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Cytoskelet — fibrilarni struktury

Cytoskelet
je systém proteinovych
viaken a tubull, jejichz hlavni
funkci |je transport latek a
bunecnych komponent, opora
bunky a ucast na jejim déleni

Je to soustava vlaken situovana
v cytoplasmeé a jadre



Pohled na fibrilarni struktury

Zafixovana a znacena bunka z bunécné kultury

Mikrotubuly
(zelene)

DNA v jadre
(modre)



Hlavni typy struktur v cytoskeletu

Mikrotubuly

(urcuji pozici membranou ohranicenych
organel a ridi transport v jadre)

Mikrofilamenta, aktinova filamenta

(uréuji tvar bunéénych povrchu a pohyb
bunky)

Stredni, intermediarni filamenta
(poskytuji mechanickou oporu)



Cytoskelet — dynamicky nebo rigidni?




Cytoskelet — fibrilarni struktury

Cytoskelet
je dynamicky systéem proteinovych
viaken a tubull, jejichz hlavni
funkci |je transport latek a
bunecnych komponent, opora
bunky a ucast na jejim deleni.

Je to soustava vlaken situovana
v cytoplasmeé a jadre



Rychlé zmeny cytoskeletu

Cytoskelet

Je reorganizovan
v prubéhu rychlych
zmen, napr. pri deleni
bunky

Pohybuijici se fibroblast s vyznacenym polarizovanym
dynamickym aktinovym cytoskeletem (Cervene).
Polarizace je podporovana mikrotubuly cytoskeletu
(zelené). Chromozoémy jsou vyznaceny hnede.




Rychlé zmeny cytoskeletu

Rychlé zmeéeny ve strukture cytoskeletu pozorované
behem vyvoje casného embrya Drosophila

distance from cell surface

2pm 4pm Aktinova
o min filamenta

interphase

(Cervene)

. Mikrotubuly
1.5 min ! (Zelené)

prophase

4.5 min
metaphase




Neutrofil pronasledujici bakterie

Shluk bakterii (bila Sipka) je pohlcovan neutrofilem

Podle toho, jak se bakterie pohybuje, neutrofil rychle
prestavuje svoji hustou na prednim okraji

( ) tak, aby se mohl tlaCit smérem k mistu, kde se
bakterie nachazeji




Likvidace nadorovych bunek

Sekre€ni granule cytotoxicke T-bunky pripravujici
smrtelnou davku jedu (Cervene). Aktinova vlakna
(zelené) je presunuji na frontovou linii, mista odkud
zahaji utok na modre zbarvenou rakovinu

http://www.osel.cz/8250-eugenika-na-bunecne-urovni-seriovi-vrazi-v-
primem-prenosu.html



Cytoskelet tvori takeé stabilni

struktury

» Stabilni struktury jsou typické pro takove
bunky, které dosahly stabilni, diferencovane
morfologie

» Typickym prikladem jsou neurony nebo
bunky epitell

Svazky aktinovych vilaken musi udrzovat stabilni
organizaci po cely zivot zivo€icha, zustavaji

pozoruhodneé , neustale se premenuiji
a nahrazuji prumérné kazdych 48 hodin




Cytoskelet je zodpovedny za

bunécnou polaritu

Polarizace je druhou vlastnosti cytoskeletu vedle
vytvareni stabilnich specializovanych povrchovych
bunéecnych struktur

Polarizace umoznuje bunkach odlisit, co je
» nahore a dole
> vpredu a vzadu

Polarizované bunky epitelu udrzuji funkce mezi

» Apikalni €asti povrchu = prijima potravu

> Bazolateralnim povrchem = prenasi potravu pres
plasmatickou membranu do krevniho recistée



Cytoskelet v polarizovanem epitelu

V apikalni ¢asti se
vytvareji rasinky, které
zvysuji bunecny povrch
(tvoreny aktinovymi
fillamenty, cervené)

Zespodu se k rasinkach
pripojuji aktinova
fillamenta vytvarejici
mezibunécné spoje

APICAL

Stredni fillamenta
(modre) jsou napojena
na dalsi struktury
Vsechny slozky cytoskeletu kooperuji a vytvareji
charakteristické tvary specializovanych bunek




Cytoskelet v polarizovanem epitelu

V apikalni ¢asti se
vytvareji rasinky, které
zvysuji bunecny povrch
(tvoreny aktinovymi
fillamenty, cervené)

Zespodu se k rasinkach
pripojuji aktinova
fillamenta vytvarejici
mezibunécné spoje

APICAL

Stredni fillamenta
(modre) jsou napojena
na dalsi struktury

Mikrotubuly (zelene) poskytuji globalni koordinacni
systém




Funkce cytoskeletu

Strukturni opora eukaryoticke bunky

» mechanickou pevnost bunky
» tvar bunky

» vnitfni usporadani organel
Zajist'uje pohyb bunky

Reqguluje pohyb bunky



Kde se nachazi cytoskelet?

1) Slozky cytoskeletu se nachazeji v bunce
volne

2) Tvori ale 1 organely nebo alespon jejich Casti

3) Podili se | na stavbé eukaryotického biciku,
centriol, deliciho vretéenka aj.

4) Mikrotubuly volné prostupuji celou bunku

5) Mikrofilamenta tvori hustou sit' tésne pod
povrchem




Hlavni typy struktur v cytoskeletu

Mikrotubuly

(urcuji pozici membranou ohranicenych
organel a ridi transport v jadre)

Mikrofilamenta, aktinova filamenta

(uréuji tvar bunéénych povrchu a pohyb
bunky)

Stredni, intermediarni filamenta
(poskytuji mechanickou oporu)



Topografie filament

Iy

,‘ /

‘ l
| |

I\
N} =

[

25 um

A ] » . X . y f ’ L »
R iy . ¥ R N R
g e sl &bl iy

i ¥ %
: b "

W - -aj,*‘ ,_,‘.,b-"‘_lt\n./ P T i g i Y

: h v - o e ¥ -

A SRR T R
- e i o B Sy U . 3 ] 4l PN e Bt o el diiban bR N o
hﬁ - > X - 3 : X e A% o e B " o ) o “?‘

25 nm




Struktury cytoskeletu se vytvareji
Z mensich proteinovych podjednotek



Cytoskelet behem zmen

Vytvareni proteinovych vilaken z mnohem mensich
podjednotek umoznuje regulovat skladani a rozpad
vlaken za ucelem prestavby cytoskeletu

malé rozpustné velké polymerni
podjednotky vliakno

Vytvareni filament z malych proteinovych podjednotek



Reorganizace cytoskeletu

Rychlé reorganizace cytoskeletu v bunce jako
odpoved’ na vnéjsi signal
Signal, napr. zdroj potravy

Rozlozeni filament a rychla difuze
podjednotek

Znovuslozeni filament v novém
miste




Mikrotubuly



Mikrotubuly

> dlouhé duté trubiéky o prumeéru 25 nm tvorené
proteinem tubulinem a a f8

» tubulin a a B se sklada do heterodimeru, z nichz se
skladaji protofilamenta

» V kazdeé trubicce je 13 soubéznych protofilament

o tubulin_

protofilamentum

B tubulin



Struktura mikrotubulu

B-tubulin

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

protofilament

50 nm




Funkce mikrotubulu

mikrotubuly jsou dlouhé a rovne
maji jeden z koncu pripojeny k tzv. centrozému

YV VY

» orientovany do centrozému (minus konec), vybihaji
kK bunéénému povrchu (plus konec)

» zajist'uji pohyb organel a urcuji polohu membranou
obklopenych organel

> ridi jaderny transport

» napomahaji formovani tvaru bunky a slouzi jako
podpurna kostra bunky



Mikroskopie mikrotubulu




Rust a rozpad mikrotubulu

GTP tubulm dimer

Dimery nesouci GTP se
w\‘ j vazi pevnéji

_ Hydrolyza GTP v oblasti

cepicky snizi stabilitu

straight protofilament I

GTP HYDROLYSIS CHANGES SUBUNIT CONFORMATION
AND WEAKENS BOND IN THE POLYMER p O | y m e r u

Dimery s GDP mohou byt
curved protofilament I I’YChle UVOIﬁOVény a
‘ DEr) TERIEATION mikrotubulus se zkracuje

GDP-tubulin
dimer

GDP-GTP EXCHANGE
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Mikrotubuly a kolchicin

» kolchicin je tzv. ,mitoticky jed* =¥

1) Inhibuje polymeraci tubulinovych &‘. S
protomert - "%
— brani vzniku mitotického vreténka b AR

— zastavuje mitozu v metafazi

2) Zastavuje bunécne pohyby — zpomaluje
pohyb Ilymfocytdt — I|é¢eni akutnich
zachvatu dny

» Podobné pusobi vinblastin a vinkristin z VVinca
rosea (barvinek)

» Naproti tomu taxany z Taxus brefifolia (tis) urychluji
tvorbu tubult, stabilizuji je a brani depolymerizaci



Aktinova filamenta



Aktinova filamenta

» vlakna o prumeéru cca 7-9 nm
» tvorené aktinem

» mechanicky podpurna funkce
» spolu s myosinem tvori kontraktilni aparat
zodpovédny za mnoho typu vnitrobunéénych
pohybu

» proudéni cytoplasmy

> tvorba bunéénych vybézki a invaginaci buniky
» na vyssi urovni organizace jsou aktin a myosin

slozky svalovych bunek

A\



Struktura aktinovych filament

Filamentous Actin - Globular Actin
(F-Actin) (G-Actin)
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Struktura aktinovych filament

plus end

(ADP when
in filament) £

minus end 2
minus end B ¢




Filamenta odolavaji teplotnimu

poskozeni

Jednotlivé protofilamentum je teplotne
nestabilni
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Filamenta odolavaji teplotnimu
poskozeni

Jednotlivé protofilamentum je teplotne
nestabilni

o v odstranéni z

stepve’n_l uprostred jednoho konce

porusi jednu vazbu porusi jednu
vazbu
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Filamenta odolavaji teplotnimu
poskozeni

Vice protofilament pohromade je teplotne stabilni
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Molekularni motory

» transportuji naklady podél mikrotubulu
> fidi pohyb organel, vacku
» funkce spojena s hydrolyzou ATP

» kinesiny a cytoplasmaticke dyneiny



Kineziny a dineiny

Kinezin

Pohyb smérem Kk plus konci mikrotubulu,
tj. od centrosomu k periferii bunky

Dinein
Pohyb smérem k minus mikrotubulu, tj.
k centrozomu




Kineziny

Kinezin (dimer)

organela

Kinesin

ATP

mikrotubulus




Kineziny

organela Kinezin (dimer)

ATP



Faze translokace

Phases during translocation:

Docking & Insertion: Unfolding & Translocation:
SecB
(chaperone) cytosol

Preprotem
N &

Unfolded
Slgnal

preprotein
sequence
SecA .
(molecular motor)

]
SecYEG X

(pore) periplasm

http://www.biomach.org/Molecular_Devices/Biological Motors/lon_Channels__
and_Nanopores/SEC_YEG.jpg




Animace

Kinesin Explanation

http://www.youtube.com/watch?v=ILx|IBB9ZB|4

Kinesin.avi + 16.7 Kinesin.mov


Kinesin Explanation.wmv

Kdo je silnejsi:

CYTOSKELETAL TRANSPORT CHAMPIONSHIPS > Jeden kinezin (tyg r)
s pusobi silou 7pN,

AN jeden dynein (lev)

Kinesin

jen 6 pN

= » Kineziny ale svojl

Giﬁm‘ ¢innost koordinuji
e e e meéneé nez dyneiny,
?Motor binding stepping and detachment respektive dyneiny
' maji vys$si afinitu
* k cilovym
sekvencim

Diehl, M.R. (2012): Science 338: 626-627 Science




Dyneiny a kineziny transportuji RNA

> Lokalizace RNA v cytoplasmé rozhoduje o polarizaci
bunky a nasledné i tkani, protoze ...

... RNA reguluje genovou expresi, a to znamena, ze ...

... nerovhomerna distribuce RNA vede k prostorove
zavislé expresi genu

» Dyneiny zajist'uji jednosmerny transport RNA k cilovym
oblastem
» Kineziny transportuji RNA obéma smery v blizkosti
mista ucinku
» Studovano na oocytech zab
Gagnon et al. (2013): Directional Transport Is Mediated by a Dynein-

Dependent Step in an RNA Localization Pathway, PLOS Biology
11(4): e1001551



Ukazka lokalizace regulacni RNA

VLE-MS2

rovhomerna exprese nerovhomerna exprese
B-globinu VLE RNA



Stredni filamenta



Stredni filamenta

> vlakna lanového charakteru o priméru 10-15 nm
» tvorena multimery fibrilarnich proteinu

» velikost a slozeni odliSna u ruznych typt bunék i
mezi stejnymi typy bunék u riznych organismu

% » pfFitomny v mistech, kde
bunka odolava tlaku
(axony nervovych bunek,
kozni bunky)
cytoplasmaticka sit’
obklopujici jadro

pod jadernou membranou
— zesileni jadra




Animace

Struktura strednich filament



file:///C:/Users/Milan/Documents/AAA Pracovni soubory 2011/Prednasky pro studenty/Obecná biologie/2011/Přednášky/04/Intermediate Filaments.wmv

Typy strednich filament

Deli se podle zakladni proteinovée podjednotky

1) Vismetin — pojivove tkané, svaly, fibroblasty a
epitely (cévy)

2) Desmin — svalové bunky
3) Neurofilamenta — axony neuronti
4) Gliové fibrilarni kyselé proteiny — gliové bunky

5) Keratiny (cytokeratiny) — epitely, 30 podtypu (vilasy,
peri, drapy, klize, strevni vystelka)



Stredni fillamenta a travicstvi




Keratin, cytoskelet a arsen |

» Keratin je nerozpustny ve vodé a ma
vlaknitou strukturu, jednotlivé monomery
mivaji delku 400-644 aminokyselin, ale vetvi
se do polymeru o velkych rozmérech.

» Konecny tvar molekuly - terciarni strukturu -
zajist'uji disulfidické mustky. Lidskée vlasy
obsahuiji priblizné 14% cysteinu.




Keratin, cytoskelet a arsen |

» Keratin je nerozpustny ve vodé a ma
vlaknitou strukturu, jednotlivé monomery
mivaji delku 400-644 aminokyselin, ale vetvi
se do polymeru o velkych rozmérech.

» Konecny tvar molekuly - terciarni strukturu -
zajist'uji disulfidické mustky. Lidskée vlasy
obsahuiji priblizné 14% cysteinu.




Keratin, cytoskelet a arsen |l

» Arsen As'' ma vysokou afinitu k atomim siry a vaze
se pevné k disulfidickym mustkum

\S—S/ \S S/

> \/
T As,0; AsS

» Arsen ve vlasech nebo nehtech muzeme nalézt i po
velmi dlouhé dobé



Dynamika arsenu ve viasech

» Oxid arsenity As,O; pri otrave cirkuluje v krvi a
uklada se ve vlasovem folikulu, odkud |e
,vychytavan“ vlasovym folikulem

» Jak se méni koncentrace As' v krvi, méni se i jeho
ukladani ve vlasech/nehtech

» Prumérna doba zivota vlasu ¢€ini 900 dni, tedy 2,5
roku; rychlost rastu vliasu je 1 cm/mésic

» Rentgenove fluorescencni analyza umoznuje rozlisit
méneé nez 1 mm

» Vyvoj otravy lze sledovat s presnosti na dny (kdy a
kolik jedu bylo podano)



Znate priklady
travicskych afer
Z historie?










centrosome
matrix

centrioles




Co je centrozom

organela zivo€isnych bunéek a bunék nizsich rostlin
vyskytuje se v blizkosti jadra
seskupeni mikrotubulu a asociovanych proteinu

YV YV V

Y

ucastni se separace chromozému pfi déleni jadra
podminuje orientaci chromozému a pohyb jejich
rozdélenych €asti k pélum déliciho vieténka

nm»
» PpfFi zrani vajecné bunky zanika iﬂ

» do zygoty je centrozém prenasen spermii

Y



Struktura centrozomu

» centriola - stfredove telisko
» centrosféra - husta bezstrukturni sit' kolem centrioly
» astrosféra - ridka vlakna cytoplazmy vybihajici

Z centrosfery

astrosféra

dvojice centriol

centrosféra




Detaily struktury centrozomu

Longitudinal section Microtubules Cross section Cent”0|y
CLONRROS ofcentriocle 9 gad trojic mikrotubul




Struktura centrioly

dvojice centriol

triplet
mikrotubult

V kazdé centriole je 9 mikrotubularnich tripletu



Centriola pri mitéze

centrozém
(centrioly)

viakna

mikrotubulu \
b
/ chromozémy
délici
vieténko

Dalsi informace na

http://www.nature.com/nrm/journal/v2/n9/slideshow/nrm0901 688a F1.html



Jsou centrioly nositeli informace?

http://www.osel.cz/8311-jsou-centrioly-nositelkami-
Informace.htmi

Puvodni ¢lanek

Balestra FR, von Tobel L, Gonczy P. Paternally
contributed centrioles exhibit exceptional persistence in
C. elegans embryos. Cell Research 24 April 2015. DOI:

10.1038/cr.2015.49






Bicik eukaryoticke bunky

Cilia and Flagella Structure

'~ Dynein
rms

Quter
Microtubule

Doublet Microtubule
- : (Axoneme)

Plasma 4
Membrane ——

N

£

/' 4/' Figure 1

Basal B(')dy (Kinetosome)

9 paru mikrotubulti (protein tubulin)

+ protein dynein



Pohybovy aparat prokaryot

Prokaryotic Cell Structure

Cytoplasm

Cytoplasmic
Membrane

Ribosomes

Figure 1

Mikrotubuly



Animace

Bakterialni bicik



file:///C:/Users/Milan/Documents/AAA Pracovni soubory 2011/Prednasky pro studenty/Obecná biologie/2011/Přednášky/04/14.6-bacterial_flagellum.mov

Maji prokaryota cytoskelet?

» cytoskelet byl povazovan za vysadu eukaryotickych
bunek

> ani elektronovym mikroskopem nebylo mozno nic
najit

LEDEN 2009

Salje et al. objevili filamenta bakterialniho cytoskeletu
odpovedna za segregaci DNA

Pouzili metodu kryo-elektronové mikroskopie



Primeé pozorovani svazku filament

u E. coli

in vitro ParM bundles

i

J. Salje et al., Science 323, 509 -512 (2009) Sciece
AAAS




Fotografie pruhlednych struktur

Fotografie pruhlednych struktur
transmisnim EM

pohled podél
podélné osy

J. Salje et al., Science 323, 509 -512 (2009) Sciece
AAAS




Detaily 1/2

detail filamenta Kryotomogram

J. Salje etal., Science 323, 509 -512 (2009) Sciece
_




Detaily 2/2

filamentum v in vitro kryotomogram intaktni

J. Salje et al., Science 323, 509 -512 (2009)




Filamenta v procesu segregace

plasmidove DNA

Description Schematic

ParM

. ParM
ovezsjgr&s)smn High-copy plasmid
(PBR322 replicon)

T7 promoter overexpression

High-copy | T oo foa o Ol
plasmid with | &7 PR @Rt paRd P pam
ParMRC system| High-copy plasmid (pBR322)
(PJSCT7) Native promoter
3 copies of ParMRC
Low-copy = “L»—
R1 derived & ParM ParR

plasmid with Low-copy plasmid
ParMRC system (R1 replicon)

(PKG491) Native promoter

) Low-copy R1 plasmid (pKG491)

Q& Lot ptomic Science

RAVAAAS




Filamenta lezi na periferii nukleoidu

nukleoid

J. Salje etal., Science 323,509 -512 (2009) Science




Model segregace plasmidove DNA

cytosol

nucleoid

» svazky filament ParM, ktereé zajist'uji rozchod plasmidu
lezi na periferii nukleoidu

> zde jsou molekuly plasmidu zachyceny a nasledné
rozdelovany do dcerinych bunéek

J. Salje etal., Science 323, 509 -512 (2009) Sciece
_ AAAS




Mikrotubuly prokaryot

— pili (fimbrie), flagela (biCiky)

pili u E. coli flagela u r. Salmonella



Rychlost pohybu organismu

Kdo je rychlejsi — makro nebo mikroorganismus?

Organismus Km/h Délek tela/s
Gepard 111
Clovék 37,5

Bakterie 0,00015




Kdyz Bdellovibrio napada
Pseudomonas phaseolicola

Bdellovibrio je 1-2 um dlouha bakterie, ktera
napada periplasmaticky prostor gram bakterii

Rychlost pruniku do bakterie je az 100 nasobkem
velikosti parazita

M Jestlize je velikost cloveka 1,8 m, jakou
/ ,‘f;‘ rychlosti by se takovy clovek pohyboval?
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