obsah tématu —

| BUNKY POTREBUJI kostru (na
snimku mysich astrocytl éervené
sviti aktinova vlakna). Cytoskelet

ale neslouzi pouze jako mechanicka
podpora zajistujici bunce tvar a
stabilitu. Podili se i na bunééném
déleni a pohybu, stejné jako na
transportu latek a organel uvnitr
burniky. Nejedna se o statické
»leseni“, ale o prekvapivé dynamicky
systém, ktery interaguje s dalSimi
c¢astmi bunky a podle potreby rychle
méni své usporadani.

Snimek Tania Lopez-Hernandez

Cytolinkery. Proteiny, které
nas drzi pohromadé
Cytoskelet neni omezen

na jednotlivé buriky, zajiStuje
také integritu tkani
Entropické sily mohou
pohanét bunééné déleni
Zaskrceni aktinového prstence

se obejde bez molekularniho
motoru

Tau, nenapadny strazce
i zradce mozku
Pochopeni role proteinu tau
miuiZe pomoci v 1é¢bé
neurodegenerativnich
onemocnéni
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téma — cytoskelet

Cytolinkery

PROTEINY, KTERE NAS DRZI POHROMADE

Jiz v roce 1903 formuloval rusky biolog Nikolaj
Konstantinovié Kolcov (1872-1940) koncept cytoskeletu,
,bunééné kostry“ sestavajici z vlaken &i tubuld, ktera je
odpovédna za bunécné tvary. Vlakna cytoskeletu badatelé
postupné objevili ve vSech burikach vSech znamych
organismu a dosli k zavéru, Ze jsou nezbytna i pro stavbu
tkani. Teprve nyni ale vychazi najevo, jak dilezité jsou pro
integritu tkani vazebné proteiny, tzv. cytolinkery.

text MARTIN GREGOR, MAGDALENA PRECHOVA,

ilustrace KATERINA KORELOVA

V SOUCASNE DOBE VIME, ze zdkladem
cytoskeletu jsou tfi typy proteinovych
vldken: mikrotubuly, mikrofilamenta

a intermediarni (stfedni) filamenta, ktera
spolecné zajistuji bunce tvar, mechanickou
stabilitu i schopnost pohybu. Cytoskele-
talni vlakna jsou spojena s velkym mnoz-
stvim dal$ich proteint (napf. tzv. proteino-
vych motorw), které udrzuji architekturu
cytoskeletu a pomahaji zabezpecit jeho
zakladni funkce. Klicovou roli v organizaci
cytoskeletu vsak hraji také vazebné pro-
teiny, tzv. cytolinkery. Jedna se o protei-
ny z rodiny plaking, pro které je typicky
vyskyt strukturnich motivi umoziujicich
vazbu ruznych typu cytoskeletalnich
vldken. Plakiny jsou tedy schopné fyzic-

ky propojovat jednotlivé komponenty
cytoskeletu. Vzniklou sit navic ukotvuji

na dalsi bunécéné struktury, jako je jadro
nebo bunécéné spoje na buné¢né membrané.
Zejména diky plakinim tak cystoskelet vy-
tvari dynamickou trojrozmérnou opérnou
sit, ktera vypliiuje celé bunky.

ZAKLAD o
BIOMECHANIKY TKANI

Z materialového hlediska muzeme cyto-
skelet povazovat za polymerni kompozit,
ktery obsahuje chemicky a fyzikalné odlisné
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fakulté UK v Praze. Postdoktorskou staz
absolvoval u prof. Gerharda Wicheho

na Univerzité ve Vidni.
0d roku 2015 vede
vyzkumnou védeckou
skupinu integrativni
biologie v Ustavu
molekularni genetiky

AV CR. Ve svém
vyzkumu se zabyva
mechanobiologii epiteld.

MAGDALENA PRECHOVA,

Ph.D., (*1989) vystudovala biologii na
Prirodovédecké fakulté UK v Praze. Doktorat
z molekularni biologie ziskala na University
College v Londyné pod vedenim prof.
Richarda Treismana. V soucasné dobé piisobi
jako postdok ve vyzkumné

skupiné integrativni
biologie Martina
Gregora, kde se
zabyva llohou
cytoskeletalnich
siti pro
mechanické
vlastnosti bunék.

("% keratin Wi aktin @ plektin

Cytoskelet

ﬂ jadro gy desmozom

jako tenzegritni struktura

USPORADANI cytoskeletu pfipomina
tzv. tenzegritni struktury, které
poprveé popsal v Sedesatych letech 20.
stoleti americky architekt a teoretik
Richard B. Fuller (1895-1983),
zabyvajici se oblasti synergické
geometrie. Tenzegrit (z anglickych
slov tension a integrity) byl definovan
jako strukturalni vztah, ve kterém
spoluptisobi pevna télesa namahana
tlakem a sité prenasejici tah. Vznikaji
tak statické soustavy, které si diky
rovnovaze napéti (tension) zachovavaji
svou celistvost (integrity). Podle
amerického bunééného biologa
Donalda E. Ingbera (1956) je tenzegrit
zakladni konstrukéni princip, ktery
fidi strukturu Zivych systému od
jednotlivych molekul a bunék az po
celé tkané, organy a organismy [2] (viz
také Vesmir 96, 726, 2017/12).

V epitelialnich bunikach propojuje
cytolinker plektin aktinova

polymery ve formé vlaken [1]. Tim pfipo-
minda nékteré moderni umeéle vyrobené
uhlikové materialy. Je ale daleko sofistiko-
vanéjsi. Zatimco mikrotubuly se vyznacuji
nejvyssi tuhosti, intermediarni filamenta
maji ze vSech tfi typu cytoskeletalnich vla-
ken nejvyssi pruznost. Zajimavé je chovani
intermediarnich vlaken pfi mechanickém
zatizeni. Mnohem lépe totiz odolavaji tahu
nez tlaku a historicky jsou povazovana za
hlavni slozku, ktera urcuje tuhost cyto-
skeletu. Vysledné biofyzikalni vlastnosti
cytoskeletu jsou pak diny pomérnym
zastoupenim jednotlivych vlaken, mirou
jejich propojeni prostfednictvim cytolin-
kerti a architektonickym uspofadanim celé
trojrozmérné sité.

mikrofilamenta s keratinovymi
intermediarnimi filamenty. Takto
vzniklou sit napojuje plektin na

hlavni epitelialni mezibunééné

spoje — desmozomy. Aktin, spole¢né
s proteinovym motorem myosinem,
je odpovédny za generovani vnitinich
sil a vznik cytoskeletalniho napéti.
Takto vzniklé sily jsou prenaseny
mezibunéénymi (hlavné adheznimi)
spoji na sousedni buriky, které se
timto dostavaji do mechanické
souvztaznosti [3]. Podobné funguji
hemidesmozomy, plektinem
spolutvorené spoje mezi bunkami

a mezibunéénou hmotou ozna¢ovanou
u epitelt jako bazalni membrana.
Mezibunééna hmota se sklada z vice
nez t¥i set druhi strukturnich proteint
a vytvari mimobunéény polymerni
kompozit propojeny s cytoskeletem.
Biomechanické vlastnosti tkani jsou
tak dany jak vlastnostmi bunék tkané,

Zejména diky pfitomnosti doprovodnych
proteint a schopnosti jednotlivych vldken
lokalné prirustat (polymerovat) a rozpadat
se (depolymerovat) je tato sit piekvapive
dynamicka. Pisobenim vnéjsich sil muze
napfiklad dochazet k rychlé piestavbé cyto-
skeletu tak, aby minimalizoval deformace
buiiky. To ma za cil zabranit poskozeni jak
celé buriky, tak jejich jednotlivych struktur,
a pfedevs$im jadra obsahujiciho genetickou
informaci ve formé DNA.

Dulezitou vlastnosti mikrotubula
a aktinovych mikrofilament je schop-
nost orientované polymerizace. Spole¢né
s aktivitou s nimi spojenych molekulér-
nich motort jsou tubulinové a aktinové
polymerizace odpovédné za vytvareni

1l |ze nahlizet
jako na tenzegritnf strukturu, ktera

v sobé spojuje kompresni a tazné sily
a rovnovaha napéti udrzuje stabilitu
celého bunécného systému. Diky
vzajemnému propojeni bunek se sily
prenaseji v ramci celé tkané.

tak i vlastnostmi mezibunééné hmoty
a jejich vzajemnym vztahem.
Bunécné spoje jsou hlavnimi
strukturami burky, které
umozniuji mechanotransdukci -
preménu mechanickych
stimul(i na biochemické signaly
mechanosignalizaénich drah. To
umoziuje burnkam vnimat sily,
které na né plsobi, a reagovat na
né. Mlze se jednat o pfizpusobeni
mechanickému pusobeni (napfiklad
u epiteltl) nebo reakci na tuhost
mezibunééné hmoty (nhapriklad
u migrujici nadorové buriky). Studiem
mechanismd, jimiz fyzikalni sily
a zmény mechanickych vlastnosti
bunék a tkani prispivaji k chovani
zivych systému, se zabyva
mechanobiologie, nové vznikajici
védni obor na pomezi biologie,
inZzenyrstvi, chemie a fyziky.

vnitinich sil roznasenych do cytoske-
letalni sité. Klicové je opét propojeni
cytolinkery, které vytvareji souvislou
mechanickou vazbu umoziujici distri-
buci vnitfnich i vnéjsich sil v celé bunce.
Vyslednym rozlozenim téchto sil vznika
aktivni napéti cytoskeletu, jez stabilizuje
jednotlivé bunécéné struktury a udrzuje
bunécnou integritu. Cytoskelet 1ze proto
povazovat za tzv. tenzegritni strukturu,
ve které spoluptisobi struktury namahané
kompresnimi nebo taznymi silami (viz
ramecek na této strané).

V tomto pojeti Zivych systému predsta-
vuje bunécny cytoskelet mechanickou
jednotku, ktera neni omezena jen na jed-
notlivé buniky, ale je fyzicky propojena se
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svym okolim prostfednictvim bunéénych
spoju - adhezivnich struktur na bunécné
membrané. Bunécné spoje umoziuji pfenos
sil mezi jednotlivymi cytoskeletalnimi
jednotkami a propojuji epitelidlni buniky

s mezibunéénou hmotou do strukturniho

a funkéniho celku [3-5]. Jednotlivé buriky
epitelu (pokozky, vystelky travici trubi-

ce ap.) jsou navzajem provazané tfemi hlav-
nimi typy mezibunécnych spoji, na které
se napojuji jednotliva vlakna cytoskeletu.
Zatimco tésné a adhezni spoje kotvi akti-
nova mikrofilamenta, keratinova interme-
diarni vlakna jsou napojena na desmozomy.
Takto vznikla souvisla vrstva epitelidlnich
bunék naseda na hustou sit mezibunécné
hmoty zvanou bazalni membréana. Ani tato
interakce se vSak neobejde bez pfislusnych
bunécnych spoji a cytoskeletalnich propo-
jeni. Zprostfedkovava je ¢tvrty typ bunéc-
nych spojii - hemidesmozomy, do kterych
jsou pomoci plektinu ukotvena keratinova
vlakna (obr. 2).

NEJ E/N ,NEMOVC,

MOTYLICH KRIDEL

S ohledem na vyznam cytolinkert pro
biomechaniku tkani neni prekvapivé, ze
mutace v genech kdédujicich tyto proteiny
mohou vést k rozvoji onemocnéni asocio-
patrné nemoc motylich kiidel (bulézni
epidermolyza), ktera se projevuje tvorbou
puchyit po celém povrchu téla. Motyli
déti, jak byvaji pacienti kvuli kfehkosti

své klize nazyvani, trpi velmi bolestivy-
mi pfiznaky a tézka forma choroby vede

k umrti v ¢asném véku. Pfi¢inou riznych
forem nemoci souhrnné oznacovanych jako
plektinopatie jsou mutace v plektinovém
genu a dalsich dvaadvaceti ruznych genech
kontrolujicich architekturu cytoskeletu ¢i
mechanickou odolnost kiZe a sliznic. S roz-
vojem technologii umozinujicich detailni
analyzu lidského genomu jich jen v plekti-
novém genu razni badatelé objevili jiZ prfes
Ctyficet.

Mutacemi v cytolinkerech neni ohrozena
jen kuZe a ostatni epitely, ale obecné vSech-
ny tkané, které jsou vystaveny riznym
formam mechanické zatéze. Typickym
prikladem jsou svaly, u kterych tyto mutace
vedou k vzniku svalovych dystrofii. Dystro-
fie zptisobuji oslabeni svalt a ztratu aktivni
svalové hmoty, coZ mtiZe pacienta postupem
Casu upoutat na invalidni vozik. Nedavno
bylo napriklad zjiSténo, Ze mutace hlavni
varianty svalového plektinu je pricinou
pletencové svalové dystrofie, ktera postihuje
piedevsim svalstvo v oblasti bokt, panve
aramen.

V soucasné dobé je 1écba onemocné-
ni spojenych s poskozenim cytolinkert
mimoradné obtizna. Kupiikladu neexis-
tuje Zzadny ucinny zpusob 1é¢by bulézni
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bazalni membrana

O tésny spoj
@ adhezni spoj S desmozom

@b hemidesmozom _ 7~ aktinova mikrofilamenta
§ﬁ intermediarni filamenta

mezenchym

fokalni adheze
o=o plektin

2. CYTOSKELETARNI SITE jednotlivych bunék jsou mezi sebou propojeny
mezibunéénymi spoji a zaroven ukotveny k bazalni membrané (extracelularni vrstvé
mezi epitelem a pojivovou tkani) pomoci dalSich adhezivnich struktur.

epidermolyzy, a 1ékafi se proto zaméfuji
pouze na symptomatickou 1é¢bu. velké
nadéje se vkladaji do genové terapie zalo-
Zené na ,opravé“ mutovanych gent pfimo
v bunikach pacienta. Tento experimentalni
pristup lékaii uspésné testovali v roce 2015
na univerzité v italské Modené. Tamni
tym transplantoval tehdy sedmiletému
syrskému chlapci kusy kuiZe vypéstované
z bunék s opravenou genetickou informa-
ci a zachranil mu tim Zivot. Tento piipad
muZeme povazovat za prvni vlastovku,
nicméné k systematickému vyuziti genové
terapie vede jesté dlouha cesta. Jisté je, Ze
v soucasné ¢asové naro¢né fazi preklinic-
kého vyzkumu je velmi dtlezita priprava
dobre definovanych modelu lidskych
onemocnéni.

MYS{ MODELY

PLEKTINOPATII

Moznosti vérné modelovat plektinopatie

u mysi jsou omezené. Nelze totiz jednoduse
znefunkénit plektinovy gen a dlouhodobé
sledovat rozvoj onemocnéni. Modelovy
organismus v takovém piipadé brzy

hyne. Teprve dostupnost technologii pro
mistné a ¢asové specifické inaktivace genu
umoznila vznik model& nesoucich mutace
v jednotlivych typech tkani. v nasi labora-
tofi se zaméfujeme zejména na modelovani
dopadu plektinovych mutaci v epitelech
hlavnich organt travici soustavy - stie-
vech a jatrech.

Hlavni pri¢inou mechanické destabi-
lizace tkani u plektinopatii je zhrouceni
architektury cytoskeletu. Bez , spojek”
tvofenych molekulami plektinu se jedno-
liva vlakna osamostatiiuji a celd soustava
kolabuje. Zanik cytoskeletalni tenzegritni
struktury rovnéz vede k zméné cytoskele-
talniho napéti. To se ukazuje jako druhy
vyznamny mechanismus u plektinopatii.

Vnitini sily bunék jsou totiz ve vétsi mife
prenédseny na bunécné spoje, které se tak
dostavaji pod vyznamné napéti. To od sebe
odtahuje jednotlivé buiiky, mezibunécné
prostory se rozs$ifuji a zvysuje se prostup-
nost epitelt. Nas vyzkum ukézal, Ze plektin
organizuje aktinova a keratinova filamenta
podél mezibunéénych spojui do husté sité,
ktera je schopna zpevnit mezibunécné
spojeni v odpovédi na mechanické zati-
zeni [3]. Dalsi zatiZeni v dusledku vnéjsi-

ho mechanického stresu namaha jiz tak
destabilizované mezibunéc¢né spoje, které
se mu nedokazZou pfizpusobit. Vysledkem
jsou mechanicka poskozeni epiteld, defekty
v architektufe mutovanych tkani a vznik
poranéni, jejichz dopady lze studovat v jed-
notlivych mysich modelech.

Mysi model s plektinovou mutaci ome-
zenou na jaterni bunky napifiklad umoznil
podrobné popsat, jak se jatra vyrovnavaji
s hromadénim toxické Zluci za cholestatic-
kych podminek, kdy je omezen jeji odtok
prostiednictvim zlucovodu do stfeva.
Tento stav postihuje zhruba 1 % téhot-
nych Zen, u kterych na konci téhotenstvi
ohroZuje vyvoj plodu. U mutovanych
mys$i nedochazelo k prestavbé zlucovodu
a zadrzovana zluc pusobila vyznamné
poskozeni celého organu [4]. Dalsi nase
studie ukazala, Ze vlivem opakovaného
mechanického pusobeni stfevniho obsahu
vznika poranéni, pokud je plektinovy gen
v burikach stfevni sliznice inaktivovan.
Ta umoziuji riznym patogentim (napft.
bakteriim) proniknout do tkané a vyvolat
rozsahly zanét pfipominajici lidskou ulce-
rézni kolitidu [5].

MECHANOBIOLOGIE

V TERAPII?

V poslednich letech pribyva dikazt, Ze
mechanika tkani hraje klicovou roli pri

vzniku dal$iho vazného zdravotniho sta-
vu - fibrézy. Jedna se o nadmérné ukladani
mezibunécné hmoty v disledku hojivého
procesu pii chronickém poranéni. Pato-
logicka mezibuné¢na hmota s velkym
mnozstvim kolagenovych vlaken a vyso-
kou mirou jejich vzajemného zesitovani
vytvari jizvy a je odpovédna za postupné
tuhnuti tkané. Typickymi priklady jsou
jatra nebo plice, u plic mtize byt pri¢inou
mimo jiné covid-19.

Souvisejici mezibunéénou hmotu
produkuje skupina bunék znamych jako
fibroblasty. Fibroblasty jsou s ni také
spojeny prostiednictvim dalsiho typu
bunéénych spojt - fokalnich adhezi. Ty
umoznuji bunikdm ,citit“ tuhost prostfedi.
Se zvySovanim tuhosti se aktivuje mecha-
nosignaliza¢ni draha a zvySuje se ¢innost
fibroblastt. Pfenos sil pres spoje tak
slouzi jako kanal obousmérné komunikace
mezi polymernim kompozitem mezibu-
nécné hmoty a cytoskeletalnim napétim

epitel zdravého jedince

epitel jedince s mutaci v genu,
ktery koduje protein plektin

aktinova

T plektin filamenta

ORGANIZACE

generovanym buiikou. Ze zdravotniho
aktéry vznika tézko prerusitelna smycka
pozitivni zpétné vazby. Zména biomecha-
nickych vlastnosti tkané vede k progresiv-
nimu tuhnuti, jehoz disledkem muZe byt
organové selhdni. Analogicky je zvySujici
se tuhost tkané hnaci silou nadorové
invaze a zhoubnosti. Stejny faktor dokonce
negativneé koreluje s vyhlidkami na preziti
u pacientt s nadory.

Vzhledem k tomu, Ze biomechanické
zmény fibrotickych tkéani stale vice badatelt
chape spise jako pri¢inu nez jako disledek
postupu onemocnéni, zaméruje se soucasny
vyzkum na moznosti jejich cilené mani-
pulace. Pro tyto ucely pfedstavuji plektin
a jemu podobné cytolinkery atraktivni
nastroje, kterymi lze ovlivnit jak biome-
chanické vlastnosti tkani, tak i schopnost
bunék na tyto vlastnosti reagovat. K cili ve
formé prakticky pouzitelné terapie jesté ve-
de dlouha cesta. Pravé takovym vyzvam se

keratinova mezibunécné
filamenta spoje

ale planujeme v nasi laboratofi do budoucna
intenzivné vénovat. e
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