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6. Cytoskelet

» Objev aktomyosinu
» Rostlinny cytoskelet a jeho funkce cytoskeletu
» Aktin
» Biochemie aktinu
» Caso-prostorova lokalizace aktinu v rostlinnych bufikach
» Rozmanité funkce proteint vazajicich aktin (ABP)
» Cytoskeletalni motorické proteiny
» Rostliné myosiny
» Pohyby zprostredkované aktinem a myosinem
» Objev mikrotubull
» Struktura mikrotubull

» Dynamicka nestabilita mikrotubuld

» Caso-prostorova lokalizace mikrotubull

» Charakterizace motorickych protein( asociovanych s mikrotubuly (MAP'[‘Jrot
» Pohyby zprostredkované tubulinem

» Mikrotubuly a tvar bunky



Pohyb je jednou z nejsnaze
rozlisitelnych charakteristik zivota

améboidni pohyb prvoki

pohyb v rostlinach napr.
cytoplazmatické proudéni

Engelhardt a Ljubimowa (1939) pri studiu svalu zjistili, ze myosin,
»strukturalni“ protein, je také enzymem schopnym hydrolyzovat ATP

Schopnost myosinu preménovat chemickou energii ATP na mechanickou praci.

Szent-Gyorgyi (1940s) zopakoval praci ,,starych mistra“, vysrazel vlakna
myosinu, polozil na sklicko a sledoval je pod mikroskopem. Pak pridal na
sklicko ATP a ona se stahla (contracted)!

Proteinovy kontaminant (zbytek zbytk( po extrakci myosinu) aktivuje
ATPazovou aktivitu myosinu asi 10x, Bruno Straub nazval tento protein
aktin, protoze zpusobil, Ze se myosin dostal do akce.

Hanson a Huxley (1953) naznacili, ze kontraktilni proteiny aktomyos'
vibec kontraktilni, ale klouzou kolem sebe, kdyz zpUsobily zkraceni



Dynamicka, 3D sit’ vlaknitych proteind
Poskytuje nejen strukturu ale i pohyblivost a usnadnuje tok informaci

Sit’ zajistuje prostorovou organizaci organel, slouzi jako leseni pro jejich pohyb, |
hraje roli pri déleni bunék, ukladani bunécnych stén, tvaru a diferenciaci bunek.

Sklada se ze 2 makromolekularnich celkd: mikrotubuly (A) a mikrofilamenta(B\
(intermediate filaments, napr. keratin pouze v zivocisnych bunkach!)

Mikrotubuly ~ duté valce (25 nm) (A)  Lattice
seam
slozené z tubulinu (heterodimer a- a B- :
tubulin) usporadané do sloupct zvanych =

protofilamenta.

Mnohem tuzsi nez aktinova vlakna. Tabulin

subunits

Mikrofilamenta ~ Sroubovicové polymery (o and )

z monomerniho globularniho aktinu (G-
aktin), ktery polymerizuje za vzniku ()~ Protofilament
retézcl (7nm) (filamentni F-aktin).

Flexibilni, tvori linearni svazky (bundles), el e Lg e
2D sité a 3D gely.




Aktin, tubulin a jejich polymery jsou v neustaléem

» Tubulinové a aktinové podjednotky existuji jako zasoba volnych proteint v

dynamické rovnovaze s jejich polymery.

» Mikrotubuly i mikrofilamenta jsou polarizované, to znamena, ze oba konce
jsou odlisné: pomaleji rostouci je minus konec; aktivnejsi konec je plus kone

\.
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» Kazdy z monomerl obsahuje navazany nukleotid:

» ATP nebo ADP v pripadé aktinu
» GTP nebo GDP v pripadé tubulinu.

» Polocasy mikrotubul a mikrofilament se pocitaji

v minutach a jsou uréeny pomocnymi proteiny:
» actin-binding proteins (ABPs)
» microtubule-associated proteins (MAPs).

» ABP a MAP plni rGzné funkce, reguluji dynamiku

Cyklus polymerace a depolymerizace je dulezity pro zivot.
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Zakladni funkce cytoskeletu

» Ukotveni (anchorage)

» organel a
makromolekularnich
komplexu, napfr.
ribozomu

» Pohyb (motility)

» intracelularni pohyb
bunécnych komponentu

» Polarita (polarity)

» dana polaritou vlaken,

informacni obsah, napr.

tip growth

Anchor
proteins

Organelle Polysome
= Cytoskeletal
fiber

Plasma

— membrane
Cell wall

A Anchorage

Cargo

ﬁ
Motor protein

B Motility Cytoskeletal fiber

Delivery

Assembly Movement

C Polarity




Aktin

» U eukaryot je mimoradné dobre konzervovany (90% identita aa sekvenci)“'

» Kazda aktinova podjednotka (G-aktin) je 375-aminokyselinovy polypeptld
nesouci tésné asociovanou molekulu ATP nebo ADP. |

actin molecule

» Aktin je jednim
nejrozsirenéjsic
proteint na sve
(druhy s RUBIS

minus end

Ly T

(A) B

» Aktinové podjednotky jsou asymetrické a
sestavuji se head-to-tail, aby vytvorily
flexibilni, polarni vlakna.

F-actin (closed)
polymerized trimer




Polymerace aktinu je doprovazena hydrolyzou koncoveho fosfatu
navazanéeho ATP (Uvolnéna energie neni nutna pro polymeraci!)
Aktinova mikrofilamenta se mohou tvorit a rdst in vitro.

Po vytvoreni nukleacniho mista nebo rimeru (pomaly krok) probiha polymerace
rychle z primeru pridanim monomeru. Rychlost polymerace aktinu zavisi na
koncentraci monomeru a rychlostni konstanté (dana difizi monomerq)

Kinetika polymerace aktinu bez ABP (aktin-vazebnych proteint)

F-actin microfilament

G-actin
ATP form Nucleation Elongation
( ) 9 (+) end (steady state) () end
0©
A G-actin
= (ADP form)
s e
=
c
35 e
A2 Nucleation Elongation Steady state

Time

Cytochalasiny, houbové metabolity, vazi se na + konec filament, bra
(podobné Ucinky toxin latrunculin). Faloidin, toxin produkovany Am
stabilizuje aktinova filamenta, takze nemohou depolymerizovat. 4



Aktinovy cytoskelet je velice dynamicka struktura

Jedinecné usporadani v kazdé bunce, ale podobné ve
vsech béhem bunécného cyklu, napr.

ve fragmoplastu béhem tvorby bunécné desticky

Kdyz se bunky prestanou délit a zacnou se prodluzovat,
aktinova vlakna jsou typicky podélné orientovana

Usporadani aktinového cytoskeletu v epidermalnich
bunkach koreluje se schopnosti bunék prodluzovat se

Vizualizace: imunoznaceni (immunolabeling),
fluorescencni rhodamin-faloidin (Amanitatoxin), ktery se
specificky vaze na filamentni aktin (cb. obr.

(actin/bindi
protein-GFP
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Rozmanité funkce proteint vazajicich aktin

B ol . Capping (end-bléeking)
» Motorové protei ny ( myos in) Side-binding protein protein

Regulace rovnovahy mezi G- a F-aktinem /
(profiliny, udrzuji zasobu snadno \

dostupného ATP-nabitého aktinu v bunce).

Cross-linking Cross-linking

> MikrOﬁlamenta V§ak mOhOU byt {(bundle-forming) {mesh-forming)
stabilizovana zesitovanim do svazku "
spojenim s proteiny (villin a fimbrin).

» Vétveni filamentu (pod urcitym Ghlem) na
spojich tvorenych nukleatorem (Arp2/3).

Nucleating protein Severing protein

» Strihani aktinového vlakna na kousky;, /
(aktinovy depolymerizacni faktor (ADF). %::
®

» Tvorba mikrofilamentU (formin a fimbrin)

Creation of single and bundled actin microfilaments by formin and fimbrin
Formin
O (+) end m Vs B Fimbrin
['D) _ .
Gaitin F-actin
Actin cable or bundle




Rostliny maji dva typy motorli: myosiny a kinesiny

Myosiny (v rostlinach myosiny VIII a XI) jsou ABP reverzibilné se vazajici
na mikrofilamenta, obecné se pohybuji smérem k plusovému konci

Kinesiny jsou MAP vazajici mikrotubuly, pohybuji se v obou smérech

Oba motory maji oddélenou doménu hlavy, krku a ocasu

Plus

Minus Actin filament Plus




Stavba rostlinnych myosinu

>

Myosiny jsou APB, schopny
generovat silu podél
aktinovych vlaken v
dusledku své schopnosti
hydrolyzovat ATP (mechano-
chemicke transduktorové
proteiny).

Jednotliva molekula
myosinu je polarni vlaknita
struktura.

Rostlinné myosiny jsou
dimery slozene z
monomeru:

» S hlavovou doménou
(motor) vazajici aktin,
hydrolyzujici ATP

» pripojenou ke krku (paka)

» a ocasni doménou vazajici
naklad, napr. organely
nebo vezikuly.

(A) Unfolded sequence of domains in myosin Xl

Tail
r - A
Coiled-
Head Neck coil Cargo
| I | |
1 500 1000 1500

Number of amino acids

(B) Folded dimer configuration of myosin Xl

Coiled-coil
rod domain

Globular
cargo domain

Globular head
motor domain




Rostliné myosiny - Vill a XIi

V kazdé eukaryotické bunce koexistuji desitky riznych

. 4 Voo VeV 7 v s . . . V2 v : (
» V rostlinnych a zivocisnych bunkach existuje nejmene =¥

rGzné formy se specializuji na vytvareni nebo udrzova#zs

a danym smérem.

» Rostliny maji pFevazné myosin VIIl and XI sméfujici k pliss

» Myosin VIII byl lokalizovan e myosin  overall
. 1 ;v type  structure
na plazmaticke membrane,
v plasmodesmatech, v endozomech
a ve vznikajici bunécné desticce.

| [ _ssed)

» Myosin Xl byl lokalizovan v
mitochondriich, plastidech a ER
(hybna silu k prodlouzeni ER tubult).

» Knockout mutanti naznacuji, ze
myosin X| je zapojen do motility
GA, peroxisomu, mitochondrii,
plastid( a jadra.

I|IW

1000 amino acids




Myosinem rizeny pohyb organel

» Myosin vyuziva energii ziskanou z opakovanych cyklu hydrolyzy
k pohybu podél aktinového vlakna.

(C) Movement of cargo and powerstroke of myosin Xl

Vesicle/cargo

Tail domain
receptor

Actin filament

» Ocas se vaze na organelu prostrednictvim své cargo domény a receptorového kompl‘éxu

» Dvé hlavy maji ATPazovou a motorickou aktivitu tak, Ze zmeéna v konfiguraci kréni ob
,chzi“ podél aktinového vlakna béhem néjz je ATP hydrolyzovan na ADP-a anorgani

» Naklad se pri kazdém kroku posune o 25 nm. |
»  Po uvolnéni Pi se dimer ,resetuje“ do stavu pred zapnutim napajeni.



Cytoplazmatické proudéni (streaming)
Aktin a myosin puUsobi spolecné s cytoplazmou a vytvareji tohoto pohybu.

lépe nazyvané rizeny pohyb organel, protoze organely se mohou pohybovat v
opacnych smérech, ukotvovat se k sobé navzajem, k cytoskeletu nebo PM

Organely (mitochondrie, peroxisomy, GA) jsou v rostlinnych bunkach extréemné
dynamickeé. Tyto castice (cca 1 um) se pohybuji rychlosti 1-10 pm/s!

vyskytuje se témeér ve vsech rostlinnych bunkach, usnadnuje transport

mnohem rychlejsi nez difuze; mira a organizace souvisi
s velikosti bunky

Nejpomalejsi v malych bunkach, se zvetsuji se velikosti se
rychlost pohybu zvysuje.

Bunky stredni velikosti s transvakuolarnimi retézci maji
rychlejsi proudéni obéhu

Vysoce organizovaneé a rychlé streamovani fontany, napr.
pylové lacky.

Cytoplazmatické proudéni je ovlivnéno rostlinnymi
hormony, elektrinou, gravitaci; pouziva se jako
indikator zwotaschopnostl bunék.

Hnaci sila vyplyva z premény chemicke energie i
na mechanickou energii aktomyosinem a odpor |
proti proudéni zavisi na viskozité cytoplazmy.




Pohyby chloroplastu

svétlem stimulované reakce v rostlinnych bunkach (agregace, akumulace a
uhybani se), pravdépodobné za Ucelem optimalizace fotosyntézy

-

Epidermal cells of Valli
gigantea kept under lo
intensity light (the chlo
are along the periclinal
left) and in which the
chloroplasts have been i
to move to the anticlinal

Reorientace bunécéné desticky

Sekrece vezikul zapojenych do ristu
$picky a rastu indukovaného auxinem

Plazmodesmatalni transport (napr.
krcni zuzeni plazmodesmat)

Reakce na poranéni (ochrana pred
patogeny)

Kontraktilni vakuoly

Polymerizace aktinu




Popisna analyza umisténi a struktury mikrofilamentu

Demonstrace, ze antagonisté aktinu (inhibitory) inhibuji pozorovanou
odpoved’

Prokazani, ze motilita je narusena in vivo za nepermisivnich podminek u
podminénych mutantu aktinu nebo myosinu (RNAi, Crisper/Cas 9)

Otestovani vlastnosti systému v bunécném modelu
|zolace proteinu zapojenych do procesu

Rekonstituce funkcniho systému







Objev mikrotubulu

» Bicikovité struktury eukaryotickych bunék:

» Trasinky (cilia) a bi¢iky (typicky delsi).

» Zavedeni ultramikrotomu umoznilo Fawcettovi a Porterovi
(1954) rozriznout je pricné a odhalit strukturu odliSnou od
struktury svalu,

» vyzaduji ATP pro pohyb, stejné jako svaly!
» Bicikovy pohyb symetricky hadovity pohyb.

» Ciliarni pohyb je rozsireny u jednobunécnych rostlin, hub a
zivocichd, vyskytuje se také u mnohobunécnych organismu,
i kdyZ je omezen na specializované bunky; napr. spermie
nékterych mechu, kapradin, cykasl a ginkga.

Mikrotubul se sklada
protofilament.

» Gibbons (1963) vyizoloval (ze spermatu) protein s
ATPazovou aktivitou, nazval jej dynein, z rectiny pro
,Silovy protein“ (motoricky protein).

» Ledbetter a Porter (1964) se domnivali, ze mikrotubuly by
se mohly podilet na regulaci tvaru bunék a byly zapojeny
do intracelularni motility.




Struktura mikrotubulu

» Mikrotubuly jsou duté valce z tubulinu.

» Tubulin je 110-kDa heterodimer, ktery se
sklada ze dvou globularnich podjednotek a.-
tubulinu a B-tubulinu (kodovanych dvéma
genovymi rodinami).

» Kazda podjednotka je spojena s jednim GTP.

» Tubulinové dimery jsou usporadany ve specifické
orientaci tvorici protofilamenta, ta tvori duty
valec

» Mikrotubuly jsou polarni struktury (dva ruzné
konce)

» Kolchicin jed z podzimniho krokusu (Colchicum
autumnale), inhibuje mitdzu

» protein vazajici se na kolchicin izolovany v roce
1960 byl nazvan tubulin.

» rostlinny tubulin je depolymerizovan
milimolarnimi koncentracemi kolchicinu, je také
velmi citlivy na herbicid oryzalin (na rozdil od
zivoc¢isného tubulinu).

gﬁ

tubulin heterodimer
(= microtubule subunit)

protofilament




Mikrotubuly v pritomnosti GTP vykazuji treadmilling

»  Pri kritické koncentraci dochazi k polymeraci tubulinu na +konci stejnou rychlosti, jako k
depolymeraci na -konci, a zatimco jsou tubulinové dimery translokovany podél mikrotubulu
z kladného konce na zaporny konec, nedochazi k zadné cisté zméné délka mikrotubulu.

» Stejné jako rdst aktinovych vlaken i rist mikrotubulll vykazuje lag fazi (je potreba primeru).
» Nukleace in vivo mize vyzadovat treti formu tubulinu znamou jako y-tubulin.

» Je zajimavé, ze zatimco GTP je nezbytny pro polymeraci, hydrolyza GTP neni!

(D) Interaction with MAPs, katanin,
and MOR1 generates treadmilling %% ¥ @
MOR1 stabilizes ¢ Q /
and inhibits é TT
Catasironhe Treadmilling: o
% 8 p (+) end polymerization
¢ 8 96 &
MOR1 moves /
O (+) end with growing
microtubule
—_— —_— >
Same region

Katanin cuts at
microtubule-
microtubule /

junction




Dynamicka nestabilita mikrotubulu

» Pokud se mikrotubuly sestavi z ¢istého tubulinu, mizeme vidét, jak se
mikrotubuly rychle zmensuji a rostou, zdanlivé nahodnym zplsobem.

» Zda se, zZe rostouci + konec prepina mezi témito dvéma stavy.

(A) Rapid polymerization (B) GTP cap diminishes (Q) Rapid-shrinking catastrophe
When GTP cap is gone, dimers on (+) end
Sheetlike (+) end curls into bend outward and individual protofilaments
a tubule as the GTP is hydrolyzed separate, curl, and rapidly depolymerize

GTP hydrolysis
rate “catches up”
to polymerization

GTP cap on
rapidly

growing

! GTP-p-tubulin
microtubule

GDP-p-tubulin

Lattice seam

y-tubulin

y-tubulin
accessory
protein

(-) end stabilized




U bunék vyssich rostlin se mikrotubuly vyskytuji v kortikalni cytoplazmé
a maji pricnou orientaci vzhledem k dlouhé ose bunky.

Orientace se méni pri diferenciaci a rdstu bunék.

In vivo mikrotubuly vzdy pochazeji z oblasti znamych jako centra
organizujici mikrotubuly (microtubule-organizing center, MTOC).

V rostlinnych bunkach obsahuji y-tubulin.
Samotné MTOC jsou dynamické a pohybuji se po celé bunce

Typicky jsou + konce mikrotubul( distalni k MTOC a - konce jsou zabudovany
do MTOC (nebo centrozomd)

-

tasmanica regrowing from MTOCs following g
5 the removal of oryzalin. Bar, 20 um. —_—

MTOC lze identifikovat depolymerizaci mikrotubul( rdznymi ¢inidly depolymerUJi‘c'
mikrotubuly a po odstranéni ¢inidla sledovat, kde se mikrotubuly 4eformuji.



leading head

lagging \ _ coiled-coil
head 7

Kinesin je mechanochemicky enzym, ktery preménuje mﬂ
chemickou energii ATP na energii mechanickou. -4

© ®
Velky podlouhly protein, kde kazdy monomer obsahuje

hlaVU krk a 0cas microtubule surface I
’

Kinesin transportuje vezikuly z -konce na +konec
(rychlosti 0,5 um/s). N
Dynein je polymerni vysokomolekularni protein. '

Slozen z 1 az 3 tézkych retézcu (které zahrnuji
motorickou doménu) a rizného poctu lehkych retézcu.

Dynein vyvolava pohyb vezikul z +konce na -konc __ ATP

Arabidopsis postrada geny pro tézky retézec dyneinu, = A\
ma jen pro lehkeé!! ar i

Pohyb dyneinu a kinesinu podél mikrotubulu se déje
podobnym zpusobem jako myosin klouze podél l
aktinoveho mikrovlakna.

Znazornen pohyb kinesinu-1 po povrchu mikrotubulu. ATP IS &ADP



Role mikrotubult v pohybu chromozomi béhem
mitozy.
Tésné pred profazi, na konci G2, se u vétsiny rostlinnych
bunék tvori unikatni usporadani mikrotubuld znamé jako
preprofdzni pds (preprophase band).
Jeho poloha predpovida misto tvorby bunécné desticky.

Po jaderném déleni skupina mikrotubul( znamych jako
fragmoplast organizuje vyvijejici se bunécnou desticku.

Nuklearni migrace je predpokladem pro asymetrické
bunécné déleni a v mnoha rostlinnych bunkach jsou
mikrotubuly spojeny s migrujicim jadrem.

Mikrotubuly se podileji na pohybu organel
v bunce; napr. GA

]

. |
’

Aktin a myosin jsou typicky zodpovédné za _,

cytoplazmatické proudéni. < a5 2

Polymerizace/depolymerizace mikrotubult mize R & -} &t !

také poskytnout hybnou silu pro cytoplazmaticky pohyb. & éross-ﬂdgeg (arrox;«-heads;),.
< clathrin-e8ated vesicles,




Mikrotubuly jsou orientovany paralelné s celulozovymi mikrofibrily a
pravdépodobné ridi orientaci ukladani celulozovych mikrofibril

Cinidla nebo stimuly (napF. svétlo, gravitace, hormony), které inhibuji/ovlivi
polymeraci nebo organizaci mikrotubulll, ovliviuji i orientaci celulézovych mi

2 4

.

8 10
Position (um)

12

14

16

Predpoklada se, Ze orientace celulézovych mikrofibril reguluje

smer bunecneho rustu

nahodné usporadané mikrofibrily v kulovité bunce oproti
bunkam s pricné orientovanymi mikrofibrilami, ktere se
prodluzuji ve sméru kolmém k dlouhé ose mikrofibril a daji
vzniknout cylindrickym bunkam

Napr. apikalni meristémy

JAK?! Zda se, ze kompl
syntetizujici celulozu (
jezdi po mikrotubulech
mikrotubuly vytvareji
kanalky, kterymi se tyto
komplexy pohybuji.

Jakmile celuloza zac
polymerovat, pokrac
ve stejném smeru, Ci
se stava nezavislou
orientaci mikrotubul



—— Microtubule
Cellulose

Stomatalni bunky maji velmi
charakteristickou morfologii
bunécné stény:
celulozové mikrofibrily jsou
usporadany radialné kolem bunky
(radidlni micelace) dulezité pro
spravnou funkci praduchu.

Mikrotubuly jsou paralelni s
celulozovymi mikrofibrilami a oba
jsou usporadany radialné.

Cytoskeleton je podili na tvorbe
komplexnich tvara bunek

l‘o—d







Intermediate filaments

>

>

Motilita na bazi centrinu

>
>

Tato vlakna maji pramér priblizné 10 nm a jsou tedy mezi aktinovymi
mikrovlakny (5 nm) a mikrotubuly (24 nm).

Beven a kol. (1991) naznacuji, ze v rostlinach muze intermediarni
filamentovy protein lamin tvorit sit 10 nm filamentu, ktera se nachazi
uvnitr vnitrni membrany jaderného obalu, jako je tomu v zivocisnyc
bunkach.

» Laminy se podileji na regulaci velikosti a tvaru jadra, organizaci
chromatinu, umistovani komplexu jadernych poru a jsou soucasti'
linkeru mezi nukleoskeletem a cytoskeletem.

Avsak zatimco vyssi rostliny obsahuji proteiny, které mohou mit analog
funkce jako laminy, chybi jim homologni sekvence DNA pro laminy.

Nékteré pohyblivé proteiny jsou ve skutecnosti samotné kontraktilni j

Centrin je soucasti MTOC nebo pericentriolarniho materialu u ras
savcu a vyssich rostlin:

» napr. v pohyblivych rostlinnych spermiich



Mechanismus pohybu svalu

The sliding filament model:
model s posuvnym vlaknem:

Pasmo A (coz znamena anizotropni) a
dvé nedvojlomné oblasti mezi pasy Z
a pasmem A byly pojmenovany pasy |
(coz znamena izotropni).

A-pasy ~ tlusta vlakna, myosin

|-pasy ~ tenka vlakna, aktin.

Aktin v nesvalovych bunkach

» Aktin se nenachazi pouze ve svalovych bunkach, ale vyskytuje se t

vsech eukaryotickych bunkach.

» Aktin je jednim z nejrozsirenéjsich proteinl na svété (druhy

(A)
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FIGURE 10.4 Diagram of the relative movement of actin and myosin as
described by the sliding filament hypothesis: (A) relaxed and (B) contracted.



