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Krécejici proteiny v nitru zivych bunek
Zdenék Ldnsky, Vestec

Abstrakt. Pohyb je jednou ze zakladnich charakteristik vSech organismi. Puvodcem bunééného
pohybu je vnitrobunééné biopolymerni sit, ktera se nazyva cytoskelet. V tomto prehledovém
¢lanku se budeme zabyvat nékolika zakladnimi molekularnimi mechanismy, které v réamci
cytoskeletu vedou k vytvareni bunééného pohybu.

Cytoskelet je ptivodcem bunééného pohybu

Vnitrobunéény pohyb je jednou z podstatnych vlastnosti vSech organismii. Tento po-
hyb je nezbytny pro uskute¢néni zcela zédkladnich biologickych pochodi, jako je napii-
klad bunééné déleni, vnitrobunéény transport, ale také pohyb celé bunky nebo orga-
nismu. Sily, které vedou k bunéénému pohybu, jsou vytvareny cytoskeletem, coz je vni-
trobunééna sit proteinovych vlaken, na ktera se vaZe mnoho dalsich proteini [3], [30].
V tomto ¢lanku budeme diskutovat nékolik molekuldrnich mechanismi, pomoci nichz
cytoskeletalni masinerie vytvaii sily vedouci k (vnitro)bunéénému pohybu.

Cytoskelet sestava z nékolika druht proteinovych vldken. Zde se budeme zabyvat
pouze jednim druhem, a to vlakny, které se nazyvaji mikrotubuly. Mikrotubuly jsou
polarni polymery sestavajici z tubulinovych dimeru a tvorici ohebna duta vlakna o prii-
méru zhruba 25 nm, ktera jsou dlouha az desitky mikrometra (obr. 1). Tato vlakna
nejsou staticka, ale prochézeji neustalymi cykly polymerace a depolymerace; hovofi se
o tzv. dynamické nestabilité mikrotubula [22], [14].

Mikrotubularni cytoskelet je schopen generovat mechanické sily dvéma zakladnimi
mechanismy. Jeden mechanismus je zaloZzen na dynamické nestabilité, tj. polymeraci
a depolymeraci daného mikrotubulu, pfi¢emz rist a ustupovani Spicky daného mik-
rotubulu miZe vyvijet tlak nebo naopak tah na dalsi bun&éné struktury [19], [26].
Druhy mechanismus je zaloZen na vzajemném piemistovani existujicich mikrotubul.
V tomto kratkém piehledu se budeme zabyvat pouze timto druhym mechanismem,
jehoz kanonickym ptivodcem jsou proteiny zvané molekularni motory.

Molekularni motory

Molekulérni motory jsou proteiny, jez mohou preménovat chemickou energii na mecha-
nickou silu. Jednim z nejlépe prozkoumanych molekularnich motorii, ktery je asociovan
s mikrotubuly, je kinesin-1. Ten vyuziva mikrotubuly jako jakési kolejnice, podél nichz
se dokaze pohybovat zptisobem pfipominajicim lidskou chizi. Jadrem kinesinu je ho-
modimern{ protein se dvéma identickymi globularnimi ¢astmi, které se nazyvaji moto-
rové domény a které jsou navzijem spojeny tzkym podlouhlym tzv. stonkem. Kinesin
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OO tubulinovy dimer

Obr. 1. Struktura mikrotubuld. Mikrotubuly jsou slozeny z tubulinovych dimeri, které se
skladaji z a- a B-tubulinu (oznacené dvéma odstiny Sedé). Na jednom konci mikrotubulu je
roztoku vystaven a-tubulin, zatimco na druhém (-tubulin, ¢imZ je uréena polarita celého
polymeru.

Proteiny a jejich konformaé¢ni zmény. Proteiny jsou biopolymery sesté-
vajici z omezeného poctu stavebnich kament, kterymi je 22 zakladnich ami-
nokyselin. Proteiny jsou velmi rtiznorodé molekuly, jejichz tvary mohou byt
kulovité, protahlé & vlaknité, a které mohou mit rtznou distribuci povrcho-
vych naboji. Mohou tedy v buiice plnit zcela odlisné tkoly. Tato rtiznorodost
je dana jak pofadim aminokyselin v jejich polymernim Fetézci (miZe byt az
tisice aminokyselin dlouhy), tak jejich vzajemnym prostorovym usporadanim
(konformaci). Proteinové molekuly mohou byt v mnoha pfipadech znacéné roz-
mérné, dosahujici desitek nanometria. Konformaéni zmény, které nastavaji pii
urcitych chemickych reakcich nebo fyzikalnich interakcich takovychto makro-
molekul, mohou vést k nanometrovym pohybiim nékterych jejich ¢asti. U spe-
cifickych proteinovych molekul muze buiika tyto pohyby organizovat tak, aby
vytustily v makroskopicky bunéény pohyb. Typickym piikladem téchto spe-
cifickych molekul jsou motorové proteiny, jinak také nazyvané molekularni
motory.

ziskéva energii pro svij pohyb hydrolyzou adenosin-trifosfatu (ATP) na adenosin-
-difosfat (ADP). Jedna molekula ATP se vaze na motorovou doménu. Ta nasledné
prochéazi cyklem konformac¢nich zmén, které vedou k provedeni jednoho kroku podél
mikrotubulu (obr. 2) [34].

Adenosin-trifosfat (ATP) je mala organickd molekula, pomoci niz muze
butika uchovéavat energii a sméfovat ji do mist, kde je potieba. Rada pro-
teinti dokéze odstépit fosfat z molekuly ATP, pficemz vznikd adenosin-
-difosfat (ADP) a uvolni se zna¢né mnoZstvi energie. Proteiny pak tuto energii
dale vyuzivaji k pohédnéni bunéénych pochodi. Mezi proteiny, které vyuzivaji
ATP ke své funkci, patii i molekularni motory.
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Obr. 2. Chemo-mechanicky cyklus kinesinu-1. Obé motorové domény jsou navézany pevné
na mikrotubulus (zobrazen ¢aste¢né — tfi tubulinové dimery), vedouci motorova doména
(oznacena Sachovnici) nemé navazany zadny nukleotid (ATP, ADP), zadni motorova doména
mé navazané ATP. ATP na zadni motorové doméné se hydrolyzuje na ADP a odstépuje se
fosfat. Touto chemickou zmeénou se vyrazné snizi afinita zadni motorové domény k povrchu
mikrotubulu, coZz umozni jeji difuzni pohyb podél mikrotubulu. Béhem toho se na ptvodni
vedouci motorovou doménu navaze ATP a dojde k dalsi konformaéni zméné spojené s po-
sunem tézisté celé molekuly kinesinu o 8 nm. Motorova doména s ADP, ktera se ted ocita
vpredu, se navaze na dalsi vazebné misto na mikrotubulu. Jakmile se to stane, oddéli se od
ni molekula ADP, bez které zlstane tato motorova doména pevné navazéna na mikrotubu-
lus a cely cyklus muiZe zacit nanovo. Video znazoriujici tento proces je k dispozici na webu
https://www.youtube.com/watch?v=YAvadg3Pk6k

Jeden krok kinesinu-1 ma obvykle délku 16 nm, coz délkou odpovidé dvéma tubu-
linovym dimertm, a tézisté celého molekularnitho motoru se pfi ném presune o 8 nm.
Sklada se z nékolika dobfe definovanych mezikroka znazornénych na obr. 2. Mole-
kula kinesinu-1 vykona za sekundu zhruba 100 krokt, coz vede k typickym rychlostem
v fadu 0,8 um/s [37], [35], [31]. U nekterych kinesing, jako je napfiklad kinesin-1, se obé
motorové domény stiidaji v provadéni jednotlivych kroki tak, aby vzdy jedna z nich
zistala navazana na mikrotubulus. Tyto motory, které se nazyvaji procesivni, pak
mohou ,kracet podél mikrotubulii do vzdalenosti nékolika set kroku [37]. Naproti
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Pozorovani vzdalenosti mensich nez difrakéni limit optické mikro-
skopie. V klasické optické mikroskopii neni mozné rozlisit dva sousedni body,
které jsou blize nez Abbého difrakéni limit. Vzhledem k tomu, Ze souc¢asné
EMCCD a CMOS kamery umoznuji detekovat signal jedné fluorescenéni mo-
lekuly, je mozné zkoumany vzorek dostatecné naredit a sledovat v case tuto
jednu molekulu chemicky navazanou napiiklad na motorovou doménu mole-
kularniho motoru. Naméfenou dvojrozmérnou distribuci fotont emitovanych
z této molekuly mizeme prolozit Gaussovou kfivkou. Presnost, s jakou pak
miuzeme lokalizovat jeji maximum odpovidajici poloze emitujici molekuly, za-
visi na technickych parametrech experimentu, jako je Sum kamery, velikost
pixel kamery, nebo pocet detekovanych fotond z této molekuly [33]. B&zné
pouzivané fluorescen¢ni molekuly vSsak muzeme lokalizovat s relativné velkou
presnosti i v bé&Znych experimentalnich podminkach; napt. pfi ¢asovém rozli-
Seni 0,5 s dosahuje prostorova presnost pfiblizné 1 nm [36].

tomu neprocesivni motory po provedeni jednoho kroku podél mikrotubulu z tohoto
mikrotubulu zcela disociuji.

Vzhledem k tomu, ze mikrotubuly jsou polarni polymery, motorové domény mole-
kuldrnich motori se na né mohou véazat pouze jednim smérem. Tento jev vede k tomu,
ze dany druh molekuldrntho motoru se podél mikrotubulu muiZe pohybovat pouze jed-
nim smérem. Molekularni motory se tedy mohou rozdélovat na dvé skupiny, podle toho
na kterou stranu mikrotubulu se pohybuji, tj. na kterou stranu vyvijeji svoji silu.

Motory a pfesouvani mikrotubuld

Jak dochéazi ke vzajemnému posouvani mikrotubuli pomoci molekularnich motora?
Buiiky k tomu vyuzivaji kinesiny, které maji kromé dvou zminovanych motorovych
domeén jesté dalsi vazebna mista pro mikrotubuly. Typickymi pfedstaviteli jsou homo-
tetramerni kinesin-5, ktery ma ¢ty¥i identické motorové domény (obr. 3a), a kinesin-14,
ktery ma dvé motorové domény a jedno dalsi vazebné misto pro mikrotubulus, které
v8ak nemé katalytickou funkci, tj. nedokaZe hydrolyzovat ATP (obr. 3b).

Vzhledem k tomu, Ze mikrotubuly jsou polarni, mohou byt dva mikrotubuly spo-
jené molekularnimi motory bud jako paralelni, nebo antiparalelni par (viz obr. 4, kde
jsou opac¢né konce mikrotubuld oznadeny znaménky + a —). Jestlize jsou mezi mik-
rotubuly navazany napiiklad molekularni motory pohybujici se ke konci mikrotubulu
ozna¢enému znaménkem minus (jako je kinesin-14), sfla generovana mezi dvéma mik-
rotubuly antiparalelniho paru zpusobi jejich vzajemny pohyb, zatimco sila generované
v paralelnim péru zpisobi vzajemné zablokovani motori a oba mikrotubuly budou
stabilné svazany dohromady (obr. 4) [11]. Podobné tomu bude pro tetramerické mo-
tory, k nimz patfi kinesin-5 [18]. Timto mechanismem muZe buiika regulovat, které
pary mikrotubuli se budou vzajemné pohybovat a které ne.

Molekularni motory typu kinesin-14, které spojuji dva mikrotubuly tim, Ze se na
jeden z nich vazou dvé motorové domény a na druhy z nich nekatalytické vazebné
misto, maji jednu zvlaStnost, ktera se specificky projevuje na vzajemném pohybu
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Obr. 3. Vicevazebné kinesiny mohou pfesunovat mikrotubuly. (a) Tetramerni kinesiny, jako
je naptiklad kinesin-5, maji ¢tyfi motorové domény (oznacené Sachovnici), pomoci kterych
k sobé vazou dva mikrotubuly a vzajemné je posouvaji. (b) Kinesin-14 mé nekatalytické
vazebné misto (oznaceno svislymi pruhy), pomoci kterého se miize pohybovat podél mikrotu-
bulu jednodimenzionalni difuzi. Kinesin-14 pak také muize vzajemné posunovat mikrotubuly.
Sipky naznacuji smér pohybu motorovych domén a nekatalytického vazebného mista.

(a) (b)
+ + -
= > [ e B

+ = ¥ =

Obr. 4. Antiparalelni mikrotubuly spojené kinesinem-14 se pohybuji, zatimco paralelni
jsou zablokovany. Sipky naznacuji smér pohybu hornitho mikrotubulu. Motorové domény
kinesinu-14 kra¢i smérem k minusovému konci mikrotubulu, ¢imz posunuji mikrotubulus,
se kterym interaguji, opaénym smérem, tj. jeho plusovym koncem vpied. Mikrotubulus, se
kterym interaguje nekatalytické vazebné misto, je posunovan stejnym smérem, kterym kraci
molekularni motor. Symetrické rozloZeni kinesinu-14 v prekryvu mezi mikrotubuly (znéazor-
néno ve spodni ¢asti obou paneli pomoci ¢erného a Sedého motoru) tedy vede k vzajemnému
pohybu obou mikrotubulid pouze v pfipadé jejich antiparalelniho uspofadani (a). V pfipadé
paralelniho usporfadéani mikrotubuli (b) jsou sily motord v rovnovaze a oba mikrotubuly jsou
zablokovany. JestliZe je symetrie rozloZeni motori jakkoliv poruSena (znazornéno v horni ¢asti
obou panelil), dochazi k vzdjemnému pohybu mikrotubuli jak v pfipadé antiparalelnich (a),
tak v pripadé¢ paralelnich mikrotubula (b).
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obou mikrotubult a jejiz disledky zatim nejsou zcela objasnény. Tato zvlaStnost vy-
plyva z vlastnosti nekatalytického vazebného mista tohoto typu kinesini, které se
po navazani na mikrotubulus dokéZe po jeho povrchu difuzné pohybovat (obr. 3b).
Tato interakce je pripisovana elektrostatickym silam mezi zaporné nabitym povrchem
mikrotubulu a kladné nabitym oblastem na tomto nekatalytickém misté molekular-
ntho motoru. Diky zminéné elektrostatické interakci je energie nutné k tplné disociaci
motoru z mikrotubulu a jeho uvolnéni do roztoku mnohem vétsi nez energie nutné ke
kratkodobé caste¢né disociaci vedouci pouze k preskoku do vedlejsiho vazebného mista
na povrchu mikrotubulu [7]. Energeticka bariéra mezi sousednimi vazebnymi misty je
natolik nizka, Ze tuto jednodimenzionélni difuzi podél mikrotubulu je mozné pozoro-
vat za béznych fyziologickych teplot. Ocekdvame, Ze molekuldrni motor, ktery je na
jednom mikrotubulu zakotven timto ,kluzkym* vazebnym mistem, neni schopen pfe-
nést veskerou vyvijenou silu na druhy mikrotubulus, coz zd&nlivé snizuje jeho Géinnost
pii presouvani mikrotubuld. Domnivame se vSak, Ze to je pravé tato vlastnost, ktera
umoziuje souboru kinesini-14 vzajemné posunovat mikrotubuly rychlosti dosahujici
az 100 nm/s [11], pfestoze rychlost jednoho motoru kinesinu-14 je pfiblizné desetkrat
mensi [8]. Objasnéni tohoto zdanlivého rozporu je v sou¢asné dobé v centru pozornosti
naseho vyzkumu provadéného v Biotechnologickém ustavu AV CR.

Molekularni motory a vyvijené sily

Rychlost molekularniho motoru neni jeho jedina dulezita vliastnost. Dalsi neméné dua-
lezita charakteristika motoru je sila, kterou dokéze vyvinout. Typickd maximalni sila
prfipadajici na jeden molekularni motor je v fadu jednotek pikonewtonu [31]. Ukazuje
se viak, Ze tato sila pravdépodobné neni zpusobena vyhradné konformacéni zménou
spojenou s hydrolyza¢nim cyklem ATP. Zména volné energie spojena s touto kon-
formacni zménou byla méFenim uréena piiblizné na 5pN-nm [27]. Kinesin-1 se vsak
jednim krokem dokéze pohnout na vzdalenost 8 nm proti vnéjsi sile o velikosti az 7 pN.
K vysvétleni tohoto rozporu pfispély tymy kolem Roberta Crosse a Toshio Yanagidy.
Podarilo se jim ukazat, Zze pri kra¢eni molekuldrniho motoru hraji zna¢nou tulohu elek-
trostatické interakce a entropickd asymetrie, dana polarnosti struktury mikrotubulu
a motorové domény, které spoleéné urcuji smér difuzniho pohybu motorové domény
béhem kroku [15], [32].

Velmi zfidka je do vnitrobunééného transportu zapojen pouze jednotlivy moleku-
larni motor. Vétsinou se jedna o spole¢nou silu vytvafenou souborem mnoha motort.
Dosud vSak neni zcela jasné, jakym zptisobem se celkova sila vytvari a jak zavisi na
poctu zacastnénych motori. Jedna z prvnich praci, které se zabyva feSenim tohoto pro-
blému, je publikace Kenya Furuty a kolektivu [13]. Jeji autofi pouzili velmi elegantni
metodu, kterou byli schopni méfit silu vyvinutou jednim az ¢tyfmi molekularnimi mo-
tory. Ukazali tak, ze celkova vyvinuté sila zavisi na strategii tvorby sily jednoho daného
motoru. Zatimco celkova sila procesivnich kinesinii-1 byla na po¢tu motort zavisla jen
velmi méalo (jedna molekula kinesinu-1 dokaZze vyvinout pfiblizné 7 pN, zatimco ¢tyfi
molekuly jen asi 7,5pN), u neprocesivniho kinesinu-14 byla celkova sila mnohem vice
zavisla na poctu zacastnénych motort (zméfit silu vyvinutou jednou molekulou je
technicky néro¢né, ale dvé molekuly vyvinou zhruba 0,5 pN a ¢tyfi molekuly vyvinou
az 1,5pN).
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Difuzni proteiny a presouvani mikrotubula

Vidéli jsme, ze difuzni vazebna mista a difuze proteinti podél mikrotubuli jsou dulezité
pro transport mikrotubult pomoci molekularnich motori. V buifice se ovSem vyskytuji
i proteiny, které maji dvé difuzni vazebnéa mista umoziujici lateralné spojovat dva mi-
krotubuly, ale pfitom se nechovaji jako motory, tj. nedokazi hydrolyzovat ATP a tim
vyuzivat chemickou energii. Jedna se napiiklad o mikrotubularni svorky z proteinové
rodiny MAP65/PRC1/Asel [16]. Ukazuje se, Ze i tyto svorky dokazi mikrotubuly cilené
presouvat, prestoze by na prvni pohled nemély byt schopny s nimi pohybovat. Kli¢
k tomuto jevu spociva pravé v difuzni povaze jejich dvou vazebnych mist a zna¢ném
rozdilu mezi afinitami téchto proteini pro jeden mikrotubulus a pro mikrotubuly dva.
Tento rozdil zpisobuje, Ze proteinova svorka mé po svém navazani do prostoru mezi
dvéma mikrotubuly velmi malou pravdépodobnost tento prostor opustit [5]. Svorky
proto zistavaji uzaviené v prostoru mezi mikrotubuly, ale zéroven vhledem k difuzni
povaze své vazby na mikrotubulus se dokazi v tomto prostoru pohybovat pomoci jedno-
dimenzionalni difuze, ktera je pohanéna termalni energii okoli. Tato souhra vlastnosti
vede k podobnému efektu, jako kdyz difundujici ¢astice plynu vytvareji tlak na stény
néadoby, ve které jsou uzavieny [21].

Co z tohoto jevu plyne pro mikrotubulérni sité€? Predstavme si pfipad, kdy jsou
svorky uzavieny v prekryvu mezi dvéma mikrotubuly, které se vSak nepiekryvaji svoji
celou délkou. V tomto pripadé kazda termalni fluktuace vzajemné polohy téchto dvou

Obr. 5. Entropické sily vzajemné posunuji mikrotubuly tak, aby byl maximalizovan jejich pre-
kryv. Pfiklad jedné proteinové svorky uzaviené v prekryvu mezi dvéma mikrotubuly o délce
t¥i vazebnych mist. Termalni fluktuace prevadi tento systém mezi jednotlivymi stavy. Entro-
pie systému stoupa s odhalovanim dalSich vazebnych mist pro svorku, kterd je uzaviena
v prekryvu mezi mikrotubuly, tj. se vzrastajici délkou tohoto pfekryvu.
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mikrotubuli bude ménit délku oblasti prekryvu, kde se svorky mohou vyskytovat.
Fluktuace, které délku piekryvu zvétsi, odhali vice vazebnych mist na mikrotubulech,
do kterych se miize vazat dané mnozstvi svorek uzavienych mezi mikrotubuly. Stav
s nejvétsim poc¢tem moznych konfiguraci daného poctu svorek a vazebnych mist na
mikrotubulu, tj. stav s maximalni entropif, nastava, kdyz se oba mikrotubuly taplné
prekryji (obr. 5) [24]. Tento entropicky mechanismus tedy vzdy vzajemné posouva
mikrotubuly tak, aby zaujaly postaveni s maximalnim moZnym piekryvem [21].

Nejjednodussi model takovéto situace je analogii jednodimenzionalniho idealniho
plynu, kde jednotlivé ¢astice plynu nahradime difundujicimi proteinovymi svorkami.
Pro ty pak bude platit vztah F'L = nkgT', kde n je pocet svorek uzavienych v prekryvu
mezi mikrotubuly, L je délka prekryvu mezi mikrotubuly, F' je vyvijena sila a kgT je
Boltzmannuv faktor. Tento jednoduchy model predpovida, Ze sila je nepifimo imérné
délce prekryvu mezi mikrotubuly. Pro typickou situaci, odpovidajici deseti svorkam
uzavienym v piekryvu o délce 100 nm, predpovidéa silu zhruba 0,5 pN. Experimentalné
byl tento nartst sily potvrzen a naméfené sily dosahly aZ nékolika pikonewtoni [21],
coz jsou hodnoty postacujici pro bunééné preskupovani. Kde v bunce se tyto sily mohou
uplatnit, vSak zatim neni zcela znamo a je to jedna z otazek soucasného vyzkumu.

Role trecich sil

P1i vykladu mechanismd, jez vedou k pfeskupovani bunééného nitra, jsme zatim ne-
vénovali pozornost tfecim silam. Pohyb cytoskeletalnich proteinti podél cytoskeletal-

Manipulace jednotlivych molekul a méfeni sil. K méfeni sil, které vy-
vine jeden ¢i vice molekularnich motori, se typicky pouziva optickd pinzeta.
Tento pristroj vyuziva radia¢niho tlaku zaostfeného laserového paprsku, po-
moci kterého muzeme manipulovat s mikroobjekty, jakymi typicky jsou skle-
néné nebo polystyrenové kulicky o priméru okolo jednoho mikrometru [1].
Patti¢nym ziedénim muzeme navazat v priméru jeden molekularni motor na
jednu kulicku, kterou pak umistime pomoci pinzety do blizkosti mikrotubulu.
Jakmile se motor navaze na mikrotubulus a za¢ne podél néj kracet, deteku-
jeme vychyleni kulicky z centra zaostreného laseru. Tato odchylka d je tmérna
sile, kterou molekulérni motor vyviji.

|
:ed—)l
|
}

molekularni

opticka Teker

pinzeta
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nich vlaken, jako je napiiklad krac¢eni molekularnich motori podél mikrotubulii nebo
difuzni pohyb svorek mezi dvéma mikrotubuly, je vSak, stejné jako kazdy jiny me-
chanicky systém, ovliviiovan také tfecimi silami, které souvisi s tvorbou a zanikinim
kratkodobych vazeb mezi obéma povrchy v kontaktu [4]. Vliv tfeni na funkci mole-
kularnich motort byl experimentalné zkouman v pritomnosti ADP, kdy je motorova
doména pouze slabé navidzand na mikrotubulus a u mnoha motori se tudiz pohy-
buje difuzi podél povrchu mikrotubulu. Diky tomu, Ze pomoci optické mikroskopie
lze pfimo sledovat difuzi individuédlnich motort, je mozné charakterizovat tfeni mezi
mikrotubulem a molekularnim motorem koeficientem v, vypoc¢tenym pomoci Einstei-
nova vztahu D = kgT/v, kde D je zméFeny difuzni koeficient motoru [10]. Typické
hodnoty koeficientu tfeni mezi molekularnim motorem a povrchem mikrotubulu jsou
v fadu jednotek puNs/m. Pfi rychlostech obvyklych pfi pfeskupovéani cytoskeletalnich
siti, které jsou fadové v ~ 100nm/s, tedy dosahuji tfeci sily mezi jednim motorem
a povrchem mikrotubulu, F' = v, hodnoty kolem 0,1-10 pN [4], coZ neni v cytoskele-
talnim kontextu zanedbatelné.

Treni ovliviiuje téZ entropickou tvorbu sil vyvolanou difundujicimi mikrotubular-
nimi svorkami. Vyse jsme se vénovali silam vyvolanym skupinou proteinovych svorek,
které jsou uzavieny v prekryvu mezi dvéma mikrotubuly. Podle modelu idedlniho
plynu se sila vyvolavajici vzajemny pohyb mikrotubulti linearné zvysSuje se vzriista-
jicim poc¢tem svorek. S nim vSak také souCasné vzrusta interakéni plocha mezi po-
vrchem mikrotubulu a svorkami a nariistd tfeni mezi témito povrchy. Nejjednodussi
model predpoklada lineadrni nartst celkového koeficientu tfeni 7eex 8 po¢tem svorek,
Yeelk = My. V takovém piipad€, za pouziti modelu idedlniho plynu k vyjadfeni sily,
bude rychlost vzajemného pohybu mikrotubulti nezavisla na poc¢tu svorek a bude se
ménit pouze s délkou piekryvu L podle vztahu v = F/veex = kpT/L~y. Experimen-
talné bylo zjisténo, ze celkové tieni vzrista s poctem svorek rychleji nez linearné, ¢imz
se u¢innost tohoto mechanismu jesté vice snizuje [21]. Role tfecich sil v preskupovéani
cytoskeletu je jedna z nejméné probadanych oblasti a bude velmi zajimavé sledovat
dalsi objevy na tomto poli.

Preskupovani cytoskeletalnich siti

V pribéhu Zivota buiiky se jeji cytoskeletalni sit pretvafi tak, aby plnila nezbytné tikoly
v daném stadiu buné¢ného cyklu. K tomuto pretvafeni slouzi, mimo jiné, i mechanismy,
které jsme struéné popsali v tomto ¢lanku. Jak tyto mechanismy ptisobi dohromady
a jak se vzadjemné ovliviiuji, aby doslo k spravnému pfetvareni cytoskeletalni sité, je
klicova otazka, jejiz zodpovézeni ndm pomiiZe objasnit, jak funguji zakladni bunééné
pochody, jako napf. bunééné déleni, pfi kterém cytoskelet umoziuje rozdélit genetic-
kou informaci rovnomérné mezi ob& dcefiné buiiky [6]. V soucasné dobé jsme zatim
velmi vzdaleni od pochopeni tohoto komplexniho systému a za¢indme pouze chapat
jednotlivé prvky tohoto spletitého aparatu.

Pro pokrok v této oblasti byl zcela zasadni vyvoj experimentalnich metod, k né-
muz doslo v poslednich dvou desetiletich. To plati zejména o metodach umoziujicich
sledovat jednotlivé molekuly a manipulovat s nimi s moznosti sou¢asného méteni sil,
jako je vysoce citliva fluorescen¢éni mikroskopie a opticka pinzeta [17], [23]. Kombi-
nace téchto experimentélnich metod a jejich aplikace na experimentalni systémy, které
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vytvofime uméle ve zkumavce (in vitro) z nékolika molekul (z nékolika komponent
daného systému) nam umoziiuje zkoumat samousporadavani téchto molekul a jejich
skladani experimentalniho systému in vitro nam dovoluje postupné budovat systémy
se vzristajici slozitosti, za pouziti vice a vice stavebnich kamenti — rtznych molekul.
V soucasné dobé jsme schopni sestavit, prozkoumat a matematicky popsat systémy se-
stavajici z ngkolika malo prvka [5], [2], [20], [25], [9], [12], [28], [29]. Pfirozenym dalgim
krokem bude tyto systémy dale zeslozitovat postupnym piidavanim dalsich a dalsich
komponent. Je vSak otézka, jak komplexni systémy budeme schopni vytvofit in vitro
postup bude zfejmé kombinace in vitro experimentii s experimenty, ve kterych budeme
perturbovat (geneticky, chemicky, mechanicky atd.) nativni in vivo systémy. Povaha
tohoto problému a zejména fakt, Ze se jedna o systémy s mnoha komponentami, které
jsou vzajemné propojeny a které se vzajemné reguluji na mnoha drovnich, slibuje velmi
zajimavy vyhled do budoucna.

Podékovani. Autor by rad podékoval prof. RNDr. Jaromiru Plaskovi, CSc.,
RNDr. Evé Zatecké, Ph.D., a RNDr. Toméasi Hendrychovi, Ph.D., za kritické poznamky
a podnétné pripominky k obsahu tohoto textu.
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Poznamka redakce:

V zivych buiikach existuje fada molekulovych stroji nanometrovych rozméra, které
dok&zi ménit chemickou energii na mechanicky pohyb. Krécejici proteiny z ¢lanku
Zdenka Lanského jsou toho skvélym piikladem.

Jiz prosluly nositel Nobelovy ceny za fyziku Richard Feynman v jedné ze svych
prednasek v roce 1984 predpovédél, ze asem bude mozné vytvaret prakticky pouzitelné
molekulové stroje. Jeho vize se naplnila a letosni Nobelovu cenu za chemii obdrzeli
Jean-Pierre Sauvage, Sir J. Fraser Stoddart a Bernard L. Feringa za vyzkum, jenz
umoznil syntézu molekulovych komplext, které se jiz chovaji jako molekulové stroje.

Zakladni charakteristiku molekulového stroje pfedstavuje existence nékolika pod-
jednotek molekulového komplexu, které se vii¢i sobé mohou navzajem pohybovat.
Prvnimu z laureatd se podafilo najit zpiisob, jak pfipravovat fetizky prstencovych
molekul zvané katenany. Sir J. Fraser Stoddart pripravil rotaxeny — na podlouhlou
napravu navlékl molekulové prstence, s nimiz dokazal definovanym zptsobem pohybo-
vat. B. L. Feringa syntetizoval molekuly tvofené dvéma planarnimi strukturami pro-
pojenymi dvojnou vazbou, které dokazi vii¢i sobé rotovat rychlosti az 12 - 10° otacek
za sekundu pfi pohanéni pulzy UV zafeni.

Prace ocenéné Nobelovou cenou oteviely cestu k sestavovani mnoha dalSich jed-
noduchych stroju, jako jsou klouby, loziska, tahla, paky nebo spinace. Podrobnéji se
tomuto tématu budeme vénovat v nékterém z dalsich ¢isel PMFA.
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