Kosterni svalstvo

Zakladni pojmy:

« Sarkoplazmatické retikulum — zadsobarna iontu vapniku

- depolarizace membrany = uvolnéni vapniku
v blizkosti kontraktilniho aparatu = vazba na
proteiny zajiSt'ujici kontrakci = zkraceni myofibril
— kontrakce
e Myofibrily — soubory tlustych a tenkych filament, kter¢
spolu interaguji a v dusledku konformacnich zmén se po
sob¢ posouvaji




SVAL

Svalové bunky vykonavaji praci svym stahem. U obratlovc(
se vyskytuji tfi druhy svalovych bunék.

Kosterni sval - ten pohybuje klouby
svym rychlym a mohutnym stahem.
KaZdy sval je svazkem svalovych viaken,
kazdé z nichz je ohromnou burikou

s mnoha jadry.

jadra
sval
burika
pFicné
§lacha pruhovaneho
svalu

Hladky sval - ten je pfitomen v zaZivacim traktu,
mocéovém méchyfi a v cévach. Je sloZen

ze Stihlych protahlych, nepruhovanych bunék,
kazda z nichZ obsahuje jediné jadro.

Srdecni sval - jeho rysy lezi mezi hladkym

a pficné pruhovanym svalem. Sousedici bunky
jsou spojeny elektrickymi spoji, které zaruéuji
synchronni praci svalu.
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Tluste filamenty

slozeny z myozinu

myozin je dimer 200kDa proteinu “Mhc” (myosinovy
tézky retézec)

dimer stabilizuji interakce s a-helikdlnimi doménami v C-
koncové Casti proteinu

N-koncova ¢ast proteinu Mhce ma globularni strukturu a
vaze dva druhy mensSich proteintt — myosinové lehké
fetézce “Mlc”

globularni hlavice mhc vaze ATP a je schopna ATP-
hydroldazové motorické aktivity — umoznéni pohybu podél
aktinového vlakna




Struktura molekuly

myosinu
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Tenké¢ filamenty

slozeny z podjednotek G-aktinu, které polymeruji do
podoby vzajemné se ovijejicich F-aktinovych filament
usporadany v charakteristické poloze vzhledem k tlustym
filamentiim

funk¢ni propojeni s tlustymi filamenty zajiStuyi
tropomyosin a troponiny

ukotveni a spravnou vzajemnou orientaci tlustych a
tenkych filament zajiSt'uji myomesin a a-aktinin
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Aktinova vlakna jsou tenka a pruzna

» kazdé aktinové vlakno predstavuje stoCeny
fetézec, sestavajici ze stejnych globularnich

molekul akti

e aktinova vlal
rozliSujeme |

nu

<na maji strukturni polaritu:
vlus- a minus-konce

svazku a siti

obvykle se aktinova vlakna sdruzuji do silné€jSich




Mechanismus polymerace aktinu a
tubulinu je obdobny

aktinova vlakna rostou pridavanim aktinovych
monomeru na obou koncich

vetsi rychlost rustu na plus-konci vlakna

kazdy volny monomer aktinu nese navazany ATP

hydrolyza ATP na ADP nastava kratce po
zapojeni monomeru do aktinového vldkna a
Zpusobi snizeni vazby mezi monomery

schopnost vlaken se rozkladat a skladat je nutna
pro mnoho funkci aktinovych vlaken (napf. pii
pohybu bunky)




Dusledky poskozeni aktinovych vlaken

Napf. toxiny neékterych hub:

 cytochalasiny znemoznuji polymeraci aktinu

 faloidin stabilizuje aktinova vlakna a znemoznuje
jejich depolymeraci

Dusledky pridani cytochalasinu/faloidinu bunkam:

» okamzité zmrazeni bunénych pohybu




Rada proteinu se vaze k aktinu a méni
jeho vlastnosti

Napfr. thymosin a profilin:

* vazou se k monomerum aktinu a tim jim zabranuji
vazat se na konce vlaken - udrzovani rezervy
monomeru - ucast v regulaci polymerace aktinu

Dalsi proteiny interaguji s vlakny a podileji se na
tvorbé jejich svazku a siti
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AKktin se podili na tvorbé bunéc¢ného
Kortexu

Bunécny kortex:

sit€¢ aktinovych vldken lokalizované ve vrstvé
cytoplazmy tésn€ pod plazmatickou membranou

zpevnuje povrch bunky a dodava mu mechanicku
odolnost

podil na zménach tvaru bun¢k a jejich pohybu




Pohyb bunky zavisi na aktinu

* mala ¢ast bun€k se pohybuje za pomoci rasinek a
biciku

 vétSina bunek se posunuje po povrchu podlozky:
koordinované zmény mnoha molekul v ruznych
zonach bunky:

a) bunka vysunuje vybézky na ,,pfedni stran¢*

b) vybézky prilnou k povrchu, po némz se burika
posunuje

c) zbytek bunky se tahem za toto ukotveni pritahne
dopredu

Aktin je potfebny pro vSechny tf1 procesy.




Vysunovani vybézku je pohanéno
polymerizaci aktinu

vedouci okraj vysouva tenka listovita lamelipodia
(obsahuji hustou sit” aktinovych vlaken)

mnoh¢ bunky vysouvaji tenke, pevné vybezky -
filopodia (obsahuji svazky 10-20 aktinovych
vlaken)

lamelipodia a filopodia jsou pruzkumné jednotky,
rychle se vysouvaji a zasouvaji, hledaji cilové
struktury

vznikaji rychlym rustem aktinovych vlaken pod
plazmatickou membranou
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Obracek 16-26, Aktinovd vidkna

v pohybujici se Zivodiiné bunce. (A)
Schematické zobrazeni fibroblastu

s plochymi lamelipodii a jemnymi filopodii,
je7 se na bunééném povichu nachize|i
Zejména v oblasti vedouciho okraje. (B)
Detail uspofidani aktinovych vidken ve
ttech riznych oblastech broblastu; Sipky
ukazuji k plus-koncim vidken, (C) Snimek
pofizeny fadkovacim elektronovim
mikroskopem ukazuje lamelipodia

a filopodia na vedoucim okraji lidského
libroblastu béhem jeho pohybu v bunééne
kuliufe.




Prilnuti bunék k substratu

Dotyk vybézku k pfihodnému substratu indukuje:

 adherenci integrind k molekulam matrix nebo k
povrchu jiné bunky

» zachyceni aktinovych vladken na vnitfni stran¢
plazm. membrany na integriny - vznika kotvici
system




Posun bunky

* vnitini kontrakce pritdhne zadni ¢ast bunky
* vyuziti opory kotviciho systému

* nutna koordinace ¢innosti aktinovych a
myosinovych vlaken




Vzajemné usporadani tlustych a tenkych filament

Z disc Actin Nebulin Myosin Titin
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Model posunujicich se vlaken
vysvétluje svalovy stah

[ sarkomera >
tlusté viadkno tenké vlakno
(myosin) (aktin)

Z-disk

Z-disk
UVOLNENI STAH
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Svalova bunka

dlouhé mnohojaderné vlakno

vznika fuzi jednojadernych myogennich bunék béhem
embryonalniho vyvoje

obklopena proteiny pribuznymi kolagenu — ukotveni do
bunécného cytoskeletonu

inervovana axony motorickych neuront




Kontrakce

Depolarizace plazmatick€ membrany = prostiednictvim membran a
tubultl T prenos depolarizace na membranu sarkoplazmatického
retikula = uvolnéni vapniku do myofibrilarnich prostor = ionty Ca**
se vazou na troponin C

Troponin C se v pravidelnych intervalech vaze prostfednictvim
troponinu T na tropomyosin

po vazbé Ca’" na troponin C = konformac¢ni zména troponinu I

troponin I za nepritomnosti Ca?* zabranuje interakcim aktinu
S myosinem

za pritomnosti Ca’" nastava interakce mezi hlavicemi Mhc a aktinem =
za soucasné hydrolyzy ATP dochazi k posunu tenkych filament podél
filament tlustych

relaxace nastava po uvoléni Ca** z troponinu C a jeho transportu zpét do
sarkoplazmatického retikula = opé&tna inhibice interakce aktin-myosin




Cyklus zmén, pomoci nichz
dochazi ke ,kraceni”

molekul myosinu
podel aktinoveho viakna an

HYDROLYZA

NAKLONENI

UPLATNENI
TAHU

PRIPOJENI
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(+HRonec

* myosinova hlavicka je bez navazaného nukleotidu pevné
spojena s aktinovym vlaknem v tzv, rigoroveé konfiguraci
(ptiCina rigor mortis)

e v aktivné pracujicim svalu je tato faze velmi kratka

e faze koncCi navazanim ATP




thuste
ryosinowd vidkno

o

LUWVOLNENI

* molekula ATP se vaze k velkému zarezu na ,,zadni* strané hlavicky
» zména v konformaci domén, které tvori aktin-vazajici misto

e snizeni afinity hlavicky vici aktinu, umoznéni pohybu podél vldkna




| HYDROLYZA

MNAKLOMENI

 hydrolyza ATP
e vznikajici ADP a Pi zustavaji vazany k proteinu

* hlaviCka se posunuje podél vlakna o ptiblizné 5 nm




» slaba vazba hlavicky myosinu k novému mistu na aktinovém vlakné
zpusobi uvolnéni anorganického fosfatu

* nasleduje pevné uchyceni hlavicky na aktinové vlakno

o silovy zabér: zména tvaru molekuly, kterou hlavicka myosinu
ziskava ptvodni konformaci

e béhem silového zabéru ztraci hlavicka navazany ADP




* myosinova hlavicka je opét v tésném spojeni s aktinovym
vlaknem, ale posunula se do nové polohy
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Kontrakci svalu spousti uvolnéni Ca** ze
sarkoplazmatického retikula

Myofibril

Plasma
membrane

Transvarse
tubule

Terminal
cisterna of
garcoplasmic
reticulum

Tubules of
= garcoplasmic
raticulum

1+]]

Exterior f-'” Plasma mambrana

Cytosol

membrana

Sarcoplasmic
raticulum
membrane .

Terminal
cistarna of

sarcoplasmic
reticulumm

Transverse tubule

":ﬂ:l i

T-tubule

voltage-sensing SR Ca®"
Ca’t channel channel protein
protain




Regulace myosinu fosforylaci

Active calmodulin/
| MLCK complex

Light chain

Inactive myosin Active myosin




Mechanismy regulace kontrakce a relaxace u

hladkého svalstva obratlovcu

A: regulace vapenatymi ionty

1. Ca?*/kalmodulin aktivuje MLCK

2. MLCK fosforyluje MLC v misté X

3. Fosforylovany MLC indukuje
kontrakci svalu

(@) ca**-calmodulin regulation
Myosin LC kinase
{poorly active)

ca?t + calmodulin =—> ca® . !
calmadubn
complax

Myosin LC kinase +

ATP Ca®" -calmodulin ADP
?ﬂ“{
Myosin LC Myosin LC-Py
<—— (inactive; cannot (active; can —>
bind to actin) bind to actin)

P Hy 0




Mechanismy regulace kontrakce a relaxace u
hladkého svalstva obratlovcu

B: regulace cAMP ) CAMP-madised reguation
Epinephring
. ’ Protein kinase + R B-Adrenergic
. Vazba adrenalinu k 3-adrenergnimu (inactive) ,EceptﬂrJ, |
rec§ptoru , g .NWP
. Aktivace c-AMP dependentni PK i -
. , Frotein kinase
. PKA fosforyluje MLCK v mistech A, B N\ (active
. Tato aprava MLCK zpuisobuje oslabeni
2+ :
vazby Ca*"/kalmodulinu Wyosin LG kinase  Myosin LC
. MLC neni fosforylovan O e =
. Uvolnéni svalu strongly) Ca-calmoduli

poorly)
Phosphatase

P, H0




Mechanismy regulace kontrakce a relaxace u

hladkého svalstva obratlovcu

C: regulace diacylglycerolem

1. Diacyglycerol aktivuje PKC

2. PKC fosforyluje MLCK v mistech C, D
a myosinovy lehky fetézec v misté Y.

3. Tyto apravy cilové molekuly inaktivuji

6. Uvolnéni svalu

(c) Diacylglycerol-mediated regulation

Myosin LC-Py
{inactive; inhibits
Myosin LC binding to actin)
caE s +
diacylglycerol
Protein kinase C \ ATE Protein kinase C e

inacti > :
(inactive) el {active) o

T

Myosin LC kinase Myasin LC kinase-PPg
(inactive; cannot bind
Ca**-calmodulin)

|

Relaxation




Mechanismy regulace kontrakce a relaxace u
hladkého svalstva obratlovcu

D: regulace kaldesmonem (6) Caldesmon regulation

!

Actin-tropomyosin
(active; can bind

1. Kaldesmon inhibuje interakce mezi
aktinem a myosinem Caldesmon

to myosin) Ca*'-calmodulin »
2. Vazbou Ca?*/kalmodulinu se kaldesmon caldesmon
inaktivuje
3. Interakce aktinu s myosinem Cat <10 tM  Ca > i070M
4. Kontrakce svalu
Actin-tropomyosin « Ca**-calmodulin

caldesmon
(inactive; cannot
bind to myosin)

|




Embrvonicka diferenciace kosterniho svalstva

 vlakna kosterniho svalstva — produkt fuze progenitorovych
myoblastu (proto obsahuji mnoho jader)

* myoblasty — Ize péstovat v kulture, kde je f1zi mozno
navodit umeéle

 diferenicace a proliferace fizena napt. TGF3 nebo FGF
 rustové faktory stimuluji proliferaci

 snizeni hladiny rustovych faktort indukuje zastaveni rustu
v (3,, fUz1 a diferenciaci

 diferenciace je doprovazena aktivaci transkripce souboru
genu kddujicich kontraktilni proteiny (aktin, myosin),
receptorové proteiny a proteiny iontovych kanalu b.
membrany (pro nervovou stimulaci svalu)




exprese svalové-specifickych gent nastava koordinované se
zaCatkem fuze myoblasti

geny kodujici kontraktilni proteiny (napf. t€zky fetézec myosinu,
aktin, receptor pro acetylcholin) maji ve svych promotorovych
oblastech typické regula¢ni elementy

svalové specifické regula¢ni elementy jsou relativné malé (60-120
pb), maji spolecné sekvence a funguji jako zesilovace transkripce
(enhancery)

koordinaci tranksripce genu pro kontraktilni proteiny zajiSt'uji
transkripCni faktory (proteiny MyoD1, Myd, myogenin, Myt a
MRF4)

pienosem cDNA kodujici MyoD do fibroblastl a indukci jeji
exprese 1ze navodit fuzi fibroblastl a jejich pfeménu na bunky
podobné burikdm svalovym (aktivace exprese endogennich gent
MyoD1, myf3, genu pro myogenin)




(a)

(k)

(c)

Diferenciace svalovych bunék

Transformed with promoter-enhanced MyoD-1 myogenin DNA

MyoD-1 or myogenin DNA

10T V2 cells ' 2 =3 -

 Growth
Transformed with normal MyD-1 DNA

Growth
MyD-1 DNA limitation

10T = cells L > Myogenic cells > >
Normal muscle cell development and differentiation

Differentiation

conditions
Myoblasts > Myogenic cells & = > > Muscle cells

T MyD-1 ™1 MyoD-1
and

myogenin




Struktura proteinu typu MyoD1

vyskyt u mnoha obratlovcu 1 bezobratlych

struktura zvana “helix-loop-helix™:
- oblast bazickych aminokyselin — vazba na DNA, transaktivace
- prvni o-helikalni doména
- smycka “loop” bez ndpadné sekundarni struktury

- druha o-helikalni doména — interakce s jinymi proteiny HLH
(napft. proteinem Id, E2)

vazou se na sekvenéni motiv CANNTG

zastavuji déleni myoblastu, indukuji diferenciaci pfi nedostatku
rustovych faktort




