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Program prednasky:

1. Cytoskelet
= medicinské aspekty — vyuziti v diagnostice

= medicinské aspekty — poruchy cytoskeletalnich
komponent a asociovanych protein(

= cytoskeletalni toxiny — praktické aplikace

2. Mezibunécné interakce a spoje
= medicinské aspekty — poruchy interakci a spojtl

3. Extracelularni matrix (ECM)
= medicinské aspekty — poruchy ECM
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CYTOSKELET:

medicinskeé aspekty (diagnostika, poruchy)
cytoskeletalni toxiny (aplikace)
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Funkce cytoskeletu

e morfologické / strukturalni

tvar bunek vcetné cytoplazmatickych protruzi,
odolnost vici vnéjsim mechanickym vliviim,
vnitrni organizace bunky

e pohybové

intracelularni transport, pohyb chromosom( v
anafazi, pohyb bunék po substratu, pohyb
buneék pomoci kinocilii, svalova kontrakce
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aktinova intermediarni
filamenta - AF filamenta - IF
(7 nm) (10 nm)

mikrotubuly - MT
(25 nm)
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MIKROTUBULY (MT)

e tubulin: iy

v MT heterodimer: a a B podjeawotky

y-tubulin (pouze v MTOC)

e MTOC = mikrotubuly organizujici centrum
(centrosom, bazalni téliska)
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Typy mikrotubularnich struktur
v_zivocisnych bunkach a jejich funkce:

e MTOC (mikrotubuly organizuijici centrum)

e sit’ cytoplazmatickych mikrotubul(
- intracelularni transport bunécnych struktur
- tvorba axonl a axonalni transport

o mitoticky aparat (délici vieténko)
- pohyb chromozom( pri mitdze / meidze

e kinocilie (biCiky, rasinky)
- pohyb bunék
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Asociované proteiny (s MT) a jejich poruchy:

Nemotorove AP:
e MAPs (MAP-1, MAP-2, ...)
e tau-proteiny

Motorovée AP:

e ATP-azova aktivita

e dyneiny (pohyb od + konce k — konci)
e kinesiny (pohyb od — konce k + konci)
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Tauopatie

e tau-protein kddovany genem MAPT (17921)
o ve fosforylované formé stabilizuje MT (axony)
e abnormalni depozity hyperfosforylovaného tau-
proteinu
— télo neuronu a dendrity (Alzheimerova
choroba)
— neurony i gliové bunky (ostatni tauopatie)
e Pick s Disease
Frontotemporal Dementia with Parkinsonism
Linked to Chromosome 17 (FTDP-17)
Kortikobazalni degenerace
Progressive supranuclear palsy (obrna/ochrnuti)
Alzheimerova choroba (AD)
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Mozné priciny tauopatii

Genetic factors Environmental
Tau mutations APP, PS1, PS2, factors

l mutations 2 l 2

Perturbation of 4R/3R ratio ;
Loss of Tau activity — Kinases
Gain of toxic function DeP-Tau i_. P-Tau

k Phosphatases
Tau dysfunction 4—/
}

Tau aggregation

!

MNeurodegeneration

Hyperphosphorylation

Tauists and Baptists United - Well Almost!
Science 293 ,1446-1447 , 2001
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Pick’s Disease
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Alzheimerova choroba
e jeden z typl starecké demence
e 7-10% nad 65 let, 40% nad 80 let

o ztrata paméti (nejprve kratkodoba), dezorientace
(prostorova, casova), halucinace, upoutani na
IGzko, smrt

o histologicka diagnostika post mortem:
senilni plaky (B-amyloid) - extracelularné

neurofibrilarni vreténka (forforylovany tau-protein)
— intracelularne

e komplexni onemocnéni (genetické predispozice,
vlivy prostredi - napr. hlinik, vek)
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Alzheimer's Brain Cells
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AKTINOVA FILAMENTA (AF)

e G-aktin (globularni) = F-aktin (fibrilarni)

o AF tenci, pruznéjsi, kratsi (ve srovnani s MT)

e celkova délka AF v bunce ~30x vétsi (ve srovnani
s MT)

Actin filament consisting
of multiple subunits

f'b‘“ e

Bi8120 Aplikovana bunécna biologie / 03 / 7.3.2012

15



Typy aktinovych struktur v zivocisnych bunkach

o sit’ aktinovych filament v cytoplazme
o membranovy skelet (buneécny kortex)
e stresova vlakna
o formovani cytoplazmatickych protruzi:
microvilli
lamellipodia, filopodia
e kontraktilni prstenec (ring)
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Funkce aktinovych filament

e intracelularni transport (sit’ cytoplazmatickych AF)

e lokomoce, fagocytdza (stresova vliakna, lamellipodia)

e interakce bunéek se substratem (fokalni adheze)

e zmény tvaru bunky, axonalni rdst (lamellipodia,
filopodia)

o cytokineze (kontraktilni ring)

e perforace vajicka pri fertilizaci (polymerace aktinu
v akrosomech)

o zvetSeni bunecneého povrchu
mikroklky (microvilli) - strevni epitel
svetloCivné vybezky - tyCinky sitnice
stereocilie - kochlearni epitel
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Nemotorové asociované proteiny:
- polymerace a prostoroveé usporadani AF

- nukleace: ARPs (actin related proteins)

- zajisténi poolu G-aktinu: thymosiny

- regulace délky AF: p-aktinin, Cap Z protein,

capping protein

- stimulace polymerace AF: profilin

- depolymerace AF: cofilin, ADF, depactin

- spojovani AF: filamin, ABP, gelactin, villin,
fimbrin, fascin, a-aktinin

- stépeni AF: gelsolin, brevin
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Motoroveé asociované proteiny:
- pohybové funkce AF

e Mmyosiny
> konvencni (typ II)
cytokineze, svalova kontrakce
> nekonvencni (typ I, IIT az XV)

= pohyb membranovych vezikll
v blizkosti plazmatické membrany

= tvorba vnitrni struktury protruzi
plazmatické membrany

e tropomyosin, troponin

Bi8120 Aplikovana bunécna biologie / 03 / 7.3.2012

20



Zmeny AF a AP jako priina onemocnéni E

Zmeény exprese isoforem aktinu o
e kardiomyocyty u pacientl se srdecnimi prihodami
(patologicka exprese a-skeletalniho aktinu)

Mutace v genech pro aktin i AP
e napr. nemaline myopatie
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INTERMEDIARNI FILAMENTA (IF)

e stavebni protein se liSi podle histogenetického
typu tkané — vyuziti v diagnostice

e fibrilarni molekula, vzdy IF-doména na N-konci
e funkce IF:

zvyseni mechanické odolnosti bunky,
determinace tvaru, Iokallzace organel
cytoskeletu ;

integrace
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Tridy intermediarnich filament

(I) a (IT) keratiny

e epitelialni bunky

o AP: filagrin, plectin, dermoplakin

(IIT) vimentin, desmin, GFAP, synemin,
peripherin

e pojivova tkan, svalové bunky, neuroglie

o AP: plectin, filensin, epinemin, paranemin

(IV) neurofilamenta, o-internexin

e neurony

o AP: plectin

(V) jaderné laminy

(VI) nestin

e neuronalni kmenovée bunky, nadorové
transformované bunky, endotelie
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Edition

Fifeh

vimentin / DNA
(fibroblasty)

cytokeratin / DNA
(epitelie)

R IAN FRESHNEY
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Rez jazykem krysy

cytokeratin / DNA cytokeratin / vimentin / DNA
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Alexandrova choroba (Alexander disease)
o fatalni neurodegenerativni onemocnéni
e dominantni mutace v genu pro GFAP

o tvorba tzv. Rosenthal fibers v mozkové tkani
(eosinofilni okrouhlé nebo protahlé struktury

produkované astrocyty)

3 ‘._'—'.\'
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Alexandrova choroba (Alexander disease)

e prehled dosud identifikovanych mutaci v genu
pro GFAP: N
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CYTOSKELETALNI TOXINY
e mistem zasahu MT nebo AF

e inhibitory polymerace nebo depolymerace
e prirodni latky (rostlinné alkaloidy, mykotoxiny)

Vinca rosea /
Catharanthus roseus

(barvinek rizovy)
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Mikrotubularni toxiny - inhibitory polymerace
e tzv. vinca-alkaloidy (Vinca major)
vinkristin, vinblastin, vinorelbin
e mechanismus:
tvorba parakrystalll z molekul tubulinu
o vyuziti:
chemoterapie - napr. Velban,
Navelbin
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Mikrotubularni toxiny - inhibitory polymerace
e colchicine (Colchicum autumnale), colcemide
e mechanismus:

vazba na molekuly tubulinu
e vyuziti:

cytogeneticka vysetreni - tzv. c-mitozy
polyploidizace u rostlin
écba atakt dny (pakostnice)

NDG 88013-001-05 i Colchicine "3

VISTION img/2mi
HARMA

COLCHICINE
Tablets, USP

1211412007 iﬂi

- “Prolect froim ight*

.6 mg (1/100 g
Rx Only
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Poruchy sité MT po plsobeni vinblastinu
o~tubulin / DNA

linie 3T3 linie MDCK
(mys - kozni vazivo) (pes - ledviny)
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Mikrotubularni toxiny - inhibitory depolymerace
o paclitaxel (7axus baccata), docetaxel N
e mechanismus:

stabilizace mikrotubuld
e vyuziti:

chemoterapie - Taxol, Taxotere

. Paclitaxel

Injection

(USP)
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Toxiny aktinovych filament - inhibitory polymerace
e cytochalasiny, latrunculin
e mechanismus:
vazba na barber end nebo na G-aktin
o vyuziti:
zakladni i aplikovany vyzkum

Lidsky kozni fibroblast
cytochalasin

F-aktin
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Toxiny aktinovych filament - inhibitory depolymerace

e phalloidin (Amanita phalloides), jasplakinolid
e mechanismus:
vazba na F-aktin, stabilizace filament

o vyuziti:
zakladni vyzkum (vizualizace aktinovych filament)

F-aktin:
phalloidin -
rhodamin
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MEZIBUNECNE INTERAKCE A SPOJE:

medicinské aspekty - poruchy interakci a spojll
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MEZIBUNECNE INTERAKCE

e principem selektivni exprese receptorli CAM
(cell adhesion molecules)

e interakce CAM: navzajem mezi bunkami (cell-cell)
s ECM (cell-matrix)

e vazba na cytoskelet uvnitr bunky (stabilizace)

e regulace zménou lokalizace (membrana vs. vezikly)

4 rodiny CAM: integriny
selektiny
ICAMs (imunoglobulin-like CAMs)
kadheriny
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Homophilic interactions

(E-cadherin)

Calcium-
binding
sites

Cadherins Ig-superfamily
CAMs (NCAM)

Heterophilic interactions

Integrins Selectins
(ovB3) (P-selectin)

—
A
it
i r “
--‘d'_d' -

-“Fibronectin

SugarsL

domain

Type llI

OCadherln O Ig domain O fibronectin o Lectin

repeat

Glycoprotein

domain
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Integriny

e hlavni komponenta interakci bunék s ECM

e dimery: o (18 typl) a B (8 typll) podjednotka
Funkce:

o fokalni adheze (vazba na AF)

e pohyb bunék v ECM (fibroblasty, leukocyty)
e interakce trombocytll, resp. gamet pri fertilizaci

Leukocyte Adhesion Deficiency (LAD)

e dedicna (AR) porucha tvorby CD18 (podjednotka
B2 integrinu)

e nedostatecna adheze leukocytll k endotelu cév —
imunodeficience, casté bakterialni infekce

e transplantace kostni drenée
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Leukocyte Adhesion Deficiency (LAD)

Canine Leukocyte Adhesion
Deficiency (CLAD)

e irsky setr

e mutacni analyza

e genetické testovani
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MEZIBUNECNE SPOJE A ADHEZE

Gap junctions = "kanalky" umoznujici 0prt‘ichod vody a

malych rozpustnych molekul = o priiméru 1,5 nm
e konexin (6 molekul) — konexon

Tight junctions = tésné spojeni sousednich bunék v

epitelu, obvykle v blizkosti apikalni strany
e claudin, occludin, tricellulin, JAMs

two connexons in
register forming

open channel between
adjacent cells

channel
1.5 nmin

o) diameter

tight-junction proteins

> connexon

composed of
six subunits
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Hypomagnesemie (dediCna varianta)
e mutace v genu kodujicim claudin 16 (3g27)

e porucha transportu horciku

e hladina Mg%* v séru regulovana ledvinami
(reabsorbce v proximalnim tubulu)
e nizka hladina Mg?* v krvi — krece

e identifikovano 15 rliznych mutaci CLDN16

—— | Lumen| Intersiiiu m
Four types of TJ proteins

» occludin 4span 5\ CASR

» tricellulin 4span -
» claudins (-1 to -24) 4span 8 mv -
lular | > JAM (-A to -C) ispan| *°M
»
CLDN16
, : _‘ﬂl i 'I'igh‘li]u;lctlon '"'"';.':' """""""""""""
. ’:IV Er Compx . 4 [~ Tight junction
§ teehe K* «—(ROMK =
. : K* e
. bitil o= 2 b o — Y 4N
i 1' g-‘ﬂf% ~N /7 3\--5" —{nceT — 20 O
olat iy 3 e = = ——~—)-I Na*
g P o -~
o RT . e - w
= CIL»dln & | | |

uuuuuuuuuu
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Adherentni spoje

e vazba na aktinova filamenta (AF) — propojeni AF v
sousednich bunkach prostrednictvim CAMs

e kadherin — a-katenin — B-katenin — AF
 mista lokalizace: cytoplazmaticke plaky (vnitrni

strana plazmatické membrany)

Vinculin  VASP
B-_Catenm E-cadherin “““”*‘f’“zﬂ‘* .
a-Catenin I | Yl m SRR
e WA - . QWA = - = Ny p
F-actin QA OO OO0 A A IR (G
psas gl et OO, S OOOOHTR .
S i A R a-Actinin
Z01 .
o N p120-catenin
TR "
Cytosol Extracellular Cytosol
Cell 1 Plasma Shace Plasma Cell 2
membrane membrane

aktin / Bkatenin
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Desmosomy

e vazba na intermediarni filamenta (IF) — propojeni IF
v sousednich bunkach prostrednitvim CAMs

o kadheriny (desmoglein, desmocollin) — plakoglobin,
plakofilin — desmoplakin — IF

 mista lokalizace: cytoplazmaticke plaky (vnitrni
strana plazmaticke membrany)

cadherin family proteins cytoplasmic b N, -
ve Jaau ¢ Bad P4 T
plagque made o o - AR R7 v o F v
intracellular 25 Q‘r % P 1240 1 ;
anchor proteins  desmoglein desmocollin % g

EXTRA-
CELLULAR
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Pemphigus vulgaris

o autoimunitni kozni choroba

e syntéza protilatek proti desmogleinu 1 a 3

e poruchy adhezivnich vlastnosti epitelii — tvorba
puchyru

e |écba kortikoidy

Bi8120 Aplikovana bunécna biologie / 03 / 7.3.2012

49



INTERAKCE MEZI BUNKAMI A SUBSTRATEM / ECM

Hemidesmosomy = pripojeni IF k ECM prostrednictvim
CAMs

Fokalni adheze = pripojeni AF k ECM prostrednictvim
CAMs

ntermediate filameant

intracellular
attachment plaque

anchoring

Bi8120 Aplikovana bunécna biologie / 03 / 7.3.2012

50



Muskularni dystrofie
e genetické poruchy interakci mezi aktinem a ECM
e Duchenova, Beckerova
e mutace v genu pro dystrofin
(interakce aktin — dystroglykan)

Agrin  Neurexin Perlecan

Larninin

Y _f/‘\ -
~-Basal Iaminai Ej& \-_h E

l\J‘ - i 'E

o.pB-Dystroglycan @ /

I‘i — O-linked sugar
~— N-linked sugar

dystrofin / DAPI
(normalni exprese)
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svalova vlakna
pojivova tkan
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EXTRACELULARNI MATRIX (ECM):

medicinské aspekty - poruchy ECM
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Extracelularni matrix (ECM)

e odlisné usporadani a vlastnosti v zavislosti na typu
tkane

e pojivove tkané (kosti, Slachy, chrupavky, sklivec):
prevaha ECM (nutnost mechanickeé pevnosti)

e svaly, epitely:

minimum ECM (mechanickou oporu zajist'uje
cytoskelet)

Funkce ECM:

1. Mechanicka opora

2. Specifické funkce tkani (vazba signalnich molekul)
3. Regulace embryogeneze
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Slozeni ECM

e  bunky prislusné tkané produkuji slozky ECM intracelularne
a vylucuji je exocytozou:

1. kolagen - zakladni strukturni komponenta (zajisténi
pevnosti v tahu)

2. elastin + fibrilin - komponenty elastickych vlaken
(zajisténi pruznosti)

3. proteoglykany - vyplnova komponenta (zabrana
stlacovani)

4. hyaluronany

5. adhezivni glykoproteiny

e rlzné typy ECM v rliznych tkanich (izoformy, regulace
genove exprese)
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Poruchy syntézy kolagenu

e osteogenesis imperfecta
defekt syntézy kolagenu I (bodova mutace, AD)
abnormality kosti, Casté fraktury

o epidermolysis bollusa
defekt syntézy kolagenu VII nebo keratind (IF)
extrémneé krehka pokozka (puchyre, traumata)
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Jak pomoci Dékujeme

MESICNI NAKLADY PRO DETI S EB:
6 000-20 000KE osetfovaci material, 2 SO0 KE spedalni vyZiva, k nehradi pojistovny.
f i Odeslete darcovskouDMSvetvaru DIVIS DEBRA
L7, natelefonniéislo 87 777

CRobi 27 K www.debra.cz
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aDMSje 30KE Debf

) DebRA.CR

Vitejte na strankach DebRA CR,

ob&anskeé sdruZeni, které zapojuje lidi s vzacnou vrozenou vadou kiZe epidermplysis bullosa do aktivniho a
plnohodnotného Zivota.

Pomahame Idem s EB a jejich rodinam prozit co nepice a trpét pi tom co nejmené!

Patronka DebRA CR Jitka Cvanéarova
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mnou a DEBROU, ktera je obrovskou podporou a nadéji pro nemocné a jejich rodiny. Nejen,
Ze si hned ziskali mé srdce, ale jsou pro mne v mnohém velmi inspirativni.”

foto: Marie Votavova
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pro DebftA CR

Media o projektu

-

-

youtube.com
youtube.com
tyden.cz
bleskove.cz
revue.idnes.c

M

ceskydomov.c
blesk.cz

M
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Poruchy elastickych viaken

e Marfanllv syndrom
AD mutace v genu pro fibrillin 1
postizeni kostry, CVS, klze, oCi

e cutis laxa
AD mutace v genu pro elastin
nedostatecna pruznost tkani
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NOVINKA PRO KRASU

TABLETY KOLAGEN FORTE )
+ KYSELIMA HYALURONOWA

-
0
o
a
@
el
o

“50, HOW DID THE COLLAGEN _
TREATMENT GO, DE AR? " Prirodni objev polské kosmet

HYDRATUJE PLET
VYHLAZUIE VRASKY

SRSl ZPEVIIUJE POKOZKU
S VNITRNI VYZIVA POKOZKY

ZLEPSUJE KVALITU NEHTO A vLasO

ikoy!
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