CYTOSKELET

- pohyb bunek, zmeny tvaru bunek

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

- vyzaduje energii (ATP)

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

3 typy cytosolickych vilaken: 1) mikrofilamenta (7-9 nm O), 2) intermedialni
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 ______ . (E

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 104 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 &
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Propojeni filament k membrane
membrane-microfilament binding proteins, kortex - oblast pod

Erythrocyty membranou

Plasma membrana
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Actin assembly

3 faze:

1) Lag period - G-aktin agreguje do kratkych, nestabilnich oligomeru-
funguji 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 C¢ 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 B4: 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
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- regulovany nejak Ca2+
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- ATPasova aktivita - aktivovana aktinem (4-5x), lokalisovana v globularni

hlave




Ocasek - urcuje roli myosinu
Myosin | a Il - vazba na membrany
Myo | vcetne membran GA -
? Transport vesiklu

Myosin V
Myosin |

Tvorba silnych filament-
(myo Il) - role pfi svalové
kontrakci-

- mnoho myosinovych hlav
muze interagovat soucasne
s aktinovymi filamenty
|< 325 nm

membrana

W

Bare zone
Myosin heads Myosin tail

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
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Aktin a myosin Il dulezité pro cytokinesi

Savcéi bunky

(a) Pti mitose aktin amyosin |l

akumulace ve stredu délici se
buriky - KONTRAKTILNI RING

Pole - zkracovani pfi cytokinesi

Contractile ring

Pole

(b)

Myosin |

Myosin | Myosin Il
Equator

Cleavage
furrow

Cleavage furrow

Kvasinky
G1 s G2/M c | &t
Cdc28p/Clnp Cdc28p/Clbp .
Kinase Kinase Clb Degradation

AKTIN = Dynamicka lokalisace béhem bunécného cyklu =
regulace Cdk kinasami



Pohyb vesikli podél aktinu (myosin | a V)

AKTIN = 2 formy = “actin patches” a actin “cables” (prochazi podél
burikou)

Role pfi polarizované sekreci
napr. pfi bunécném

cyklu
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Chs3p = integralni membranovy protein = = transport podél NG
syntesa chitinu- lokalisace v misté vzniku aktinu Plasma
nového pupene Membrane

Chs5p = nutny pro lokalisaci Chs3p (protein GA) + role Myo2p

Chs4p = soucast komplexu v misté tvorby pupene = interakce s Chs3p



Pohyb cytoplasmy

la) Mowving cytoplasm Vacuole

/

==X
(—
N

.-}'?r
/_ . Nitella cell Cell wall
Nonmoving [/
cytoplasm f 1
JdV
e
Moving E
cytoplasm ER
Nonmaoving
cortical {
cytoplasm
Plasma membrane// Actin filaments
Cell wall Chloroplast

Membranové vazany
myosin - dulezity pro
fenomen “cytoplasmic
streaming” - zelené fasy
Nitella, Chara)

- pohyb cytoplasmy - cca
4.5 mm/min

- mechanismus distribuce
bunéénych metabolitl
(pfedevsim u velkych bunék
- rostlinné buriky, amoeby)

Pohybuijici se cytosol - take
pohyb ER, vesikl{

Pohyb nejpomalejsSi v centru - zvySuje se k povrchu b.- motor
generujici pohyb lezi u membrany - svazky aktinovych filament vedle
chloroplastu vazanych na membranu, na né vazany vesikly ER

- myosiny vazané na ER - pohyb cytosolu

BUNECNY (AKTINOVY) POHYB

- pohyb bunék po pevném povrchu

- Keratinocyty a fibroblasty - zmény morfologie - vazba na substrat,

pohyb cytosolu, tvorba lamelipodia



Direction of movement
ROGakaCiBsIoH - Vazba na substrat

"'-\ - Vysunuti lamelipodia - kontrolovana
.L = . polymerace aktinovych filament a jejich
propojeni do svazku a siti
- regulace ,vychlipeni“ membrany ?
1) Extension » Tlakova“ sila polymerujicich aktinovych
Lamellipodiurm filament ?
L - polymerace aktinu na + konci
— — - stimulovana profilinem lokalisovanym na
membrané (- vychlipeni membrany) +
role dalSich proteind v regulaci sméru
assembly (Vasp, Arp2/3)
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- pohyb porvazen zménami viskosity
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REGULACE POHYBU BUNEK

Bunécéna polarita - smér pohybu, otoCeni buriky (zména sméru pohybu) -
zmeény smeru tvorby lamelipodia nebo pseudopodia,

- mutanty myosinu | - tvorba lamel vSemi sméry - bunky neschopné
smérovaného pohybu

Signaly koordinujici procesy probihajici ,vpfedu® bunky s procesu, které jsou
,vzadu“ v bunce.

Ras related proteiny - Rac, Rho, Cdc42
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Growth factors LPA
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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 pfes membranove proteiny, integrace bunek do tkani

MIKROTUBULY

- polymery tubulinu

heterodimer o a 3 tubulinu

- velmi konservované

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

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

y-tubulin - neni soucasti Subunit

tubulinové subjednotky, , ~ \

asi ji pomaha tvorit

«-Tubulin  GTP GDP J-Tubulin

Singlet:

13 proto- 8 nm
filament e, .

Singlet
Protofilament{ - 24 nm
Triplet i
. A
E:Zgllr?:y Doublet Mikrotubuly - polami
tolioka cilia A struktury - dano
flagella head to tail orientaci
a a B tubulinovych
B dimeru

a-tubulinovy konec
B-tubulinovy konec



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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(b) Mitotic animal cell
Chromosome

kinetochorové mikrotubuly
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Mitoticky spindle o= R

= bipolarni struktura:
spindle pole body (SPB) (jaderny
obal) (analogie centrosomt vy$sich SPB = <= jaderny obal
EB = cytoplasmaticky lokalisované)

mikrotubuly = polarisace = N
“-” konec (“nerostouci”)
— asociovany s SPB
“+” konec (“assembly’) =
chromosomy

Centromera
Spindle mikrotubuly: 3 tfidy (kinetochor)
“kinetochorové mikrotubuly” :
(kMTs)= terminace na kMTs

kinetochorech (centromerach)
“ne-kinetochorové mikrotubuly”
(nkMTs)= interakce s
antiparalelnimi nkMTs z opacného
polu

“cytoplasmatické mikrotubuly” 4. dynein +
(cMTs) = astralni MT u vysSich EB

<= jaderny obal
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Dynamika mikrotubulu a asociované proteiny

- mikrotubuly - oscilace mezi fazi rustu a zkracovani
- assembly a disassembly - probiha prednostne na (+) konci
- Kriticka koncentrace (podobne jako u mikrofilament)

/GTP /GTF’
Tvorba Asociace - /GTP
protofilament protofilament (+) konec T oa%
[ {+) end
GTP cap <
L ¢ (
— f3-Tubulin 4
— o ‘Tubulin [
¥ GDP
= microtubule-
—_—t —,—"ﬁ.
= ||"-'-1 i~} end
o 4
(-) konec "'
1/ Protofilament assembly 2 Sheet assembly 3 Microtubule elongation

Microtubule associated proteins (MAPs)

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

- mohou ovlivhovat dynamiku mikrotubulu

Heavy chain Coiled coil o helix

Motor proteiny

1) Kinesin - Globular
dimer 2 tezkych  heads
retezcu +

2 lehke retezce
orientace pohybu k

Light
chain

ATP hydrolysis;

o binding to —y—
(+) konci mikrotubulu microtubules Binding to
transport vesiklu podél mikrotubulu ”3'!5{3‘0”‘—’“
vesicie

2 typy Kinesinu
a) cytosolickeé (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 e v
mikrotubuly vazanymi
proteiny - napr. komplex

dynactin
p150 Glued

Intermediate chains

Light chains Dynamatin
/ p62

Capping protein
\3 / Spectrin
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MIKROTUBULY A MOTOROVE PROTEINY PRI MITOSE

{a} Interphase (Gyl (b} Early prophase ic) Late prophase {di Metaphasze

Spindle poles Kinetochore
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furrow
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INTERMEDIALNI FILAMENTA

- u vSech mnohobunécénych eukaryot, ? NizSi EB

- epidermalni buniky a axony neuronu - 10 x viz IF neZ mikrotubult a
mikrofilament

- Strukturni funkce - zpevnéni bunék a jejich organisace do tkani,
mechanicka podpora membrane

- neparticipuji na bunécné maotilité

- velmi stabilni - i pfi extrakcich (x mikrotubuly a mikrofilamenta se
rozpadnou)

- tloustka 10 nm (mikrotubuly 24 nm, mikrofilamenta 7 nm)

- IF podjednotky nevazi nukleotidy a jejich assembly nevyzaduje
GTP nebo ATP hydrolysu

IF proteiny: tvofi homo nebo heteropolymerni IF flamenta

TYP I a ll: Kyselé a basické keratiny - epitelialni buriky, rizné typy
keratinu
TYP lll: vimentin (nejCastéjsi - ,podpora“ bunécnych membran, jadra),
desmin (buriky svall), peripherin,
TYP IV: neuronalni axony - neurofilamenta
TYP V: laminy - jaderné
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