Abstrakt

Cytoskelet poskytuje Zivym organismim ndstroje k pohybu. V molekularnim méritku prochazeji stejné
slozky cytoskeletu neustalou reorganizaci, aby pfrispivaly k rlznym bunéénym proceslim, jako je
napriklad navigace neurondlnich ristovych kénl v procesu vyvoje mozku nebo vytvareni chiralnich
aktinovych tok(l béhem bunécéného déleni.

Béhem vyvoje mozku je navigace neuronalnich rdstovych kén( umozniena vzajemymi
interakcemi mezi sitémi aktinovych vlaken a mikrotubuly (v anglictiné ,cytoskeletal crosstalk”).
Vristovych kdénech byla ¢ast téchto intra-cytoskeletdlnich interakci spojena svyznamnou
mikrotubuldrni polymerdazou CKAP5 (homolog XMAP215, MSPS, Zyg9). Nicméné role CKAP5
v molekuldarnim mechanismu remodelace mikrotubul( i aktinovych siti zatim nebyla objasnéna.
K lepSimu pochopeni molekulariho mechanismu jsme poutzili fluorescenéni mikroskopii s Uplnym
vnitfnim odrazem (TIRF, z angl. ,total internal reflection fluorescence”) v kombinaci s in vitro
rekonstituovanymi mikrotubuly a sitémi aktinovych vlaken, které jsme pozorovali v pfitomnosti
rekombinantnich protein(l. V této praci ukazujeme, ze CKAPS5 vytvari svazky z aktinovych vidken (jak
nahodné, tak paralelné orientovanych), propojuje aktinova vldkna s mikrotubuly bez ohledu na jejich
polaritu, a dale umoznuje umisténi aktinovych svazkd podél ,,Sablon” z mikrotubull a také nasledovani
plus koncd dynamickych mikrotubull podél svazk( aktinovych viaken.

Aktomyosinovy kortex umistény pod bunéénou membrdnou je navic neustale a dynamicky
pretvaren, ¢imz vytvari chirdlni aktinové toky, které postupné vedou k protichidné rotaci protilehlych
polovin délicich se embryi a k vytvoreni levopravé asymetrie téla. Molekularni mechanismus, ktery
pfispiva k naruseni symetrie téla a zahrnuje proteiny spojené s aktinovymi filamenty napf. myosiny
a forminy, neni detailné popsan. Pomoci TIRF mikroskopie a in vitro rekonstituce jsme proto ukazali,
Ze shlukovani forminl myosiny neni dostatecné pro chiralitu dynamicky rostoucich aktinovych siti
a svazkovani aktinovych vldken nehraje v tomto zjednoduseném systému roli, zatimco tfeni mezi
rostoucimi aktinovymi vlakny a povrchem vyvolava chiralni tendenci studovaného systému pro rotaci
v protisméru hodinovych rucicek.

Zavérem tato prace struc¢né pojednavd o obecném pokroku v metodice, jehoz cilem bylo mirné
usnadnit pfipravnou fazi rekonstituénich studii in vitro, které vyuzivaji fluorescenéni mikroskopii pro

vizualizaci zkoumaného systému.

Kli¢ova slova: aktinova vlakna, mikrotubuly, mezimolekularni interakce cytoskeletu, CKAP5/XMAP215,

chirdIni aktinové toky



