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ANOTACE

Bakalatska prace se vénuje popisu zékladnich typti molekulovych motort, které hraji
svou roli zejména v intracelularnim transportu a organizaci bunécného prostiedi. V uvodni
¢asti se nejprve struéné zabyva intracelularnim prostiedim, zejména popisem cytoskeletu
bunky pro lepsi pochopeni drah, po kterych se motory pohybuji. Nasleduje detailnéjsi rozbor
tii hlavnich skupin cytoskeletalnich motorickych proteinli, jmenovité: myozinu, dyneinu a
kinezinu, se zaméfenim na popis jejich struktury a zpiisoby pohybu. V zavéru se pak tato prace
vénuje piipadnym patologickym staviim, které mohou nastat v souvislosti s nefunk¢énosti, ¢i

omezenim funkce téchto motoru.

KLIiCOVA SLOVA

molekulové motory, myozin, dynein, kinezin, aktinova filamenta, aktin, mikrotubuly

TITLE

Molecular motors

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on describing the basic types of molecular motors,
which play a crucial role in intercellular transport and the organization of the cellular
environment. The introductory part briefly addresses the intracellular environment,
particularly the cytoskeleton, to provide a better understanding of the tracks along which
these motors move. This followed by a more detail analysis of the three main groups of
cytoskeletal motor proteins, specifically myosin, dynein and kinesin, with emphasis on
their structure and mechanism of movement. In the final section, thesis discusses
pathological conditions that may arise as a result of malfunction or impaired function of

these molecular motors.

KEYWORDS

molecular motors, myosin, dynein, kinesin, actin filaments, actin, microtubules
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UvVOD

Zivot buiiky zavisi na precizni organizaci jejich vnitfnich struktur a na efektivnim
pohybu jednotlivych komponent mezi riznymi &astmi bunééného prostoru. Uéinny
intracelularni transport by nebyl mozny bez piitomnosti bilkovinnych komplexa
oznaCovanych jako molekulové motory. Tyto motory predstavuji zdsadni soucast
bunécného aparatu, jelikoz umoziuji transport organel, proteinti, vezikul a dal$ich nakladi

po cytoskeletalnich drahach, zaroven se podileji na samotné dynamice téchto drah.

Bunécény cytoskelet je slozita sit’, ktera bunce propujcuje tvar, mechanickou
stabilitu a organizaci vnitiniho prostiedi. Zdkladnimi slozkami této sité jsou aktinova
filamenta, mikrotubuly a intermediarni filamenta, pfi¢emz aktinovd a mikrotubularni
vlakna souzi zaroven jako kolejnice pro pohyb ptislusnych molekulovych motort.. Kazda
ze tfi hlavnich skupin motorickych proteinii, myozinu, dyneinu a kinezinu mé svou
specifickou strukturu, energeticky pohon a dany smér svého pohybu, ¢imz je funkéné

prizptisobena konkrétnimu typu bunécné aktivity.

Molekulové motory jsou zcela zasadni pro Siroké spektrum bunécnych procest,
jako je mitoza, endocytdza, sekrece, bunéénd migrace nebo diferenciace neurond.
V nervové soustavé jsou nezbytné pro rychly axondlni transport, v imunitnim systému se
podileji na polarizaci bunék a v epitelovych bunikach umoznuji naptiklad spravnou funkci
fasinek. Poruchy ve struktufe, nebo funkci t€chto motorickych proteini maji tedy casto
zavazné duasledky, které mohou vést k rozvoji riznych patologickych stavii, vcetné
neurodegenerativnich onemocnéni, kardiomyopatii, cilidrnich dyskinezi nebo poruch

vyvoje kosterniho svalstva.
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1 CYTOSKELET BUNKY

Bunécny cytoskelet predstavuje slozitou sit’ vldken v eukaryotickych buiikach. Tato
sit obsahuje tfi hlavni typy cytoskeletdlnich polymer, a to aktinova filamenta,
mikrotubuly (MT) a intermediarni filamenta (viz obr. 1.). Kazdy z uvedenych typt se
vyznacuje svymi specifickymi vlastnostmi a funkcemi a jejich spojeni umoziiuje

cytoskeletu plnit Siroké spektrum ukoli. [1, 2]

Cytoplazmaticka membrana
Ribozomy
Endoplazmatické

retikulum

Mikrofilamenta

Intermedialni
filamenta

Obrazek 1 Cytoskelet a jeho €asti; upraveno a prevzato z [3]

Diky t€émto polymerim se cytoskelet podili na prostorové organizaci obsahu buiiky,
napiiklad na spravném rozmisténi organel a transportu jejich obsahu. Tento intracelularni
transport zajiSt'uji molekularni motory, jako jsou myoziny, dyneiny a kineziny, které se
pohybuji podél aktinovych filament nebo MT. Déle hraje cytoskelet zdsadni roli
v bunééném déleni, kdy se béhem mitdzy reorganizuji mikrotubuly za vzniku déliciho
vieténka, které zajistuje rovnomérné rozd€leni chromozomli mezi dcefiné bunky.
Cytoskelet také propojuje bunku s jejim okolim, a to nejen mechanicky prostfednictvim
spojeni s extracelularni matrix, ale také biochemicky pomoci signdlnich drah. Tim butika
reaguje na zmeny v prostiedi a piizpasobuje tomu svou strukturu a funkci. Cytoskelet

rovnéz generuje sily, které umoziiuji bunice pohybovat se a menit sviij tvar. [4-6]

Jednotlivé typy polymert se li$i svou mechanickou tuhosti, dynamikou sestavovani,
polaritou a typy molekularnich motorti, které s nimi interaguji. Aktinova filamenta jsou
flexibilni, rychle se polymerizuji a depolymerizuji a ¢asto tvoti dynamické struktury, jako

je bunécna kortikalni sit’. Mikrotubuly, naopak, poskytuji pevnost a tvoii bunécné koleje

14



pro transport. Intermediarni filamenta maji spiSe statickou funkci, zajist'uji mechanickou

odolnost buniky a chrani ji pfed mechanickym stresem. [5, 7, 8]

Navzdory témto odliSnostem funguji sité cytoskeletalnich polymert jako
integrovany systém. Jsou propojeny piisluSnymi pfidatnymi proteiny a adaptory, coz
umoznuje koordinovanou odpovéd’ na mechanické a chemické podnéty. Takova organizace
umoziiuje cytoskeletu nejen odolavat deformaci, ale také se dynamicky reorganizovat,

naptiklad pfi migraci bunky nebo zméné tvaru. [5, 9]
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2 AKTINOVA FILAMENTA

Aktinova filamenta, znama také jako mikrofilamenta, jsou jednou z hlavnich slozek
cytoskeletu buiiky. Jsou tvofena polymerizovanym proteinem aktinem, ktery patii mezi

nejhojnéjsi a nejkonzervovangjsi proteiny v eukaryotickych buiikach. Tato filamenta hraji

kli¢ovou roli pifi udrZzovani tvaru buriky, jejim pohybu a nitrobunécné organizaci. [7, 10]

Aktin je proteinovd makromolekula, kterd tvoii zékladni soucést cytoskeletu
v eukaryotickych bunikach. Nachazi se zde v nékolika izoforméch, a to a, B a y. Konkrétné
existuji tii a-izoformy, které se nachazeji v riznych typech svalové tkan€. Prvni z nich je
a-skeletalni aktin, ktery se nachazi v kosternim svalstvu, déle mame a-kardialni aktin, ktery
je lokalizovan v srde¢ni svaloving a tfeti izoforma se nachazi v hladkém svalstvu a nazyva
se a-hladkosvalovy aktin. Tyto izoformy maji zasadni roli v kontraktilit¢ svalstva.
B a y-izoformy, které se vyskytuji v nesvalovych i nékterych svalovych bunkach, jsou
dilezité pro strukturdlni a dynamické vlastnosti cytoskeletu. Jednotlivé izoformy se lisi
pouze n¢kolika aminokyselinami, ze kterych jsou slozeny. Pfi¢emz vétSina téchto rozdilt
je lokalizovéana v blizkosti N-konce (N-konec — oznacuje ten konec proteinu, ktery je
zakoncen —NH>, tedy aminovou skupinou). I kdyZ jde jen o drobné rozdily maji jednotlivé

izoformy odli$né specifické funkce v riznych bunéénych procesech. [7, 11, 12]

Aktinova filamenta maji dvousroubovicovou strukturu o priméru 5—7 nm. Tato
dvousroubovice je tvofena fibrilarnim F-aktinem, ktery seskladd z globularnich
podjednotek G-aktinu. VSechny molekuly G-aktinu jsou v téchto vldknech orientovany
stejnym smérem, diky ¢emuz maji aktinovd mikrofilamenta polarni charakter a 1ze u nich
rozlisit plusovy konec (n¢kdy také oznaCovany jako barbed tedy ostnaty) a minusovy konec
(nazyvany také pointed end tedy Spicaty konec). Ackoli by se dle tohoto pojmenovani
mohlo zdat, zZe na jednom konci dochazi pouze k rozpadu vldkna a na druhém k jeho ristu,
neni tomu tak. Oba dé&je probihaji na obou koncich. Je zde vSak zasadni rozdil v rychlosti
pribéhu téchto déji. Na plusovém konci dochazi k vyrazné€ rychlejSimu prib&hu
polymerizace vlakna, protoZe tento konec ma vyssi afinitu k volnym monomeriim. Zatimco
na minusovém konci je tento proces pomalejSi, naopak zde probihd rychleji
depolymerizace. Dochazi tak k neustadlému dortistani a zkracovani vladkna, ale jeho délka
zUstava zachovana. Tyto rozdily jsou zpiisobeny piedevs§im strukturdlni odliSnosti obou

koncu. [7, 8, 13]

16



2.1 Polymerizace a depolymerizace aktinovych filament

Polymerizace aktinu probihd ve tiech fazich. Prvni z nich je nukleace, pii niz se
nahodné stietavaji dva az ¢tyfi monomery G-aktinu. Pfi stetu tii, piipadné Ctyt takovychto
monomert dochdzi ke vzniknu stabilngjSiho komplexu, ktery slouzi jako zéklad pro

piipojeni dalSich monomerti G-aktinu a tak dochézi k rastu aktinového filamenta. [14-16]

Dalsi fazi je elongace. Zde dochazi k prodluzovani aktinového vlakna,
navazovanim volnych monomert G-aktinu. Ty vstupuji do filamenta ve formé ATP-aktinu,
jde tedy o G-aktin u néjz je v aktivnim misté navazan adenosintrifosfat (ATP). Po jejich
zaClenéni do vldkna dochazi k hydrolyze ATP na adenosindifosfat (ADP). Vznika tak
gradient mezi navazanymi ATP-aktinovymi monomery a pivodnimi ADP-aktinovymi
monomery ve sméru k minusovému konci. Cim vice se blizime k minusovému konci tim
vyssi je zde prevaha ADP-aktinu oproti ATP-aktinu a vldkno je zde mén¢ stabilni

a nachylnéjsi k depolymerizaci. [15, 17]

Tteti faze se nazyva steady-state neboli ustaleny Ci stacionarni stav. V pribéhu
tohoto rovnovazného déje dochazi k tzv. treadmillingu. Treadmilling je stav, pti kterém se
aktinové filamentum neprodluzuje ani nezkracuje a monomery se kontinualné
arovnovazné piidavaji na plusovém koci a odstrafiuji na minusovém. Pravé tento
dynamicky stav umoziuje aktinovym vlakniim udrZovat flexibilni tvar buiiky a plnit jejich

funkce. [18, 19]

Vzhledem k tomu, Ze polymerizace aktinovych filament je energeticky ndro¢na
a jeji nespravny pribc¢h by mohl vést k poskozeni spravné funkce aktinovych vlaken, je
nutnd jeji regulace. Ta probihd pomoci aktin-vazebnych proteini. Mezi proteiny
podporujici polymerizaci patfi napf. profilin, ktery napomaha vymeéné ADP za ATP na
aktinovych monomerech, ¢imz zvySuje jejich schopnost se zaclenit do filamenta. Dal$im
dalezitym proteinem je Arp2/3 komplex (actin-related protein 2/3), ten iniciuje tvorbu

dalsi takové proteiny patii napt. formin a tropomyozin. [17, 20]

V pribéhu depolarizace dochazi k rozpadu aktinovych vlaken zpét na zakladni
monomery, coz umoziuje rychlou piestavbu cytoskeletu v reakci na signaly vnéjSiho

1 vnitiniho prostredi. [16, 21]

Jak jiz bylo zminéno vySe, pii zaclenéni G-aktinu do filamenta dochéazi na jeho

molekule k postupné hydrolyze ATP na ADP. Vznikly ADP-aktin je méné stabilni, coz
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vede ke snizeni vazebné afinity mezi jednotlivymi podjednotkami ve vlaknu. Filamentum
je tak vmistech svyS§im poctem ADP-aktinu méné stabilni a nachylné;si

k depolymerizaci. [15]

Pribéh depolymerizace je rovnéz regulovan fadou proteinti. Mezi proteiny, které
tento déj podporuji patii napi. kofilin (ADF/cofilin). Kofilin se specificky vaze na
ADP-aktinové segmenty filamenta, destabilizuje je a urychluje tak jejich depolymerizaci.
Dalsim dtlezitym proteinem je gelsolin, ktery naruSuje interakce mezi sousednimi
aktinovymi podjednotkami a S$tépi tak aktinova vladkna na krat$i fragmenty. Po tomto
Stépeni zlstdva pripojen na noveé vzniklych plusovych koncich a zabranuje tak
polymerizaci. Polymerizaci inhibuje také thymosin-B4, ktery vaze molekuly G-aktinu
a brani jejich zaclenéni do filamenta. Obdobnou funkci plni také protein twinfilin. [16, 20,

22, 23]

2.2 Aktinova filamenta a jejich interakce s molekulovymi motory
Aktinova filamenta jsou nezbytnou soucasti cytoskeletu bunky také proto, Ze tvofi
jednu z hlavnich drah pohybu molekulovych motord, zejména myozinu. Pohyb téchto
motorti po aktinovych vladknech je umoznén interakci aktinu s myozinovymi proteiny.
Dochézi zde k opakovanému navazani hlav myozinového motoru na aktin, k jejich posunu

a naslednému uvolnéni z této vazby za spotieby ATP. [24, 25]

Kazdy cyklus zacind vazbou myozinové hlavy na aktinové vldkno, nasledné
dochézi k hydrolyze ATP za vzniku ADP a k uvolnéni anorganického fosfatu (Pi), coz
vyvold konforma¢ni zménu, kterd vede k posunu aktinového vlakna. Nasledné se nova
molekula ATP vaze na myozin, dochdzi k disociaci od aktinu a zahdjeni nového cyklu.

[24, 26]

Cely tento proces je regulovan fadou faktort jako je koncentrace Ca*" iontf, ty maji
zasadni roli zejména ve svalovych bunkach, dale jsou to regulacni proteiny napf.
tropomyozin, troponin a také aktin-vazebné proteiny. Dal§im regula¢nim faktorem muze
byt dostupnost ATP a fosforylace myozinu. [26]

Interakce aktinovych filament s myoziny je klicova pro fadu bunéénych procesu.
vldken. Dale je zésadni pfi intracelularnim transportu, kde se myozin V podili na pohybu
vezikul a organel. Jejich interakce umoziluje také napiiklad bunéénou migraci diky tomu,

ze se podili na tvorb¢ lamelopodii a filopodii. [26-28]
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3 INTERMEDIARNI FILAMENTA

Intermedidrni filamenta (IF) predstavuji dalsi ze tfi hlavnich slozek cytoskeletu.
Jsou tvofena fadou proteint, které se sklddaji do jejich zakladnich podjednotek —
monomerd. Tyto monomery obsahuji ty¢inkovou oblast a dva globularni konce, pomoci
téchto konct se skladaji do dimerti, tetramerti a vysSich oligomerti. Tvofi tak dlouha,
pruzna a v tahu velice odolna vldkna o priméru 8—12 nm, timto rozmérem velikostné
zapadaji mezi aktinova vlakna (5—7 nm) a mikrotubuly (cca 25 nm), od ¢ehoz byl také

odvozen jejich nazev. [29-31]

Proteiny, ze kterych jsou IF tvofena jsou rozifazeny do Sesti tiid (viz tabulka nize)
na zaklad¢ jejich podobnosti v aminokyselinové sekvenci jejich tyCinkové domény
(ty¢inkova doména — je centrdlni cast IF, tvofi a-helikalni strukturu, ktera umoziuje

dimerizaci a dalsi sestavovani do vlaken). [29, 32]

Tabulka 1 Jednotlivé tiidy filamentarnich proteind; upraveno dle [29]

Filamentarni proteiny Typicka lokalizace
Keratiny Vsechny epitelialni bunky
Vimentin a ptibuzné proteiny Buiiky mezenchymového piivodu

(pojivové buiiky, endotel, buniky hladkého

svalstva cév)

Neurofilamenta Nervové buiky

Nestin Kmenové buiiky a progenitorové buiiky
Laminy A, B, C Lamina fibrosa buné¢ného jadra
Filamenta specifickd pro nékteré Pt. CP49 (v o¢ni ¢occe), synemin (ve
tkané svalech)

Tato vldkna diky své pruznosti a schopnosti odoldvat mechanickému stresu,
poskytuji buitkdm strukturdlni podporu a chrani je pred deformaci. Svou vazbou na
desmozomy zajiStuji napi. spravné stahy ve svaloviné ¢i mechanickou pevnost klze.
Kromé mechanické stability se podileji také na regulaci intracelularni organizace buiiky

a bunééného rustu. Podileji se na proliferaci, migraci a na programované bunécné
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smrti. [33, 34]

Co se tyce interakce s molekulovymi motory, tak na rozdil od mikrofilament
a mikrotubuli intermediarni filamenta neslouzi jako primarni drédha pro jejich pohyb.
Nejsou tedy pfimo spojeny s myoziny, dyneiny ¢i kineziny a pfimo se nepodili na
intracelularnim  transportu  zprostiedkovaném  témito motory. Pfesto mohou
s molekulovymi motory interagovat nepiimo, a to skrze vazby na jiné slozky cytoskeletu
a prostfednictvim stabilizace bunécného prostiedi. Naptiklad pomocim proteinu plektinu,
jenz propojuje intermediarni filamenta s dalSimi bunénymi strukturami, jako jsou
mikrotubuly, mikrofilamenta ¢i myozin, ale také je kotvi tfeba k plazmatické ¢i jaderné

membrané. [30, 35, 36]

20



4 MIKROTUBULY

Mikrotubuly jsou duta vldkna cytoskeletu, vznikajici cirkularnim seskupenim
13 protofilament. Jejich zakladni stavebni jednotkou je tubulin, tento protein je usporadan
do heterodimerovych podjednotek o- a B-tubulinu. Tyto dimery se pfi polymerizaci
organizuji tak, ze ve vysledném protofilamentu spolu vzdy sousedi a- a B-tubulin. Tento
proces, probihd za spotfeby guanosintrifosfatu (GTP) a vede ke vzniku spirdlovité

usporadanych protofilament. [37-39]

Tato polarizovana duta vldkna dosahuji vnéjsiho priiméru 25 nm o tloust’ce stény
5 nm a svou délkou se pohybuji v rozmezi 1-100 um. Diky své struktufe jsou dostatecné
pevnad atuha, vbunce tak zastavaji pfedevSim organiza¢ni ulohu, udrzuji jeji tvar
a zabezpecuji intracelularni transport. Dale jsou také nezbytnou soucasti pohybového

aparatu fasinek a bic¢iku. [37, 40, 41]

4.1 Dynamika mikrotubula
Jde o vysoce dynamické struktury, jejichz tvorba zacind nukleact,
v mikrotubuldrnich organizacnich centrech jako je centrozom, kde je zcela zasadni

ptitomnost y-tubulinu, ktery slouzi jako Sablona pro iniciaci polymerizace. [42, 43]

Minus konec filamenta zistava povétSinou stabilné zakotven v centrozomu
(s vyjimkou neuroni ¢i rostlinnych bunék), zatimco regulace délky a ptestavba vlakna
probiha na plus konci. Zde se z pocatku ptipojuji GTP-tubulinové dimery (a- a B-tubuliny
vazajici GTP). Po pfipojeni urcitého poctu téchto podjednotek se zde tvoii ,,stabilizacni
Cepicka“. Timto pojmem lze oznacit rozSifenou oblast v blizkosti rostouciho konce vlékna,
kterd je stabilni diky vysokému obsahu GTP-tubulinu. Jeji pfitomnost stabilizuje vlakno,
a to tak miiZe na svém plus konci bezproblémové rlist. Po za¢lenéni dimertt do mikrotubulu
dochdzi k postupné hydrolyze GTP na GDP v B-tubulinové podjednotce, vznikajici
GDP-tubulin je méné¢ stabilni a jeho zvySend ptitomnost vede k destabilizaci vldkna. Pti
ztraté GTP Cepicky dochazi k rychlému zmenseni MT, které je znamé také pod pojmem
»Katastrofa®. K této ztrat¢ muze dojit napf. pfi nadmérné spotiebé GTP-tubulinu.
Tubulinové dimery se odpojuji od plus konce a jsou uvolnény do cytoplazmy, kde muze
dojit kjejich opctovné aktivaci. Obcas je rozpadajici se vldkno ,zachranéno*
znovuobjevenim GTP-tubulinu, dochézi tak k jeho opétovné polymerizaci a rastu. Pro MT
je typickym jevem tzv. dynamicka nestabilita, pfi které dochazi k ndhodnym ptechodiim

mezi obdobim ristu a zkracovani, povétsinou tedy na plus konci vldkna. [42-44]
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I kdyZ se toto neustalé sestavovani a opétovné rozpadani MT vlaken miize zdat
zbyte¢né, ukazuje se, ze je naopak zcela nezbytné pro bunécnou fyziologii. Je to pravé toto
chovani, které buitkkdm umoznuje adaptovat se na zmény prostiedi. Samotnym vIaknim
umoziuje prozkoumat bunécny prostor a zajistit tak, jejich kontakt s nakladem, kterym
jsou vezikuly, organely a chromozomy, které jsou piilis velké na to, aby se samostatn¢
pohybovaly bunécnou cytoplazmou. Mimo to umoziuje také tvorbu mitotického vieténka,

kterého jsou mikrotubuly soucasti. [37, 41]

Zda bude dané vldkno rust ¢i nikoli je ovlivnéno nckolika faktory. Hlavnim
faktorem je pfitomnost, respektive nepfitomnost volnych tubulinovych dimert
v cytoplazmé. Pokud je jich dostatek, je podporovana polymerizace vldkna,
v opaéném piipad¢ pak dochazi k jeho rozpadu. Dal§im reguldtorem jsou s mikrotubuly
asociované proteiny (MAPs), které mohou ovlivnit stabilitu vldkna. Proteiny jako jsou tau,
MAP2 ¢i MAP4 se vézou na povrch mikrotubulu a stabilizuji vlakno. Zatimco
destabiliza¢ni proteiny jako napt. katanin, spastin a fidgetin urychluji rozpad mikrotubulu.

[37]

4.2 Mikrotubuly a jejich interakce s molekulovymi motory

Mikrotubuly jsou pro intracelularni transport zcela nezastupitelné, protoze jsou
hlavni dopravni linkou pro molekulové motory typu kinezinli a dyneinii. Ty se od sebe lisi
predevSim smérem, kterym se po vldknu pohybuji. Oba motory se od sebe samoziejmé 1isi
1 v jinych ohledech jako je jejich struktura ¢i zplsob jakym se po vlaknech pohybuji, ale
tim se budeme zabyvat az v pozdé&jsi kapitole. Dyneiny se pohybuji k minus konci MT,
zajist'uji tedy transport ve sméru k centrozomu. Kineziny se naopak pohybuji k plus konci
téchto vlaken, transportuji tedy naklad smérem k cytoplazmatické membrané. Diky tomu
dochézi k efektivni distribuci organel, vezikul a dalSich bunéénych komponent do ptesné

urcenych mist. [24]

Jejich pohyb po vldknech cytoskeletu je zalozen na cyklickych konformacénich
zménach, které jsou fizeny hydrolyzou ATP. Kineziny i dyneiny se skladaji z dvou
motorickych hlav, kterymi se vazou k mikrotubulu a ptenéseji tak svlij ndklad. Kazdy krok
motoru za¢ind vazbou jedné z hlav na ATP. Navazana hlava hydrolyzuje ATP na ADP a P;,
coz ma za nasledek konformacéni zménu, kterd zptisobi sniZeni afinity hlavy k mikrotubulu.
Uvolnénd energie zptsobi ,.kyvavy* pohyb stonku motoru, druh4 hlava se tak posouva

dopiedu a vaze se na dal$i vazebné misto MT a cely cyklus se opakuje. [45]
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Pohyb molekulovych motori po mikrotubulech neni nahodily, je koordinovan
fadou faktorti. Mezi tyto regulacni faktory patii napt. posttranslacni modifikace vlaken MT,
jako fosforylace, acetylace a glykosylace, které mohou ovliviiovat afinitu motorovych
proteintt k mikrotubulim a tim 1 jejich pohyb. Dalsim kli¢ovym faktorem jsou jejich
interakce s regulacnimi proteiny, které mohou aktivovat ¢i inhibovat ¢innost motort
v zé&vislosti na bunéénych podminkach. Na této regulaci se podileji i adaptérové proteiny,
které zprostiedkovavaji specifickou vazbu motoru na riizné typy nakladu a mohou ovlivnit
smér a rychlost pohybu. Dulezitou roli hraji také signalni drahy, napf. ty, které jsou zavislé
na ATP, dale také iontové zmény mohou dynamicky fidit aktivitu motort tim, zZe upravuji
jejich interakci s mikrotubuly. Regulace také ¢asto zavisi na souhie dyneinu a kinezinu,
kde urcité bilkoviny, napf. proteiny z rodiny JIP nebo HAPI1, rozhoduji o tom, ktery
z motoru pfevezme kontrolu nad transportem v daném okamziku. Tento komplexni systém
umoziiuje presnou kontrolu nad intracelularnim transportem, spravnym rozlozenim

bunécnych slozek a ptizptisobeni cytoskeletu podminkam. [46-48]
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5 MOLEKULOVE MOTORY

Pro spravnou funkci organismu je zasadni, aby builkka dokazala efektivné
organizovat své makromolekuly a koordinovat transport bunéénych komponent. Toto
piesné Casové a prostorové uspoiadani nitrobunécného prostoru zajistuji specializované

proteinové mechanismy. [49]

Zcela zésadni vyznam pro zkoumani a pochopeni slozitého cytoplazmatického
prostoru maji pokroky v mikroskopii. Intracelularni pohyb byl poprvé pozorovén jiz
koncem 18. stoleti italskym piirodovédcem Bonaventurou Corti u fasy Chara. V 19. stoleti
byly pomérné ptesné popsany pohyby chromozomi a jiz v 80. letech 20. stoleti kontrastni
mikroskopie zpfistupnila vizualizaci membranovych organel a proteinovych komplexd.
Vyznamnym krokem bylo pouziti zeleného fluorescencniho proteinu (green fluorescent
protein), ktery umoznil detailni sledovani pohybu organel, proteini a RNA. S témito objevy
vzristd také mnozstvi piepravovaného ndkladu. Transportované komponenty nyni zahrnuji
membranové organely, vezikuly, mRNA, cytoskeletalni filamenta i proteinové komplexy

podilejici se na bunécné signalizaci a polarité. [49]

Nepostradatelnou soucésti této organizované transportni sit€¢ jsou molekulové
motory, které zajist'uji cileny pohyb bunécnych komponent podél cytoskeletalnich drah,
a to predevsim podél aktinovych vlaken a mikrotubult. Jde o oligomerni proteiny, které
zprostiedkovavaji intracelularni transport, umoziuji bunécnou organizaci, proliferaci
a pohyb fasinek a bicikl. Tyto ¢innosti mohou vykonavat diky tomu, Ze jsou schopny
prevadét chemickou energii na mechanickou a tu vyuzit pro pohyb. Chemickou energii

ziskavaji pfedev§im z ATP, méné Casto pak z GTP. [24, 49]

Existuje mnoho kritérii, dle kterych lze molekulové motory rozdélit do urcitych
skupin naptiklad dle typu vlakna po kterém se pohybuji nebo dle energie kterou pro sviij
pohyb potiebuji. Jedno z typickych dé€leni je také dle pohybu, ktery vykonavaji. Podle
tohoto kritéria se dé€li na linearni a rotujici. Mezi motory linedrniho typu spadaji napft.
myozin, kinezin, dynein a DNA helikaza. Motory tohoto typu pfeménuji energii ziskanou
z ATP na piimocary pohyb, kterym se pohybuji podél vldkna cytoskeletu. Oproti tomu
rotujici molekulové motory preménuji ziskanou energii na rotacni pohyb. Skladaji se
z rotoru a statoru a jako zdroj energie k pohybu jim slouzi protonovy gradient. Pfikladem
takového motoru jsou flagelarni motorové komplexy ¢i1 ATP syntaza, ktera rotaci své Fo

podjednotky (tedy protonového kanalu) umoznuje syntézu ATP. Tyto molekularni stroje
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jsou nepostradatelné pro bunécné procesy a jejich efektivita znich Ccini jedny

z nejdokonalejSich biologickych systémii. [50-52]

5.1 Myoziny

Myoziny jsou tzv. superrodinou motorickych proteint zahrnujici celkem osmnact
podtiid znacenych fimskymi Cislicemi. Myozin se pohybuje po drahdch aktinového
filamenta, a to zpravidla ve sméru k jeho plusovému konci. K tomuto pohybu vyuzivaji
energii ulozenou v molekulach ATP. Diky tomu, Ze jsou schopny pfevadét tuto energii
ziskanou hydrolyzou ATP na mechanickou energii, jsou zapojeny do celé fady bunéénych
procest jako je transport vezikul ¢i organel, bunééné déleni nebo zmény tvaru bunky, zcela

zasadni roli hraje myozin ve svalové kontrakei. [53, 54]

Struktura myozinu (viz obr. 2) ma tii casti, globuldrni hlavicku, kréek a ocasek.
Soucasti hlavy myozinu je také motorickd doména, ktera je do urcité miry soucasti vSech
tfid myozini. Tato motoricka ¢ast obsahuje vazebna mista pro ATP a aktin. Je nasledovana
vazebnou doménou lehkého fetézce a ocasni ¢asti. Motor 1ze rozdélit na ¢tyfi subdomény:
N-termindlni doménu, horni a dolni doménu a doménu konvertorovou. Tyto subdomény
jsou propojeny flexibilnimi spoji, coz umoziuje jejich vzajemné pohyby nezbytné pro
funkénost motorické domény. Konvertorovd a motorickd doména spolecné tvoii
myozinovou hlavu. Na konvertorovou doménu nasedd doména vdazajici lehky fetézec
(LCBD), ktery nasledné¢ vytvaii pakové rameno neboli kréek. LCBD je zesilena
proménnym poctem kalmodulinti nebo lehkych fetézcti (LC), které jsou kalmodulinu
podobné. Kréek funguje jako spojovaci ¢ast mezi hlavou a ocasem, zaroven také zesiluje
pohyby generované motorickou doménou myozinu. Na svém povrchu obsahuje vazebna
mista, pro jiz zmiflované lehké fetézce, které ovliviuji aktivitu motorické domény. Pohyb
tohoto pakového ramene umoziiuje pii hydrolyze ATP vykonavat myozinu krokovy pohyb

podél aktinovych filament. [24, 53, 55]

Na kréek navazuje ocasova doména, kterd se u konkrétnich typli myozinu lisi,
u dvouhlavych myozinil je soucasti této domény i struktura zvana coiled-coil (viz obr. 2).
Jde o specifickou strukturu, kterd je tvotfena dvéma nebo vice polypeptidovymi fetézci,
které jsou navzajem obtoCené do spirdly. Jejich cilem je zajistit, Ze ocasy myozinovych
molekul mohou agregovat do vétSich svazki. Ocas myozinu je zakoncen zaméfovaci

doménou, ktera zprostiedkovava jeho vazbu na bunéény naklad. [24, 53, 56]
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Pakove rameno
Coiled coil

Obrazek 2 Struktura myozinu, upraveno a prevzato z [24]

5.1.1 Mechanismus pohybu myozinu

Pohyb myozinu po aktinovém vlakn¢ je zaloZen na hydrolyze ATP a naslednych
konformacnich zménach v myozinové hlavé, které tento proces vyvolava. Tyto zmény
umoznuji cyklické pfipojovani a odpojovani myozinu od aktinu. Na zacatku tohoto cyklu
je myozinova hlava pevné vazana na aktinové filamentum. Po navazini ATP dojde ke
snizeni afinity myozinu vuc¢i aktinu, coz ma za nasledek jeho odtrzeni od vldkna.
V nepfitomnosti aktinu myozin rychle hydrolyzuje ATP za vzniku ADP a P;, ¢imz vyvola
konformacéni zménu, kterd uvede myozin do vysokoenergetického stavu. Tato konformacni

zmeéna se projevi natazenim myozinové¢ hlavy a jejim posunem podél vldkna. [24]

Jakmile se myozin znovu pfipoji k aktinu jiz na novém misté dale po filamentu,
dojde k uvolnéni P;, coz vyvolad hlavni pohybovou fazi cyklu, kterou je takzvany silovy
zdvih (neboli power stroke). V priib&hu tohoto zdvihu pfechazi myozinova hlava zpét do
svého nizkoenergetického stavu, coZ se projevi mechanickym posunem aktinového
filamenta. Nasledn¢ se uvolni i ADP a cyklus se mize opakovat. Po dokonceni silového
zdvihu se myozinova hlava naklani dopfedu a jeji rameno (paka) rotuje. Tento proces se
nazyva zotavovaci zdvih (neboli recovery stroke). Jde o pohyb, ktery pfevadi myozin zpét
do vysokoenergetického stavu, coz umoZziuje opétovné navézani na aktin na novém

misté. [24]

Tento cyklus se neustale opakuje, ¢imz dochazi k posuvnému pohybu myozinu po
aktinovém vlakné. Svilij pohyb myozin vétSinou kona ve sméru k plus konci s vyjimkami

myozinu IV, VI a IX, které se pohybuji k minusovému konci. [24]

5.1.2 Myozin 11

Myozin II, téz oznacovany jako svalovy ¢i konven¢ni myozin, byl prvnim
objevenym clenem myozinové superrodiny. Jde o molekularni motor, ktery se vyskytuje
piedevsim ve svalovych buiikach a pohdni tak kontrakci kosterniho, srde¢niho a hladkého

svalstva. [57]
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Sklada se z celkem Sesti fetézcl, dvou tézkych a Ctyt lehkych. Tézké fetézce tvori
hlavy s ATPazovou aktivitou, které prechazi v kréek a poté v dlouhé stocené domény
tvotici ocdsek. VIdkna jsou spletena pouze v ocasku, kréek a hlavicka jsou tvoteny vzdy
jen jednim tézkym vlaknem, pti¢emz kazda hlavicka je obtoCena dvéma lehkymi fetézci.

[58, 59]

V pficné pruhovaném svalstvu je myozin II organizovan do pravidelné
uspofadanych sarkomer (viz obr. 3). Sarkomera je nejmensi kontraktilni jednotka svalu,
sloZzend z celkem c¢tyt hlavnich slozek: Z-diski, které sarkomeru ohranicuji vzdy jeden na
kazdé strané, na tyto disky se upinaji aktinova filamenta, ozna¢ovana jako tenké vlakna.
Tato vlédkna prostupuji Z-disky a zasahuji tak vzdy az do stfedu dvou sousednich sarkomer.
Dalsi slozkou je myozin II, ktery se zde nachédzi ve form¢é myozinovych filament,
oznacovanych jako tlusta vldkna. Posledni sloZkou je titin, molekularni pruZina spojujici

uvedené slozky. [60, 61]
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Alctin Nebulin Leimodin - 3

Obrazek 3 Sarkomera a jeji ¢asti; prevzato a upraveno dle [60]
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Myozin, jak jiz vime, je vici aktinu velmi afinitni a jeho cilem je jejich interakce.
Proto hlavy myozinu vy¢nivajici z myozinového vldkna tahaji za tenkd vlakna, ¢cimz stahuji
Z-disky k sobé. Sarkomera se tim stahuje a dochazi ke kontrakci svalu. Navazani hlav
svalového myozinu je regulovano riznymi proteiny, znichZz nejvyznamnéjsi jsou

troponinovy komplex, nebulin a tropomyozin. [60, 62, 63]

Podél dvousroubovice tenkého vldkna probihaji vldkna regulac¢nich proteint
tropomyozinu a troponinu. Molekula tropomyozinu je tvofena dvéma spirdlovité
obtoCenymi a-helikalnimi fetézci a vaze k sobé troponinovy komplex. Jeho molekuly se
spojuji end-to-end a vytvareji dlouha vlakna tdhnouci se podél aktinovych filament,
pficemz jedna molekula ptesahuje 7 monomerovych jednotek aktinu. V klidovém stavu
svalu, tedy v piipadé piitomnosti ATP a nizké hladiny Ca®*, tropomyozin interaguje

s tenkymi vlakny aktinu ¢imz zakryvé vazebna mista pro myozin. [26]

Navazany troponinovy komplex ma tfi slozky, kterymi jsou troponin C (TnC),
troponin I (Tnl) a troponin T. Kazdy z nich ma svou funkci, TnC mé schopnost reverzibilné
vazat vapenaté ionty ve fyziologickém rozmezi, Tnl inhibuje interakci aktinu s myozinem

a troponin T slouzi k interakci s tropomyozinem. [26]

Mimo svou zasadni roli ve svalovych butikach je myozin II dale pfitomen prakticky
ve vSech typech zivocisnych bunék. Kde je oznaovan jako nesvalovy myozin II a u¢astni
se zde fady vyznamnych biologickych funkci jako jsou migrace, adheze, intraceluldrni
transport, ale také napf. organizace a prestavba aktinového cytoskeletu, cytokineze ¢i

morfogeneze organel. [64]

5.1.2.1 Kontraktilni cyklus

Stah svalu je aktivovéan uvoltiovanim Ca®" iontli ze zasobéren v sarkoplazmatickém
retikulu, obklopujicim svalové myofibrily. Uvolnéné Ca** se vazi na TnC, &im zpiisobuji
zménu struktury troponinu. Tato zména vede k pohybu tropomyozinového fetézce po
povrchu aktinového vldkna, ¢imZz dochézi k odkryti vazebného mista pro myozin. Po
odhaleni vazebnych mist dochdzi k navdzdni myozinovych hlav na aktin, coZ zahaji

kontraktilni cyklus. [26]

Kontraktilni cyklus je pohdnén hydrolyzou ATP v reakci: ATP + H2O — ADP + P;.
Béhem svalové kontrakce se ATP, které je navazané na myozinovou hlavu (M.ATP) §tépi
na ADP a Pj, vznika tak M.ADP.P; (viz obr. 4), coZ umoziuje jeho spojeni s aktinem za

vniku AM.ADP.P;. Jejich vazba podporuje uvolnéni P; a nasledné ADP. Toto uvolnéni vede
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k vytvoteni AM a vzniku rigorového komplexu, ktery je jen kratkodobou fazi
kontraktilniho cyklu. Pomérné déle pak ptetrvava v rigor mortis, kdy se po smrti v téle
zastavuje produkce ATP. V kontraktilnim cyklu se hlavy ve stavu AM navdzou na ATP,
¢imz se urychli oddéleni hlav od aktinu a vznikne opét M.ATP, pfipraveny na opétovné

zahdjeni hydrolyzy. [26]

Kazdy z cyklt je spojen se zménou tvaru ¢i ndklonu myozinové hlavy (viz obr. 4).
Predpoklada se ze pfi pfechodu mezi stavem, ktery déva vzniknout AM.ADP.P;
a koneCnym stavem po uvolnéni ADP a P;i, dochéazi krotaci ramene paky, a tedy
k linedrnimu posunu aktinovych a myozinovych vldken vii¢i sob¢, pokud nejsou omezeny
v pohybu. Jakmile se ATP navdZe na myozin, jeho hlava se odpoji od aktinu. Nasleduje
krok zakotveni. Dochézi k hydrolyze ATP a produkty ADP a P; zlistavaji navazany, vznika
tedy M.ADP.P;. Zatimco motorovd doména obnovuje svilj pivodni uhel vici padkovému

ramenu, ¢imz se pripravuje na dalsi cyklus interakce s aktinem. [26]

(a)

AM.ADP P:

M.ADP.P; M.ATP
(d) (©)

Obrazek 4 Zjednoduseny kontraktilni cyklus; Cervena — myozinova hlava; hnéda — patet
myozinového vlakna, modrozelené — aktinové vlakno. (a) pocatecni stav pfipojeni, (b)
kone¢ny stav (podobny ztuhlosti) po uvolnéni produktu (ADP a P;), (¢) stav odpojeni
indukovany vazbou ATP, (d) hlava myozinu po hydrolyze ATP s navazanymi produkty
ADP a Pj; upraveno a pievzato z [26]
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Opakované cykly téchto interakci vedou ke koordinovanému posunu tenkych
vldken v ramci sarkomery, coz zpusobuje svalovou kontrakci. Rychlost a sila kontrakce
zavisi na koncentraci Ca** a dostupnosti ATP. Po ukonéeni signalu se Ca®' aktivné
transportuje zpét do sarkoplazmatického retikula pomoci Ca?*-ATP4azy, ¢imZ se troponin
vraci do piivodni konformace a tropomyozin znovu blokuje vazebna mista pro myozin. Coz

vede k uvolnéni svalového napéti a sval se tak navraci do klidového stavu. [26]

5.2 Dyneiny

Dyneiny jsou molekularni motory, které zodpovidaji za transport molekul latek
prostorem cytoplazmy. Tento transport vykonavaji diky své interakci s mikrotubuly, po
kterych se pohybuji smérem k jejich minusovému konci, vétSinou tedy k centru bunky. Jde
o nejvetsi a také nejrychlejsi typy motorti, pohybuji se rychlosti 600 nm/s, pfic¢emz délka

jejich kroku ¢ini 24-32 nm. [24, 65, 66]

Tvofi rodinu proteind, ktera se oznacuje jako AAA+ tedy ATPases associated with
diverse cellular activities, coz lze do CeStiny pielozit jako ATPazy spojené s riznymi
bunéénymi aktivitami. Lze je rozdélit do tfech hlavnich tfid, a to na cytoplazmatické
(dynein-1), intraflagelarni (dynein-2) a axonemalni (oznaCované také jako flagelarni ¢i
ciliarni). Vzajemné se od sebe lisi pfedevSsim svou funkci. Cytoplazmaticky dynein
zodpovida za vnitrobunéfny transport a organizaci mitotického vieténka, dynein-2
zajiStuje retrogradni intraflagelarni transport v fasinkach, ¢imZ umoZiuje recyklaci
intraflagelarnich komponent a signalnich proteini potfebnych pro spravnou funkci

a udrzbu tasinek a axonemalni je nezbytny pro pohyb tasinek a bicika. [65, 67, 68]

Spravna funkce dyneind je nezbytna pro Zivotaschopnost buné¢k, a tedy i celého
organismu. Jejich poruchy ¢i absence mohou vést k fadé zdravotnich problémt jako jsou
neurodegenerativni onemocnéni, vyvojoveé poruchy spojené s kostnimi ciliopatiemi vcetné
zkracenych koncetin, cystickych ledvin a degenerace sitnice. Dysfunkce axonemalnich
dyneinti se pak poji s ciliopatiemi, jako jsou muzska neplodnost nebo primarni ciliarni

dyskineze. [33, 34]

5.2.1 Cytoplazmaticky dynein

Cytoplazmaticky dynein, také oznaCovany jako dynein-1, se nachéazi ve vSech
zivoc¢isnych buiikach a jde o hlavni minus koncovy motor. Jeho tlohou je intracelularni
transport, pii1 kterém piendsi organely, vezikuly ¢t mRNA. Vyznamny je také pti bunééném

déleni, kde se podili na sestaveni mitotického vieténka. [65, 69]
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Dynein-1 je dimer sestaveny z Sesti polypeptidd. Jeho nejvétsi podjednotkou je
tézky tetézec (HC), ktery se sklada z C-terminalni motorické domény a N-terminalni
koncové domény. C-termindlni doména obsahuje Sest moduli AAA uspotradanych do
kruhu (viz obr. 5). Jednotlivé moduly se navzajem propojuji do jednoho polypeptidového
fetézce. VEtsina z modulli ma na svém povrchu typické motivy Walker A a Walker B, coz
jsou specifické sekvence aminokyselin, které umoziuji ATPazovym enzymim vazat
a hydrolyzovat ATP. To vaZou pouze prvni Ctyfi podjednotky AAA, z ¢ehoz pouze prvni
modul (tedy AAA1) je urCen pro hydrolyzu ATP. AAAI je tak hlavnim generatorem
energie pro prohyb dyneinu. AAA2 sice vaze ATP, pro jeho hydrolyzu mu vSak v motivu
Walker B chybi katalyticky glutamat. Vazba zminovaného nukleotidu na toto misto ma
vSak strukturdlni vyznam pii pohybovych zménach tézkého fetézce v ramci prstence.
AAA3 a AAA4 slouzi k asynchronni hydrolyze ATP, ve vztahuk AAAT a funguji tak spise
jako regulatory pohybu tohoto motorického proteinu. U zbyvajicich dvou moduld, tedy

AAAS a AAAG6 chybi misto pro navazani zmiitovaného nukleotidu. [65, 70]

A ( Ocas i AA _ Stopka

Obrazek 5 Struktura dyneinu; A: Linearni uspotadani domén tézkého fetézce dyneinu — od
ocasu az po motorovou C-doménu, B: Zjednoduseny 3D model motorické ¢asti dyneinu
s vyzna¢enim hlavnich strukturalnich ¢asti, C: Paskovy diagram krystalové struktury
cytoplazmatického dyneinu-2 zobrazujici jeho prostorové uspotradani. Upraveno a pfevzato z
[24]

Na pomezi moduli AAA4 a AAAS vychéazi z prstencové struktury motorové
domény tzv. stalk neboli stopka o délce cca 15 nm. Ve své struktuie mé charakteristickou
oblast coiled-coil (stoCenou spirdlu). Stopka na svém konci nese doménu vdazajici
mikrotubuly (MTBD), kterda zprostiedkovava vazbu dyneinu s vlaknem mikrotubulu.

Vazba této domény k vldknu je fizena konforma¢nimi zmé&nami, které nastavaji v disledku
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hydrolyzy ATP na motorick¢é doméné. Konformacni zmény probihajici v doméné¢ AAA1
jsou dale vedeny dolii ke stonku ptes opérku a kratkou stocenou civku upevnénou na
doméné¢ AAAS, kterd tak spolecné¢ s doménou AAA6 zprostfedkovava posun stonku.

[65, 71]

K N-konci AAA+ (AAA1 az AAAG6) kruhu je pfipojen tzv. linker, tedy a-helikalni
svazek, na kterém probihaji konformacni zmény v zavislosti na navazani nukleotidu. Tento
linker funguje jako mechanicky pfevodnik, pfenasi silu vytvorenou hydrolyzou ATP do
pohybu dyneinu podél MT. N-konec HC tvofi strukturu zvanou ocas, ktera plni predevsim
strukturalni roli, dimerizuje dvé jednotky HC dohromady a tvofti tak dimer. Poskytuje také
strukturu pro navazani dvou kopii sttedniho fetézce (intermediate chain, IC) a dvou lehkych
mezilehlych fetézct. IC déle slouZi jako spojovaci bod pro tii LC, které se podileji na

regulaci funkce a stability celého motorického komplexu. [65, 70]

5.2.1.1 Pohyb cytoplazmatického dyneinu

Na rozdil od myozinovych molekulovych motort, které pro svij pohyb vyuzivaji
aktinové vldkna, se dyneiny pohybuji po drahach MT. Tento pohyb ¢ini ve sméru
k minusovém konci téchto vlaken, tedy obvykle smérem do nitra buiiky (napft. k jadru nebo
centrozomu). To z dyneinu déld hlavni molekulovy motor zodpovidajici za transport

nakladu timto smérem. [72, 73]

Dynein je v klidovém stavu, tedy ve stavu, kdy k doméné AAAT1 neni navdzano
ATP, pevné vazan k MT prostiednictvim MTBD (viz obr. 6). Tento stav, kdy k AAA1 neni
vazan ptislusny nukleotid je oznacovan jako apo faze. Linker je v nataZené (pifimé) poloze
a sméfuje pies horni ¢ast AAA prstence. Pohyb cytoplazmatického dyneinu zacina
navazanim ATP na doménu AAA1 na jednom z ramen. Tato vazba spousti kaskadu
konformacénich zmén uvniti motorové domény a uvadi tak dynein do pohybu. Jednou
z prvnich zmén je posun helixti ve stopce, ktery zplisobi sniZeni afinity MTBD k MT.
Dochazi tak k uvolnéni vazebné domény a odpojeni dyneinu od svého aktualniho mista na
MT. Soucasné dochdzi k ohybani linkeru ten tak pfechazi do tzv. priming pozice, ktera je
energeticky mén¢ stabilni, diky ¢emuz se v molekule dyneinu uklad4d mechanické energie

a ten se tak pfipravuje ke kroku. [72, 74, 75]
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Obrazek 6 Dyneinovy motor a jeho katalyticky cyklus; (a) Zndzornéni motorické Casti
dyneinu. Tato ¢ast je tvofena Sesti AAA+ doménami (oznacenymi 1 az 6), které jsou
usporadany do kruhu. Linker, tedy pruzna spojujici doména, ptenasi zmény tvaru v tomto
prstenci s prispiva ke generovani mechanicke sily. Z oblasti AAA4 vybiha stopka, které
nese MTBD, umoziujici interakci s MT. (b) Znazornéni krystalovych struktur motorické
oblasti ve tiech odli$nych stavech vazanych na nukleotidy. Useky stonku, které ve
strukturach odpovidajicich ADP a Apo chybi, jsou znaceny Sedou barvou. (¢) Schéma
zachycujici chemicko-mechanicky cyklus dyneinu. Barevné zvyraznéna motoricka doména
prochazi konformac¢nimi zménami v dasledku interakce s ATP, coz ji umoznuje posouvat
se po MT viici druhé (Sed€ znazornéné) casti v ramci dimeru. Smér pohybu béhem
jednotlivych fazi kroku je vyznacen ¢ervenymi Sipkami. Upraveno a ptrevzato z [74].
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Nesmime vSak zapominat, ze tento molekulovy motor je homodimer a tak tato faze
neprobihd izolované a pohyb kazdého ramene zédvisi na tom druhém. Dynein navic, na
rozdil od kinezinu nekra¢i rovnomérné, ale asymetricky a nekoordinované a ramena se
navzajem ovliviluji skrze mechanické napéti v oblasti ocasu. Zatimco na jednom
z monomert dochazi k jeho uvolnéni a ptipravé na krok, druhé zlstava stabilné ptipojeno

k vlaknu MT. [72, 76]

V pribeéhu odpojeni krokujiciho ramene dyneinu u néj dochazi k hydrolyze ATP za
vzniku ADP a P;. Zatim ale nedochazi k jeho uvolnéni. MTBD se piipojuje k novému mistu
na MT fetézci o nékolik nanometra blize k jeho minusovému konci. Tato relokace sama
0 sob¢ jesté nezpusobi pohyb nakladu, jen zménu pozice MTBD. Po navazani dyneinu na
novy segment MT dojde k uvolnéni vzniklého P;, coz ma za nésledek prudky pohyb
linkeru. Jde o tzv. powerstroke, v jehoZ prubéhu se linker vraci zpét do vychozi polohy
a dochéazi k posunu dyneinu spolu s piipojenym nakladem. Po navazani jednoho ramene na
nové misto mize druhé rameno provést svij krok anebo zlstat navazané. Vzajemna
koordinace téchto dvou cyklil zajist'uje efektivni, a piesto flexibilni pohyb, ktery umoznuje

dyneinu piechézet i pres prekazky na MT drahach. [72, 74, 77]

5.2.2 Axonemalni dynein

Axonemadlni dynein je motoricky protein, ktery se vyskytuje vyhradné u bunck
s pohyblivymi fasinkami a bi¢iky. Je nedilnou souc¢ésti vnitinich struktur téchto
pohybovych aparatl, tzv. axonem. Axonema (né¢kdy také axonéma ¢i axonem) je hlavni
stavebni kostrou téchto vlaknitych vybézkli bunky. U vétSiny druhdi — od fas
Chlamydomonas az po Clovéka — mé axonema podobnou strukturu a slozeni. Sklada se
z mikrotubulovych dubletti (MTD) a mnoha dal$ich proteint zapouzdienych v plazmatické
membrang. PovétSinou dosahuje délky 5-10 um a priméru cca 300 nm. Co se struktury
tyCe typickd axonema ma upotfadani oznaCované jako 9+2, tedy devét MTD, které tvofi
prstenec okolo dvou centralnich singletovych mikrotubulda. Oproti tomu primarni neboli

nepohyblivé cilie maji uspofadani 9+0, tedy bez centralniho paru MT. [78, 79]

MTD je sloZzen zjednoho kompletniho valcového MT (A-tubulu) a jednoho
netplného (B-tubulu), ktery se k A-tubulu ptipojuje. K A-tubulu jsou rovnéz piipojena
vnitini dyneinova raménka (IDA) a vnéjsi dyneinova raménka (ODA). IDA Slapou po
B-tubulu sousedniho dubletu. Tyto sousedni dublety jsou propojeny nejen dyneiny, ale také

nexinem tedy dyneinovym regulacnim komplexem, ktery zabraiiuje tomu, aby se dublety
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vici sobé volné posouvaly, diky nému je vysledkem pohybu ohyb axonemy. Dalsi
dilezitou ¢asti axonemy jsou tzv. radidlni paprsky (RS), které vychézeji z kazdého vnéjsiho
dubletu smérem k centralnimu paru MT. Jejich ukolem je mechanicky propojit periferii
s centrem axonemy a regulovat aktivitu dyneinii, pravdépodobné prostiednictvim signalt
z centralniho paru. Centralni par MT (2 singletové MT uprostfed) neni propojen s dyneiny,
ale je klicovy pro sméfovani a koordinaci pohybu. Jak uz bylo zminéno vyse, interaguje

s RS a patrné tak funguje jako regulacni centrum. [78, 79]

Axonemalni dynein je velky motorovy protein pohanény hydrolyzou ATP. Co se
tyCe strukturdlnich odliSnosti od cytoplazmatického dyneinu, nejvice se projevuji
v N-koncové (ocasni) doméné. Katalyticka doména obsahuje Sest AAA ATPazovych
domén, z nichZ je za hydrolyzu ATP primarné zodpovédna doména AAA1. Soucasti jeho
struktury je také stopka neboli stalk, tedy dlouha struktura obsahujici tzv. coiled-coil
(sto¢enou spiralu), na jejimz konci se nachdzi MTBD. MTBD interaguje s B-tubulem
sousedni mikrotubulové dvojice. Stejné tak ma axonemalni dynein svou linker doménu,
bohatou na a-helix, kterd pfenaSi konformacni zmény mezi AAA doménami b&hem
pracovniho cyklu motoru. Navic ma ve své struktufe aminoterminalni ocas, ktery zajistuje

ukotveni dyneinu k A-tubulu mikrotubulové dvojice. [65, 78, 79]

Axonemalni dyneiny se v ramci axonemy déli na dva obecné typy, a to vySe
zminéna vngj$i dyneinova ramena a vnitini dyneinova ramena. Vné&jsi dyneinova raménka,
jak uz nazev napovid4, se nachazeji na vnéjsi strané axonemy a hraji svou roli pfi
generovani sily a regulaci frekvence ciliarnich tepii. Oproti tomu vnitini ramena maji své
umisténi blize stfedu axonemy. Jsou nezbytnd pro kontrolu velikosti a tvaru ohybu
vysledné viny axonemy. Studie téchto motord jsou velmi obtizné, protoZe jde o velmi
sloZité struktury, které se skladaji z n€kolika typli motorti vnitinich dyneinovych ramen,

z nichz kazdy je jedinecny svym sloZenim a umisténim v axonem¢. [79-81]

ODA se sklada ze tii tézkych ftetézci, a, B a vy, které tvofi trojhranny motorovy
komplex. Kazdy HC obsahuje motorovou doménu (C-konec) se Sesti AAA moduly
uspotfadanymi do kruhu, z nichZ vétSina ma ATP4zovou aktivitu. Tato ¢ast, pfedevsim tedy
AAA1l, vaze a hydrolyzuje ATP a dodéava tak energii pro pohyb. Z motorové domény
vybihd stopka zakoncend MTBD, kterd se pfipojuje k sousednimu MT. Stopka tedy
zprostiedkovava kontakt molekulového motoru s MT, po kterém kraci. N-terminalni
doména (tail, nebo také ocasni ¢ast), ktera u cytoplazmatického dyneinu zprostredkovava

vazbu nakladu, zde slouzi k ukotveni dyneinu k A-tubulu MTD v axonemé. [79, 82]
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IDA je rameno slozené z osmi dyneinovych tézkych fetézctli, jednoho heterodimeru
a Sesti monomerd. Kazdy z téchto fetézcti mé specifické motilni vlastnosti a je doplnén
oriuzné LC a IC, které moduluji jeho funkci. Jeho struktura je komplexné€jsi nez ODA

a zahrnuje riizné izoformy s odliSnymi thly kroku a interakcemi s MT. [82, 83]

5.2.3 Mechanismus pohybu bi¢iku a cilii

Pohyb cilii a bi¢ikl je umoznén procesy, které probihaji v axonemé. I kdyz je cesta,
kterou se signaly Sifi touto superstrukturou slozita, pohyblivé chovani je v kone¢ném
disledku generovdno dvéma fadami dyneinovych ramen, kterd jsou trvale pfipojena
k A-tubulu jednoho MTD a v zavislosti na ATP pfechodné reaguji s B-tubulem sousedniho
dubletu. Energie ziskand z ATP je pfeménéna na mechanickou praci, coz vyvolad pohyb
MTD. Vzhledem k tomu, Ze dublety jsou navzajem propojené nexiny a RS, nemohou se
posunout do stran, namisto toho dochazi k ohybu axonemy, a tedy i celé struktury cilie ¢i

biiku. [79, 84]

Koordinovana aktivace dyneinll na jedné strané¢ axonemy a inhibice na opacné
stran¢ vytvaii oscila¢ni pohyby, které se §ifi podél axonemy. Jakmile je ohyb dokoncen,
aktivita dyneinll se pfenese na druhou stranu axonemy, ¢imz vzniké periodicky ohybovy
cyklus. Béhem kazdého pohybového cyklu, tzn. jednoho ohybu cilie, dochazi
k asymetrické aktivaci dyneinovych ramen, kdy pouze ta raménka, kterd jsou na aktivni
stran¢ axonemy generuji skluz mezi MT, zatimco ta na opacné strané jsou v klidu. ODA se
aktivuji rytmicky v celé délce axonemy, ¢imz déavaji impulz k pohybu. U IDA je pohyb

vvvvvv

[79, 85]

K pohybu je tedy nezbytné piesné prostorové a asové fizeni aktivace dyneind,
ptisun ATP a ptfitomnost regulacnich sytému, jako je centralni par MT a RS, které zajist'uji
koordinaci celého procesu, pravdépodobné diky pienosu signalu regulujiciho €innost
dyneint dle momentalni polohy v zakiiveni axonemy. Studie také ukazuji Ze mechanismus
pohybu odpovida tzv. modelu geometrické vazby (geometric clutch) nebo modelu skluzu
(sliding — control), podle nichZ mechanické zaté¢Zz a konformace axonemy zpétné€ ovliviiuji
dostupnost vazebnych mist pro axonemalni dyneiny. DiileZit je i koncentrace Ca’", ktera
ovliviiyje citlivost dyneinil a tim 1 charakter vinéni, napt. ptrechod z linedrniho pohybu na
spirdlovity. Krom¢ toho se také uplatiluje mechanicka zpétna vazba, ktera ovliviiuje

aktivitu dyneinli na zéklad¢ aktudlniho zakfiveni axonemy. [79, 84, 85]
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5.3 Kineziny

Kineziny jsou skupinou molekularnich motorti, které pro svlij pohyb vyuzivaji
drahy MT. Po téchto drahach se pohybuji zpravidla ve sméru k plus konci az na vyjimku,
kterou je kynezin-14. U ¢lovéka bylo identifikovano pfiblizn€ 45 riznych gent kddujicich
kineziny. Existuje hned n¢kolik typt kinezinti, které se mezi sebou lisi predevs§im typem
aminokyselin v jejich motorické doméné Tyto proteinové motory tak na zakladé
fylogenetickych znaki fadime do 14 rodin. Nekteré z nich jsou piitomny v celé fadé typt
bun¢k, zatimco jiné vykazuji specifickou expresi pouze v ur€itych tkénich nebo
vyvojovych stadiich. Rozdilné typy kinezinii maji také rozdilné funkce, a tak kineziny
slouzi nejen k transportu bunéénych vezikul, Golgiho aparatu, mitochondrii a lysozomi,
ale také napf. ke kontrole ristu a stability MT vlaken. Svou roli hraji také béhem buné¢ného
déleni, kde zajistuji segregace chromozomt v anafazi. Vzhledem k ¢etnosti funkci, které
v bufice zastdvaji jsou mutace v genech kodujicich tyto motory spojovany
s fadou patologickych stavil, véetné neurodegenerativnich onemocnéni, ciliopatii nebo ¢i

poruch bunécéného déleni. [86-88]

Ackoliv se struktura téchto molekulovych motord 1isi v zavislosti na konkrétni
rodin¢, vSechny kineziny obsahuji tfi hlavni Casti: motor, stopku a cargo doménu.
Motorick4d doména, vaze MT a slouzi k hydrolyze ATP, ¢imZ zajiSt'uje pohyb motoru. Dalsi
typickou ¢asti je tedy stopka, kterd zajiStuje dimerizaci a pfenos konformacnich zmén
behem pohybu motoru, dale také cargo doména, kterd zprostfedkovava vazbu piendseného

nakladu. [87, 89]

VétSina kinezin ma oligomerni strukturu, pfi¢emz interakce mezi podjednotkami
jsou zprosttedkovany riiznymi proteinovymi asociatnimi doménami, nejcastéji jde
o sto€enou spiralu. Mnoho kinezini je také dimernich, jako naptiklad kanonicky motoricky
konezin-1, ale byly charakterizovany 1 komplexnéjSi formy jako napf. heterotrimerni

kinezin-2 nebo tetramerni kinezin-5. [24, 87, 90]

5.3.1 Kinezin-1

Kinezin-1 byl prvnim motorem, u kterého byl pozorovan transport nakladu pod¢l
intracelularnich MT. Diky ¢emuz je také jednim z nejlépe charakterizovanych zéastupcti
kinezinové superrodiny, ktery se podili na ukotveni a transportu celé¢ fady bunécénych

nakladi, véetn€ vezikul, organel, proteinovych komplext a ribonukleoproteind. [24, 91]
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Strukturné jde o heterotetramer, ktery se sklada ze dvou tézkych a dvou lehkych
fetézci. Tézké ftetézce jsou identické, kazdy znich ve své struktufe obsahuje:
amino-terminalni globularni motorickou doménu, centralni o-helikalni oblast, ktera
umoziiuje tvorbu dimeru prostiednictvim tzv. coiled-coil (stoené spiraly)
a karboxy-terminalni koncovou doménu, kterd se vaze na lehké fetézce a pravdépodobné
1 na organelovy receptor. Cely tento fetézec ma délku 960 aminokyselin z ¢ehoz motoricka
doména zabira 340, je tedy mnohem mensi nez doména myozinu se svymi 850
aminokyselinami, ¢i dyneinu jehoz motorickda doména je dlouhd 1000 aminokyselin.
Motoricka doména kinezinu-1 ma urcité podobnosti s motorickou doménou myozinu, ob&
jsou postaveny kolem jadra sedmivlaknového B-skladaného listu, ktery je obtoCen tfemi
a-helixy po obou stranach (viz obr. 7 na strané 41). Jednotlivi ¢lenové kinezinové
superrodiny sdileji konzervovanou motorickou doménu, ale 1i§i se v doménach, které
zprostiedkovavaji asociaci, jako je doména s coiled-coil a doména vazajici naklad

(viz obr. 7). [24, 92, 93]

Lehké tetézce kinezinu Casto, ale na vzdy, asociuji s karboxy-terminalnimi konci
tézkych fetézcu a sehravaji svou roli v motorické regulaci a vazbé& ndkladu. Tyto fetézce
jsou sice mensi, ale funkéné dulezité podjednotky kinezinu-1. V tomto motoru se nachazi
dva fetézce, které jsou opét zcela totozné. Ve své struktufe obsahuji N-terminalni
heptanovou repetitivni oblast, ktera napomaha navazani na stonkovou ¢ast t¢zkého fetézce.
Dale se zde nachazi kysela spojovaci linker oblast a doména tetratrikopeptidové repetitivni
oblasti (TPR), ktera obsahuje Sest TPR. Jde o doménu, kterd umozZiuje interakce
s adaptorovymi proteiny, které zprostiedkovavaji vazbu nakladu, jako napt. milton nebo
syntabulin. Tyto interakce jsou klicové pro selektivni transport specifickych organel napt.
mitochondrii nebo synaptickych vacki zejména v neuronech. Lehké fetézce maji také
regulacni funkci, diky které mohou ménit aktivitu motoru prostiednictvim autoinhibice.
V nepfitomnosti nakladu se totiZ kinezin-1 miZe nachazet ve sloZzené inaktivni formé, ve

které je motoricka aktivita potlacena. [94]

Mezi motorickou doménou a centralni a-helikalni oblasti tézkého fetézce se nachazi
kratky, ale funkéné zdsadni tisek oznacovany jako tzv. neck linker (NL). Tento flexibilni
spoj, ktery se skladd z piiblizné patnacti aminokyselinovych zbytka, je v prabéhu
neptitomnosti ATP neuspofadany a flexibilni, ale v momenté navdzani tohoto nukleotidu
dochazi k jeho ukotveni a navazani na motorickou hlavici. Pti hydrolyze ATP dochézi ke

konformacéni zméné pravé v oblasti NL, kterd tak pii pohybu umozni pieklopeni podél

38



motorické domény. Kinezin-1 totiz, i pfes svou podobnost s myozinem, ve své molekule
neobsahuje strukturu pakového ramene, tuto funkci zde nahrazuje prave struktura NL, ktera

prenasi mechanickou silu na druhou hlavu motoru a umoznuje jeji predsunuti po MT. [95]

Kazda strukturni doména kinezinu-1 ma tedy svou specifickou tlohu
v komplexnim mechanismu pohybu tohoto motoru a umozituje mu tak spravné a efektivné

plnit jeho transportni funkci v bunice. [24]

5.3.2 Motoricky mechanismus kinezinu-1

Aby kinezin-1 mohl dobie plnit svou funkci bunééného motoru, musi byt schopen
premist’'ovat relativné velké struktury, jako jsou napt. vezikuly, hustym a ¢asto pieplnénym
intracelularni prostorem buiiky. Tento pohyb kinezin-1 kond navzdory odporu, ktery
vnitini prostfedi buiiky klade. Pokud je odpor prostiedi nizky, ptevladaji kroky vpted, tedy
k plusovému konci MT. V ptipadé, kdy odpor nariista dochazi k jejich zpomaleni piipadné
muze tento motor ud¢lat i par krokti vzad, a to stejnym zpisobem jako pii krokovani vpred
a za spotfeby ATP. Za normalnich okolnosti se vSak kinezin-1 pohybuje v pravidelnych
8nm krocich k plusovému konci MT rychlosti cca 0,5-1 um/s in vitro. Jeden jeho krok mu

tedy staci k piekroceni vzdalenosti mezi sousednimi dimery tubulinu v mtizce MT. [96]

Pohyb kinezinu-1 zavisi na dimerizaci téZkych fetézcti, protoze ty ve své struktuie
nesou motorické domény, které zprosttedkovavaji interakci s vlakny MT. Tyto dvé hlavy
kinezinu-1 se béhem pohybu stfidavé vazou na MT (viz obr. 7) v tzv. ,.hand over hand*
cyklu, pfipominajicim chizi, pficemz jedna z hlav zistava vzdy pevné navazana, zatimco
druha je pfipravend k pohybu. Koordinace této pohybové sekvence je fizena
intramolekularnim napétim, které vznika béhem aktivni translokace a zajiStuje, Ze
krokovani probihd smérové a efektivné. Vysledkem je vysoka procesivita, jakmile se

kinezin-1 navdZe na MT muze vykonat az 100 krokti, nez dojde k jeho odpojeni. [96, 97]

Krokovaci cyklus kinezinu-1 zafind ve stavu, kdy jsou ob¢ jeho hlavy pevné
navazany k vlaknu MT, jde o tzv. dvouhlavy vazany stav (2HB). V tomto stavu nese zadni
hlava ADP, zatimco pfedni hlava je ve stavu s prdzdnym nukleotidovym mistem a je
pfipravena na navazani ATP. Po navadzani potiebného nukleotidu se spousti konformac¢ni
zmény, které vedou k odpojeni zadni hlavy a jejimu pfesunuti pies hlavu piedni, tedy do
mista, které je blize plusovému konci MT. Tento pohyb muze motor vykonat diky
flexibilité spojovaci oblasti mezi hlavami, tedy diky vySe zminénému NL, ktery se po

navazani ATP na piivodné ptedni hlavu “zakotvi® (docking) na motorickou doménu. Jde
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o0 proces, ktery pfipravuje zadni hlavu na navazani na dalsi vazebné misto na MT. Z dfive

zadni hlavy se tedy stava hlava ptfedni neboli pfedsunuta. [97, 98]

Ptedsunuté hlava po navazani na vlakno uvolni sviij ADP, coz opét zvysi jeji afinitu
k MT a dojde tak ke stabilizaci jeji vazby. Pavodné ptedni hlava, nyni tedy zadni, mezitim
hydrolyzuje své ATP na ADP a P;. Uvolnéni vzniklého P; probiha s mirnym zpozdénim,
coz pomaha udrzet zadni hlavu jesté chvili navdzanou, ¢imz se zabrani roztrzeni motoru.
Jakmile P; opusti své enzymaticky aktivni misto, motorova doména pirechazi do slab¢
vazan¢ho stavu s ADP. Kinezin-1 se tak opét nachézi v 2HB. Slab¢ vazany stav s ADP
oslabi interakci mezi zadni hlavou a MT a pfipravi tak motor na dalsi krok, kdy opét

dochazi k uvolnéni a predsunuti zadni hlavy pted piedni pomoci zmén v NL. [97]

Ptestoze je zakladni princip tohoto mechanismu znam jiz nékolik desetileti, nékteré
klicové aspekty zlstavaji pfedmétem vyzkumu, zejména momenty, které iniciuji oddéleni

hlavy od vlédkna a navazani druhé hlavy na nové vazebné misto. [97]
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A Kinezin GEIEE-emD— B
Kinezin-2 CS—————

Kinezin-3 CIIIIhD——— -
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Kinezin-5 CCIIIp-o——m———

Kinezin-8 p—c———

Kinezin-1
Kinezin-13 —— - —
i
@@ Konzervovana motoricka doména
= Coiled-coil
Kinezin-5

295353

Obrazek 7 Struktura a mechanochemie kinezinové superrodiny; A: Schematické znazornéni
ruznych ¢lent kinezinové superrodiny, ktefi sdileji konzervovanou motorickou doménu, ale lisi se
doménou spojovaci. B: Zobrazeni krystalové struktury motorické domény kinezinu-1; C:
Kinezin-1 vznika homodimerizaci dvou tézkych fetézcti. Motorické domény jsou regulovany
autoinhibici, koncova doména se vaZe na motorické domény a inhibuje je. Autoinhibice je
zmirnéna asociaci se specifickymi vazebnymi partnery. Kinezin-5 tvofi bipolarni tetramerni
motor. D: Cyklus pohybu kinezinu-1 podél MT s koordinovanym krokovanim dvou motorickych
domén. Vazba ATP (znac¢eno T) spousti vysoce afinitni spojeni hlavicky motoru s MT. Uvolnéni
produktti hydrolyzy ATP, ADP (znaceno D) a P;, umoziiuje odpojeni hlavy od drahy MT.
Upraveno a pievzato z [24].
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5.3.3 Kineziny regulujici dynamiku MT

Nejméné ocekavanou vlastnosti nékterych kinezinti, konkrétné tedy kinezinu-8, 13
a4, je jejich schopnost aktivné regulovat dynamiku MT. Bunky této jejich vlastnosti
vyuzivaji pfi sestavovani a remodelaci mitotického vietena béhem déleni buiiky, regulaci

délky axontli beéhem jejich vyvoje a tieba i pti regulaci délky fasinek a bi¢ikd. [99]

Kazdy z vySe uvedenych motorti ma sviij zpisob, jakym zasahuje do délky MT.
Kinezin-13 viibec nespada mezi transportni kineziny, jeho funkce je tedy ¢isté regulacni
a po MT se nepohybuje. Namisto toho se staticky vaze na konce téchto vladken, kde vyuziva
energii ATP k odstrafiovani tubulinovych dimert. Dokaze tak depolymerizovat i relativné
stabilni MT, a to z obou jeho koncl. Nejlépe prostudovanym kinezinem-13 je lidsky
KIF2C/MCAK (tedy, €len rodiny kinezinti 2C neboli MCAK tedy kinezin asociovany
s mitotickou centromerou), ktery se na koncich MT akumuluje bud’ difuzi, nebo je zde
dopraven jinymi s MT asociovanymi proteiny. Na koncich téchto vlaken dokaze rozpoznat
ohnuté protofilamenta, tedy struktury typické pro MT piipravené k depolymerizaci. Tim,
ze tyto ohyby stabilizuje, zvySuje napéti mezi jednotlivymi protofilamenty v miizce MT,
coz ve vysledku podporuje jejich rozpad. KIF2C/MCAK tak urychluje depolymerizaci
téchto vlaken a snizuje jejich stabilitu, zadroven tim vSak zvySuje jejich dynamiku, tedy
rychlost, s jakou se stfidaji faze jejich rastu a zkracovani. Coz je zasadni pro spravny
pribéh déleni buniky. Béhem mitoézy se KIF2C/MCAK lokalizuje na kinetochory, tedy
struktury na chromozomech, ke kterym se vazou MT. Pravé zde pak spousti depolymerizaci
téchto vlaken, kterd jsou nespravné navazana a umoziuje opravu chybného pfipojeni

a zabezpecuje tak spravné rozdéleni chromozomil mezi dcetiné buiky. [99, 100]

Dalsi ¢lenové kinezind-13, jako je lidsky KIF2A (tedy €len rodiny kinezint 13
s oznaCenim 2A) nebo musi KLP10A, se nachdzeji v oblasti polii mitotického vieténka.
Tam odbouravaji MT z jejich minus koncti, véetné téch pripojenych ke kinetochortim. Jde
o proces, ktery podporuje tzv. polovy tok, tedy posun MT smérem k p6lim burky, ¢imz
napomaha efektivnimu pohybu chromozomi béhem anafdze. Pfi nedostatku kinezint-13
by buniky vykazovaly poruchy déleni jako napt. prodlouzené nebo nesymetrické vieténko,
vznik pouze jednoho pdlu (monopolarizace), chybné pfipojeni k chromozomim a jejich

zpozdéné oddéleni v anafazi. [100]

Zatimco kinezin-13 nevykazuje schopnost pohybu po MT, kinezin-8 je schopen jak
jejich depolymerizace, tak procesivniho pohybu po téchto vlaknech, a to ve sméru k jejich

plus konclim, které pak také preferencné destabilizuje. Jeho depolymerizaéni aktivita vSak
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zavisi na akumulaci vét§iho mnozstvi kinzinu-8 na koncich MT. Tento motor se tedy
aktivné pohybuje po daném vlaknu az k jeho plus konci. Zde se hromadi a pfispiva ke
zrychleni hydrolyzy GTP, ¢imz rozkladéa pritomnou GTP Cepicku. Bez ni se tubulinové
dimery dostavaji do konformace, ktera je vice zakiivend, tim padem 1 mén¢ stabilni

a nachylnéjsi k rozpadu. [100, 101]

Béhem mitdzy je koncentrovan ve vnéjSi oblasti kinetochoru, kde zabranuje
nadmérnému prodluzovani MT a stabilizuje jejich piipojeni. Tim pfispiva k pfesnému
zarovnani chromozoml v metafizové desce a ke spravnému priubéhu mitozy.
Depolymeriza¢ni aktivita kinezinu-8, stejné jako kinezinu-13, je zdsadni pro regulaci délky
MT, a tedy i pro efektivni pohyb chromozoml béhem mitdzy. Jejich funkce se vSak
neomezuje pouze na déleni bunky. Oba typy kinezini se ucCastni 1 regulace
mikrotubularniho cytoskeletu v interfazi. Napfiiklad kinezin-8 KIF19 reguluje délku
primarnich fasinek, zatimco kinezin-13 KIF2A se podili na potlacovani nadmérného riistu

axond nebo fizeni ciliogeneze. [99, 100, 102]

Dalsi ¢lenové kinezinové superrodiny, kteti se podili na modulaci MT vléken, patii
do rodiny kinezinli-4. Mechanismy, které k upravé délky MT vyuzivaji jsou zcela odlisSné
od zpuisobt, které maji kineziny spadajici do rodin kinezinti-8 a 13. Zatimco vyse zminéné
motory urychluji rozpad téchto vlaken, zde jde spiSe o inhibici dal§iho rtstu, avSak bez

rozpadu vldken. [103]

In vitro experimenty ukazaly, Ze zastupce kinzini-4 jako je KIF21A, ktery se
procesivné pohybuje po MT, potlacuje rist MT, a to predevSim v oblasti bunécného
kortexu. KIF21A je v kortikdlnich oblastech vazan prostfednictvim interakce s proteinem
KANKI1, ktery je soucésti vétsiho kortikalniho komplexu, spolu s proteiny liprin-al/p1
a LL5B. Tento komplex zajist'uje spravnou prostorovou lokalizaci a aktivaci tohoto motoru
na bunééném kortexu. Jakmile je KIF21A aktivovan zacina plsobit jako takova riistova
brzda potlacujici dal§i polymerizaci MT v dané oblasti. Soucasné snizuje ¢etnost moznych

katastrof, tedy ndhlych depolymeriza¢nich udalosti na vlakné. [103, 104]

Z hlediska bunécné funkce tak KIF21A pfispiva k prostorové a stabiliza¢ni kontrole
mikrotubularni sité, a to zejména v perifernich castech bunky, kde je potieba omezit
excesivni rist danych vlaken napt. béhem migrace bunék nebo ristu axont. [103]

Spole¢nym rysem kinezina-8, 13 a 4 tedy je jejich schopnost fidit délku MT, ¢imz

se zasadné¢ podileji na jejich dynamické organizaci. Ackoliv vyuzivaji rozdilné
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mechanismy, od aktivni depolymerizace po inhibici rastu, v§echny jsou zdsadni pro udrzeni
spravné délky a organizace téchto vldken, a to jak b&hem déleni buiky, tak
1 v diferenciovanych bunkach jako napi. neuronech. Jejich ptesna regulace je nezbytna pro
zachovani bunécné polarity, spravny pribéh mitozy, rist axont i morfologii bun¢k jako

celku. [100, 104]
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6 PORUCHY MOLEKULOVYCH MOTORU A S NIMI
SPOJENA ONEMOCNENI

Ve vyse uvedeném popisu jednotlivych molekulovych motorii typu myozin, dynein
a kynezin jsme se mohli pfesvédcit o jejich dilezitosti v mnoha bunéénych procesech. Je
tedy logické, Ze poruchy téchto motorovych proteinit budou zasahovat do fyziologickych
funkci organismu. Jejich poruchy vznikaji pfedevSim v dasledku mutaci v genech
kédujicich jednotlivé proteinové slozky téchto motorti, nebo jsou vysledkem dysregulace

exprese téchto gend ¢i funkéni aktivity jejich proteinovych enzymda. [105, 106]

Lidsky genom koduje 38 genil pro myoziny, které jsou rozdéleny do 12 tiid na
zaklad¢ strukturdlnich a funkénich rozdili. Nejvétsi z téchto tfid pfedstavuje myozin
druhého typu, ktery je exprimovan v piicné pruhovaném svalstvu. Poruchy funkce
myozind, zejména téchto svalovych izoforem, jsou ¢asto disledkem mutaci v genech
koédujicich jejich tézké ftetézce. Nejlépe prozkoumané jsou pravé mutace postihujici
myozin II, které jsou spojovany s fadou dédiénych kardiomyopatii a nékterych forem
kosternich myopatii. U n€kterych téchto izoforem bylo popsano hned nékolik patogennich
variant. Pfi¢emz mezi nejcastéjsi typy mutaci patii missense, které vedou ke zmén¢ jediné

aminokyseliny ve struktufe proteinu, ¢imz mohou vyznamné ovlivnit jeho funkci. [107]

Piikladem onemocnéni spojeného s myozinem typu II izoformy f je hypertroficka
a dilata¢ni kardiomyopatie, které jsou disledkem mutaci v genu MYH7 (myosin heavy
chain 7). Tento gen kdoduje te€zké fetézce B-myozinu, ktery hraje zésadni roli v kontrak¢ni
funkci srde¢niho svalu. Patogenni varianty MYH7 tedy vedou k dédi€nym
kardiomyopatiim, jejichZ klinicky obraz byva promeénlivy i v rdmci jedné rodiny. Studie
Natural History of MYH7-Related Dilated Cardiomyopathy, zamétena na dlouhodoby
prubéhem dilata¢ni kardiomyopatie zplisobené mutacemi v MYH?7, ukazala Ze pro toto
onemocnéni je typicky casny nastup, Casto jiz v détském veku. Charakteristickym znakem
je dale vyrazna dilatace levé srdecni komory doprovéazena oslabenim kontraktilni funkce,
které vede k postupnému sniZeni srdecniho vydeje a dochazi tak k rozvoji srde¢niho

selhani. V pokrocilych stadiich pak dochazi k terminalnimu srdecnimu selhéani. [108-110]

Kosterni myopatie jsou spojeny také s mutacemi v genu MYH2, ktery koduje
myozin IIa. Patogenni mutace v tomto genu mohou vést jak k dominantnim, tak recesivnim
formdm myopatie. Typickymi projevy jsou proximalni svalova slabost a u nékterych

pacientli 1 o¢ni svalové postizeni (oftalmoplegie). Jedna z prvnich studii (Recessive myosin
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myopath with external ophthalmophlegia associated with MYH2 mutations detekovala
u recesivnich pacienti s MYH2 mutacemi vyrazny pokles nebo absenci svalovych vlaken
typu Ila. Nov¢jsi prace z roku 2021 (Filamentous tyngles with nemaline rods in MHY?2
myopathy: a novel phynotype) pak rozsitila popis patologického fenotypu o pfitomnost

dezorganizovanych filament a nemalinovych struktur. [110-112]

Dynein, tedy motor, ktery sviij pohyb vede podél drahy mikrotubulu, je obzvlaste
dalezity pro nervové buiiky, jejichz axony mohou dosahovat délky az n¢kolika desitek
centimetrd. Nervové bunky jsou tedy do znacné miry zdavislé na spravné cCinnosti
dyeninového transportniho systému, ktery zajiSt'uje intracelularni ptesun klicovych slozek.
Dysfunkce dyneinu zptisobend mutacemi v genech kodujicich jeho jednotlivé podjednotky
muze tento transport vyrazné naruSit a vést ke kumulaci bunéénych slozek a selhani
synaptického ptenosu. Klinicky se tyto dysfunkce projevuji zejména v podobé

neurovyvojovych poruch, perifernich neuropatii nebo ciliopatii. [113, 114]

Mutace v genu DYNC1HI, tedy v genu kédujicim tézky fetézec cytoplazmatického
dyneinu, jsou spojeny s Sirokym spektrem takovychto onemocnéni. Patii mezi né€ napiiklad
dédicna motoricko-senzorickd neuropatie typu 1, spindlni muskuldrni atrofie
s dominantnim pfenosem nebo mentalni retardace spojena s abnormalitami neurondlni
migrace. Dané mutace vedou ke snizené aktivité¢ dyneinu, a tedy i1 ke kumulaci proteinti
a organel. Studie Exome Sequencing Identifies a DYNCIH1 Mutation in a Large Pedigree
with Dominant Axonal Charcot-Marie-Tooth Disease popisuje konkrétni mutace v ocasni
doméné genu DYNCI1HI, které destabilizuji dyneinovy komplex a vedou k progresivni

svalové slabosti a atrofii pfi axonalni formé Charcot-Marie-Toothovy chroroby. [115-117]

Dale naptiklad mutace v genech kodujicich sloZzky axonemalniho dyneinu jako jsou
DNAHS, DNAH11 nebo DNALI, jsou zodpovédné za rozvoj primarni ciliarni dyskineze,
tedy dédi¢ného onemocnéni, které je charakterizované poruchou motility fasinek. Klinicky
se tato choroba projevuje chronickymi respira¢nimi infekcemi, neplodnosti (zejména
u muzil) a situs inversus u piiblizné€ 50 %, coz je typické u Kartagenerova syndormu, tedy
klinického podtypu této poruchy. Defekty v pohybu fasinek vedou také k nedostatecné
clearance hlent a k naruSeni urceni télnich os béhem embryogeneze. V histologickém
obraze lze pak Casto pozorovat nepfitomnost nebo strukturdlni abnormality dyneinovych

ramének v fasinkach. [118, 119]

Co se tyce kinezinovych motord, lidsky genom koduje pies 40 gend jejich

superrodiny, ve které jsou dani ¢lenové rozde€leni na zaklad¢ strukturdlnich a funkénich
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charakteristik do celkem 14 rodin. Jde o motory, které hraji klicovou roli zejména
v neuronalni tkani, kde zajiSt'uji axondlni transport mitochondrii, synaptickych vezikul
a dalsich bunécnych komponent. Poruchy jejich funkce jsou vétSinou vyvolané mutacemi
v genech KIF1A nebo KIF5A a nej¢astéji jde o bodové zmény (missense) v motorové nebo
stopkové doméné¢ kinezinu. Ty destabilizuji komplex, snizuji jeho vazbu na MT a oslabuji
1 generovanou silu, coz vyrazn¢ narusuje efektivitu jejich transportu, coz vede k zavaznym
neurologickym onemocnénim, jako je hereditarni spastickd paraplegie typu 30. Jedna se
0 autosomalné recesivni neurodegenerativni onemocnéni zpiisobené mutacemi, v jiz vyse
zminéném genu KIF1A, ktery koéduje neuronédlni motoricky protein kinezin-1A. Missense
mutace vtomto genu zpusobuji dysfunkci axondlniho transportu a maji za nasledek
spasticitu dolnich koncetin, distalni svalovou atrofii a v n¢kterych ptipadech i cerebelarni
ataxii €1 zrakové postizeni. Naptiklad homozygotni mutace p.A255V byla identifikovana
v nékolika rodinach, coz naznacuje mozny zakladatelsky efekt v urcitych populacich.
Klinicky obraz je charakterizovan pomalu progredujicimi ptiznaky, pficemz vétSina
pacientl si zachovéava schopnost chiize 1 po nékolika letech od nastupu symptomd. [120-

123]

Dalsim takovym onemocnénim je pak napiiklad Charcot-Marie-Toothova
neuropatie typu 2, tedy dédi¢né onemocnéni perifernich nervi, které miize byt zptisobeno
mutacemi v genu KIF5A, jenz kdduje neurondlni tézky fetézec kinezinu-1. Tyto mutace,
zejména tedy op€t missense mutace, se projevuji svalovou slabosti, ztratou hloubkovych
Slachovych reflexdi a postupnou atrofii svali dolnich a hornich koncetin. V nékterych
piipadech byly zaznamenany 1 cerebelarni ataxie. Naptiklad mutace p.E755K byla spojena
s Casnym nastupem symptomil a rychlym progredujicim pribéhem onemocnéni.
Histologické  vySetfeni nervovych vldken wukazalo ztrdtu myelinizovanych
1 nemyelinizovanych vlaken a pfitomnost abnormalnich neurofilamentovych svazki, coz

naznacuje poruchu cytoskeletu axond. [121, 124]
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ZAVER

Molekulové motory jsou nedilnou soucasti intracelularniho transportniho systému
bun¢k a podmiiuji tak i spravné fungovéani eukaryotickych bunck. Jejich aktivita je
nezbytnd nejen pro transport organel, proteinti a vezikul, ale i pro déleni bunék, udrzovani
polarity, tvorbu cytoskeletu a pohyb. V této praci byly podrobné rozebrany tii hlavni
skupiny téchto motorickych proteini, tedy myoziny, dyneiny a kineziny, pficemz u kazdé

z nich byl popsan zplisob vykonavani pohybu, struktura a jejich biologické funkce.

Zvlastni daraz byl kladen také na jejich interakci s jednotlivymi slozkami
cytoskeletu, konkrétné tedy s aktinovymi filamenty a mikrotubuly, které tvoii jejich drahy
pro prohyb. Popsany byly také rozdily mezi jednotlivymi typy molekulovych motor, jako
je orientace jejich pohybu, riiznd struktura motorickych domén ¢i specificka lokalizace

v riznych typech bunék.

V zavéru prace byla vénovéana pozornost patologickym staviim, které mohou
vzniknout v disledku naruSeni funkce téchto molekulovych motorti. Bylo ukézano ze
mutace v genech kodujicich tyto proteiny mohou vést k fadé zdvaznych onemocnéni, jako

jsou kardiomyopatie, neurodegenerativni poruchy, ciliopatie ¢i dédi€né neuropatie.

S rostoucim porozuménim molekularni biologii a s rozvojem modernich technik,
jako je kryoelektronova mikroskopie ¢i single-molecule imaging, se oteviraji nové
moznosti pro hlubs$i poznani struktury a funkce molekulovych motord. Tyto poznatky
mohou pfispét nejen k objasnéni patofyziologie mnoha chorob, ale i k vyvoji inovativnich

nastroju v oblasti biotechnologie a mediciny.
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