva on Protem Data Bankista. Kuvassa 2 oikealla puolella nikee
hieman paremmin sekd protofilamentin ettd lopullisen mikrotubuluksen rakenneteen. Kuvasta nidkyy

myds hyvin protofilamenttien muodostama sauma.
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Kuva 2 Vasemmalla kuvassa osa mikrotubuluksen rakennetta. Kuvassa voi ndhdd monomeeriyksikditd sitoutuneena
toisiinsa. Tdamdn yksikén kokoon 585.31 kDa. Protein data bank koodi 5JCO. (Protein Data Bank, n.d.-e) Oikealla
puolella tarkempi kuva mikrotubuluksen rakenteesta. Kuvassa ndkyy kaksi monomeerid sitoutuneena toisiinsa.
Monomeerit taas muodostavat protofilamentteja ja kuten aikaisemmin on mainittu, lopullinen mikrotubulus muodostuu
usein 13 protofilamentista, mutta mddrd voi olla myds joku muu. Kuten kuvan oikeasta reunasta voi ndhdd, jos
mikrotubuluksessa on 13 protofilamenttia, muodostuu rakenteeseen sauma, jossa o-monomeerit (lila) eivdit ole endd
vierekkdin, vaan vieressd onkin f-monomeeri (sininen). Kuvassa nékyvd osa havainnollistaa rakennetta, mutta on hyvi
muistaa, ettd mikrotubulukset ovat huomattavasti pidempid rakenteita, eivitkd niiden pddt ole useinkaan noin tasaisia
vaan protofilamentit voivat olla hieman eri pituisia, koska mikrotubulus kasvaa tai kutistuu jatkuvasti. (Goodson &

Jonasson, 2018)

Moni asia vaikuttaa mikrotubulusten polymerisaatioon ja depolymerisaatioon. Yksi ndistdi on
guaniinitrifostaatin (GTP) sitoutuminen. Tubuliinit ovat GTPaaseja, joten ne voivat hydrolysoida eli
hajottaa GTP-molekyyleja. Kun GTP on sitoutuneena, mikrotubuluksen rakenne on vakaampi ja
jaykempi, kun taas GDP-muodossa (guaniinidifosfaatti) rakenne on epdvakaampi ja alkaa kutistua
huomattavasti  helpommin.  Protofilamentit alkavat yleensd kaareutua, kun mikrotubulus
depolymerisoituu. (Howard & Hyman, 2003) Voidaan myds huomata, ettd tubulusten
polymerisoituminen on spontaani reaktio ja itseasiassa niiden hajottaminen vaatii energiaa, joka

saadaan GTP:n hydrolysoinnista. (Goodson & Jonasson, 2018)

Yleisesti ottaen mikrotubulukset ovat kohtuullisen epévakaita rakenteita ja ovatkin siten jatkuvasti
likkeessd kutistuen ja kasvaen. Kuitenkin polymerisaation jdlkeen mikrotubuluksille voidaan tehda
erilaisia posttranslationaalisia muokkauksia, esimerkiksi detyrosinaatio (aminohappo tyrosiinin

poistaminen) ja asetylaatio (asetyylryhmén littiminen). N&méd ja muut muokkaukset vaikuttavat



tekevin tubuluksista vakaampia rakenteita. (Schulze etal., 1987) Muokkauksilla on myds vaikutusta
sitoutuviin proteineihin, koska muokkaukset voivat estdd joidenkin molekyylien sitoutumista,
samalla kun ne parantavat toisten sitoutumista. Némn ollen muokkaukset voivat myds “merkitd”
tubuluksia eri tehtdviin, kun nithin sitoutuvat juuri tiettyyn tehtdvddn tarkoitetut proteiinit.
Tietynlainen epédvakaus on kuitenkin tirkedd monille mikrotubulusten toiminnoille. Solun on
mahdollista reagoida nopeammin muutoksiin, kun mikrotubulusten sjjantia on helpompi muokata.
Esimerkiksi solun muodon muutos tai kuljetusreitin muutos on mahdollista toteuttaa nopeasti, jos

jotain soluorganelleja tai vesikkeleitd tarvitaankin eri puolella solua. (Goodson & Jonasson, 2018)

Mikrotubulusten rakenteeseen vaikuttavat myos nithin sitoutuvat proteinit eli microtubule-associated
proteins (MAPs). Useimmiten ndmd proteiinit lisddvit mikrotubuluksen kasvua ja hidastavat
kutistumista. Kuitenkin on olemassa my0s kinesiinejd, jotka sitoutuvat mikrotubuluksen péadhén ja
atheuttavat sen depolymerisoitumisen. N&méd kinesinit eivdt osallistu ameiden kuljettamiseen
mikrotubulusta pitkin. (Desai et al, 1999; Howard & Hyman, 2003) Muut mikrotubuluksiin
sitoutuvat proteiinit voivat myds hidastaa depolymerisoitumista, ilman ettd ne vaikuttavat
mikrotubuluksen kasvuun ja toisin pédin. Osa proteineista voi myOs sitoutua vapaisiin tubuliini
monomeereihin ja estdd niiden osallistumisen mikrotubuluksen kasvuun. Liséksi [0ytyy proteiineja,
jotka toimivat “korkkema” ja estdvdt sekd kasvamisen ettd kutistumisen. Kaiken kaikkiaan
mikrotubuluksiin vaikuttaa todella suuri joukko erilaisia proteiineja, joilla on hyvin suuri vaikutus

mikrotubulusten rakenteeseen ja toimintaan. (Goodson & Jonasson, 2018)

1.2 Aktiini

Samoin kun mikrotubulukset, myos aktiini on erittdin tirked solulle. Se on yksi kaikista yleisimmistd
proteiineista solussa ja on tirked osa mm. solun rakennetta, se antaa solulle muodon ja vaikuttaa my6s
solun likkumiseen. (Dominguez & Holmes, 2011) Yksi tédrkeistdi rooleista aktinilla on
lihassupistuksen toteuttaminen yhteisty0ossd myosiinin kanssa, mutta timd vain mainintana, koska

lihassupistusta ei tissd tyossd juurikaan késitelld.

Ihmisilld on kolmea erityyppistd aktiinia, o-aktinia 1oytyy lhassoluista, [-aktinia taas on muissa
kuin lihassoluissa. Viimeinen on y-aktini, jota l0ytyy kummastakin. Aktinimonomeeri sen sijaan

koostuu neljastd alayksikostd ja aktinia esintyy kahdessa eri muodossa. G-aktini on monomeerista,



kun taas F-aktiini muodostaa filamentteja. F-aktini on huomattavasti tehokkaampi ATPaasi, kuin G-
aktini. ATPaasit hydrolysoivat ATP-molekyylejd (adenosiinitrifosfaatti), tehden niisti ADP-
molekyylejd (adenosinidifosfaatti). F-aktini muodostaa kierteisen rakenteen, kun kaksi aktiniketjua

kiertyy toistensa ympérille. (Pollard, 2016)

Toisin kuin mikrotubulukset, aktinin muodostama rakenne voi olla haaroittunut. Ja sind misséd
mikrotubulusten  polymerisoituminen ja depolymerisoituminen voi olla hyvinkin nopeaa,
aktinitukiranka on huomattavasti pysyvampi rakenne. Sekin kylld muuttuu jatkuvasti mutta paljon
hitaammalla tahdilla kuin mikrotubulukset, jotka ovat lihes jatkuvassa likkeessd. (Dominguez &
Holmes, 2011; Pollard, 2016)

Aktinimonomeerit ovat harvoin solussa vapaina, vaan nihin on sitoutuneena proteiineja, jotka joko
estdvit monomeerien osallistumisen polymerisaatioon tai vastaavasti ne voivat auttaa sitoutumisessa.
Téllainen proteiini on esimerkiksi profiliini, joka auttaa sitoutumisessa tai tymosiini-f4, joka taas
estdd monomeerien polymerisoitumista. (Pollard, 2016) Aktinimonomeerit ovat vapaina ollessaan
padsaantoisesti ATP-muodossa, ja sellaisena ne polymerisoituvat. Kuitenkin  valmiissa
aktinifilamentissa olevia monomeerejd hydrolysoidaan ja sen jidlkeen ne ovat ADP-muodossa, joka
depolymerisoituu  helpommin. Depolymerisoitumisen jdlkeen vapaat ADP-muodossa olevat
monomeerit muutetaan takaisin - ATP-muotoon. Aktinien polymerisoituminen on kuitenkin
monimutkainen tapahtuma, johon osallistuu monia eri molekyylejd, kuten formiini. (Schaks et al.,
2019) Kuvassa 3 vasemmalla puolella nidkyy monomeerinen aktiini, joka on ADP-muodossa. Kuva
on lihteestd Protein Data Bank. Oikealla puolella taas nikyy pala aktinifilamenttia. Kuvasta voi

paremmin ndhdi filamentin kierteisen rakenteen ja monomeerien sjoittumisen suhteessa toisiinsa.



Kuva 3 ADP-muodossa oleva aktiinimonomeeri. Aktiinifilamentit muodostuvat toisiinsa sitoutuvista monomeereistd .
Kuvan yksikélld on kokoa 253.88 kDa ja PDB koodion 4PKH. (Protein Data Bank, n.d.-d) Oikealla puolella nikyy pala
aktiinifilamentista. Evi viriset kohdat kuvaavat aina yhtd monomeeria. Kuten kuvasta nédkyy, filamentti muodostaa

hieman kierteisen rakenteen. Filamentissa toistuva jakso muodostuu aina neljdstd toisiinsa sitoutuneesta monomeeristd.

Filamentin PDB koodi 3G37 (Protein Data Bank, n.d.-b)



2 MIKROTUBULUKSEEN SITOUTUVAT MOOTTORIPROTEIINIT

Kuten aiemmin on mainittu, solu tarvitsee aineiden kuljetusta ja sihen on erilaisia mekanismeja.
Téssd kappaleessa keskitytddn kahteen tiettyyn moottoriproteiinin, jotka kuljettavat erilaisia kuormia
mikrotubuluksia pitkin. N&mid moottoriproteiinit ovat kinesiini ja sytosolinen dyneiini. Niiden
rakenne ja toiminta on kaikin puolin toisistaan poikkeavaa, mutta ne tekevit yhteistydtd kuljettamalla
kuormia eri suuntiin tubuluksia pitkin. Téssé osiossa kasitellddn tarkemmin ndiden kahden proteiinin

ominaisuuksia.

2.1 Kinesiini

Kinesiinit ovat superperhe, jonka molekyylit osallistuvat solun sisdiseen aineiden kuljetukseen. Ne
kulkevat mikrotubuluksia pitkin hyddyntden energiaa adenosinitrifosfaatin (ATP) hydrolysoinnista.
Kinesiinit kuljettavat erilaisia lasteja, kuten aiemmin mainitut soluorganellit ja vesikkelit.
Kinesiineissd on moottoriosa, joka sitoutuu mikrotubulukseen ja jossa ATP:n hydrolysoiminen
tapahtuu. Tdmd osa on suunnilleen samanlainen eri kinesiineilld. Lisdksi on niin kutsuttu héntfosa,
jonka awvulla proteiini kinnittyy kuljetettavaan lastin. Héantdosa voi vaihdella hyvinkin paljon
riippuen kinesiinistd ja sen tehtivéstd solussa. (Ali & Yang, 2020) Kinesiinit harvemmin esiinty vit
monomeereind, mutta ne voivat esintyd esimerkiksi homodimeereind tai heterotrimeereind. (Marx
et al, 2005) Homodimeeri koostuu kahdesta samanlaisesta yksikOstd. Heterotrimeeri taas sisaltdd

kolme keskenddn erilaista yksikkoa.

2.1.1 Luokat

Kinesiineihin kuuluu valtava joukko eri proteiineja. Aiemmat nimedmiskdytinndt onkin todettu
sekaviksi ja nykyddn on kéytossd yhtendisempi liokittelu. Kinesiinit jactaan 14 perheeseen niiden
sekvenssin perusteella. Perheiden nimet ovat Kinesiini-1 — Kinesiini-14 ja luokittelussa on pyritty
kayttimdin vanhoja kiytossd olleita nimid silloin kun se on ollut mahdollista selkeyden vuoksi.
(Lawrence et al., 2004) Luokittelu tapahtuu kinesiinien moottoriosan perusteella, koska héntdosan
vaihtelu voi olla hyvinkin suurta. Luokittelu tapahtuu geenin perusteella, joten vaikka kinesiineji
tunnetaan useita, kaikkien toimintoja, kuljetettavaa lastia tai merkitystd solulle ei vield tunneta. (Ali
& Yang, 2020)



Esimerkiksi kinesiini-1 perheeseen kuuluvat molekyylit kuljettavat soluelimid ja niiden rakenteelle
on yhteistd mm. B-laskos niskaosassa seké kierteisen osan samankaltaisuus. Myds kinesiini-2 luokan
proteiinit osallistuvat soluelimien kuljetukseen. Niilld on kuitenkin monia muitakin tehtdvid, esim. ne
osallistuvat flagellin toimintaan sekéd spermatogeneesiin (Henson et al., 1997). Tamd perhe sisdltda
yhteensd kolme alaluokkaa, kahdella niistd on tapana muodostaa heterodimeereitd, kun taas kolmas

muodostaa useimmiten homodimeerejd. (Miki et al., 2005)

Kinesiini-3 proteiineille on tyypillistd niskaosassa oleva -laskos seké kierre. Tamdn luokan kinesiinit
kuljettavat myos soluelimid ja muistuttavat jossain médrin kinesiini-1 luokan proteiineja. Kinesiini-3
jakaantuu yhteensd viteen alaluiokkaan ja ne esintyvdt yleensd joko monomeereind tai
homodimeereind (Dorner et al., 1999). My0s kinesiini-4 voidaan jakaa viteen alaluokkaan. Tdma
perhe osallistuu mm. soluelimien kuljetukseen (Sekine et al., 1994). Néitd moottoriproteiineja voi

Ioytyd sekd tumasta ettd sytosolista. Kuitenkaan kaikkien tehtivid ei vield tunneta. (Miki et al, 2005)

Kinesiini-5 on yksi kaikkein yhtendisimmistd luokista sekvenssin perusteella eikd sitd voida jakaa
alaluokkiin samalla tavalla kun muita luokkia. N@mi muodostavat usein homotetrameerejd ja
osallistuvat tumasukkulan muodostumiseen (Cole et al, 1994). Tumasukkula ohjaa kromosomien
likettd mitoosin eli solunjakaantumisen aikana. Kinesiini-6 voidaan jakaa kahteen alaluokkaan ja
nillle tyypillinen rakenne on moottoriosassa oleva sitlmukka. Sen toiminta eiole aivan selvilld, mutta
vaikuttaisi ettdi se mahdollistaa kinesiinin  progressiivisen  etenemisen, vaikka kyseinen
moottoriproteiini esintyykin usein monomeerina (Kikkawa et al., 2000). Kinesiini-6 luokalla on mm.
tehtdva sytokineesissd, jossa sytosoli jakautuu ja jakautuneet solut kuroutuvat irti toisistaan. Tama

luokka ei esiinny kasveilla, koska niden solunjakautuminen on erilaista. (Miki et al., 2005)

Kinesiini-7 luokan proteiineille yhteisti on varsin pitkd niskaosa eikd perhe jakaudu alaluokkiin.
Niiden tehtdviin kuuluu mm. mikrotubuluksiin sitoutuminen kinetokorissa (Weaver et al., 2003).
Kinetokori on kohta kromosomissa, johon mikrotubulukset kiinnittyvdt, jotta kromosomeja voidaan
likutella mitoosin aikana. Kinesiini-8 taas voidaan jakaa kahteen eri alaluokkaan ja niden tehtdvét
vaihtelevat suuresti rippuen eliostd, esimerkkind mitokondrioiden kuljettaminen (Miki et al., 2005;
Pereira et al., 1997).

Kinesiini-9 voidaan jakaa kahteen luokkaan. Tdmédn luokan tehtéivét ewvdt ole vield tiedossa, mutta se

on tyypillinen nisdkkiille eikd I0ydy esimerkiksi kasveista tai sienistd. Kinesiini-10 luokan
8



tyypillisiin ominaisuuksiin kuuliu DNA‘han sitoutuva alue, ja toisin kuin muissa luokissa, niskaosa
ei ole erityisen yhtendinen proteiinien kesken. MyoOskddn tdmédn luokan tehtdvdt eivdt ole aivan

selvilld, mutta luultavasti osallistuvat kromosomien likutteluun. (Miki etal., 2005; Tokai et al., 1996)

Kinesiini-11 eroaa hyvin paljon muista luokista, koska se ei kulje ollenkaan mikrotubuluksia pitkin
(Lillie & Brown, 1998). Nami proteinit kuitenkin voivat hydrolysoida ATP:4, mikd muissa luokissa
on tirked osa nimenomaan likkumisessa, mutta tdssd luokassa sen tehtdvistd ei ole varmuutta.
Niiden proteiinien epéilliin toimivan signaalin vilityksessd ja vaikuttavan mm. reseptorien
aktiivisuuteen (Wolf et al., 1998). Luokka 11 ei mydskéédn jakaudu alaluokkiin. Kinesiini-12 voidaan
sen sjjaan jakaa kolmeen alaluokkaan. Proteiineille on yhteisti [-laskos niskaosassa, mutta niiden
varsiosa el ole yhtd yhtendinen. Tehtdvid tilli luokalla on erilaisia, mutta yksi tirked rooli on

mitoosiin osallistuminen (Rogers et al, 2000). (Miki et al., 2005)

Luokka 13 eli kinesiini-13 voidaan jakaa kahteen eri alaluokkaan. Témén luokan yksi tunnetuimpia
tehtdvid on mikrotubulusten depolymerisoiminen (Desai et al., 1999). Knesiini-14 jaetaan kahteen
alaluokkaan, 14A ja 14B. Kinesiini-14A:lla on monia tehtivid, mutta muun muassa se osallistuu
mitoosiin  (Kuriyama et al,, 1995). Kinesiini-14B jactaan itsessddn vield kolmeen eri alaluokkaan.
Téamin luokan proteiinit voivat mm. osallistua endosytoosiin (Bananis et al, 2003). (Miki et al.,

2005)

2.1.2 Rakenne ja toiminta

Kinesiinit koostuvat kolmesta pddosasta. Ensimmidinen osa on moottori, joka syjaitsee kinesiini- 1
luokassa N-terminuksessa. Moottoriosa sisdltdd mikrotubulukseen sitoutuvan alueen sekd ATP:ta
hydrolysoivan alueen. Moottorialueeseen kuuluu lisdksi nin  kutsuttu niskaosa, joka littda
moottorialueen seuraavaan osaan eli varteen. Moottoriosasta voidaan puhua my0s raskaana ketjuna.
Varsi on se kohta, jossa dimeerit kietoutuvat yhteen ja muodostavat kompleksin. Vimeisend tulee C-
terminuksessa sijaitseva hintdosa, jonka avulla kinesiini sitoutuu kuljetettavaan lastiin. Héintdosaan
on sitoutuneena myds kevyt ketju. N-terminuksella vitataan aminohappoketjun péadhédn, jossa
vimeisend on aminoryhmi, ja C-terminuksessa taas karboksyyliryhmi. Pédsdantdisesti kinesiinit
kulkevat kohti mikrotubuluksen pluspéétd, silloin moottoriosa sijaitsee N-terminuksessa ja kyseesséd

on N-tyyppi. Kuitenkin pieni osa kulkee myos kohti miinuspaitd, silloin moottoriosa sijaitsee C-

terminuksessa ja kyseessd on C-tyyppi Kolmannessa ryhméssd moottori sgjaitsee myds C-

9



terminuksessa, mutta ne hajottavat mikrotubuluksia ja tilldin puhutaan M-tyypin kinesiinistd.(Marx
et al, 2005) Kuvassa 4 ndkyy osa dimeeristi rotan kinesiinid. Kuvassa voi ndhdd molemmat

moottorialueet sekd alueen, joka littdd moottorin varteen. Kuvan alalaidassa nikyy my0s kaavakuva

tyypillisestd dimeerisen kinesiinin rakenteesta.

Kuva 4 Kuvassa néikyy dimeerinen rotan kinesiini. Tarkemmin sanottuna, kuvassa néikyy kaksi moottoriosaa ja kierteet,
Jotka ovat liittyneend varsiosaan. Kompleksi paino on 81.5 kDa. (Protein Data Bank, n.d.-c) Alempi osa kuvasta on
kaavakuva tyypillisestd dimeerisen kinesiinin rakenteesta. Punaiset osat kuvaavat moottoria. Keltainen on varsi, josta
dimeerit ovat kiertyneet yhteen. Vihred taas kuvaa héintiosaa. Tdstd kohdasta kinesiini sitoutuu kuormaansa. Violetilla

taas ndikyvdt kevyet ketjut. (Marx et al., 2005)

Kuten aiemmin on mainittu, useimmiten kinesiinit eivit esimny monomeereind, mutta se on myds
mahdollista. Kinesiinit, erityisesti luokista 2 ja 3, voivat toimia myds ryhmini. Monomeerit
sitoutuvat kuljetettavaan lastiin ja alkavat kulkea mikrotubulusta pitkin samalla tavalla kuin dimeerit.
Koska monomeerejd on sitoutuneena useampi kappale, joku on aina sitoutuneena mikrotubuluk seen
eikd lasti rtoa. Mutta ryhménd toimittaessa, proteiinin varsiosa ei voi olla kovin pitkd, jotta toiminta
sdilyy tehokkaana, kun taas dimeerisissd kinesiineissd varsiosan pituudella ei ole nin suurta

merkitystd ja dimeerit voivat likutella raskaampia kuormia. (Schimert etal, 2019)
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Kinesiini kulkee sirtimilld takana tulevaa moottoriosaa aina noin 16 nm kerrallaan toisen
moottoriosan ohi. Niin ollen kinesiini etenee yhdelld askeleella noin 8 nm. Téllainen eteneminen,
jossa kumpikin osa likkuu wvuorotellen, vaatii tarkkaa sdételyd. Saitelymekanismista ei ole tdyttd
varmuutta, mutta yksi teoria on niin sanottu porttiteoria. Tasséd teoriassa toinen osa ottaa askeleen,
mutta jad sitten erddnlaiseen vilitilaan. Vasta kun toinen moottori ottaa askeleen, tapahtuu muutos
proteinin konformaatiossa, joka vapauttaa ensimmiisen moottorin uuteen syklin. (Gennerich &
Vale, 2009) Kinesiinin moottoriosan ydin koostuu yhteensd seitsemistd [-laskoksesta ja sen

kummallakin puolella on kolme o-kierrettd, eli kierteitd on yhteensd kuusi kappaletta. (Kull &
Endow, 2013)

Askeleen alussa kinesiini on tiukasti sitoutuneena mikrotubulukseen. ATP:n sitoutuminen ja
hydrolysoiminen kéynnistdid moottoriosan likkeen. Vasta fosfaattiosan iwrtoaminen saa kinesiinin
irtoamaan ja se alkaa hakeutumaan kohti uutta sitoutumispaikkaa. Téssd vaiheessa ADP on kuitenk in

vield sitoutuneena kinesiiniin. ADP:n irrtoaminen mahdollistaa moottoriosan uudelleen sitoutumisen

mikrotubulukseen ja kierto voi alkaa alusta. (Kull & Endow, 2013)

Kinesiinit ovat hyvin tirkeitd soluille, ndin ollen myos niiden sddtely on tarkkaa. Yksi tirkemmmista
sadtelymekanismeista vaikuttaisi olevan autoinhibitio. Silloin kun kuormaa ei ole saatavilla,
kinesiineilli on eri mekanismeja, joilla laittaa itsensd “lepotilaan”. Ilman sddtelyd kinesiinit
kayttdisivit runsain mitoin ATP:d turhaan ja mikrotubulukset olisivat hyvin ruuhkautune ita.
Automnhibitiossa on usein erilainen konformaatio. Esimerkiksi héntdosa voi olla sitoutuneena
moottoriosaan ja ndin estetddn kinesiinin toiminta. (Verhey & Hammond, 2009) Kuten aiemmin on
maimittu, kinesiini koostuu raskaasta ketjusta sekd kevyestd ketjusta. Tutkimusten mukaan kevyelld
ketjulla olisi merkittivd rooli kinesiinin autoinhibitiossa. Ilman sitd, raskas ketju sitoutuu
huomattavissa méidrin mikrotubuluksiin vaikka kuorma eiolisi sitoutuneena, kun taas kevyen ketjun
lasnd ollessa turhan sitoutumisen méédrd vdheni merkittdvasti Kevyt ketju vaikuttaisi stabiloivan
hintdosan sitoutumista moottoriosaan, joka itsessdén on autoinhiboiva reaktio. (Verhey et al., 1998)
Mikrotubuluksiin sitoutuvilla proteiineilla eli microtubule-associated proteins (MAP’s) -proteiineilla
on merkitys mikrotubulusten toiminnassa, sekd kinesiinien toiminnassa. Niiden sitoutuminen
tubulukseen voi estdd tiettyjen kinesiinien sitoutumisen tai ne voivat irrottaa ne ennen aikaisesti. N din

ollen ne ovat osa myds kinesiinien sdételyd. (Verhey & Hammond, 2009)
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Kun kinesiinejd alettin aluksi tutkia, vaikutti siltd, ettdi kuorma sitoutuisi suoraan hidntdosaan.
Myohemmin on kuitenkin selvinnyt, ettd kinesiineilld on erilaisia adaptoriproteiineja, joiden avulla
kuorman sitoutuminen tapahtuu. Yksi esimerkki ndistd on scaffold proteinit. Néilld on erityisesti
merkitystd vesikkelien sitoutumisessa. Ne sitoutuvat kinesiinin  kevyeen ketjuun ja kerdavit
ympérilleen muita sitoutumiseen osallistuvia proteiineja, kunnes lopulta itse vesikkeli voi sitoutua
kompleksiin. Kuitenkin kinesiini sisdltdd my0s muita kohtia kuorman sitoutumiselle. (Verhey et al.,

2001)

Kuorman sitoutuminen on tietenkin hyvin tirkedd kinesiinien toiminnalle, mutta aivan yhtd tirkeda
on myds kuorman irtoaminen. Kinesiinejad on monia erilaisia, kuten myos niden kuormia, joten myds
tapoja irrottaa kuorma moottoriproteiinista 16ytyy monenlaisia. Yksi tapa on kuitenkin kinaasit.
Esimerkiksi Ca?*/kalmoduliini rippuvainen proteiini kinaasi IT (CAMKII) voi fosforyloida seriinin
kinesiinin héntdosassa, mikd aiheuttaa kuorman irtoamisen. Fosforylointi vaikuttaa nimenomaan
scaffold proteiineihin, jotka ovat osa sitoutumisen mahdollistavaa kompleksia. Ei kuitenkaan ole
varmuutta onko kinesiini sitoutuneena mikrotubulukseen vai jo irronnut sind vaiheessa, kun kuorma
rtoaa. Myos muut kinaasit voivat fosforyloida kinesiniii, mutta ne eivdt valttimittd suoraan irrota

kuormaa vaan voivat vaikuttaa esimerkiksi kinesiinin autoinhibitioon. (Guillaud et al., 2007)

2.2 Dyneiini

Dyneiini on toinen yleinen moottoriproteiini kinesiinin  liséksi.  Dyneiinit likkuvat myds
mikrotubuluksia pitkin, mutta toisin kuin kmesiinit, ne likkuvat kohti mikrotubuluksen minuspéaata.
Dyneiinit ovat valtavia proteinikkomplekseja ja nitd I0ytyy eukaryoottisoluista vihemméidn kuin
kinesiineja. Samoin kuin kinesiinit, myds dyneiinit kuljettavat vesikkeleitd, osallistuvat mitoosiin ja
ovat osallisena Golgin laitteen toiminnassa. Golgin laite on tirked paikka proteinien muokkaukselle

ja lajittelulle (Marx et al., 2005; Vallee et al., 2004)
Dyneiineistd valtaosa on osa esimerkiksi flagellaa ja osallistuu sen likuttamiseen. Ainoastaan kaksi

on nin kutsuttuyja sytoplasmisia dyneiinejd, jotka kuljettavat eri solun osia mikrotubuluksia pitkin.
(Vallee et al., 2004) Tassa tyossd keskitytddn erityisesti sytoplasmisen dyneiinin ominaisuuksiin.
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2.2.1 Luokat

Toisin kuin kinesiinin tapauksessa, dyneiineistd ei puhuta perhemnd. Kuten aiemmin on jo mainittu,
eldinsolusta 16ytyy kaksi erilaista sytoplasmista dyneiinikompleksia. Ndméd on nimetty sytoplasminen
dyneiini 1 ja 2. Sytoplasminen dyneiini 1 on yleisempi ndistd kahdesta. Ndiden kahden kompleksin
alayksikot on nimetty kompleksin mukaan. Alayksikdiden nimedmiseen on kdytetty mm. sanoja
raskas ketju, vilimuotoinen tai kevyt ketju, rippuen yksikon koosta. Talld jarjestelmilld on pyritty
selkeyttdmidn dyneiinien nimedmistd, joka on aiemmin voinut olla hyvin himmentiva. (Pfister et al.,
2005) Tamd nmimedmistyyli kdy jarkeen, koska dyneiinit ovat todella suuria komplekseja, ndin ollen
yksittdiset nithin littyneet proteiinit voivat vaihdella ja luokittelu olisi vaikeampaa, kun taas kinesiini

on kohtuullisen itsendinen proteiini, joten niden nimedminen yksikdind on huomattavasti helpompaa.

Molemmille sytoplasmisille dyneiineille on yksi tyypillinen raskas ketju, mutta erityisesti dyneiini- 1
kompleksi voi vaihdella muiden ketjujen osalta, suurin vaihtelu on kevyessd ketjussa, joita on
yhteensd kuusi erilaista kolmesta eri perheestd. Namd perheet ovat Tctexl, Roadblock ja LCS.
(Pfister et al., 2005)

2.2.2 Rakenne ja toiminta

Kaikissa dyneiineissd on raskas ketju, jossa tapahtuu ATPmn hydrolysointi. Kyseinen osa on myds
kaikista suurin dyneiinin ketjuista. Raskaan ketjun lisdksi dyneiini koostuu monista muista ketjuista.
Nami osat voivat vaihdella suuresti eri luokkien tai ryhmien vililld, rippuen kyseisen proteiinin
tehtdvistd. (Vallee et al, 2004) Dyneiini tarvitsee kuitenkin toimiakseen my0s muita proteineja.
Yleensd sihen on lLittyneend dynaktiini sekd proteiineja, joiden avulla kompleksi yhdistyy
kuormaansa. (K. Zhang et al., 2017).

Dyneiinin moottoriosassa on yhteensd kuusi alayksikkéd, nelji ensimméiisti voivat hydrolysoida
ATP:#ti. Ensimméiselld alayksikolld on tirked osa dyneiinin likkumisessa ja kolme muuta hwltavasti
osallistuvat enemmin sdédntelyyn, mutta dyneiinin likkeitd ei tunneta aivan yhtd hyvin kuin
kinesiinin. (Gennerich & Vale, 2009)
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Dynaktiini on tirked osa dyneiinikkompleksin toimintaa. Kuten kuvasta 5 voidaan ndhdd, dyneiinin
varret likkuvat hyvin paljon ja niin ollen sitoutuminen mikrotubulukseen olisi vaikeaa ja proteiini
irtoaisi jatkuvasti eikd kuorman kuljetus onnistuisi. Sen sijaan dynaktiini jaykistdd tdmén rakenteen
ja saa dyneiinin varret pysymddn yhdensuuntaisina. Taméin ansiosta dyneiini pystyy helpommin
uudelleen sitoutumaan mikrotubulukseen ja kuljettamaan kuormaa, sen sijaan, ettd irtoaisi jatkuvasti.
(K. Zhang et al., 2017) Dyneiinikompleksi sisdltdd my0s erilaisia “aktivoivia adaptereita”. Nami
aktivaattorit ovat usein kierteisid rakenteita, ja niilli on tehtdvd esimerkiksi auttaa dynaktiinin
sitoutumisessa kompleksiin. Monilla niistd molekyyleistd on vaikutusta dyneiinin likkumiseen sekd

kuorman sitoutumiseen. (Reck-Peterson et al., 2018)
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Kuva 5 Kuvassa ndkyy dynaktiinin vaikutus dyneiinin sitoutumiseen ja liikkumiseen. Kuvassa A voidaan ndhdd dyneiinin
eri muodot. Phi-muodossa dyneiinin moottorit ovat dimerisoituneet, mikd inhiboi sitoutumista mikrotubulukseen. Lisdksi
on olemassa avoin muoto ja siitd kaksi versioita, joiden mddrd on tasapainossa solussa. Kuten kuvasta voidaan ndhdd
dynaktiini saa dyneiinin asettumaan avoimeen muotoon, jossa varret ovat yhdensuuntaiset. Tdlloin sitoutuminen
mikrotubulukseen on voimakkaampaa, kuinjos varret ovat ristissd. Kuvassa B taas voidaan ndhdd, ettd ilman dynaktiinia
dyneiinin kulkeminen on hidasta, koska varsien liike on hyvin suurta ja ne ovat usein ristissd. Kuvassa C dynaktiini on
vakauttanut dyneiinin varret yhdensuuntaisiksi. Tdlloin dyneiini todenndkoisemmin sitoutuu mikrotubulukseen ja

“askellus” on jatkuvaa. (K. Zhanget al., 2017)
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Kuvassa 6 voidaan ndhdd kokonainen kompleksi sytosolisesta dyneiinistd. Vihred ja oranssi alue
nayttdviat sekd moottoriosan ettd mikrotubulukseen sitoutuvan osan. Violetti ja keltamen alue taas
ovat hidntiosia, joihin on littyneeni muita proteiineja. Téstd kohdasta dyneiini sitoutuu kuormaansa.
Kyseisessd kuvassa oleva dyneiini on phi-muodossa, eli se autoinhiboi sitoutumista

mikrotubulukseen ja on kédn kun lepotilassa.

Kuva 6 Kuvassa ndkyy kokonainen sytosolinen dyneiini autoinhiboidussa muodossa eli kyseessd on niin sanottu phi -
partikkeli. Kompleksin koko on 883.56 kDa. SNVU Kuvassa ndkyvd vihred ja oranssi osa kuvaavat dimeerisen dyneiinin
raskaita ketjuja, sekd mikrotubulukseen sitoutuvia osia. keltaisella ja violetilla olevat osat ovat varsia, joihin on

liittyneend muita tarvittavia proteiingja, esimerkiksi kevyitd ketjuja. (Protein Data Bank, n.d.-f)

Dyneiinin likkuminen eroaa aika paljon kinesiinin mekanismista. Ensinndkin dyneiinin moottoriosa
ei ole se, joka sitoutuu mikrotubuluksiin, vaan sihen on erilliset varret, joiden péédssd on
mikrotubuluksiin sitoutuva alue. N&md varret nikyvit myds ylld olevassa kuvassa 6 aivan
vasemmassa reunassa. Kuten aiemmin on maimittu, dyneiinin moottoriosan kuudesta alayksikostd
vain ensimmiinen hydrolysoi ATP:1d sekd osallistuu suoraan molekyylin likkumiseen. Silloin kun
ATP ei ole sitoutuneena, dyneiini on tiukasti kinni mikrotubuluksessa. ATP:mn sitoutuminen aloittaa
likkeen ja saa dyneiinin vilittdmisti irtoamaan tubuluksesta. ATP:n sitoutuminen aiheuttaa
konformaation muutoksen, joka vilittyy moottoriosasta aina mikrotubulukseen sitoutuvaan alueeseen

astl. Samaan aikaan niskaosa alkaa uudelleen asettua, jotta like eteenpdin mahdollistuu. Kun ATP
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hydrolysoidaan, dyneiini sitoutuu uudestaan tubulukseen, mutta toistaiseksi sitoutuminen on heikkoa.
Kun dyneiini sitoutuu kunnolla, samalla vapautuu fosfaattiosa. Fosfaattiosan vapautuminen taas
atheuttaa konformaation muutoksen, jossa niskaosa palaa alkuperdiseen asentoon. TAmd sirtdd koko
molekyylid ja mukana tulevaa lastia eteenpdin. Lopulta ADP irtoaa dyneiinistd ja askellus voi alkaa
alusta. (Roberts et al., 2013)

Dynaktiini on yksi tirkeimmistd dyneiiniin sitoutuvista proteineista, mutta myOs kahdella muulla
molekyylilld tuntuu olevan huomattava vaikutus dyneiinin toimintaan. Lisl on molekyyli, joka
hidastaa dyneiinin nopeutta, mutta lisdksi se vaikuttaa parantavan dyneiinin = sitoutumista
mikrotubuluksiin ja ndin ollen pidentdid huomattavasti aikaa, jonka dyneiini voi pysyd sitoutuneena.
Jos Lis] konsentraatio nostetaan todella suureksi, dyneiini voi jopa ldhes pysdhtyd. Nén ollen Lisl
luultavasti vaikuttaa moottoriosan ja mikrotubulukseen sitoutuvan osan viliseen yhteyteen. Toinen
molekyyli on Nudel, se vaikuttaa tehostavan Lisl toimintaa, niin ettd sen konsentraation ei tarvitse
olla yhtd suuri mutta nopeus ei hidastu yhtd paljoa. (Huang et al, 2012) Dyneiini pystyy siis
kuljettamaan esim. vesikkeleitd ja soluelimid huomattavasti tehokkaammin ja pidemmille, kun se ei

rtoa yhtd helposti.

Kuten on todettu jo useasti, dyneiini kuljettaa lastia kohti mikrotubulusten miinuspédéti. Néin ollen
dyneiinin  pitdd pédstd jotenkin mikrotubulusten pluspddhdn, josta se voi ldhted likkeelle.
Tutkimusten mukaan dyneiini ja dynaktiini tarvitsevat toisiansa my0Os ennen askelluksen aloitusta.
Ne auttavat toisiaan sitoutumaan mikrotubuluksen pluspddhdan. Samomn ylempdnd mamittu Lisl
proteiini tehostaa kompleksin sitoutumista. On my0s havaittu ettd, kinesiini auttaa sirtimidn
dyneiinin moottoriosia, kuten myOs dynaktiinia, takaisin kohti pluspditd, jossa kompleksi taas
kasataan. Mutta my6s muut vaihtoehdot ovat mahdollisia. (J. Zhang et al, 2003)

Kuorman kuljettamisen lisdksi on my0s tirkedd vapauttaa lasti takaisin soluun. Dyneiinilld tdmé
mekanismi ei ole vield tiysin selvilli, mutta tutkimuksen mukaan Arl3 ja LCS8 olisivat tirkeitd
molekyylejd tissd tehtdviassd (Jin et al, 2014). Arl3 eli ADP-ribosylation factor-like 3, osallistuu
vesikkelien kuljetuksen sddtelyyn. LC8 on yksi dyneiinin kevyistd ketjuista. Néiden kahden
yhteistoiminta saa dynaktiini/kuorma -kompleksin irtoamaan dyneiinisti. Dyneiinin toiminta vaatii
dynaktiinia toimiakseen, joten niden sitoutuminen on vahva. Kahden eri proteiinin yhteistydlld
luultavasti varmistuu, ettei dynaktini irtoa lian aikaisin. LC8:lla vaikuttaisi olevan jonkinlainen rooli

my0s dyneiinien takaisin kuljetuksessa tubulusten pluspddhdn. (Jin et al., 2014)
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2.3 Kinesiinin ja dyneiinin erot

Seka kinesiini ettd dyneiini ovat solun moottoriproteiineja, jotka likkuvat mikrotubuluksia pitkin.
Kinesiini kulkee péddsaintoisesti kohti mikrotubuluksen pluspddtd ja dyneiini kohti minuspdéta.
Rakenteeltaan ndméi proteinit ovat hyvin erilaisia. Dyneiinit mm. ovat huomattavasti suuremp ia
komplekseja ja ne koostuvat useammasta osasta kuin kinesiinit. Kinesiinejd toisaalta 10ytyy
eukaryoottisoluista huomattavasti suurempi midrd ja ne onkin jaettu 14 eri luokkaan. Kuormaa

kuljettavia dyneiineja sen sijaan on huomattavasti vdhemmén. (Marx et al., 2005)

Eri kinesiiniluokkiin kuuluvat proteinit kuljettavat erilaista lastia ja nilldi on erilaisia tehtdvii.
Esimerkiksi aiemmin mainitut, soluorganellien kuljetus, mitoosiin osallistuminen, mikrotubulusten
depolymerisoiminen ja monia muita. Dyneiini sen sjaan voi kuljettaa hyvinkin erilaisia kuormia
silhen littyneiden adaptoriproteiinien avulla. (Marx et al, 2005; K. Zhang et al., 2017) Toisaalta tassa
on aiheena sytosolinen dyneiini. Dyneiineja 16ytyy my0s muita, ja kuten aiemmin mainittu, ne

osallistuvat esimerkiksi flagellan toimintaan. (Vallee et al., 2004)

Myds moottoriosan toiminta on erilaista kuten aiemmin on mamittu. Kinesiinin moottoriosa koostuu
yhdestd osasta ja sitoutuu suoraan mikrotubulukseen. Dyneiinin moottoriosa koostuu kuudesta
alayksikOstd ja sitoutuu erilliselld varrella mikrotubulukseen. Vaikka voisikin kuvitella, ettd ndma
kaksi moottoriproteiinia muistuttaisivat enempi toisiaan, koska ne kulkevat samaa rataa”, vamn eri
suuntiin, todellisuudessa nilld on hyvin vdhdn yhteistd. Seuraavassa osiossa puhutaan
aktinitukirankaa hyddyntdvistd myosiinistd, jolla on itseasiassa paljon enemmin yhteistd kinesiinin

kanssa, kuin dyneiinilld ja kinesiinilld keskendan.

Kinesiinit ja dyneiinit tekevit yhteistyotd kuljettamalla kuormia eri suuntiin solussa. Kuitenkin ilman
sddntelydA on mahdollista, ettd samaan kuormaan on sitoutuneena kummankin liokan
moottoriproteiineja. Silloin syntyy tilanne, jossa molemmat vetivét vastakkaisiin suuntiin ja kuorma
likkuu hyvin hitaasti ja on pitkid aikoja paikallaan. Kuitenkin péiiasiallisena suuntana on se, jossa on
enemmdn moottoriproteiineja sitoutuneena. Soluissa titd kuitenkin esintyy huomattavasti vihemméan
kuin koeolosuhteissa, joten on luultavasti olemassa erilaisia ulkoisia sdintelymekanismeja, joilla
estetddn turha kuorman edestakaisin vetimmnen. Kuitenkin tutkimuksessa havaittiin, ettd eteneminen

on paljolti kuormakohtaista. (Hendricks et al, 2010) Solussa osa lasteista eteni méadrdtietoisesti

18



eteenpdin, iman keskeytyksid, kun taas osalla kuormista esiintyi jossain mddrin tillaista edestakaisin

kulkemista. Syystd téllaiselle mekanismille ei kuitenkaan ole varmuutta. (Hendricks et al., 2010)
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3 AKTIINIIN LITTYVAT MOOTTORIPROTEIINIT

Alemmin tdssd ty0ssd késiteltiin - mikrotubuluksia kéyttdvid moottoriproteiineja, mutta tdssa
kappaleessa pddosassa on myosiini, jokakulkee aktinitukirankaa pitkin. Myosinin yksi tunnetuimpia
muotoja on myosiini II, joka aktinin kanssa saa aikaan lihassupistuksen, mutta seuraavien
kappaleiden péddasiallisena aiheena on myosiini V, jonka tehtdvind on kuljettaa kuormaa aktiniia

pitkin.

3.1 Myosiini

Yksi yleisimmistd moottoriproteiineista on myosiini. Myosiini, toisin kuin dyneiini ja kinesiini,
kayttdd likkumiseen aktinitukirankaa mikrotubulusten sijaan. Myosiinin ehkd tunnetuin tehtdvd on
kuitenkin osana lihassupistuksen aikaansaamista. Téssd ty0ssd kuitenkin késitelliin myosiinin muita
muotoja. Valtaosa myosiineista kulkee aktiinin pluspddtd kohti Ainoastaan myosiini VI kulkee eri
suuntaan.  Aktini  muodostaa  verkkomaista rakennetta ja aktinifilamentit ovat harvoin
yhdensuuntaisia sytoplasmassa, sen sijaan ne sijaitsevat paljon satunnaisemmin. Niin ollen kuorma

saadaan kuljetettua helposti ympaéri solua. (Titus, 2018)

3.1.1 Luokat

Myosinit jaetaan luokkiin ja yleisin luokka, joka kuljettaa kuormia aktinia pitkin on myosiini V.
(Titus, 2018) Luokkia on yhteensd 35 ja myosiinien luokittelu ndihin tapahtuu moottoriosan
perusteella, koska hédntdosissa voi olla suurtakin vaihtelua tai se aiheuttaisi ristiriitaisuuksia
luokitteluun. Monet luokat ovat tyypillisid vain tietyille elidille, kuten kasveille tai bakteereille.
(Odronitz & Kolimar, 2007) Myosinien luokittelussa on kuitenkin ollut jonkun verran
erimielisyyksié, ja luokkien lukumidrd riippuu paljolti lihteesta.

YId mamittu onniin sanottu perinteinen luokittelutapa, jossa molekyylit jaotellaan niden sekvenssin
perusteella  luokkiin. Myosiinit voidaan jakaa luokkin myds niden moottoriosan toiminnan
perusteella. Naitd luokkia on neljd ja ne ovat nopeasti likkuvat (Fast movers), tehokkaasti likkuvat
ja lastin kuljettajat (efficient movers and load bearers), “’strain sensors” ja vimeisend portilliset ja

prosessiiviset moottorit (gated and processive motors). Perinteisiin luokkiin voi kuulua molekyyleja
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useammista ylli mainituista toiminnallisista luokista. Esimerkiksi myosiini V -luokkaan kuuluu sekd

prosessiivisia moottoreita, etti strain sensoreita. (Bloemink & Geeves, 2011)

Nopeasti likkuvat moottorit hydrolysoivat nopeasti ATP:#t4 ja vapauttavat my0s nopeasti ADP 4,
kun taas esimerkiksi portilliset moottorit vapauttavat ADP:td huomattavasti hitaammin. Tama
mahdollistaa esimerkiksi dimeerisessd myosiinissa kahden moottorin vuorovaikutuksen, kun toiset
signaalimolekyylit voivat vaikuttaa askeleen etenemiseen. ADP:n vapauttaminen mahdollistaa
uuteen askeleeseen siirtymisen, kuten seuraavassa kappaleessa kdydédédn lpi. Toinen ominaisuus, jota
kéaytetddn ylld mainittujen luokkien vertailuun, on nin kutsuttu “duty ratio”, vapaasti suomennettuna
kayttosuhde. Télld tunnusluvulla kuvataan aikaa, jonka myosiini on sitoutuneena aktinifilamenttiin
yhden ATP-syklin aikana. Luonnollisesti nopeasti likkuvilla timd aika on pienempi, kuin muilla
ryhmilld. Prosessiivisilla myosiineilla tdméa luku on suuri, jolloin yksi dimeerinen myosiini voi vetida
tehokkaasti lastia aktinia pitkin irtoamatta vililli. Nopeasti likkuvat toimivat sen sjaan usein

ryhmissd. (Bloemink & Geeves, 2011)

3.1.2 Rakenne ja toiminta

Myosiini koostuu moottoriosasta, jonka perusteella luokittelu tapahtuu, ja jossa tapahtuu ATP:n
hydrolysoiminen. Lisdksi on nin kutsuttu vipu, joka on littyneend moottoriosaan. Moottoriosassa
tapahtuvat muutokset mahdollistavat vivun kddntymisen ja myosiinin likkumisen. Jos kyseessd on
dimeerinen myosiini, seuraavasta kohdasta eli varresta, yksikot ovat kiertyneet yhteen, jonka jélkeen
tulee hédntdosa, josta myosiini voi sitoutua kuljettamaansa lastiin. (Sweeney & Holzbaur, 2018)
Kuvassa 7 ndkyy myosiini V monomeerin moottoriosa ja pieni osa niskaosasta. Myosiinin
moottoriosa muistuttaa rakenteeltaan kinesiinin moottoria, vaikka niiden sekvenssit ovat hyvin
erilaisia. Moottorin ydin muodostuu kummallakin yhteensd 7 B-laskoksesta, joiden vierestd 10ytyy

kolme o-kierrettd kummaltakin puolelta, eli yhteensd kuusi. (Kull & Endow, 2013)
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Kuva 6 Myosiini V moottoriosa sekd niskaosa. Molekyylipaino 108.79 kDa ja PDB koodi 1OE9. Kuvan alaosassa néikyy
vihredlld moottoriosa ja aiemmin mainittu p-laskokset sekd o-kierteet. Kuvan yldosassa vasemmalla taas ndkyy
niskaosaa, joka linkittdd moottoriosan varteen. Tamd kohta vihredlld ja oranssilla. (Protein Data Bank, n.d.-a) Alemassa
kuvassa on kaavakuva monomeerisestd myosiinista. Kuvassa ndkyy (vapaasti suomennettuna) punaisella moottoriosa,
vihrelld vipuvarsi, josta myosiini taittuu askeleen aikana. Keltaisella nikyy kierteinen osa, josta varret voivat sitoutua
Vvhteen dimeerisessd myosiinissa ja lopuksi oranssilla alue, joka sitoutuu kuormaan. (Sweeney & Holzbaur, 2018)
Myosiini on ATPaasi eli se hydrolysoi ATP:1tid. ATP:n sitoutuminen moottoriosaan saa myosiinin
rtoamaan aktinista ja paittdd edellisen askeleen. Myosiini hydrolysoi ATP:1td hyvin nopeasti, mutta
lopputuotteiden vapauttaminen vaikuttaa sen toimintaan. ATPn sitoutuminen saa aikaan sen, etti
myosiinin  kddn kuin uudelleen asettuu ja valmistautuu seuraavaan askeleeseen. ATP:n
hydrolysoinnin jélkeen myosiini likkuu ja sitoutuu heikosti aktiinin uudesta kohtaa. Fosfaattiosan
vapautuminen saa myosiinin sitoutumaan tiukasti aktiiniin. Lisdksi seuraavaksi myosiinin varsi
likkuu voimakkaasti, kun se asettuu uudelleen. Likkeen lopuksi ADP vapautuu ja uuden ATP:n
sitoutuminen on taas mahdollista. (Sweeney & Holzbaur, 2018)

Myosineilla on monia eri tehtdvii, mutta myosiini V on pééasiallinen luokka, joka kuljettaa solussa
lastia aktinitukirankaa pitkin. Sen askellus koostuu kolmesta eri vaiheesta. Ensimméisessd vaiheessa
myosiini ikddn kumn notkahtaa eteenpdin ja tdmén jilkeen on pieni tauko ennen kuin like jatkuu.

Tami kohta askeleesta voi vield peruuntua. Témén jilkeen myosiinin moottoriosa irtoaa aktinista ja
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alkaa hakeutumaan kohti uutta sitoutumiskohtaa. Vimeisessd vaiheessa moottoriosa sitoutuu
uudestaan ja askel on suoritettu padtokseen. Joskus on mahdollista, etti myosiini ei 16ydd uutta
sitoutumiskohtaa ja palaa takaisin alkuperdiseen asentoonsa, mutta timd ei ole kovin yleista.

(Cappello et al., 2007)

Dimeerinen myosiini V voi myds autoinhiboida itsedén. Silloin hintiosa on sitoutuneena moottoriin
ja estdd ATP-syklin etenemisen. Myosiini vapautuu uuteen kiertoon, kun lasti sitoutuu héintidosaan.
(Trybus et al., 2006) Osa myosiineista esiintyy monomeereind ja vapaina” ollessaan ovat taittuneina.

Lastin sitoutuminen monomeeriin saa myosiinin avautumaan ja muodostamaan dimeerin, jolloin

lastin kuljetus mahdollistuu. (Phichith et al, 2009)

Myosiini V sitoo itseensd kalmoduliinia. Kyseinen proteiini sen sijaan sitoo itseensd kalsiumia ja
useat sen tehtdvat littyvétkin viestm kuljettamiseen ja muiden proteiinien aktivoimiseen.
Kalmoduliinin toiminnasta ei ole tiyttd varmuutta, mutta vaikuttaisi, ettd sen sitoutuminen myosiinin
niskaosaan vaikuttaa myosiinin rakenteeseen nin, etti se ei pysty sitoutumaan aktiniin yhtd
tehokkaasti. Néin ollen kalmoduliinin sitoutuminen inhiboi myosiinin toimintaa. Kalsium sen sijaan
vaikuttavaa myosiiniin kykyyn toimia ATPaasina tehostavasti Nan ollen kalsumilla voi olla rooli
myosiini Vn sédtelyssd. Kalsiumin puute saa myosiinin hédntdosan pysyméén taittuneena. Ja kuten
ylemmassd kappaleessa oli puhetta, tdmid konformaation muoto voi mahdollistaa héntdosan
sitoutumisen moottoriosaan ja ndin ollen myosiini autoinhiboi itseddn. Kalsiumin [Asnd ollessa
hantdosan konformaatio on erilainen, jolloin myosiini on aktivinen. Kuorman sitoutumisella

vaikuttaisi olevan samankaltainen vaikutus. (Krementsov et al, 2004)
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4 MOOTTORIPROTEIINIEN MERKITYS

Molemmille verkostoille on omat moottoriproteiininsa ja omat toimintansa. Kuitenkin ndiden tiytyy
jollain tavalla toimia yhteen. Onkin huomattu, ettd mikrotubulukset ovat hyvin pitkid eivitkd ne
haaroitu, joten ne vaikuttavat kuljettavan soluelimid pidempid matkoja ja kokonaan eri paikkoihin.
Aktinifilamentit ovat lyhyempid ja haaroittuneita, joten ne voivat huolehtia soluelimien paikallisesti
jarjestyksestd.  Eri verkostoilla voi olla myds fyysinen yhteys. On esimerkiksi huomattu, ettd
microtubule-associated proteins (MAPs) -proteiinit voivat sitoutua aktiinitukirankaan ja auttaa sen
muodostamisessa. Mutta [6ytyy myds muita molekyylejd, jotka vaikuttavat sitoutuvan kumpaankin
elementtiin. (Langford, 1995; Sattilaro et al., 1981)

Moottoriproteiinien merkitys kehon toiminnalle on erittdiin suuri. Jos niden rakenne on poikkeavaa
eivitkd ne pysty suorittamaan tehtdviddn, tuloksena onmonia erilaisia ongelmia kehityksesséd tai alkio
ei ole ollenkaan elinkelpoinen. Esimerkiksi tutkimuksissa on huomattu, ettd erds kinesiiniperheen
jasen KIF21B on erittdin tirked aivokuoren kehitykselle. Kyseinen kinesiini pystyy jossain midrin
sietdmddn virheellisid versioita ja toimimaan, mutta silloin kun kyseinen proteiini ei toimi kunnolla,
voidaan havaita mm. ongelmia aksonien haarautumisessa, hermosolujen sijoittumisessa seké
aivokurkiaisen kehittymiseen. (Asselin et al, 2020) Samoin dyneiini on huomattavan tirked
nopeasti. Yksi dyneiinikompleksin kevyisti ketjuista on nimeltddn roadblock. Taméin ketjun
puuttuminen atheuttaa ongelmia muun muassa motorikassa ja silld vaikuttaisi olevan merkitysté
my0Os aikuisen hermosolujen ylldpidolle. Néitd ominaisuuksia on tutkittu ja havaittu ensisijaisesti

hirimalleilla. (Terenzio etal., 2020)

Myosiini vaikuttaisi olevan tirkedssd osassa Golgin laitteen yllipidossa. Golgin laite on keskeinen
osa proteiinien muokkausta sekd niden Iajittelua ja eritystd ulos solusta. Golgin laite koostuu
kolmesta osasta ja kauimpana tumasta on trans-Golgi verkosto. Téltd alueelta lihtee vesikkeleitd mm.
eksosytoosiin. Vesikkeleiden muodostumisessa on mukana erilaisia proteineja, jotka tdytyy kuljettaa
takaisin trans-Golgille uudelleen kiytettdviaksi. Tatd tehtivdd hoitaa esimerkiksi myosiini. Proteiinien
takaisin kuljetuksessa voi kuitenkin imetd ongelmia, jos myosiini on viallinen. Hamrioilla tissa
systeemissd vaikuttaisi olevan yhteys esimerkiksi Alzheimerin seké Parkinsonin tautiin. (Nguyen et

al., 2021) Nén ollen voidaan huomata, ettd moottoriproteiininen merkitys on todella suuri. Niitd
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tarvitaan jokaisessa solussa, mutta erityisesti hermot ovat herkkid, jos proteiinit ovat jostain syysté

vioittuneita. Hermojen toiminnan héiridt vaikuttavat ldhes kaikkin kehon toimintoihin.

Vaikka ndmid kolme moottoriproteiinia ovat erittdin tunnettuja ja laajasti tutkittuja, jatkuvasti
parantuvat tutkimusmenetelmét helpottavat uusien tutkimusten tekemistd ja parantavat ymmérrysta
niistd. Yksi viime vuosien térkedksi nousseista menetelmistd on cryo-EM. Kyseessd on menetelmad,
jossa niytteet jaddytetddn ja sen jilkeen nitd kuvataan elektronimikroskoopilla. Menetelmid on viime
aikoina kehittynyt huomattavasti ja silli saadaan selvitettyd jatkuvasti uusia rakenteita ja tulokset ovat
entistd tarkempia. Aiemmin kaytdssd ollut rontgenkristallografia onkin jadmadssd taka-alalle ndiden

laitteistojen kehittyessd ja yleistyessi. (Callaway, 2020)
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