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Die fundamentalste Einheit des Lebens ist;:

DIE ZELLE



ZELLEN

kdnnen sich vermehren, also teilen

und sich bewegen, also ithre Form verandern




Bewegungsprozesse sind wichtiqg bei:

Embryonalentwicklung

Wundheilung

Ausbreitung von Krebs / Metastasierung
Immunantwort

Natdrliche Zellbewegung wird von
Pathogenen oft missbraucht, um die
Infektion zu etablieren

Anhaftung an den Wirt
Zellinvasion

Veranderung der Immunantwort



Bewegungsprozesse verschiedener
Modellsysteme

Embryonalentwicklung: Zebrafisch Immunzelle jagt Bakterium
(EMBL) (David Rogers, Vanderbilt University, USA)

Dictyostelium discoideum
(Anika Steffen, HZI Braunschweig, 2006)




Zellbewegung braucht Formveranderung

Vic Small




Formveranderung braucht Actinreorganisation

EGFP-Actin




Manche Actinregulatoren (z.B. Hem1) sind
essentiell fur Erhaltung der Zellform

WT DC

Leithner, A, Eichner, A. et al., Nature Cell Biology, 2016
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Bewequngsprozesse werden gesteuert durch:

- Molekulare Maschinen

- Viele dieser Maschinen sind Komponenten des
sogenannten

CYTOSKELETTS / Zellskeletts



DAS CYTOSKELETT

...wird von 3 Haupttypen von Filamentsystemen gebildet

— Intermediarfilamente: verleihen Stabilitat

— Mikrotubuli: Zellteilung (Spindelapparat), vermitteln
Stoff- & Organellentransport sowie Zellpolaritat

— Actin: vermittelt Zellbewequng, Endo/Phagozytose und
Stofftransport

J. Victor Small, IMBA, Wien




DIE HAUPTFILAMENTSYSTEME

System: Mikrotubuli Mikrofilamente Intermediarfilamente
(Actin)
Struktur Hohle Rohren, bestehend bestehend aus 2 umeinander Losliche Tetramere zu seilartigen
aus 13 Protofilamenten gewundenen Protofilamenten Filamenten aus 8 Protofilamenten
zusammengelagert
Dicke 25nm mit 15nm Hohlraum 7 nm 8-12nm
Proteine Tubulin, bestehend aus a und Actin (42kDa) zelltypabhangig verschiedene
B — Untereinheit Proteine: Vimentin, Desmin,
Keratin, Neurofilament-Proteine
GTP-Bindung von B-Tubulin bindet ATP keine Nukleotidbindung
10 pm 10 pm S pm
AT p———

&5 Tubulin dimer Actin subunit

Protein subunits
} Fibrous subunits
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Adaptiert von: W.M. Becker, I.J. Kleinsmith, and J. Hardin, The World of the Cell, 4th ed. (San Francisco, CA: Benjamin Cummings, 2000, p.753)




Aber was iIst Actin?



Actin 1st das abundanteste Protein
In unseren Zellen, nahezu globular,
und es kann zu Filamenten
polymerisieren




Die Polymerisation von Actin-Filamenten ist abhangig von der
Konzentration von Actin-Monomeren, auch G — Actin (globulares Actin)

Filament

Monomer

momnon>»=

Actin Konzentration



Die Polymerisation von Actin-Filamenten ist abhangig von der
Konzentration von Actin-Monomeren, auch G — Actin (globulares Actin)

Filament

Monomer

momnon>»=

Actin Konzentration

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Keimbildung (Nukleation)
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Actinmonomere und -filamente werden von Dutzenden
von Bindeproteinen reguliert

A 2.

Monomer- Abb. 2.40
_ ' — i Errzrzgienndes Actin-bindende Proteine
\ steuern das Verhalten der
Keim-bildendes Protein Mikrofilamente.

Actinfilament /

Ve

Filament-trennendes / blindelndes Protein

Protein

= quervernetzendes verzweigendes
Capping-Protein Protein Protein

aus Ralf R. Mendel: Zellbiologie der Pflanzen




Geschichte der Actin-Forschung

1940er-Jahre: Albert Szent-Gyorgyi & Kollegen
entdecken Actin und Myosin im Skelettmuskel,
und rekonstituieren Kontraktion von isolierten
Muskelfasern durch ATP-Zugabe

1950er-Jahre: Hugh E Huxley entdeckte mit Hilfe von EM-Analysen, dass sich der Muskel durch
aneinandergleitende Actin- und Myosinfilamente zusamenzieht
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entspannrti

kontrahiert

1960er-Jahre: Hatano & Oosawa und Adelman & Taylor
entdeckten erstmals Actin und Myosin in einer Nichtmuskelzelle

(Schleimpilz Physarum)




Wichtige Daten der jUngeren Actin-Forschung

1975: Tilney & Lindberg entdecken das Actin-Monomerbindeprotein Profilin

1980: Isenberg & Pollard entdecken das sogenannte heterodimere Capping Protein

1980: Bamburg entdeckt ADF/cofilin (Actin-Depolymerisationsfaktoren)

1994: Machesky & Pollard beschreiben erstmals den Actin-Nucleator Arp2/3-Komplex

1997: Machesky & Insall verknipfen die Funktion von WASp mit Arp2/3-Komplex

1999: Das Labor von Marie-France Carlier definiert erstmals ein Minimalmedium fur Motilitat aus
gereinigten Proteinen, mit Arp2/3-Komplex inklusive Aktivator, ADF/cofilin und capping protein



Actinfilamente sind polar, was auf der Polaritat des Monomers beruht:
Diese Polaritat hat strukturelle und EUNKTIONELLE KONSEQUENZEN

EM Elongation rate constants
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Actinfilamente sind polar, was auf der Polaritat des Monomers beruht:
Diese Polaritat hat strukturelle und EUNKTIONELLE KONSEQUENZEN

EM Elongation rate constants
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Elongation und Filamentregulation durch ATP-Hydrolyse

Hydrolysis of bound ATP ~ Phosphate

EM Elongation rate constants dissociation
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Der kontinuierliche Aufbau und
Umbau von Actinfilamenten treibt
die Zellmigration



DAS ACTIN-CYTOSKELETT HAT
UNTERSCHIEDLICHSTE FUNKTIONEN




Das Actin-Cytoskelett kann in differenzierten Zellen sehr spezifische
Strukturen ausbilden. Beispiel 1: SKELETTMUSKEL
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© 2011 Wiley-VCH, Weinheim
Alberts - Molekularbiologie der Zelle
ISBN: 978-3-527-32384-5 Abb. 16-74
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Beispiel 2: Das Actin-Cytoskelett kann sich dynamisch in
verschiedenen, zellularen Phasen verandern: z.B. wahrend der
ZELLTEILUNG

© 2011 Wiley-VCH, Weinheim

Alberts - Molekularbiologie der Zelle
ISBN: 978-3-527-32384-5 Abb. 16-02



(a)

Beispiel 3: Fiur all diese Funktionen brauchen Zellen

aber auch einen Cortex

“mrﬂ;
Polymerization, Cortical

depolymerization tension
and turn-over
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Flow
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Salbreux et al., 2012

TRENDS in Cell Biolgy

Diinnes Netzwerk aus Aktinfilamenten
unterhalb der Plasmamembran

Myosin Motoren vermitteln Spannung

Wichtige Rolle bei der Kontrolle der
Zellform

Mechanisch sowohl rigide als auch
flexibel, eine fir seine Funktionen
essentielle Kombination

Wichtige Rolle bei der Morphogenese,
der Zytokinese und Migration



Beispiel 4: Actinfilamente werden aber auch sehr schnell umgebaut,
also ab- und aufgebaut, wie beispielsweise bei der
ZELLBEWEGUNG und CHEMOTAXIS

kleine l6sliche groBes fadenformiges
Untereinheiten Polymer
o
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Signal, z.B.
Nahrungs-
quelle

UND RASCHE DIFFUSION

ABBAU VON FILAMENTEN
DER UNTEREINHEITEN

FILAMENTE AN EINER

WIEDERAUFBAU DER
1 NEUEN STELLE

(B

© 2011 Wiley-VCH, Weinheim
Alberts - Molekularbiologie der Zelle
ISBN: 978-3-527-32384-5 Abb. 16-07
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Jan Faix, Medizinische Hochschule Hannover




Der Vorschub der Plasmamembran (z.B. im lamellipodialen Actinnetzwerk
an der Zellfront) wird durch Polymerisation von Actinfilamenten
vorangetrieben

Actin-GFP




Dies lasst sich durch Photomanipulation direkt visualisieren:

Actin-Filamente (im Lamellipodium) werden
an der Zellmembran polymerisiert

PA-EGFP-Actin

Frieda Kage
Anika Steffen




;Subkompartimente‘ des Actin-Cytoskeletts

Small und Rottner, 2011




Wie wird die Ausbildung von
verschiedenen Actin-Strukturen
reguliert?

Wie werden Actin-Strukturen induziert?

BEISPIELE AUS UNSERER JUNGEREN FORSCHUNG




Signaltransduktion zum Actin-Cytoskelett durch

kleine GTPasen der Rho-Familie

A 4 v v

Filopodien Lamellipodien Stresstasern
Kontraktion



Kleine GTPasen der Rho-Familie sind molekulare Schalter,

unmittelbar funktionieren (keine Genexpression erforderlich)

die

WICHTIG: Konnen im GTP-gebundenen Zustand Effektoren binden

Supplementary movie M2: -
Microinjection of Rac1 V12 ' . &.

Rac - LAMELLIPODIEN

Steffen et al., 2013




Kleine GTPasen der Rho-Familie sind molekulare Schalter,

unmittelbar funktionieren (keine Genexpression erforderlich)

die

WICHTIG: Konnen im GTP-gebundenen Zustand Effektoren binden

Cdc42 - FILOPODIEN

Steffen et al., 2006




Wie werden nun Actinfilamente in
Lamellipodien und Filopodien nukleiert?



Es gibt verschiedene Klassen von Faktoren, die Nukleation und
Elongation von Actin-Filamenten fordern
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Nukleation von Actinfilamenten: Arp2/3-Komplex

7 hochkonservierte Untereinheiten

%o * niedrige/keine Ausgangsaktivitat
i ‘ « fordert Nukleation und/oder Verzweigung von
Aktinfilamenten
« wird durch aktivierende Faktoren, sogenannte

nucleation promoting factors, NPFs aktiviert,
z.B. durch WASP oder WAVE



Lamellipodienbildung wird durch
WAVE- und Arp2/3-Komplex vermittelt

a2

Eden et al., 2002; Steffen et al., 2004; Innocenti et al., 2004; Gautreau et al., 2004; zusammeng. von Stradal et al., 2004




Aktivierung von Arp2/3-Komplex durch WAVE (WRC) und
viele weitere Aktivitaten tragen zur Lamellipodienbildung beil
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WAVE Arp2/3 FMNL Ena/VASP Actin Profilin- Capping severing/ debranching
complex complex actin  protein disassembly factor
factor

Schaks et al., 2018 Rottner & Schaks, 2019




Mechanismen der Actinnukleation in

Filopodien noch nicht endgultig geklart
(ABER: Formine in jedem Fall wichtig)

EGFP-Actin

Aktives Formin (mDia2) potenziert
Filopodienbildung



Und wie kdnnen Pathogene das Actin-Zytoskelett benutzen?
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Beispiel 1: Pathogene kdnnen thre Aufnahme in

Wirtszellen induzieren
(Salmonella enterica Serovar Typhimurium)

Rottner et al., 2005




Beispiel 1: Pathogene kdnnen thre Aufnahme in

Wirtszellen induzieren
(Salmonella enterica Serovar Typhimurium)

modifiziert von Patel und Galan, 2005

Rottner et al., 2005




Die durch Actinpolymerisation entstehenden Krafte kbnnen
Pathogene fur ihre Bewegung benutzen
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aus Goley und Welch, 2006




Beispiel 2: Intrazellulare Bewegung von Listerien

aus Tilney und Portnoy, 1989

Marcus Geese




Beispiel 2: Intrazellulare Bewegung von Listerien

Antonio Sechi

Listerien: rot




Die durch Actinpolymerisation entstehenden Krafte kbnnen
Pathogene fur ihre Bewegung benutzen
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Beispiel 3: Extrazellulare Bewegung von pathogenen E. coli

del/del
N-WASP E! GFP-N-WASP

full length full length

og-23-95
21 :54:55

del/del del/del
aus Sanger et al., 1996 Lommel et al., 2004
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