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ANOTACE

Tato prace je vénovana proteintim, které jsou soucasti sarkomery. Zabyva se popisem
struktury a funkce znamych bilkovin podilejici se na kontrakci svald jako je aktin a myozin,
ale také dalsim, naptiklad fixacnim proteintim tvoficim sarkomeru. V praci se také nachazeji

informace o svalovych enzymech nebo mechanismu kontrakce kosterniho svalstva.

Klicova slova
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ANNOTATION

The bachelor thesis fosuces on the description of proteins located in the sarcomere. It
deals the basic description of the structure and the function of the known proteins involved in
the proces of striated muscle contraction such as actin and myosin, but also focuses on the
otherproteins, for instance fixating proteins which create the sarcome. In addition, the thesis

concentrates on muscle enzymes as well as the mechanism of muscle contraction.

Key words

Sarcomere, proteins, muscle contraction, muscle.



UVOD et e bt e e e e bt e e e e b b et e e et bt e e e n b e e e e e e b b e e e e e nre e e e e nnnes 13
1. SVALOVA KONTRAKCE ......cocoeviviiiiiieieiesesies e 14
1.1  Excitacn-kontrakCni Vazba...........cccceieiiiiiii i 14
2. SARKOMERA . ...ttt e e e e e e aaeeanae e 16
2.1 STFUKTUTA. ..ottt bbbttt et e e et bbbt et e s eneeneas 16
2.1.1  MYOTIDIIIY oot nne s 17
K T N G I 1\ SRS 19
TS0 Y/ VA 1 U USSR 19
T8 00 11| SR STOSPRRRR 19
312 FrBKEIN ot 20
3.1.3  POlYMErace F-aKEINU .......ccoiiiiiiiiiiiieiieieese e 21
3.2 AKLIN-VAZAJICT PrOLEINY ..vvevierieieiieitisiesiesiiseeie ettt st sttt e s eneenees 23
B0 R 111410 £ 1o SRRSO 23
3.2.2  KOTHIN ot neenne s 23
323 PIOTHIN. et 24
324 AP 23 KOMPIEX .ot 24
325 GEISOIIN ..ottt 24
3.2.6  TTOPOMYOZIN ...ttt bbbttt ettt b ettt 24
T A I (0] 010 0 )Y SRS OTOSOPROO 25
R |V 0 74 |\ SRS 26
St Y/ 1Yo 4o I 1 OSSR 26
B2 IMYOZIN Lottt bbbt 27
4.3 MYOZIN V oot bbbttt bbbt 28
Y Yo 4| AV A USSP OP SRR 28
5. VELKE SARKOMERICKE PROTEINY .....coooiuiiiiiiiieieieiese s 29
o700 N N | 1 PSPPSR PP 29



5.2.1  Obskurinu podobny Protein l........ccccviiiiiiiiiiiiiiiie e 31

5.3 INEBUIIN. ... 32
6. PROTEINY M-LINIE.......oi e 34
B.1  MYOMEZIN L.ttt b bt 34
8.2 IMI-PIOTBIN ..o bbbt b bbb 34
CTC B |V Y01 14 T=74 |1 TSRS SSSURS 34
7. FIXACNI PROTEINY ..ottt 36
7.1 DEBSIMIN .ttt bbbt bbb e et bbbt 36
7.2 VIMENTIN @ NESTIN L..cvitiiiet ettt r et e anes 36
7.3 PLEKEIN L.ttt 37
T4 DYSITOTIN . b bbbttt bbbttt 37
8. ENZYMY SARKOMERY A MYOGLOBIN .......cocoiiiiiiiiiiee e 39
8.1  KIEALINKINAZA .. .eiivviiiiiie ettt e et e e e e nn e s bb e e s bb e e e sneesnbneeas 39
8.2  LaktatdehydrOZeNnAazZa ..........coocuiiiiiiiiiiiieiiei et 40
8.3 ATPAZA.....coeeeeie ettt e e 40
ST |V Yoo (o] o1 o FO TSSO RTTOSOPRRO 40
ZAVER ... 42



SEZNAM POUZITYCH OBRAZKU

OBRAZEK 1: SCHEMA STRUKTURY EXCITACNE-KONTRAKCNI VAZBY ..ccvviiieiieeiieeseesiesee e steeseeesenes 15
OBRAZEK 3: MODEL STRUKTURY G-AKTINU ...cciutiitiiiieiireiiesieesteesteesseesssesssesseessesssesssssssesssesssesssesssnes 20
OBRAZEK 4: STRUKTURA F-AKTINU ...0eiutiiiiiitesteesieesieesetessieasseessesssesssessssessssesssessesssessssssssssnsesssesssesssnes 21
OBRAZEK 5: PROCES POLYMERACE F-AKTINU ....eciiiiieiieiieiieenieesieesteessseasseesssesseessessssssnsesssesssesssesssnes 22
OBRAZEK 6: SCHEMA STRUKTURY MYOZINU Il A JEHO INTERAKCE S AKTINEM ....ccvvvveiieiieeieesieenenes 27
OBRAZEK 7: SCHEMA POLOVINY SARKOMERY KOSTERNIHO SVALU A USPORADANI TITINU ................ 30
OBRAZEK 8: STRUKTURA SARKOMERY VYZNACUJICi VELKE SARKOMERICKE PROTEINY ........cccevvennn. 33
OBRAZEK 9: HLAVNI OBLASTI SARKOMERY ....ccttiitiiitieiireiiessteesteessessssssssessseesseessesssessssssnsesssesssesssesssnes 35
OBRAZEK 10: SCHEMA VLAKEN KOSTERNIHO SVALSTVA ..uviitieitiiiieiiinisinesreesieesieessesssnesnsesnsesnseessessens 38

OBRAZEK 11: MODEL MYOGLOBINU......ccitiiettttittteesssieissseeetessssssssssssssessssisissssssssesssssmssssesssesssssmsresseess 41
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ABP aktin-vazajici proteiny
ADP adenosindifosfat
ATP adenosintrifosfat

A-prouzek  anizotropni prouzek

Fnlll fibronektin 111

Ig imunoglobulin

I-prouzek izotropni prouzek

LD laktatdehydrogenaza

Myolc myosin 1C

NAD* nikotinamidadenindinukleotid
NM1 jaderny myozin I

OBSL1 obskurinu podobny protein 1
PPAK prolin-prolin-alanin-lysin
PEVK prolin-kyselina glutamova-valin-lysin
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Tnl troponin-I

™™ tropomyozin

nT troponin-T



UVOD

Svalova kontrakce je dulezity dé&j, ktery v pfipadé kosterniho svalu umoznuje
lokomoci neboli schopnost pohybu. Podstatou svalové kontrakce je vzajemné plisobeni
aktinu a myozinu, kdy diky energii ATP dojde k vzajemnému zasunuti myofibril a tim
ke zkraceni sarkomery. Proteiny sarkomery tak hraji dulezitou roli pfi kontrakci svalu.
Cilem téchto proteint je nejen schopnost svalového stahu, ale také stabilita svalového
vlakna, komunikace se sarkoplazmatickym retikulem nebo enzymatické funkce.

V poslednich nékolika letech bylo zjiSténo, ze kromé hlavnich dvou
sarkomerickych proteini aktinu a myozinu plni dulezitou roli také fixacni proteiny
nebo tzv. velké proteiny, z nichz napft. titin je o€ividné nejdelsim lidskym proteinem.

Mnoho z téchto proteind navic tvofi vice izoforem, z nichz kazda plni riznou funkci.
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1. Svalova kontrakce

Svalovy stah pfi¢né-pruhované svaloviny je uskute¢nén pomoci volniho nervového
systému, kdy je neurotransmiter acetylcholin schopen pfenést nervovy podnét ptes
nervosvalovou ploténku az do svalového vlakna. Zde dojde ke vzniku akéniho potencialu,
depolarizace a nasledné k repolarizaci. Velmi dilezitou roli pfi kontrakci kromé aktinu
amyozinu hraji Ca®" ionty, troponiny a tropomyoziny. Za spotieby ATP je myozin
schopen se posouvat po aktinovém filamentu, dochazi k zasunuti aktinovych
a myozinovych vladken do sebe, ¢imz vytvaii podstatu svalového stahu. Konec svalové
kontrakce se nazyva relaxace, kdy dochazi k navratu svalovych vlaken do ptivodniho
stavu.

Chemickéd synapse mezi svaly a nervovou soustavou ma nazev neurosvalova
ploténka. Vzruch zptsobuje posun synaptickych vacka, ze kterych dojde pomoci Ca?*
K uvolnéni mediatori (acetylcholin) do synaptické Stérbiny. Acetylcholin se vaze
na nikotinové receptory, jez se nachazi na sarkoleme¢. Pti aktivaci téchto receptorti dojde
k depolarizaci (Na* se vplavuje do bunky), nésledné¢ vznikne akéni potencial
arepolarizace. Kontrakce pfiéné pruhovanych svall je regulovana koncentraci Ca?*.
Vépenaté ionty se vazi na tropomyozin-troponinovy komplex. Troponin-C ma dvé
vazebna mista s vysokou afinitou pro Ca?* a Mg?* na C-termindlni ¢asti a dvé vazebna
mista s niz§i afinitou na N-konci, které vazou Ca?* reverzibilng b&hem aktivace.
V nepiitomnosti dostatené koncentrace Ca?* jsou na polymerovanych F-aktinech
vazebnd mista pro myozin blokovana tropomyozinem, pfi¢emz nastava tzv. blokovany
stav. V opa¢ném piipadé pii aktivaci se Ca?* vaze na troponin-C a dochazi ke zméné
struktury celého komplexu. Tyto zmény zapficinuji pohyb tropomyozinu a tim nastava

odhaleni vazebného mista na aktinu pro myozin (Agianian et al. 2004).

1.1 Excita¢né-kontrakéni vazba

Excitacné-kontrak¢ni vazba (obr.1) je ¢innost svali, jenz pienasi elektrické signaly
plazmatické membrany na vzestup koncentrace intracelularniho Ca?* spousté&jiciho
kontrakci myofibrild. Kontrakce v kosternich svalech zavisi na komunikaci
mezi sarkoplazmatickym retikulem, plazmatickou membranou a T-tubuly. Tuto vazbu
mezi plazmatickou membranou a sarkoplazmatickym retikulem zprosttedkovavaji kanaly
sarkoplazmatického retikula, které umoziuji uvoliovani vapenatych iontli, napétové
kalciové kanaly typu L, znamé také jako als-dihydropyridinovy receptor (als-DHPR).

Nachazi se ptfimo v sarkolemé také s ryanodinovym receptorem typu 1 (RyR1) a jsou
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umistény pies membranu sarkoplazmatického retikula. Konformaéni zména kalciového
kanalu typu L vyvolana depolarizaci v prubéhu excitace sarkolemy zplisobuje otevieni
kanalii RyR, ¢imz dojde k uvoliiovani vapenatych iontl ze sarkoplazmatického retikula
do cytozolu.

Nedavno bylo prokazéano, ze myogenni progenitory pochazejici z pluripotentnich
kmenovych bunck, ziskavaji béhem prvnich dvou tydnii od jejich diferenciace

specifickou vazbu k excita¢né-kontrakéni vazbé kosterniho svalu (Lainé et al. 2018).
( A) T-tubule Triad

RyR1
A tetramere
terminal

Ca2+-ATPase

calsequestrin

Obrazek 1: Schéma struktury excitacné-kontrakcni vazby (4) Elektronova mikrografie ukazujici
triadové spojeni v podélném rezu kosterniho svalu ryby. T-tubuly (Cervend) jsou ohraniceny
castmi SR (zelend), kontraktilni proteiny jsou orientovany podélné, DHPR a RyRI se sdruzuji
S jinymi junkcnimi proteiny za vzniku makromolekularniho komplexu, ktery rozprostird spojeni
triad (modra). (B) Trojrozmérné schéma SR a triady: spojovaci membrany, DHPR a RyR.
Kandly RyR1 Ca2+ (Cervend) jsou zarovnany ve dvojité rade se Sikmymi rozestupy tak, ze kazdy
RyR1 vytvari vice kontaktnich mist se sousednimi RyRI1. Tetrady ctyir DHPR (modrd) se v T-
tubulech spojuji s kazdym dalsim RyR1. Schéma znazornuje také casequestrin (kalcium-vazajict
protein v SR) a Ca2+-4TPdzu (Heiny and Meissner 2012)

15



2. Sarkomera

Svalové vlakno je zakladni stavebni jednotkou kosterniho svalstva. U kosterniho
svalstva je charakteristické jako syncytium neboli soubuni. Jedna se tedy o mnohojaderny
utvar. Povrch svalového vlakna je kryt membranou (sarkolemou), pod kterou se nachazi
cytoplazma svalového vlakna (sarkoplazma) a v ni jsou podéln¢ orientovany fibrily
obsahujici kontraktilni proteiny. Myofibrily Ize pod svételnym mikroskopem vidét jako
svétlé — izotropni (jednolomné) a tmavé — anizotropni (dvojlomné) tseky, které jsou
ohrani¢eny Z-liniemi tzv. telofragmou. Takto pravidelné ohrani¢eny usek Z-liniemi
se nazyva sarkomera. Jedna se o nejmensi kontraktilni ¢ast svalt a jeji struktura umoznuje

koordinovat svalové kontrakce (Paulin and Li 2004), (Ertbjerg and Puolanne 2017).

2.1 Struktura

Sarkomera je vklidovém stavu dlouha asi 2,3 um a pii kontrakci se
zkracuje ptiblizné o jednu tfetinu délky. Je ohrani¢ena z obou stran Z-liniemi, tvofené
pievazné a-aktininem (CapZ), které jsou soucasti I-prouzku (tzv. opticky izotropni tsek).
Zralé Z-linie jsou sloZeny ze stovek proteint prostupuji filamenty a upeviiuji se az na
sarkolemu (Knoll 2011), (Carlisle et al. 2018). Do téchto linii jsou ukotvena pouze tenka
aktinova filamenta. Zesiténi aktinovych vlaken mezi sousednimi aktinovymi vlakny je
uskute¢néno pomoci proteinu a—aktinu. Takto vytvofena struktura nabizi dostacujici
pocet mezer potiebnych pro prichod myozinovych vlaken v Z-linii (Rode et al. 2016).

V centru sarkomery se nachazi A-prouzek (tzv. opticky anizotropni usek) slozeny
z tlustych myozinovych filament. V tomto mist¢ dochazi k ptekryvu aktinovych
a myozinovych vlaken, avSak ve stfedu A-prouzku se nachéazi H-prouzek, kde nedochézi
K ptekryvu téchto dvou proteint. Stiedni ¢ast H-prouzku tvoii M-linie, kde jsou
zakotvena myozinova filamenta pomoci bilkoviny myomezinu. Do oblasti H-prouzku
zasahuje také protein titin, ktery zac¢ina na Z-linii a ukotvuje se v M-linii. Titin fixuje
tlusta vlakna v tmav§im A-prouzku pii svalové kontrakci. M-linii zesiluji sousedici
myozinova vlakna, kterd jsou zesitovana nejen proteinem myomezinem, ale také
obskurinem aj. (obr.2). V cytoskeletonu M-linie se kromé téchto proteinti nachazi také
nekolik metabolickych enzymi, jako napf. keratinkindza podilejici se na energetice
kontrakce (Gautel and Djinovi¢-Carugo 2016). Stiidanim téchto linii vznika pruhovany

vzhled pfi¢né pruhovanych svald, ktery pod mikroskopem vytvaii svétlé a tmavé useky.
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2.1.1 Myofibrily

Myofibrily neboli svalova vlakénka tvoii kontraktilni ¢ast svalového vlakna. Kazda
myofibrila je slozena zasi 1500 myozinovych a 3000 aktinovych filament.
Za sarkolemou se nachazi endoplazmatické (sarkoplazmatické) retikulum, ve kterém
je vysoka koncentrace vapenatych a hotecnatych iontt, které se podili na kontrakci svalti.
Mezi piechodem anizotropnich a izotropnich usekii dochazi k vychlipenil
cytoplazmatické membrany do vldkna a tim vytvofeni tzv. T-tubuld (obr.l1).
Myofibrily jsou slozeny z Kkontraktilnich bilkovin zejména =z aktinu a myozinu,
a integrovana Vv parakrystalickém potadi pomoci cytoskeletarnich proteinti (Gautel and
Djinovi¢-Carugo 2016), které potom tvofi tlustd (myozinova) nebo tenka (aktinova)
filamenta.

Tenka filamenta se nachazeji v izotropnich usecich sarkomery. Jsou S$iroka
0 priméru asi 7 nm a dlouhd 1,5 um. Tato vlakna jsou nejten¢i ze vSech vlaken
cytoskeletu sarkomery. Tenka vlakna jsou pfevazné slozena z troponinu, tropomyozinu
a aktinu, ktery je monomerni glomerularni bilkovinou (G-aktin) tvotici vlaknity polymer
tzv. F-aktin. ProtoZe vSechny monomery jsou orientovany jednim smérem, tak jsou
aktinova vlakna polarizovana (Khaitlina 2014). Dva takovéto vzajemné obtocené
polymery tvoti dvousroubovici aktinového filamenta. Na jednu otocku dvousroubovice
ptipada 14 molekul G-aktinu (Dominguez and Holmes 2011). Dale se kolem aktinovych
vlaken nachédzi velky protein nebulin regulujici jejich délku béhem sestavovani
sarkomery.

Myozinova filamenta, ktera se nachazi pouze v tmavsim prouzku sarkomery, jsou
dlouha okolo 1,6 pm a tlusta asi 15 nm v praméru. Tato vldkna jsou tvofena asi z 200
myozinovych molekul — myozin I, ktery je slozeny ze dvou polypeptidovych fetézci,
které se navzajem obtaceji. Kazdé z myozinovych vldken je obklopeno Sesti aktinovymi
vlakny v oblasti prekryti, kazdé aktinové vlakno ma ale tii sousedni myozinova vlakna
(Ertbjerg and Puolanne 2017). Pti kontrakci svalii se myozinova filamenta s aktinovymi

proti sob€ posouvaji a dochézi k jejich prekryvu, coz je podstatou svalové kontrakce.
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Tropomodulin
Actin

Thick Filament

1T ek i ek (NP ek
AEEs U N O B D G B

Titin Myomesin
a-actinin Muscle Myosin

Obrazek 2. Struktura sarkomery: Schéma zndzornuje zjednodusenou strukturu sarkomery, v niz
se nachazi Z-linie sloZend prevazné z a-aktininu = CapZ, vytvdrejici hranice sarkomery. V Z-
linii se vyskytuje také desmin, stabilizujici strukturu sarkomery. Tenka filamenta tvorenad
aktinem, nebulinem a tropomodulinem interaguji s tlustymi myozinovymi vldkny a myomezin
tvori stied sarkomery, tzv. M-linii (Carlisle et al. 2018)
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3. Aktin

Aktin je jednou z nejcastéjSich bilkovin eukaryotickych bunék, protoze tvori
aktinova tenka vlakna. Tento protein se vyskytuje bud’ jako kulovity monomer G-aktin
(s molekulovou hmotnosti 42 kDa), nebo se 400 téchto jednotlivych monomeri spoji
pomoci hydrolyzy ATP, které vytvoii vlaknity polymer F-aktin dlouhy okolo 10 nm
(Khaitlina 2014). Kazda molekula monomerniho aktinu v tenkém vlaknu obsahuje
specifické misto, na které se miize navazat myozinova hlava.

Aktin se kromé svalové kontrakce ucastni pohybu bunék, bunéného déleni
a intracelularniho transportu, jako napi. pohyb vezikul a organel. Aktin mtize vykonavat
vice funkci diky tomu, ze obratlovci maji Sest ruznych gend, které koduji vice
proteinovych izoformem Aktin ma tedy Sest izoforem rozdélenych podle jejich
izoelektrického bodu do tfid a, B a y. Izoformy mohou byt také rozdéleny na svalové
a cytoplazmatické. Primarné exprimovany v kosternim, srde¢nim a hladkém svalu jsou
a-aktiny. Zbyvajici dvé izoformy B-aktin a y-aktin jsou exprimovany vsudypfitomné
(Perrin and Ervasti 2010).

3.1 Typy aktinu
Podrobnosti o struktufe aktinového filamenta byly zjistény pomoci diagramu
rentgenovych vlaken z orientovanych geld F-aktinu, které vznikaji z koncentrovanych
roztoki F-aktinu, a také prostiednictvim elektronové mikroskopie. S pomoci téchto studii
doslo k vytvofeni atomového modelu aktinového filamentu (Dominguez and Holmes
2011).

3.1.1 G-aktin
G-aktin (obr. 3) ma strukturu rozdélenou do ¢tyf domén, asi 40 % struktury ma tvar
a-helix Sroubovice a ve stiedu G-aktinu se nachazi S$térbina pro navazani ATP
pii polymeraci (po sestaveni vlakna hydrolyzuje na ADP a fosfat) nebo ADP, které ma
v8ak mnohem niz3i afinitu k tomuto mistu nez ADP. ATP se dale vaze na Mg?* nebo

Ca?* a teprve potom miize dojit k polymerizaci vldkna (Mofrad and Kamm 2006).
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+ end

Obrazek 3: Model struktury G-aktinu (Cooper 2000)

3.1.2 F-aktin

Polymerovany aktin, neboli F-aktin (obr. 4), tvofi aktinové filamentum, které je
soucasti sarkomery a ucastni se kontrakce. Mimo to je také soucasti cytoskeletu
u eukaryotickych bunék. Strukturu tvofi aktinové monomery, a tim Ze jsou orientovany
V jednom sméru, maji aktinova vlakna zfetelnou polaritu diky ¢emuz obsahuji (+) a (-)
konec, pficemz na (+) konci dochazi k rychlejsimu ptiddvani monomert (asi pétkrat
az desetkrat) aktinu a tim K rychlej$imu ristu vlakna (Rangamani et al. 2014), (Cooper
2000). Sestavovani F-aktinu muze byt sledovano pomoci regulace iontové sily,
kdy v roztoku, ktery ma nizkou iontovou silou dojde k depolymerizaci aktinového
vlakna, anaopak pokud je tato sila zvySena na fyziologickou hodnotu, dochazi
k spontanni polymerizaci. Pro to, aby vldkno mohlo byt sestaveno, je vSak nejprve
potieba nejméné ti1 G-aktint, které se ve vlaknech otaceji o 166° (Cooper 2000).

Monomery aktinu jsou navzajem spojeny slabymi vazbami a diky tomu
se na koncové ¢asti vlakna mohou snadnéji ptipojovat. Pomoci téchto slabych vazeb maji
aktinova filamenta reverzibilni dynamickou strukturu. Aktinova vlakna v elektronovém
mikroskopu ukézala, Ze F-aktin ma levicovou symetrii s 13 molekulami monomerd,

které se kazdych 6 zaviti ve vlakné opakuji (Dominguez and Holmes 2011).
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Pointed end

Barbed end

Obrazek 4: Struktura F-aktinu: Sroubovita struktura polymerizovaného F-aktinu pochdzejici
z kryo-elektronové mikroskopie, pointed end = (-) konec, barbed end = (+) konec (Dominguez
and Holmes 2011)

3.1.3 Polymerace F-aktinu

Dynamicka funkce aktinu, kdy dochazi k reverzibilnimu dg&ji (polymeraci
a depolymeraci), je kromé stavby aktinového vlakna jednou z dulezitych funkci bunééné
motility nebo fagocytozy (Cardelli et al. 2009). Polymerace aktinovych vlaken (obr. 5)
probiha ve tfech fazich: nukleace, prodlouzeni a stavu ustaleni. Aby aktin fungoval jako
motor vytvarejici silu, musi byt zapotiebi dostate¢nd zasoba monomerniho aktinu,
ktery je  schopen polymerace. Dostatecny pocet G-aktini je zajiStovan
pomoci reverzibilniho zasobniku monomert a také prostfednictvim zvySené genové
exprese (Xue and Robinson 2013).

V prvni fazi dochazi k de novo nukleaci G-aktini na kratké oligomery (ti
monomery), které tvoii stabilni matrici pro tvorbu vlakna. Nasledn¢ v druhé fazi dojde
k prodlouzeni aktinového filamenta pfidanim dal$ich aktinovych monomerti na oba konce
tohoto oligomeru. Ristem polymerizovaného F-aktinu se dale koncentrace monomert

aktinii snizuje. Ve tfeti fazi dochéazi k ustdleni stavu, kdy se monomery vyméiu;ji

21



s podjednotkami na konci vldkna, avSak nedochazi ke zmén¢€ objemu vlakna. Pfi tvorbé
aktinového filamentu se po piidani ATP-G-aktinovych monomerti do vlakna ATP
hydrolyzuje na ADP. Diky tomu se vétSina vlakna sklada z ADP-F-aktinu, av§ak konec
vlakna tvoii ATP-F-aktin (Lodish 2008). Rychlost ristu aktinového filamentu zavisi
na koncentraci G-aktinu, a tedy rychlost polymerace je také rovna rychlosti disociace.
Pokud dojde ke kritické koncentraci G-aktinu, tak jsou monomery a vlakna v rovnovaze
(Cooper 2000).

5 e
@ @ @ e o o
e © Nucleus j © Nucleus \) \g Nucleus f
® G'% ©
G-actin @ @ @ g -acti
@ ® (-} end (+end @

Nucleation Elongation Steady state

Obrazek 5: Proces polymerace F-aktinu: Volné aktinové monomery, fize nukleace, fize

prodlouzeni a ustdalend fize (Cooper 2000)
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3.2 Aktin-vazajici proteiny
Aktin ma schopnost vazat se na velky pocet bilkovin, tj. na tzv. Actin Binding
Proteins a mnoho typt téchto proteinl se vaze na stejna mista aktinu. EXistuje pomérné
velké mnozstvi ABP.

Tabulka 1: Vycet aktin-vdzajicich proteinit a jejich funkci

Nazev Funkce
thymosin P4 Stabilizace G-aktinu a zabrana polymerace
kofilin Indukce konverze F-aktinu na G-aktin
profilin Podpora polymerace vldkna
Arp2/3 Zesiténi aktinovych vlaken
gelsolin Zkracovani pramérné délky aktinovych vldken
tropomyozin Regulace kontrakce
troponin Regulace kontrakce

3.2.1 Thymosin
V pohyblivych bunikach je zapottebi velké zasoby monomerti, kterd podle potieby
uvoliiuje monomerni aktin a toho muze dosahnout napt. thymosin (Winder and Ayscough
2005). Protein thymosin B4 je maly protein o molekulové hmotnosti 5 kDa. Patii mezi
hlavni  aktinové monomerni vazebné proteiny. Je schopen interagovat,
zaClenit se do specifického mista G-aktinu a nasledné zabranit rustu polymerniho vlakna

(Mofrad and Kamm 2006).

3.2.2 Kofilin

Kofilin je mala globularni bilkovina, ktera se vaze jak na G-aktin, tak na F-aktin
a ma mnohem vétsi afinitu k aktinu navazaném na ADP nez na ATP (Wioland et al.
2017). Kofilin patii mezi aktin depolymerizujici proteiny. Dnes je jiz zndmo, Ze se mize
také podilet na polymerizaci aktinového vlakna. Zda se vSak ucastni depolymerace
¢i polymerace, zavisi na jeho koncentraci vici aktinu. Diky in vitro studiim je prokazano,
Naopak pokud je koncentrace kofilin/aktin 1:2 az 1:10, tak se kofilin bude podilet
na stabilizaci F-aktinu (Bamburg and Bernstein 2010).
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3.2.3 Profilin
Profilin je maly cytozolovy protein s molekulovou hmotnosti 15 kDa. Tato
bilkovina ma vysokou afinitu k monomernimu G-aktinu, podporuje vyménu nukleotidi,
tj. ADP za ATP v aktinovych monomerech. Profilin rovnéZ inhibuje hydrolyzu ATP,
¢imz vznika vétsi afinita na (+) konci G-aktinu, a tim podporuje rust polymerizovaného

vlakna pfedev§im na tomto konci (Mofrad and Kamm 2006), (Rangamani et al. 2014).

3.2.4 Arp 2/3 komplex
Arp 2/3 komplex obsahuje 7 bilkovinnych podjednotek — 5 novych polypeptidii a 2
bilkoviny podobné aktinu. Arp 2/3 komplex hraje dulezitou roli pfi tvorbé F-aktinu. Je
schopen de novo zahajit nukleaci, nasledné polymerizaci a také rozvétveni a zesiténi
aktinového vlakna do cytoskeletarni formy. Aby mohl tento komplex vytvaret nové
vlakno, musi byt nejprve aktivovan proteiny WASP (Wiskott-Aldich syndrome proteins)

a téz predchazejicim aktinovym vlaknem (Dayel and Mullins 2004).

3.2.5 Gelsolin
Gelsolin je rozélenén do 6 domén (G1-G6), piicemz domény G1 a G4 obsahuji
vazebna mista pro aktin. Jeho regulace zavisi na koncentraci Ca?* (Dominguez and
Holmes 2011). Takto aktivovany gelsolin se navaze na jiz existujici aktinova vlakna,

chrani je a zabranuje pfidavani dalSich monomert k (+) konclim aktinového vlakna

(McGough et al. 2003).

3.2.6 Tropomyozin

Tropomyozin je dalsi z aktin-vazajicich proteint, ktery je schopen regulace
kontrakce ve svalech, kde se vykytuje v monomerni form¢ (Ozawa et al. 2017).
Polymeruje do tvaru dvouvlaknové Sroubovice, a tak obaluje ob& strany aktinového
vlakna. Spole¢nou interakci s troponinem stabilizuji strukturu tohoto tenkého vlakna
a umoziuji regulovat interakci aktin-myozin tim, ze v klidové fazi pii nizké koncentraci
Ca?* se Tm navéaze na troponin, tim pak zabrani spojeni vazebného mista aktinu
s myozinem (Geeves et al. 2015). Poté, kdyz se Ca?* uvolni do sarkoplazmy a navaze
se na troponin-C, dojde ke zmén¢ konformace této troponinové izoformy. Nakonec se

obnazi vazebné misto pro myozin tak, aby mohlo dojit ke svalové kontrakci.
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3.2.7 Troponiny

Troponinovy komplex obsahuje 3 troponinové jednotky. Patfi sem troponin-C,
ktery ma schopnost véazat se na Ca?*, dale troponin-T, vytvaiejici vazbu s tropomyozinem,
a troponin-1, jenz inhibuje aktinové misto pfed navazanim myozinu. Troponiny-T (TnT)
a | (Tnl) jsou specifické predev$im pro svaly myokardu, kdezto troponin-C (TnC) se
nachazi ve svalech srde¢nich, ale také kosternich (Marin-Garcia 2014). Komplex TnT
vazajici se na Tm je velmi dulezity pti kontrakci pfiéné pruhovaného svalstva. TnT (30-
35 kDa) je ve své N-koncové oblasti variabilni, zatimco stfedni a C-koncové ¢asti jsou
pomérné konzervativni.

In vitro studie pouzivajici troponinovy komplex ukazaly, ze pfitomnost N-koncové
oblasti TnT potencuje ATP-azovou aktivitu (Wei and Jin 2016). TnT je koédovany
riznymi geny, ¢imz vznikaji jeho dvé odlisné formy, kdy se jedna z nich nachézi ve svalu
srde¢nim a druha v ptién€ pruhovaném. Krom¢ funkce TnT umoznit kontraktilitu svalt
se jeho forma nachazejici se v myokardu uplatiuje pii diagnostice onemocnéni srdce (Xu
et al. 2013).

TnC (18 kDa) hraje kli¢ovou roli pro provedeni svalové kontrakce. Pti depolarizaci
se uvolni Ca?* ze sarkoplazmatického retikula a s jeho zvySujici se koncentraci dojde
k navazani na TnC. Ionty Ca®* umoziuji zménu konformace troponin-tropomyozinového
komplexu, tim dojde k odhaleni vazebného mista na aktinu pro myozin. Poté se Ca?*
transportuje zpatky do sarkoplazmatického retikula, komplex troponinu s tropomyozinem
se navrati do predchozi konformace a nastane svalova relaxace (Bhagavan and Ha 2011),

(Saenger and Korpi-Steiner 2017).
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4. Myozin

Myozin se fadi mezi tzv. molekuldrni motory, které plni vyznamnou roli pfii
kontrakci svali nebo bunééném transportu. Existuje asi 20 riznych tfid myozint, pficemz
myoziny téze tiidy jsou Si podobné svymi konci. Lidsky genom obsahuje okolo 40

myozinovych gent kodujicich 12 tiid (Krendel and Mooseker 2005). Nejznaméjsi je

myozin I, myozin Il, myozin V a myozin VI.

4.1 Myozin Il

Myozin 11 - dimer (obr.6) se tc¢astni kontrakce srde¢niho svalu, kde se také nachazi.
Preménuje chemickou energii ve formé ATP na energii mechanickou, ¢imz vytvari
pohyb. Jedna se o velkou molekulu slozenou z Sesti polypeptidovych fetézci: dva tézké
fetézce (Mr = 200 kDa) a ¢étyti lehké fetézce (Mr = 20 kDa). Na jedné ze stran dochazi ke
vzajemnému obtoceni tézkych fetézcl, jez vytvaii tzv. tyCinkovitou o-helikdlni ¢ast
tvorici télo tlustych myozinovych filament. Na stran¢ druhé dochazi ke svinuti téchto
fetézcl, které potom tvoii dvé globularni, tzv. myozinové hlavy. Ty mohou byt pomoci
krcktl, jez maji schopnost ohybu diky enzymu ATP-hydroldzy, schopné interagovat
s aktinovymi filamenty, protoZe maji na svém povrchu vazebné misto pro aktin. Tato
oblast se nachazi v kiizovém mustku myozinu na myozinové hlavé nebo v motorové
doméng¢, kde se vyskytuje misto pro navazani ATP. To se zuzuje a nasledné nasledné
vytvaii a-helikalni krk. Dvé malé proteinové podjednotky: esencidlni lehky fetézec (ELC)
aregulacni lehky fetézec (RLC) obklopuji kaZzdou oblast hrdla a-helikalni Sroubovice
a poskytuji jim mechanickou oporu (Stull et al. 2011). Kazdé tlusté vlakno obsahuje
okolo 300 myozinovych hlav vy¢nivajicich zjeho povrchu. Ty zng vychazeji
v pravidelné opakujicich se intervalech kazdych 14,3 nm. Kromé toho je myozin schopen
se svym télem navazat na titin a poptipad¢ dal$i molekuly (Feher 2012). Nedavné studie
prokazaly, ze jedna z myozinovych hlav napomaha té druhé umoZznit jeji pottebnou
orientaci k interakci s aktinem, ¢imz napomaha k maximalnimu vykonu uskute¢néni

svalové kontrakce (Haraguchi et al. 2013).
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Obrazek 6. Schéma struktury myozinu II a jeho interakce s aktinem. (a) Struktura monomeru
myozinu Il zobrazujici lehké, tézké retézce a jejich ELC a RLC domény, myozinové hlavy
(myozinovy motor), Krk (spojovaci cédst), télo myozinového vidkna a koncové casti. (b) Myozin 11
sestaveny do bipolarnich vidken pomoci C-konce a N-konec se vize na aktinové filamenty.
Aktivace motorické domény vede natazeni aktinovych vidken ve sméru Sipky (Clark et al. 2007)

4.2 Myozin |

Protein myozin | (monomer) byl poprvé objeven u nizSich eukaryot. Jedna se
0 molekularni motor, ktery se jako monomer nachazi téméf ve vSech bunkach tkani
a ucastni se buné¢ného transportu. Mimo jiné se nachézi také ve vnitinim uchu, kde se
podili na spravné funkci stereocilii vlaskovych bunék (Batters et al. 2004). Do této tidy
patii také myozin 1c, jenz ma relativné kratké télo a jeho koncovymi ¢astmi je schopen
interagovat s dal$imi bilkovinami. U ¢lovéka je tento protein kodovan genem MYO1C,
diky ¢emuz vznikaji tfi izoformy proteinu: izoforma Myolc B, jaderny myozin I (NM1)
a nejdelsi izoforma Myolc A. NM1 se nachazi hlavné v jadre buiikky a Myolc ptrevazné
Vv cytoplazmé.

Bylo zjisténo, ze pti knockoutu NM1 kultivované mysi fibroblasty projevuji
sniZzenou odolnost vi¢i hypotonickému prostfedi. NM1 tudiZ podporuje udrZeni napéti
bunééné membrany, podle atomové mikroskopie pak ztrata NMI1 vede ke zvySeni

elasticity plazmatické membrany okolo aktinového cytoskeletu (Venit et al. 2016).
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4.3 MyozinV
Myozin V (dimer) se podili na buné¢ném transportu organel, mRNA, lipida
a proteinovych vezikul. Dulezité ¢asti jsou myozinova hlava, jez obsahuje vazebné misto
pro navazani aktinu, a globularni ¢ast na koncové ¢asti myozinu, na ktery se napojuje
bunéény naklad. U lidi se objevuji pouze tii typy myozinu V (Va, Vb a V¢) (Nascimento
et al. 2013).

4.4 Myozin VI
Myozin VI muze fungovat jako monomer, ale také jako dimer. Ma jedine¢né
funkce, protoze se jako jediny z myozind pohybuje smérem k (-) konci aktinového vlakna.
Vyskytuje se ve vezikulech nebo ¢astech Golgiho aparatu a podili se na bunécné

endocytoze (Tumbarello et al. 2013).
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5. Velké sarkomerické proteiny

Sarkomera, jakozto nejmensi svalova jednotka, je sestavena kromé vyse uvedenych
proteind, tj. aktinu a myozinu, také z pomérné velkych proteini, jejichz molekulova
hmotnost je mnohonasobné vétsi. Patii sem zejména nebulin, titin a obskurin. Tyto
proteiny tvoii nedilnou ¢ast sarkomery.

5.1 Titin

Tlusta myozinova vlakna obsahuji kromé myozinu II také titin, ktery je jejich
nedilnou soucasti. Titin, neboli diive také konektin, je obrovsky protein s molekulovou
hmotnosti 3-3,7 MDa. Jedna se o nejvétsi znamy protein, jenz byl v lidském téle
zaznamenan. Titin se $ifi od Z-linii, kde je ukotven pomoci svého N-konce k M-liniim,
a po celé své délce poskytuje vazebna mista pro a-aktin, myozin a také pro M-protein,
ktery zpusobuje navazani myozinovych vldken do M-linie oblasti sarkomery.
Predpoklada se, ze titin slouzi jako matrice k sestavovani myozinového filamenta (Feher
2012). Tento obrovsky protein s modularni strukturou obsahuje imunoglobulinové (Ig)
a fibronektinové (Fn I11) oblasti, pti¢emz Ig doména se nachazi pouze v oblasti I-prouzku
sarkomery (Tonino et al. 2017).

Titin (obr.7) je elasticky protein, ktery ma schopnost chovat se jako tzv.
molekularni pruzina. Oblast [-prouzku titinu se sklada ze segmentii N2A a PEVK, které
jsou soucasti Ig domény. PEVK segment je oblast bohata na prolin, obsahujici také
glutamovou kyselinu, valin, lysin, a ma schopnost interagovat s aktinovymi vlakny.
Délka PEVK oblasti je v srde¢nim a kosternim svalu riizna. Na zakladé sekvenéni analyzy
bylo prokazano, ze se tato doména sklada také z opakujicich se segmentti PPAK a polyE.
PPAK je sekvence, ktera nejcastéji zacind témito aminokyselinami: dvéma proliny,
alaninem a lysinem. PolyE oblast obsahuje pfevazné glutamat. PEVK segment se vaze na
polymerovany aktin po celé jeho délce a jeho vazebna sila se zvySuje s obsahem polyE
sekvence. Vzajemna interakce PEVK s nebulinem a aktinem je mozna v piipadé, ze je
titin napnuty, teprve potom dochazi v myofibrilach ke slabé vazbé PEVK na aktin,
avSak pfesné mechanismy vazby PEVK-aktin jsou zatim z velké ¢asti neznamé (Linke et
al. 2002), (Nagy et al. 2004).

N2A oblast se nachdzi v proximalni ¢asti Ig oblasti, kterd se prodluzuje pti nizké
sile. N2A funguje jako mechanicky snima¢ chrédnici sval pted jeho pfili§ velkym
roztazenim (Tiffany et al. 2017). Bylo prokazano, Ze u aktivniho svalu vazba Ca®* zvySuje

tuhost v titinu, ale pouze v malé mife. Pfedpoklada se, ze Ca?* je vazan na N2A oblasti
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titinu a zvySuje tuhost tim, Ze brani vyrovnani sil v proximdlnich Ig doménach,
jez vznikly béhem pasivniho roztazeni (King et al. 2011).
(@) I-band A-band

proximal PEVK  distal / thick filament 4
Z-disc  tandemIg N2A tandem Ig thin filament M-line
segment segment

(b)

Obrazek 7: (a) Schéma poloviny sarkomery kosterniho svalu a usporddani titinu: Z-linie,
proximalni cast Ig segmentu, N2A segment, PEVK segment, distalni cast Ig segmentu, tenka
vidkna, tlusta vidkna a M-linie. Tlusté filamentum (zelené vidkno) je pro jednoduchost
zndzornéno jako dvouvldknové, ve skutecnosti je trojvidknové. (b) Sarkomera v odpocivajicim
stavu pii nizké koncentraci Ca2+. (C) Sarkomera pri vysoké koncentraci Ca2+ , kdy je N2A
segment navdzdany na tenké (modré) vidkno (Nishikawa et al. 2011)

5.2 Obskurin

Obskurin (800 kDa) také patii mezi velké proteiny sarkomery. Izoforma obskurin
A je narozdil od nebulinu a titinu koncentrovan hlavné v perifernich ¢astech Z-linii a M-
linii, kde je schopen lépe komunikovat s membranou. Podle studii bylo vsak zjisténo,
Ze se obskurin nachazi prednostné v M-liniich zralych myofibril. Diky tomu je kromé
vazby s titinem schopen vazat také ankyrin 1 a ankyrin 2, které jsou soucasti
sarkoplazmatického retikula, a tim vytvofit vazbu mezi myofibrily a sarkoplazmatickym
retikulem (Kontrogianni-Konstantopoulos and Bloch 2005), (Sauer et al. 2010).
Obskurin (obr. 8) je rovnéz jako titin sloZzen z Fnlll a Ig domén, pficemz N-konec Ig
domény tvoii v M-linii komplex s C-koncem titinu a N-koncem myomesinu. Dale C-
konec titinu interaguje s N-koncem obscurin-like 1 proteinu, jenz je podobny bilkoviné
obskurinu, avsak transkribovan jinym genem (Manring et al. 2017).
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Kromé¢ Ig a Fnlll domény obsahuje obskurin také izoleucin-glutaminovou (1Q)
doménu, kterd je hlavnim mistem pro navazani Ca?* kalmodulinem. Déle obsahuje SH3
doménu, jez je schopna interakce s proteinovymi sekvencemi bohatych na prolin
a RhoGEF (Rho guaninovy nukleotid) znamy jako DH doména nebo PH doména
(Bowman et al. 2007).

Soucasti M-linie, kde se obskurin nachézi, neni pouze bilkovina myozin, ale také
nékolik proteini slouzicich jako matrice pro myozinova vlakna hrajici dalezitou roli
pfi jejich sestavovani béhem myofibrinogeneze. Patii sem M-protein, myomesin, titin,
obskurinu podobny protein 1 a SMyBP-C (myozin vazajici protein), jenz je specificky pro
kosterni svalstvo (Manring 2017). Ruzné experimenty dokazaly, ze obskurin je schopen
pomoci svého C-konce tvofit komplex s myozinem a tim regulovat tvorbu A-prouzku
(Kontrogianni-Konstantopoulos et al. 2004). Ztrata aktivity obskurinu ve skeletarnich
svalech potencuje nestabilitu M-linie v sousednich myofibrilach, ¢imz dojde

ke snizenému zapojeni myozinu do zralych myozinovych vlaken.

5.2.1 Obskurinu podobny protein 1

Obskurinu podobny protein 1 je nedilnou soucasti sarkomery. Nachazi se v M-linii
a Z-disku, je schopen interakce s titinem a myomesinem, tzn. ze jeho funkce jsou velmi
podobné obskurinu, odkud pochazi také jeho nazev. Tento protein vyrovnava pii ztraté
obskurinu zachovani stavby M-linie a obskurin hraje kli¢ovou roli pifi vytvafeni
sarkoplazmatického retikula (Cunha and Mohler 2009). OBSL1 se nachazi
mezi myofibrily a je schopen stabilizovat jejich strukturu. Obsahuje Ig a Fnlll domény,
které jsou podobné tém v N-konci obskurinu, postrada vsak vazebna mista pro ankyrin,
SH3, DH-PH a kinazové domény (Geisler et al. 2007), (Pernigo et al. 2010). Geny
kodujici OBSL1 a obskurin patii do nové skupiny homolognich genli odvozenych
od Unc-89/0OBSL, coz je protein zodpovédny za sestaveni M-linie. OBSL1 je exprimovan
v sirokém spektru tkani, diky ¢emuz ma tfi izoformy, a to izoformu A (210 kDa), B (110
kDa) a C (150 kDa). Izoformy A a C se nachazi ve tkanich mimo srdce, kdezto izoforma

B je exprimovana do myokardu a placenty (Pulavarti et al. 2014).
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5.3 Nebulin

U¢inna kontrakce kosternich svald je uskuteénéna pomoci regulace délky
aktinového vlakna. Mnoho experimentli prokdzalo, ze se nebulin podili pfedev§im
na stabilizaci F-aktinu a tim umoziuje aktinovym vlaknim dosahnout patiicné délky
(Chu et al. 2016). Nebulin (obr. 8) je velky vlaknity protein kédovany pouze jednim
genem, ktery ma molekulovou hmotnost v rozmezi 500-900 kDa. Molekuly nebulinu
pokryvaji tenka aktinova vlakna po jejich celé délce, napojuji se C-koncem v Z-liniich a
N-koncem na tropomodulin, protein, ktery uzavira (-) konec aktinu a reguluje jeho délku
(Meyer and Wright 2013). Bilkovina nebulin se sklada ze 185 za sebou jdoucich modula
35 aminokyselin a kazdy z téchto modulti interaguje s jednim aktinovym monomerem
tenkého vldkna. Kromé toho moduly v sekvenci 9-162 jsou uspotfaddany do sad, jez se
sedmkrat opakuji a vytvareji tak druhy konzervativni motiv odpovidajici periodicité
komplexu tropomyozin-troponin (Pappas et al. 2008).

Funkce nebulinu byla v minulosti pomérné nejasna a ptredpokladalo se, Ze jeho
uloha spocivéa v regulaci délky tenkého vlakna, a tvoii tak tzv. molekuldrni pravitko.
Pomoci knock-outovaného mysiho modelu v nebulinu (NEB-KO) bylo prokazano, ze ma
vSak mnoho dalSich funkci. Mezi né patii napt. pomocna funkce pfi fizeni svalové
kontrakce, uplatnéni pfi homeostaze Ca?* nebo pii sestavovani Z-linii sarkomery (Labeit
et al. 2011). Nebulin se kromé piicné pruhovaného svalstva nachazi také ve svalu
srdeénim. Neékolik studii pouzivajici metody RT-PCR (real-time PCR) spolu
s imunofluorescen¢nim barvenim prokazaly pfitomnost nebulinu v myokardu, ale pouze
ve velmi nizkych koncentracich (Chu et al. 2016).

Nedavno bylo zjiSténo, Ze mutace genu pro nebulin zpiisobuje autozomalné
recesivni genetické onemocnéni tzv. kongenitalni nemalinovou myopatii. Jedna se

0 neuromuskularni poruchu, pti které¢ dochézi k silné svalové slabosti.
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Obrazek 8: Struktura sarkomery vyzmnacujici velké sarkomerické proteiny: Tt, T-tubuly;
SR, sarkoplazmatické retikulum; Z, Z-linie; I, izotropni uisek,; A, anizotropni usek; M, M-linie
(Gautel and Djinovi¢-Carugo 2016)
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6. Proteiny M-linie

M-linie (obr.9) je cast sarkomery, jez propojuje vlakna myozinu a titinu v jejim
sttedu. Kromé téchto dvou proteinti se zde nachazi také myomezin 1, M-protein
(myomezin 2) a myomesin 3. Myomezin 1 je exprimovan vSudypiitomné v pii¢né-
pruhovaném svalstvu, M-protein se nachazi v srdci a v rychlych svalovych vlaknech

a myomesin 3 je detekovan pievazné v pomalych svalovych vlaknech (Schoenauer et al.
2008).

6.1 Myomezinl

Myomezin 1 (185 kDa) je protein nachazejici se v M-linii, ktery obsahuje struktury
tiidy I (Fnlll) a tridy II (C2-imunoglobulin) (Reddy et al. 2008). Po N-koncové doméné
nasleduji tyto dvé struktury v poradi sedm Ig domén a nésledné pét Fnlll domén. Dale N-
konec myomezinu (doména 1) se vaze na myozin a domény 4-6 interaguji s C-koncem
titinu. Myomezin 1 je schopen také vytvaret dimery, jez v M-linii zesit'uji a stabilizuji
myozinova a titinova vlakna. Pfi svalové kontrakci se mohou dimery myomezinu
roztahnout mezi myozinova vlakna, takovyto myomezin se poté mize chovat jako titin
(Siegert et al. 2011). Myomezin 1 je také nezbytny pro integraci obskurinu nebo jeho
homologu obskurinu podobny protein 1 (Pernigo et al. 2017).

6.2 M-protein

M-protein ma podobné sloZeni jako obrovsky protein titin. C-konec se sklada z péti
Ig domén, které se objevuji v pravidelnych intervalech. Béhem pozdniho embryonalniho
vyvoje je exprimovan V myokardu a také v rychlych svalovych vlaknech (Pinotsis et al.
2008). M-protein @ myomezin maji stejné uspofadani domén a aminokyselinovych

sekvenci asi z 50 %, coz znamena, ze vznikly z identického genu (Langel et al. 2005).

6.3 Myomezin 3
Pomérn€ novy ¢len skupiny myomezini — protein myomezin 3 — je slozen z Ig
a Fnlll domén stejné¢ jako myomezin 1 a M-protein. Tento protein je exprimovan
vV riznych druzich pficné pruhovanych svali, nejvice vSak Vv kosternich svalech
novorozencu a také v pomalych svalovych vlaknech. Gen myomezinu 3 je velmi podobny
svou strukturou genim myomezinu 1 a M-proteint. Podle usporadani aminokyselin je
jejich identita ze 40 % shodna (Schoenauer et al. 2008).
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Obrazek 9: (4) Hlavni oblasti sarkomery: Z-Zdisk, |-izotropni uisek, A-anizotropni usek, M-M-linie
(B) Modularni myomezin, titin, proteiny obskurin a obskurinu podobny protein 1 tvori sloZitou
sit' v M-linii vytvorenou s C-termindlnimi myomezinovymi dimery, které zesituji myozinové
filamenty. Obrdzek vyzdvihuje interakci mezi myomezinem a obskurin/ obskurinu podobny
protein [ kterd byla mapovina mezi myomezin fibronektinovymi (Fnlll) doménami My4 a My5
a imunoglobulinovou (Ig) doménou obskurinu/ obskurinu podobny protein 1 respektive O3/0L3

(Pernigo et al. 2017)
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/. Fixaéni proteiny

Jako fixa¢ni proteiny (obr.10) se oznacuji proteiny: desmin, nestin, vimetin a dalsi.
Tyto proteiny jsou soucasti intermedidlnich vlédken, kde hraji dilezitou roli. Dalsi
bilkoviny jako pletkin a dystrofin nejsou soucasti téchto vlaken, avSak tvofi s nimi vazby.
Plektin navic interaguje také svimentinem a aktinem, dystrofin zase s aktinem

a lamininem.

7.1 Desmin

Desmin, také znam jako skeletin, ma molekulovou hmotnost 53 kDa a patfi
do rodiny proteinti nachazejicich se v intermedialnich vlaknech. Tato vlakna pod
elektronovou mikroskopii vykazuji primér 8-14 nm a jejich tloustka se tedy pohybuje
mezi velikosti mikrofilament a myozinovych vlaken. Stejné jako ostatni intermedialni
proteiny je desmin exprimovan také v hladkém, kosternim a srde¢nim svalu (Bdr et al.
2004). Desmin se nachazi ptevazné v Z-liniich pruhovanych svald a bunikach hladkych
svalti. Vytvafi trojrozmérnou sit’ okolo myofibridlni Z-linie a tim udrzuje usporadani
architektury svali. Desmin také vytvaii podélné spojeni mezi periferiemi po sobé
nasledujicich Z-linii a podél plazmatickych membran bunék pruhovaného svalu (Kreplak
et al. 2008). Doposud bylo pro gen lidského desminu nalezeno vice nez 40 mutaci, které
zpisobuji svalova onemocnéni. VSechny tyto mutace vytvaieji odlisSnou podskupinu
myofibrialni myopatie tzv. desmopatie, charakterizované rozpadem Z-linii a myofibrilt,
stejné jako akumulaci desminu, plektinu a dalSich proteinti do velkych intracelularnich

agregatl (Kreplak and Bdr 2009).

7.2 Vimentin a nestin
Vimentin je protein exprimovany pievazné ve fibroblastech, oéni ¢occe a bunkach
mezenchymalniho ptivodu. Na rozdil od desminu, jehoz exprese pievlada ve zralych
myofibrilech, je vimentin spolu s nestinem, dalsim proteinem intermedialnich vlaken,
exprimovan V ¢asnych fazich diferenciace bunék. Presna tiloha exprese téchto proteint je
do zna¢né miry neznama. Vimentin i nestin vykazuji vysokou expresi s rychlou regulaci

Vv poskozeném svalu a nasledné snizenou expresi v regenerujicich myofibrilech (Vaittinen

et al. 2001).
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7.3 Plektin
Plektin je velky protein, ktery se sklada z N-koncovych a C-koncovych

globularnich domén odd¢lenych 200 nm dlouhym vlaknem. N-konec obsahuje doménu
vazajici aktin, je schopna vazby s integrinem-p4, vimentinem a dalSimi. C-konec
obsahuje vazebnd mista pro intermedialni vldkna nebo podjednotku yl AMP kinazy,
proteinkinazu C a RACKI: receptor pro aktivovanou kinazu C.

Tento protein je v kosternim svalu exprimovan pfedev§im v Z-liniich a na
sarkolemé. Existuje vice nez 8 izoforem, které se lisi pouze ve svych N-koncovych
Castech, znichz 4 (plektin la, 1b, 1d a 1f) se nachazeji ve velkych koncentracich
ve svalové tkani. Izoformy plektin 1 a 1fjsou proteiny asociované se sarkolemou, zatimco
plektin 1d se nachazi pouze v Z-liniich. Plektin la ukotvuje keratin intermedidlnich
vlaken na hemidesmozomy v bazalnich keratinocytech a hraje specifickou roli v migraci

fibroblastt (Rezniczek et al. 2007).

7.4 Dystrofin

Dystrofin je bilkovina exprimovana v srde¢nim i kosternim svalu a je soucasti S
dystrofinem-asociovaného proteinového komplexu. N-konec dystrofinu interaguje
s aktinem a WW doména je oblast, kterd se vaze na B-dystroglykan, jenz je soucasti
dystroglykanového subkomplexu. Tento subkomplex je schopen interakce s lamininem
jako slozkou bazalni membrany, ¢imZ se vytvofi vazba mezi intercelularnim proteinem,
aktinem a  extracelularni  matrici. Dalsi subkomplex  proteinového
komplexu asociovaného s dystrofinem obsahuje ¢tyti transmembranové proteiny (a, B, y
a o-sarkoglykan). Kazdy z téchto proteind je zapojeny do riznych druht svalovych
dystrofii, protoze vSechny tyto ¢tyfi bilkoviny tvofi sarkoglykanovy komplex. Treti
subkomplex zahrnuje a-dystrobrevin a syntefin al, B1 a f2. Tyto intercelularni proteiny
se vazi pfimo na dystrofin, pfi¢emz N-konec o-dystrobrevinu je asociovan se

sarkoglykanovym komplexem (Mizuno et al. 2001).
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Obrazek 10: (A) Schéma viaken kosterniho svalstva: Myofibrily (aktinova a myozinova vidkna)
jsou pomoci obskurinu, ktery se nachdzi v M-linii, ukotvené v sarkolemé. Desmin se syneminem
propojuji myofibrily v Z-liniich a tim spojuji periferni myofibrily se sarkolemou a jadrem
pres plektin a krystalin. (B) Model znazornujici polovinu sarkomerry a termindlni konec nervové
buiiky: termindlni konec, synaptickd Stérbina a jddro. ObsKurin se nachdzi v blizkosti
plazmatické membrany, zatimco desmin, synemin, nestin a plektin jsou vice zastoupeny okolo
spojovacich zahybu mezi jadrem a myofibrily (Carlsson et al. 2008)
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8. Enzymy sarkomery a myoglobin

Enzymy jsou bilkoviny s katalytickou aktivitou, které maji schopnost ur¢ovat nejen
povahu, ale také rychlost chemické reakce probihajici pievazné v aktivnim misté enzymi.
Enzymy se nachazeji ve vSech zivych systémech. Jejich zakladni slozkou je bilkovina,
dale pak kofaktor nebo prosteticka skupina, které se na ni vazou. Jsou to latky velice
specifické, jez vzdy pfeménuji pouze omezené spektrum substrati. Hlavni enzymy

nachazejici se v kosternim svalu jsou kreatikinaza, laktatdehydrogendza a ATPéza.

8.1 Kreatinkinaza

Kreatinkinaza (CK) s molekulovou hmotnosti 82 kDa je enzym nachazejici se jak
v cytozolu, tak v mitochondriich. Sklada se ze dvou polypeptidovych jednotek M a B.
Tyto podjednotky nasledné tvoii tii dimery, izomery: CK-MM (nachazejici se pfevazné
ve svalech), CK-MB (v srde¢nim svalu) a CK-BB (v mozku).

CK-MM Kkatalyzuje reverzibilni fosforylaci kreatinu na kreatinfosfat a naopak.
Kreatinfosfat slouzi jako =zasobarna energie a pienosovd energetickd molekula
dopravujici fosfo-skupinu z mista tvorby energie (ATP), tj. z mitochondrie, na mista
spotfeby energie, tj. k myofibrilam (Spindler et al. 2002). Enzym CK-MM interaguje
soblasti M-linie u sarkoplazmatického retikula. Kromé funkce udrzeni energetické
homeostazy a poskytovani stabilniho zasobovani kreatinfosfatu tento enzym pomaha
udrzovat aktivitu také Ca?*-ATP-azy sarkoplazmatického retikula a dalsich energeticky
zavislych enzymu. Pti svalovych myopatiich napf. extracelularni rhabdomyolyze, kdy se
jedna o rozpad svalovych vlaken kosterniho svalu, dochéazi k uvoliiovani intracelularnich
latek (CK-MM, myoglobin, vapnik a draslik) z postizenych myocytti do krve. Proto je
CK-MM hlavnim enzymovym markerem pfi postizeni svalovych vlaken skeletarniho
svalstva, pfi¢emz jeho zvySena aktivita mize byt zpisobena také fyzickou namahou
(Heled et al. 2007).
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8.2 Laktatdehydrogenaza

Laktatdehydrogenaza je enzym patfici mezi oxidoreduktazy a Kkatalyzuje
reverzibilni pfeménu laktatu na pyruvat. Tato reakce je znama jako anaerobni fermentace,
pti které se tvoii NADY, jenz je potfebny pro generovani ATP k udrzeni glykolyzy.
Existuje nékolik izoenzymi laktatdehydrogenazy tvofené dvéma formami.
M podjednotka se nachazi pfevazné v anaerobnich tkanich, jako jsou kosterni svaly
a jatra. H forma pievlada v aerobnich tkanich, jako napft. srde¢ni sval. Byl identifikovan
také treti typ — X forma (LDX nebo LD6), ktera je vSak pouze ve varlatech. ldentita
sekvence aminokyselin mezi formami H a M je asi okolo 75 %. Jednotlivé podjednotky
se mohou vzajemné kombinovat a vytvaret tetramery, jejichz struktury jsou dost
konzervativni. Existuje tedy 6 izoenzymi: LDI1 az LD6 (Read et al. 2001).
Laktatdehydrogendza se pouziva také jako marker poskozeni tkang, jako naptiklad infarkt
myokardu, onemocnéni plic, jater nebo pti akutni pankreatitidé. Mimo to je také pouzivan
jako nadorovy marker a jeho koncentrace miize byt sledovana béhem 1é¢by rakovinovych

onemocnéni (Stankovic Stojanovic and Lionnet 2016).

8.3 ATPaza
ATPaza je enzym, ktery katalyzuje pfeménu ATP na ADP a fosfat. ATPaza je

membranovy transportni protein, ma schopnost ¢erpat Ca®* z butiky pomoci ATP jako
zdroje energie a udrzovat jejich konstantni koncentraci. Ca?*-ATPaza je polypeptid
s molekulovou hmotnosti 100 kDa patiici do rodiny ATPaz typu P. Je kddovana skupinou
tii genlil — SERCA 1, 2 a 3, jez jsou vysoce konzervované, avSak lokalizované na rtiznych
chromochomech. M4 cca 10 izoforem s riiznou tkatovou specifitou. Funkce Ca?*-
ATPazy je modulovana endogennimi molekulami: fosfolambanem a sarkolipinem

(Periasamy and Kalyanasundaram 2007).

8.4 Myoglobin
Myoglobin (obr.11) je cytoplazmaticky protein, ktery je slozen z jednoho
polypeptidového fetézce. Nachazi se pievazné v myocytech srdce a Vv kosternich
svalovych vlaknech. Myoglobin ma strukturni i funkéni podobnost s hemoglobinem,
odkud pochazi také jeho nézev. Je schopen reverzibilné vazat kyslik, pficemz miize
usnadnit transport kysliku z ¢ervenych krvinek do mitochondrii v obdobi zvySené

metabolické aktivity. Slouzi pak také jako zasobnik kysliku. Myoglobin vaze kyslik
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pomoci svého hemového zbytku, jenz obsahuje porfyrinovy kruh v komplexu s ionty
zeleza (Ordway and Garry 2004).

Déle plni zasadni funkci v systému transportu kysliku a v jeho skladovani
ve svalovych buiikach. Tento systém umoziuje zachovat svalovou pracovni aktivitu
a vysokou uroven oxidativni fosforylace pti dlouhodobém nedostatku kysliku. Mnozstvi
proteinu je zavislé na metabolické aktivité svalli, navic ma vzajemny vztah s aktivitou
terminalnich oxida¢nich enzymut. Myoglobin se nachazi v tésné blizkosti mitochondrii,
proto lze ptedpokladat, ze Se mulze ucastnit pii fungovani respiracniho fetézce
(Postnikova et al. 1999).

Pti chronické hypoxii dochazi ke svalové ztraté a nasledné ke snizeni oxidacni
kapacity. Pokud je zafazena fyzick4 aktivita pfi hypoxii, mize dochéazet ke zvySeni
oxidacni kapacity a k hypertrofii. Poté nasleduje zvySeni miry transportu Kysliku
do mitochondrii, které vznika pfi vzestupu exprese myoglobinu. Myoglobin usnadfiuje
difazi kysliku do buiky, pti¢emz slouzi jako kyslikovy pufr. Nedostatecny piijem kysliku
tedy omezuje hypertrofii a zvySena exprese myoglobinu slouzi jako prevence pfi

svalovych atrofiich ¢i hypoxiich (Peters van der Linde et al. 2017).

|
His93 (N
()

Obrazek 11: Model myoglobinu: (4A) Matrice mygobinu je slozenda z osmi o-helikdlnich
Sroubovic (modra, jenz obklopuje centralni oblast obsahujici hemovou skupinu (Cervend). Tato
skupina je schopnd vazat ligandy jako je kyslik a jiné. (B) Protohemova skupina je ukotvena
¢i stabilizovana histidinovymi zbytky: His64 nahore a His93 dole (Ordway and Garry 2004)
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo podat informace o strukturach a funkcich proteind,
jez jsou soucasti sarkomery. Je zde ukazano, ze bilkovin ti¢astnicich se svalové kontrakce
je cela fada a nejedna se pouze jen o zakladni proteiny jako jsou aktin, myozin
nebo troponiny.

Je zde také popsana funkce proteint, které jsou zodpovédné za polymeraci
aktinového vlakna nebo naopak jeho stabilizaci v monomerni podobé. Déle myozin a jeho
ruzné izoformy, jez maji odlisSné funkce jako napf. bunécny transport nebo bunécna
endocytdza. Vyznamnou skupinou sarkomernich proteind jsou také proteiny M-linie,
fixacni proteiny nebo velké proteiny, z nichz nejvétsi a v dnesni dobé nejzkoumangjsi je
titin slouzici jako molekularni pruzina, ¢imz také napomaha zabranit pietézovani
sarkomery a stabilizuje tim tlusté myofilamentum. Uloha mnoha tchto proteint se viak
V dne$ni dobé stale jesté studuje. Dle mého nézoru je studium funkce a struktury
sarkomernich proteintt zasadni v pochopeni svalové kontrakce, jelikoz tim muze
napomahat napf. Kk vylepSeni 1écby raznych typid svalovych dystrofii a dalSich

onemocnéni kosterniho svalstva.
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