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Fyziolégia zivo€iSnej bunky

1. Aktin

Iveta Herichova

Katedra Zivocisnej fyziologie a etologie
Prirodovedecka fakulta
Univerzita Komenského Bratislava

Cytoskelet

- siet proteinovych vlakien v cytoplazme, zabezpecujuca
vnutornu organizaciu bunky

- dynamicka kostra

- umoznuje eukoryotickym bunkam tvarovanie, pohyb a
poskytuje bunke oporu

- pohyb organel, transport medzi nimi, rozdelenie chromozémov,
zaskrcovanie zivociSnej bunky

- nie je u prokaryotov

- tri typy: stredné vlakna, mikrotubuly a mikrofilamenty
- kazdy typ vlakien je z iného typu proteinov

- stredné viakna: rodina vlaknitych proteinov
- mikrotubuly: tubulin
- mikrofilamenty: aktin
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mikrotubuly

: 25 nm

isou

provazovits vidkna o praméru 10 nm; jsou
tvofena piislunymi proteiny, které pfedstayuji
velkou a rozvétvenou rodinu. Jeden typ
Intermediarnich fitament tvoff pletivo zvang
jaderné lamina, kiera ledi tésné pod vnitini
jademou membrénou. Jiné typy pronikaji
cytoplasmou pres celou &ifky bufiky, &imz
dodavaji bufikdm mechanickou pevnost
a vyrovnivaji tlaky na bufiky napfiklad
ve stievnim epitelu.

Mikrotubuly jsou dlouhé duté trubice tvofensé

wluéné proteinem tubulinem. Trubice maji

vnéj$i primér 25 nm, a jsou tedy pevnidjsi ne:

intermediarni nebo aktinova filamenta.

Mikrotubuly jsou dlouhé a rovné a maji obvykle

jeden konec pfipojen k organizaénimu centru
krotubull, evanému som.

ARtinova filamenta, nékdy nazyvana
mikrofilamenta, jsou §roubovité polymary

| kdy? jshu aktinova filamenta rozloZeng po celé
burice, nelkoncentrovandjdi jsou v kgftexu,
1ésné pod p\gsmatickou membranod.

25 m

25nm

Aktinova filamenta, nékdy nazyvana

ikrofi isou Sroubovité polymery
proteinu aktinu. Jevi se ndm jako pruiné
struktury o priméru 7 nm, které jsou
organizoevéany do riznych linedrnich svazki,
dvourozmérnych siti a trojrozmérnych geld,
| kdy? jsou aktinova filamenta rozlozena po celé
burice, nejkoncentrovangjsi jsou v kortexu,
t&sné pod plasmatickou membranou.

link

Aktinové viakna

- vlakna s priemerom 7nm

- dva stocené retazce pozostavajuce z
rovnakych globularnych molekul aktinu (G-
aktin), aktinové vlakna su tenké a pruzné (F-
aktin)

- vo vSetkych eukaryotickych bunkach

- bez aktinovych vlakien by sa zivoc€iSna bunka
nebola schopna pohybovat po podklade,
nemohla by pohlcovat velké Castice pomocou
fagocytdzy, nemohla by sa delit

- aktinové vlakna mdZzu v bunkach vytvarat aj
stabilné Struktdry (napr. kotraktilny systém vo
svaloch)
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PDB 2BTF G-actin PDB 2BTF G-actin

Actinovy monomér ma 4
subdomény 1-4.

ATP sa viaze spolu s Mg** vo
hibokej Strbine medzi

f ) Acti
subdoménami 2 & 4. Wftﬁ“bﬁj’rﬁi’ rﬁ%rp

PDB 2BTF G-actin
Actin méze hydrolyzovat’ ATP -> ADP + P,
uvoliujuc P,
a vymenit ADP za ATP.

Konformacia aktinu je odlisna, ked viaze ATP
alebo ADP.
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- véetky molekuly v retazci smeruju rovhakym smerom pozdiz osy
vlakna, preto maju aktinové vlakna Strukturalnu polaritu, konce
vlakna su oznacované ako plus-koniec a minus-koniec

- aktinové vlakna su vacsinou organizované vo zvazkoch alebo

sietach, ktoré su ovela pevnejsie

- aktinové vlakna mdzu rast’ na plus aj minus konci, ale rychlost

rastu je vacSia na plus konci vlakna

- aktinové vlakno bez asociovanych proteinov je nestabilné a k jeho
rozpadu mdze dochadzat na oboch koncoch

- aktinové vlakna su tensie,
pruznejSie a zvyCajne kratSie ako
mikrotubuly

- v bunke je ovela viac aktinovych
vlakien nez mikrotubulov

- celkova dizka aktinovych viakien
v bunke je viac nez 30 krat vacsia
nez dizka mikrotubulovych vlakien

actin-ADP

actin-ATP

11

G-aktin (globularny aktin), s
naviazanym ATP, m&ze
polymerizovat' a tvorit F-
aktin (vlaknity).

F-aktin m6ze hydrolyzovat’
naviazany ATP - ADP + P,
& uvolneny P..

ADP nemd&ze uniknut z
filamentu, lebo otvor Strbiny
je zablokovany.

ADP/ATP vymena: G-aktin
mo&ze uvolnit ADP & bind
ATP, ktory je zvyCajne
pritomny v cytoplazme vo
vySSej koncentracii ako
ADP.

G-actin-ATP

polymerization
v

F-actin-ATP

\' Pi

v

F-actin-ADP

depolymerization

G-actin-ADP

ADP/ATP exchange
v

G-actin-ATP

12
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Obrazek 16-26. Hydrolyza ATP béhem

/ i polymerace aktinu. Aktinové monomery
L navég::gm e s navézanym ATP v cytosolu nesou AT, jenZ je hydrolyzovédn
. na ADP krétce po zapojeni monomeri do

rostouciho aktinového vldkna. Molekuly ADP
zlistdvaji zachyceny uvnitf aktinového vldkna
bez moZnosti vymény za ATP, dokud aktinové
monomery, ktery je nesou, se neoddéli od
filamenta a nedostanou se zpét do
monomerni formy.

- principom G-actin-ATP

polymerizacie ipolymerization

aktinovych vlakien je F-actin-ATP

hydrolyza ATP na iw B

aktine po jeho F-actin-ADP

pripojeni do retazca, ldBPOIYmenzation

ADP aktin je menej G-actin-ADP

stabilny lADPIATP exchange
G-actin-ATP

str. 531, obr. 16-26 hydrolyza ATP behom polymerizacie aktinu
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- aktinoveé vlakna sa spajaju s velkym poctom aktin-viazucich
proteinov, ktoré umoznuju, aby vlakna vykonavali rézne bunkové
funkcie

- napr: relativne stabilné proteiny asociované s aktinovymi vliakani su
vlakna v mikroklkoch tvoriacich vystielku tenkého Creva

- dalSi priklad je vytvaranie malych miniatirnych vnutrobunkovych
»Svalov®

- aktinové vlakna sa mézu stat relativne stabilnymi Struktarami vo
vybezZkoch bunky, ktorymi ohmatava okolie alebo v

- kontraktilnom prstenci, ktory zaskrtenim rozdeluje cytoplazmu na dve
Casti

- pritomnost Specifického aktin-viaziceho proteinu ur€uje, aké typy
usporiadania aktinovych vlakien sa v bunke vytvoria
link

14
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- $pecifické proteiny svojou vazbou na aktinové vliakna
ovplyvnuju usporiadanie vlakien v bunke

menomaty aktinu
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Capkuiici (konce blokujici) protein

str. 532, obr 16-27 skupiny aktin-viaZzucich proteinov v bunke
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(A)

(D)

Obrazek 16-24. Svazky aktinovych vidken

v buiikach. Riizné aktinové bunécné

struktury jsou znazornény cervené. (A)

Mikroklky na povrchu stfevni vystelky. (B)

Kontraktilni svazky v cytoplasmé. (C)

Listovité (lamellipodia) a prstovité

(filopodia) vybezky na vedoucim okraji

pohybuijici se bunky. (D) Kontraktilni

prstenec béhem bunééného délent. I

str. 530, obr 16-24, funkcie aktinovych vlakien v bunke

In

k
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- aktinové vlakna su flexibilné
- typické aktinové viakno pretrvava v bunke len niekofko minut
- v beznej ZivoC€isSnej bunke tvori aktin 5% vSetkych proteinov, z
toho je polovica vo forme vlakien, zvySok monoméry v
cytoplazme
- koncentracia aktinu v cytoplazme je ovela vySSia nez je
potrebné k polymerizacii in vitro, lebo
- v cytoplazme su malé proteiny napr. thymosin a profilin, ktoré
sa viaZzu k monomérom aktinu a ovplyviuju polymerizaciu

- animacia - link
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- thymosin — tvori komplex s G-aktinom, ak je jeho koncentracia
privysoka, vyvazuje G-aktin z poolu volnych molekul a moze
spbsobit’ depolymerizaciu F-aktinu

- profilin — tvori komplex s G-aktinom, meni jeho konformaciu tak,
Ze molekula sa viac otvara do cytosolu, podporuje vymenu
ATP/ADP a stupa koncentracia G-aktinu ATP, vlakno sa nezalozi,
ale existujuce vlakno sa predlzuje

- Experimentalne manipulacia

- cofilin — viaze sa k aktin-ADP podjednotkam F aktinu a rozrusuje
ho

- cytochalasiny — viazu sa na + koniec F-aktinu a blokuju
polymerizaciu, okamZite déjde k zmrazeniu pohybu

- faloidin — viaze sa pozdii aktinového vlakna a stabilizuje ho,
Casto sa vyuziva na vizualizaciu aktinovych vlakien po zafarbeni
fluorescenénou farbickou

18
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Rhodamine phalloidinové farbenie F-aktinu fibroblastov.
The actin cytoskeleton of a fixed and permabilized muntjac skin
fibroblast was labeled with rhodamine phalloidin; the nucleus
was stained with DAPI.

19
- cofilin — viaZe sa k aktin-ADP podjednotkam F aktinu a rozru8uje ho
- neviaze sa na aktin-ATP
(B) I
actin and cofilin actin
(A) only

COFILIN IN LAMELLIPODIA

(A) A keratocyte with actin filaments labeled in red by fluorescent phalloidin and cofilin
labeled in green with a fluorescent antibody. The regions where the two overlap appear
yellow. Although the dense actin meshwork reaches all the way through the
lamellipodium, cofilin is not found at the very leading edge, lebo tam je ATP
Ciapocka.

(B) Close up view of the region marked with the white rectangle in A. The actin filaments
closest to the leading edge, which are also the ones that have formed most recently and
that are most likely to contain ATP actin (rather than ADP actin) in the filament

Leddl

20
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+ Stresové vlakna sa vytvaraju, ked’ bunka
vytvara stabilné spojenie so substratom.

» Zvazky aktinovych vlakien vystupujua z
bunkového povrhcu do cytoplazmy.
konce aktinovych vlakien su orientované na
opacny koniec bunky a mézu vytvarat’ siet.

* Myozin zabezpec€uje posuvanie vilakien
aktinu pocas kontrakie.

* a~Actinin mbze prepajat’ aktinové viakna
tvoriace stresoveé vlakna.

21

Proposed model for conversion of unipolar to bidirectional actin filaments during the
maturation of SFs. Unipolar, a-actinin cross-linked actin filament bundles oriented with their
barbed ends facina the focal adhesion are first severed and capped (step 1).

@K F-actin

O a-actinin

> severing/capping/
nucleation

9 myosin

1. Severing/Capping

e

2. Nucleation/Elongation

= =$

3. Maturation

Burridge K, and Wittchen E S J Cell Biol 2013;200:9-19

© 2013 Burridge and Wittchen J C B
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Stresové vlakna - kontraktilné zvazky z aktinu a myozinu

- bunkova adhézia k substratu, zmeny v bunkovej morfoldgii, stahovanie koncového, vie€eného vybezku
migrujucej bunky.

- kratke aktinové vlakna s réznou polaritou, ktoré su pospajané a-aktininom a dalSimi proteinmi

- tri typy stresovych vidken: ventraine, dorzaine a oblukové.

- Ventralne stresové vlakna su kontraktilné zvazky spojené na oboch koncoch s fokalnymi adhéziami
(FA). Su najma na ventralnej strane bunky a su délezité pri adhézii a kontrakcii.

- Oblukové stresové vliakna su skrutené aktino myozinové zvazky, ktoré na koncoch nie st priamo
spojené s FA. V migrujucich bunkach sa oblukové vlakna presuvaju z veduceho konca bunky do stredu.
- Dorzalne stresové vlakna su aktinové zvazky, ktoré st spojené s FA na brusnej strane bunky, ale
smeruju do dorzalneho kompartmentu bunky. Casto sa napojuju na oblukové zvézky.

- Nepohyblivé bunky zvaéSa obsahuju mohutné nedynamické stresové vianka, migrujuce bunky naopak
viac tenSich pruznych stresovych vidkien. Filspodim

@ Adhesion sites

Stressfiber

Retraction | Protrusion
1

23
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Formin-based bundled arrays
(Filopodia)

Arp2/3-based branched arrays
(lamellipodia)

Lipid membrane
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Spontaneous nucleation

; :;:j:] ; :Z:'ﬁc:ﬁﬁn Carlier MF, Pernier J, Montaville P, Shekhar S,
S & Seussisi ot Kihn S; Cytoskeleton Dynamics and Motility
A, NWASP &= Fascin group. Control of polarized assembly of actin
4§ Arp2/3complex e Capping protein filaments in cell motility. Cell Mol Life Sci. 2015;
72(16):3051-67.
25
Nukleacia
aktinovej
polymerizacie: sctin. ADP
Arp2/3 nukleuje
7 . actin-ATP
aktinovu
polymerizaciu v
lamelipddiach.
Arp2/3 komplex sa sklada z 2 aktinu pribuznych
proteinov, Arp2 & Arp3, a 5 mensich proteinov.
Ked su aktivované pomocou faktoru NPF (nucleation
promoting factor), komplex Arp2/3 sa viaze na
existujuce aktinovy filament a zacina tu rast nového
vlakna.
Vysledna Struktura je v tvare Y.
26
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©
FIGURE 16-28NUCLEATION AND ACTIN WEB FORMATION BY THE ARP COMPLEX
(A)The structures of Arp2 and Arp3, compared to the structure of actin. Although the face of the molecule equivalent to the plus en

top) in both Arp2 and Arp3 is very similar to the plus end of actin itself, differences on the sides and minus end (bottom) prevent thesg
fpctin-related proteins from forming filaments on their own or coassembling into filaments with actin. (B) A model for actin filamen
hucleation by the ARP complex. Arp2 and Arp3 may be held by their accessory proteins in an orientation that resembles the plus end o
bn actin filament. Actin subunits can then assemble onto this structure, bypassing the rate-limiting step of filament nucleation (seq
Figure 16-5). (C) The ARP complex nucleates filaments more efficiently when it is bound to the side of a preexisting actin filament. Thqg
Fesult is a filament branch that grows at a 70° angle relative to the original filament. Repeated rounds of branching nucleation result in g
reelike web of actin filaments. (D) Electron micrographs of branched actin filaments formed by mixing purified actin subunits witt]
purified ARP complexes.

27

- bunkovy kortex
- aktin sa v bunke nachadza vacsinou vo vrstve cytoplazmy
tesne pod cytoplazmatickou membranou - husta siet' viakien

- spevnuje povrch bunky, dodava mu mechanicku odolnost, ale
zaroven bunke umoznuje pohybovat sa a menit tvar

- napr. v Cervenych krvinkach umozriuje udrzat' Specificky tvar
- bunkovy kortex obsahuje tiez proteiny spektrin a ankyrin

- ak sa bunka pohybuje, len zriedkavo je to pomocou riasiniek
a bicikov, vacsina buniek sa pohybuje po povrchu podlozky

- napr. biele krvinky — neutrofily; rast axénu

- molekularny mechanizmus posuvania sa buniek - 3 kroky

link

28
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- posuvanie sa buniek:
1. bunka vysuva vybeZky na ,prednej” strane, resp. okraji,
ktory vedie posun
2. vybeZky prifnu k povrchu, po ktorom sa bunka pohybuje
3. zvySok bunky sa dotiahne za prednym ukotvenim
- vo v8etkych troch bodoch sa vyuziva aktin
POSUN FIBROBLASTU V BUNKOVEJ KULTURE
- vysunu sa tenké listovité lamelipédia, ktoré obsahuju hustu siet
aktinovych vlakien, vacsina ma plus konce tesne pod plazmatickou
membranou
- z lamelipddii sa vysunu este tensSie filopodia, 0,1 um hrubé a 5-10
pum dlhé, obsahuju zvazky 10-20 aktinovych vlakien, plus konce
smeruju von
(neurdn vysuva filopddia s dizkou aj 50 pm)
- lamelipddia a filopddia su priezkumné pohyblivé Struktury, ktoré sa
vysunuju a zasunuju velmi rychlo, aktinové vlakna su v nich
nukleované pod plazmatickou membranou a rastom ju
natahuju bez roztrhnutia

29

Figure 16-93 Molecular Biology of the Cell 5/e (2 Garland Science 2008)

30
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(A)

kortex lamelipodium

filopodium

Obrazek 16-28. Aktinova vlidkna

v pohybuijici se Zivodisné burnce. (A)
Schematické zobrazeni fibroblastu

s plochymi lamelipodii a jemnymi filopodii,
jez se na bunéeéném povrchu nachdzeji
zejména v oblasti vedouctho okraje. (B)
Detail uspofadani aktinovych vldken ve
tiech riiznych oblastech fibroblastu; Sipky
ukazuji k plus-konciim vidken. (C) Snimek
pofizeny fadkovacim elektronovym
mikroskopem ukazuje lamelipodia

a filopodia na vedoucim okraji lidského
fibroblastu béhem jeho pohybu v bunéené
kulture.

link

str. 534 obr. 16-28, pohybujuci sa fibroblast

31

mf, fibroblast i

1A}
10 um

Obrézek 16-29. Riist filopodif. (A) Dva typy bunck s obarvenym aktinem. Jemné svazky aktinovych vidken ve ﬁlupnquch
jsou viditelné jak na vedoucim okraji plochého fibroblastu, tak na rostoucim konci axonu nervové buiky. (B) N'a Spicce
kazdého filopodia se na vnitini strané membrény nachdzi seskupeni proteind, které zahajuje vytvateni akiinoveho

vldkna z monomerii aktinu. Riist aktinového fi

- ked sa lamelipédia alebo filopddia dotknu vhodného miesta
na povrchu substratu, prichytia sa tam pomocou
transmembranovych proteinov plazmatickej membrany

- integriny — na vnutornej strane nukleuju aktinové vlakna, na
vonkajsej strane adheruju k extracelularnej matrix

nukleatni komplex
v plasmatické membrané

(B)

rostouci
filopodium

1

N
aktinové
filamentum

wytlacuje pl k

vytvaif filopodium nebo jin typ vyhézku. Pro jednoduchost je zobrazeno jen jedno aktinové viakno, ackoliv vetsina

whézkil bunééného povrchu obsahuje Eetnd aktinova vidkna.

str. 535 obr. 16-29, rast filopodii

nu smérem ven z bunky, a tim se

32
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Figure 16-87c Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

C) !Z)istribl'Jcia vlakien cytoskeletu v bunke. Aktinové vlakna (Cervena)
vypliaju velké lamilipédioum a zabepecuju rychly pohyb. Microtubuly
(zelena) and stredné vlakna (modra) su v oblasti blizko jadra.

33

pohyb
15um/s

(B) - L1 (Q distribtcia cytoskeletu
pomer lamelipddia a tela 10 pm

Figure 16-87 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

-FIGURE 16-86MIGRATORY KERATOCYTES FROM A FISH EPIDERMIS
-(A) Light micrographs of a keratocyte in culture, taken about 15 sec apart. This cell is moving at about 15
um/sec. (B) Keratocyte seen by scanning electron microscopy, showing its broad, flat lamellipodium and
small cell body, including the nucleus, carried up above the substratum at the rear. (C) Distribution of
cytoskeletal filaments in this cell. Actin filaments (red) fill the large lamellipodium and are responsible fo
the cell's rapid movement. Microtubules (green) and intermediate filaments (blue) are restricted to theg
regions close to the nucleus. (A and B, courtesy of Juliet Lee.)

34
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nukleacia aktinu ARP komplexom I—I

ACTIN FILAMENT NUCLEATION AND WEB FORMATION BY THE ARP COMPLEX IN
| AMELLIPODIA
-(A) A keratocyte with actin filaments labeled in red by fluorescent phalloidin, and the
RP complex labeled in green with an antibody raised against one of its componen
rotein. The regions where the two overlap appear yellow.

RP complex je koncentrovany najma v prednej casti lamelipodia, kde prebiehq

35

(R)

B
leading edge of cell ®) 20 pm

Figure 16-92abc Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

-B a C cytochalasiny — viazu sa na + koniec F-aktinu a blokuju

polymerizaciu, okamzite déjde k zmrazeniu pohybu

-FIGURE 16-91REARWARD MOVEMENT OF THE ACTIN NETWORK IN A GROWTH-CONE
LAMELLIPODIUM

-(A) A growth cone from a neuron of the sea slug Aplysia is cultured on a highly adhesive substratum and
viewed by differential-interference-contrast microscopy. Microtubules and membrane-enclosed organelles
are confined to the bright, rear area of the growth cone (to the left), while a meshwork of actin filaments
fills the lamellipodium (on the right). (B) After brief treatment with the drug cytochalasin, which caps the
plus ends of actin filaments, the actin meshwork has detached from the front edge of the
lamellipodium and has been pulled backward. (C) At the time point shown in B, the cell was fixed and
labeled with fluorescent phalloidin to show the distribution of the actin filaments. Some actin filaments
persist at the leading edge, but the region behind the leading edge is devoid of filaments.

36
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- fragment aktinovej siete

asin moze fungovat in vitro

h myosin

L
Figure 16-91 Molecular Biology of the Cell 5/ (© Garland Science 2008) I I n k

Fragments of the large lamellipodium of a keratocyte can be separated from the main cell, either by
surgery with a micropipette or by treating the cell with certain drugs. (A) Many of these fragments continue
to move rapidly, with the same overall cytoskeletal organization as the intact keratocytes. Actin (blue)
forms a protrusive meshwork at the front of the fragment. Myosin Il (pink) is gathered into a band at the

rear.
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Dakujem za pozornost
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