CYTOSKELET

- pohyb bunek, zmeny tvaru bunek

- pohyb organel, bunecné procesy (napr. separace chromosomu)

- vyzaduje energii (ATP)

- CYTOSKELETON = cytoplasmaticky system “vlaken” - nutny pro
bunecny pohyb, urcuje tvar bunky, tvori drahy, podle kterych se pohybuji
organely, vesikly etc.,

3 typy cytosolickych vlaken: 1) mikrofilamenta (7-9 nm O), 2) intermedialn
filamenta (10 nm O), 3) mikrotubuly (24 nm O). 2) a 3) Casto asociovany

- Pohyb: 2 zakladni mechanismy tvorby pohybu:

1) Motorové proteiny, potrebuji ATP nebo GTP,
2) Assembly a disassembly mikrofilament a mikrotubulu.

1. AKTINOVY CYTOSKELET (mikrofilamenta)
Bunecny pohyb - koordinace pohybu v ruznych castech bunky
Filopodium _____ . L

Actin bundle

Lamellipodium

Stress fibres

Lamellipodium Phalloidin stained

Aktinové struktury fibroblastu

Aktin: nejhojnejsi vnitrobunecny protein EB (cca 10 % vahy celkovych
proteinu ve svalu; 1-5 % ostatni bunky ~ 0.5 mM)
napr. jaterni bunka 2 x 10% molekul insulinového receptoru X
5 x 108 aktinovych molekul
kédovan konservativni skupinou genu (napr. lidsky genom 6 genu
kvasinky 1 gen)
Arps geny (actin-related proteins) - cca 50 % homologie s aktiny



Struktura mikrofilament
Formy aktinu: G-aktin = globularni monomer
F-aktim = filamentarni polymer - mikrofilamenta
- kazda molekula aktinu obsahuje Mg2+ ion +ATP nebo ADP
tj. 4 stavy aktinu ATP-G aktin, ADP-G aktin, ATP-F aktin, ADP-F aktin
- pridani iontu (Mg2+, K+, Na+0) indukuje polymeraci G-aktinu do filament
F-aktinu (reversibilni), provazeno hydrolysou ATP

Bundles (svazky)
Networks (site)

- urcuji tvar bunek
Aktin-cross-linking proteins
- 2 (nebo vic) aktin vazebna k%
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Actin assembly

3 faze:

1) Lag period - G-aktin agreguje do kratkych, nestabilnich oligomeru-
funguiji jako “nukleacni centrum”

2) Faze rychlé elongace do filamenta (aktinové monomery se pridavaji
k obema koncum). Koncentrace G--aktinu klesa az do vyrovnani s
koncentraci filamentarniho aktinu.

3) Faze “steady state” - G-aktin monomery vymenuji podjednotky na
konci filment X délka filament se nemeni,

Rovnovazna koncentrace = “Kriticka koncentrace” (C. ) in vitro = 0.1uM
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- Po inkorporaci ATP-G-aktinu - pomala hydrolysa ATP. Tj. Vetsina
filament je z ADP-F-aktinu X na koncich ATP-F-aktin
- ATP hydrolysa neni esencialni pro polymeraci (ADP-G-aktin polymeruje)
- F-aktin -polarni: + konec se prodluzuje 5-10 x rychleji nez - konec.
Dano rozdilnou Cc na obou koncich
Kriticka koncentrace zavisi na tom, zda jsou monomery vazany s ATP
nebo ADP . Pfi inkorporaci ADP-monomeru - oba konce se prodluzuji
pomaleji (jako - konec)
Regulace polymerace aktinu:
Thymosin p4: inhibice assembly, vaze ATP-G-aktin, ktery nemuze pak
polymerovat
Profilin: podporuje assembly:
1) vaze ATP-G-aktin - pomaha pripojovani monomeru k + konci
aktinového filamenta, poté disociuje z komplexu
2) Profilin interaguje s membranovymi komponentami b.signalisace (PIP2)
? Kontrola assembly na plasmatické membrane, PIP2-profilin se neva-
ze na G-aktin.
3) Profilin funguje jako nucleotide-exchange faktor. Jediny aktin vazebny
protein, ktery umoznuje vymenu ADP za ATP.



Kontrola délky filament
- koncentrace aktinu preferuje tvorbu filament - pro “rozbiti” existujicich

filament a jejich site - protein gelsolin a cofilin

- mechanismus ? - vazba na podjednotky, zména jejich konformace a
preruseni vazeb mezi nimi

- po preruseni vazby zustane “rozbijejici”protein vazan na + konci a
brani prodluzovani retezce (capping funkce). - konec se zkracuje

Stabilisace filament - Actin-capping proteiny (vazi se na konce, neumi
filamenta rozbijet)

Aktin motor protein - Myosin
- 13 clenu myosinové genove rodiny, myosin | a Il nejcastejsi

Tnebo2 (g Head Neck Tail
tezké retezce R £ 3
Globularni hIava:M.,,usin | Obsahuje specificka
- actin a ATP Monomer vazebna mista pro
vazebna mista , specifické funkce
konservativni Calmodulin ruznych myosinu
, , light chains
Ruzné lehké .
retezce | Myosin |l
- calmodulin Dimer |
- jiné Ca2+ o P I O e I P S DR B

Regulatory
light chain

vazebné proteiny
Essential

light chain
Ca2+ vazebny protein

Myosin V
Dimer

JH
..........

Vsechny myosiny

- regulovany nejak Ca2+

X reaguiji odlisne na koncentraci
Caz2+

- ATPasova aktivita - aktivovana aktinem (4-5x), lokalisovana v globularni
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Ocasek - urcuje roli myosinu
Myosin | a Il - vazba na membrany
Myo | vcetne membran GA -
? Transport vesiklu

Myosin V
Myosin |

Tvorba silnych filament-
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Myosinové hlavy se pohybuji podél aktinovych filament

Pohyb na sklicku - fixace myosinu - pohybuji se aktinova vlakna pfi
dodani ATP, pohyb orientovany, smerem k - konci

Myosin Actin




2. MIKROTUBULY A INTRMEDIALNI FILAMENTA

- casto se prekryvaji x plni ruzné funkce

- mikrotubuly - role v rade pohybu bunek | uvnitr bunek

- inermedialni filamenta - strukturalni funkce - vazba na plasmatickou
membranu pres membranoveé proteiny, integrace bunek do tkani

MIKROTUBULY

- polymery tubulinu

heterodimer a a f tubulinu

- velmi konservované

- a-tubulin - vazba GTP irever-
sibilne - nedochazi k hydrolyse

- B-tubulin - vazba GTP reversi-
bilni, hydrolysa na GDP, muze
byt vymeneno za GTP R

y-tubulin - neni soucasti Subunit

tubulinové subjednotky, ‘ ~ *

asi ji pomaha tvorit
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MIKROTUBULY

- 2 populace - stabilni (dlouha doba existence) a nestabilni (kratka
doba existence)

assembly mikrotubulu:

- microtubule organising centre
(MTOC)
savci bunky MTOC = centrosom

- mikrotubule associated proteins
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Dynamika mikrotubulu a asociované proteiny

- mikrotubuly - oscilace mezi fazi rstu a zkracovani
- assembly a disassembly - probiha prednostne na (+) konci
- Kriticka koncentrace (podobne jako u mikrofilament)
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Microtubule associated proteins (MAPS)

“Assembly MAPSs” - zodpovedné za cross-linking mikrotubulu v cyto-
solu - basicka mikrotubule vazebna doména + acidicka doména
vazba na membrany, intermedialni filamenta, jiné mikrotubuly ..)

- mohou ovlivnovat dynamiku mikrotubulu

Heavy chain Coiled coil o helix

Motor proteiny
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2 typy Kinesinu
a) cytosolické (transport vesiklu a organel)
b) spindle (podileji se na assembly spindle a segregaci chromosomu)



1) Dynein - pohyb smerem k (-) polu mikrotubulu, multimerni proteiny
2 skupiny:
a) cytosolické dyneiny (pohyb vesiklu a chromosomu)
b) axonemalni dynein (pohyb cilii a flagel)
- pohyb pomoci dyneinu Heavy chains
vyzaduje komplex s i v
mikrotubuly vazanymi
proteiny - napr. komplex
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