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Abstrakt

Mikrotubuly jsou cytoskeletalni struktury nezbytné pro fungovani zdkladnich bunéénych
procest. Jejich stavebni komponentou jsou af-tubulinové heterodiméry tvorici dlouhé duté
trubice s vnéjSim primérem 25 nm. Mikrotubuly jsou polérni struktury u kterych, s ohledem na
rychlost priddvani heterodiméri k polymeru, rozeznavame (+) a (-) konec. Minus konec je
v bunikdch vét§inou ukotven v MTOC (microtubule organizing center) a (+) konec sméfuje k
periferii buriky. V burice se mikrotubuly vétSinou vyskytuji bud’ ve fazi polymerace nebo
depolymerace a vykazuji tak tzv. dynamickou nestabilitu. Rychld pfestavba mikrotubuld
v reakci na podnéty z vnéjsiho a vnitiniho prostiedi je zasadni pro vétSinu jejich funkci.
Dynamika mikrotubull je in vivo regulovana fadou regula¢nich proteinti. Tyto proteiny se vazi
podél mikrotubulu, na jeho (+) nebo (-) konec. Dilezitym proteinem (-) konce polymeru je
v-tubulin. Nedavné experimenty dokazuji vliv y-tubulinu a s nim asociovanych proteinti (GCP)
na regulaci dynamiky (+) konce mikrotubuld. Nejéastéji uzivanym experimentdlnim modelem je
kvasinka S. pombe obsahujici ve svych y-tubulinovych komplexech vedle y-tubulinu (Gtbl) 1
GCP homologni proteiny (Alp4, Alp6, Alpl6). Mutace téchto proteini vede k ovlivnéni
dynamiky (+) konce mikrotubull. Zatimco u nemodifikovanych kvasinek byly interfazni
mikrotubuly kratké a pifimé, u mutantnich kvasinek byly pozorovany dlouhé mikrotubuly, které
se u kraje buniky ohybaly. Stejny fenotyp vSech mutant naznacuje, Ze dynamika (+) konce

mikrotubulll je regulovéana v zavislosti na expresi proteinl y-tubulinovych komplext.
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Abstract

Microtubules are cytoskeletal structures essencial for crucial cell processes. Structural
components of microtubules are af-tubulin heterodimers that form long hollow tubes with the
diameter about 25 nm. Microtubules are also polar structures with (+) and (-) end that differ in
the rate of assembly. The minus end in the cell is usually anchored in MTOC (microtubule
organizing center) and (+) end is directed to the perifery of the cell. Microtubules in cells
usually alternate between the state of polymeration and depolymeration, so called the
microtubule dynamic instability. Active reconstruction in the reaction to the outward and inward
signals is crucial for the majority of microtubule functions. Microtubule dynamic is in vivo
regulated by the set of regulation proteins. These proteins bind along the microtubules, to their
(+) ends or to their (-) ends. The important protein located on the microtubule (-) end is a
v-tubulin. Recent experiments demonstrate a role of the y-tubulin and its associated proteins
(GCP) in the regulation of the microtubule (+) end dynamic. The fission yeast S. pombe is
frequently used as an experimental model. This organism’s y-tubulin complexes contain the
y-tubulin (Gtb1) and GCP homologs (Alp4, Alp6, Alp16). Mutations in these proteins affect the
dynamic of the microtubule (+) ends. While microtubules in the wild type are short and straight,
long interphase microtubules, curved around the cell tip, were seen in mutant yeasts. The same
phenotyp in all tested mutants indicates that the dynamic of the microtubule (+) end is altered,

depending on the expression of y-tubulin complex proteins.
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Zkratky

+TIP proteiny pfednostné lokalizované na (+) konci mikrotubult (+ end tracking
proteins)

v-TuC y-tubulinovy komplex (y-tubulin complex)

v-TuRC velky y-tubulinovy komplex (y-tubulin ring complex)

v-TuSC maly y-tubulinovy komplex (y-tubulin small complex)

GCP proteiny y-tubulinovych komplexi (y-tubulin complex proteins)

GDP guanosin-5'-difosfat

GTP guanosin-5'-trifosfat

Grips proteiny y-tubulinovych komplext (y-tubulin ring complex proteins)

MAPs proteiny asociované s mikrotubuly (microtubule asociated proteins)

MTOC organiza¢ni centrum mikrotubuld (microtubule organizing center)

SPB organiza¢ni centrum mikrotubuli u kvasinek (spindle pole body)
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1. Uvod

Mikrotubuly patii mezi jednu z hlavnich sloZek cytoskeletu. Jejich spravna organizace a
dynamika je naprosto nezbytnd pro zakladni bunétné procesy. Rychld ptestavba téchto
cytoskeletalnich vldken v reakci na vn&j§i a vnitfni zmény umoziiuje mikrotubulim spravné
vykonavat své funkce. Mikrotubuly jsou poléarni struktury, u kterych je v buiice dynamika velmi
pfesn¢ regulovana. Regulace dynamiky, zvlast¢ na (+) konci mikrotubulii, je intenzivné
studovéna od 90. let 20. stol.

V poslednich letech byly zaznamenany nové, dosud nepfili§ znamé mozZnosti regulace.
Bylo publikovano n€kolik ¢lankd zabyvajicich se proteiny, které ovliviluji jak (+) tak i (-) konce
mikrotubulti. Mezi tyto proteiny patii y-tubulin. Provedené experimenty podévaji dikaz o vlivu
y-tubulinu, ale i dal$ich proteint y-tubulinovych komplexti na regulaci (+) konce mikrotubuld.
Studium ucasti y-tubulinovych komplexid na regulaci dynamiky (+) konce mikrotubull je vSak
teprve v pocatku. V této bakalafské praci jsou shrnuty sou€asné poznatky o uc¢asti y-tubulinu a
jeho komplexi v téchto pochodech.



2. Cytoskelet

Cytoskelet eukaryontni buriky je dynamicka struktura tvofena tfemi typy navzajem
interagujicich vlaknitych struktur - mikrotubuly, stfednimi filamenty a mikrofilamenty. Tyto
struktury se li§i stavbou i svymi funkcemi. Dohromady tvofi sloZity systém umoziiujici burice
vykonavat fadu specializovanych funkci jako je vnitrobunéény transport, pohyb buriky, ochrana
pfed mechanickym stresem, segregace chromozomi, adheze k povrchu a udrZovani tvaru
buriky.

Stiedni filamenta patii s ohledem na své sloZeni mezi nejvariabilnéj$i slozku cytoskeletu.
Jejich vlakna maji primér 10 nm a jsou velmi pevnd. Tato vlastnost pfeduruje stfedni filamenta
predevsim k ochrané bunék a tkani pfed mechanickym stresem.

Zakladni stavebni proteiny stfednich filament se li$i v zavislosti na tkafovém piavodu
bun€k. Rozdélujeme je do Sesti tfid. Do t¥id I a II patii kyselé a bazické keratiny, které se
vyskytuji predev§im v epitelidlnich burikach. III. skupina je zastoupena témito stavebnimi
filamenty: vimentinem (mezenchymalni buriky), desminem (svalové buiiky), glidlnim
fibrilarnim proteinem (gliové builky) a periferinem (periferni neurony). Pro neurony je
charakteristicka IV. tfida, kam patfi neurofilamenta. Nuklearni laminy jsou stavebni
komponentou stfednich filament v jadfe builky a fadi se do V. skupiny. Mezi proteiny VI. typu
patfi filensin a phakinin. Oba proteiny jsou lokalizované v o¢ni ¢oéce.

Mikrofilamenta jsou vysoce dynamicka cytoskeletdlni vldkna. Jsou sloZena z aktinu a
asociujicich proteini. Vné&j$i primér mikrofilament je 7 nm a jejich hlavni funkci je zajisténi
bun&ééného pohybu. Pomoci mikrofilament dochazi napfiklad k migraci bun&k, svalové
kontrakci, fagocytéze a déleni buriky.

Mikrotubuly rovnéZ piedstavuji dynamické struktury a jejich zakladni stavebni
komponentou je heterodimér af-tubulinu. Jde o dlouhé duté trubice s vné&j$im primérem 25 nm
(Obr. 1). Kazdy mikrotubul je sestaven z 13 protofilament vznikajicich ,head-to-tail*
polymeraci af-tubulinu. Vznik nového vlakna je regulovan pomoci mnoha interagujicich
proteint.

Mikrotubuly jsou polarni struktury. Rozeznavame (+) konec, kde je exponovén B-tubulin, a
(-) konec zakon&eny a-tubulinem. Minus konec mikrotubuld je vétSinou ukotven v MTOC
(microtubule organizing center), na rozdil od (+) konce, ktery pfevazné sméfuje k periferii
buiiky. Mezi zakladni funkce mikrotubull patfi zejména udrZovani tvaru buiiky, uréeni pozice
vnitinich membranovych organel, vnitrobunéény transport a bunééné déleni. Jsou také soucasti

stabilnich struktur, jako jsou fasinky a biiky.



3. Dynamika mikrotubula

Mikrotubuly jsou prodluZzovany polymeraci tubulinovych dimérti za uéasti GTP. Dimér
s navazanym GTP na B podjednotce se pfipoji na stavajici mikrotubul. Kratce poté dochéazi k
hydrolyze GTP. V ptipadé polymerace jsou molekuly tubulinu pfidavany rychleji, nez dochazi
k hydrolyze a vzniké tzv. ,,GTP-&epi¢ka®. ,,GTP-Eepi¢ka“ stabilizuje (+) konec mikrotubulu a
zabratiuje tak depolymeraci. V pifipadé nedostatku volnych af-diméru ptevladne hydrolyza GTP
a dochazi k rychlé depolymeraci vlakna. Ta je zpisobena zmé&nou konformace molekuly po
hydrolyze GTP, a tim sniZenim sily vazeb mezi af-diméry. B&éhem depolymerace jsou tedy
uvoliiovany af-podjednotky s navazanym GDP. Tento jev, kdy dochédzi k pfepinani mezi
stavem polymerace a depolymerace se nazyva ,.dynamicka nestabilita mikrotubuld“ (shrnuto
Desai and Mitchison, 1997). Dynamickou nestabilitu mikrotubuld charakterizuji &tyfi zakladni
parametry: rychlost polymerace a depolymerace a frekvence katastrof a zachran. Katastrofa
nastava pfi pfechodu ze stavu polymerace do stavu depolymerace. Zachrana je opakem
katastrofy, tj. nastdva pfi pfepnuti depolymerace do stavu polymerace mikrotubula (Obr. 1).

Dynamika polymerace a depolymerace je stéZejni pochod pro biologické funkce
mikrotubulti. UmoZiluje jim rychle reagovat na potieby builky, které odpovidaji na podnéty z
vnéj$iho okoli. Dynamika se li§i v pruib&hu bunééného cyklu. V nékterych piipadech mohou
mikrotubuly dokonce vytvafet mechanickou praci.

Na (+) konci dochazi in vitro k rychlej$imu ristu mikrotubull. Pfevladaji zde tubulinové
diméry s navdzanym GTP. Na (-) konci dochazi naopak k rychlejsi depolymeraci a vyskytuji se
zde heterodiméry s navazanym GDP. Stav, kdy je rychlost polymerace na (+) konci stejna jako
rychlost depolymerace na (-) konci se nazyva ,.treadmilling”. Krom¢ vy$e zminénych stavi se
mohou mikrotubuly vyskytovat také v klidovém stavu. V tomto pifipad¢ nedochazi k polymeraci
ani k depolymeraci (shrnuto Desai and Mitchison, 1997).

4. Regulace dynamiky mikrotubuld

Stabilita a mechanické vlastnosti nové vzniklych mikrotubuli jsou dany kromé pfitomnosti
pomalu hydrolyzujici ,,GTP-Cepi¢ky“ zejména vyskytem fady regula¢nich proteini. Tyto
proteiny se mohou vézat na monomery nebo na polymery tubulinu, a to podél mikrotubulu nebo
na jeho (+) a (-) konec. Rizné typy proteinii svou vazbou sniZzuji ¢i zvyS$uji volnou energii

polymerti, a tim dochézi ke stabilizaci nebo destabilizaci mikrotubuld.
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Obr. 1. Struktura mikrotubulu a dynamicka nestabilita (podle Akhmanova and Steinmetz,
2008).

Mezi nejpocetnéjsi skupinu patii tzv. strukturni MAPs (microtubule associated proteins), které
jsou lokalizovany podél mikrotubulii. Krom& MAPs je dynamika mikrotubuld vyrazné
ovliviiovéana také proteiny, které asociuji s jejich konci. Na (+) konci mikrotubulti jde zejména o
+TIPs (+ end tracking proteins), na (-) konci se jednd o proteiny ¢&i proteinové komplexy
slouzici primarné k nukleaci polymerace.

Z novéjsich studii vyplyva, Ze i proteiny vyskytujici se pfedev§im na (-) konci mohou mit
vliv i na regulaci dynamiky (+) konce mikrotubulu (Fujita et al., 2002; Masuda et al., 2006;
Paluh et al., 2000; Tange et al., 2004; Vardy and Toda, 2000; Zimmerman and Chang, 2005).

4.1. Regulace dynamiky na (+) konci mikrotubulii pomoci +TIP proteint
Buiikky vyuzZivaji +TIP proteiny pro zprostfedkovani interakce mezi (+) koncem

mikrotubulu a kinetochory nebo plazmatickou membranou. Umoziiuji rychlou remodelaci
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(+) konci v odpovédi na bun&ééné signdly. +TIP proteiny se také pravdépodobné mohou podilet
na vyuZiti dynamiky mikrotubulti i pro vytvofeni sily.

Bylo prokazano, Ze vazba proteini na (+) konec polymeru je svazdna s dynamikou
mikrotubuli. ,,GTP-¢epiCka“ se zda byt mistem preferenéni vazby +TIPs. Byly navrZeny tfi
zadkladni zplsoby, kterymi se tyto proteiny akumuluji na (+) konci mikrotubuld. Jde o
»treadmilling®, , hitchhiking“ a transport pomoci molekularnich motori (shrnuto Carvalho et al.,
2003). Treadmilling je nejlépe prostudovanym mechanismem. MuzZe probihat dvéma zptisoby.
Bud’ molekuly +TIP proteinu sami rozpoznaji rostouci polymer a vazi se na jeho (+) konec nebo
kopolymeruji s tubulinovymi diméry (Folker et al., 2005). Brzy po vazbé na mikrotubul,
v oblasti GDP tubulinu, jsou +TIPs opét uvolnény. Tim, Ze se ale konec mikrotubulu stale
prodluzuje, zda se, jakoby molekuly +TIP proteini po vlakné ,surfovaly* (Obr. 2). Druhou
alternativou, jak se mohou proteiny akumulovat na rostoucim konci je ,.hitchhiking®. V tomto
ptipad¢ jde o pfemistovani pomoci vazby na jiny +TIP protein. Poslednim navrZenym
zplisobem je vyuZiti transportu zavislého na molekuldrnich motorech pohybujicich se po

cytoskeletalnich vlaknech, tj. v ptipad€ mikrotubuli jde o kinesiny a dyneiny.

TRENDS in Cell Biology

Obr. 2. Treadmilling. Obrazek znazoriiuje rostouci mikrotubul a vazbu +TIP proteind (podle
Carvalho et al., 2003).
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Kromé¢ t&chto konvenénich zpisobl transportu +TIPs je mozné, Ze né&které proteiny
pouzivaji pro pohyb podél mikrotubulu laterdlni difiizi zprostfedkovanou elektrostatickymi
interakcemi s tubuliny vazanymi v polymeru (Brouhard et al., 2008). Né&které proteiny mohou
vyuZivat vice zplisobi akumulace najednou. U fady +TIPs neni také zcela jasné, zda se na
mikrotubuly vaZi ptimo ¢i zprostfedkované.

+TIP proteiny jsou rozmanitou, evoluéné konzervovanou skupinou. Mezi hlavni proteiny
fadici se u savci mezi +TIPs patfi: CLIP 170 a jeho homology (Tipl u S. pombe, Bikl
u S. cerevisiae), EB1 a jeho homology (Mal3 u S. pombe, Bim1 u S. cerevisiae)) XMAP215 a
APC protein (shrnuto Carvalho et al., 2003). V dal$im textu bude pojednéno pouze o n&kterych
+TIP proteinech a jejich hlavnich rolich v regulaci dynamiky mikrotubult (Tab. 1).

Tab. 1. Charakterizace +TIP proteini a jejich homologa (podle Carvalho et al., 2003;
upraveno).

Potencidlni mechanism
Typ proteinu Vliv na dynamiku MT
transportu k (+) konci MT

Podpora polymerizace MT in vitro;

APC homology APC Mikrotubulérni motory .
stabilizace MT in vitro a in vivo
CLIP-170/CLIP-150 | Treadmilling/N.D. Exprese D.N. sniZuje zdchrany MT
Tip1 (S. b N.D Del Suje katastrofy MT
CLIP homolology ipl (5. pombe) cock TYSe ofy

Delece zpisobuje velmi kratké nebo
chybéjici cytoplazmatické MT

EB1 Treadmilling ZvyS$eni zachran

Delece zplisobuje pomale;jsi

Bik1 (S. cerevisiae) | N.D

EB1 homology . .

Bim1 (S. cerevisiae) | N.D. depolymeraci, mén¢ zichran a

katastrof a vice MT v klidovém stavu

p 1 506'“‘ Glued 12 . .

p150 Treadmilling Podpora nukleace MT in vitro
homology
LIS1 homology LIS1 N.D. SniZeni katastrof MT in vitro
CLASP homology | CLASP N.D. Overexprese podporuje stabilizaci MT

Vysvétlivky: N.D., neuréeno; D.N., dominantng negativni; MT, mikrotubuly.

4.1.1. CLIP 170 a jeho homology

CLIP-170 (cytoplasmic linker protein 170) je tzv. ,rescue faktor, coZ znamend, Ze
podporuje zadchranu mikrotubulii po depolymeraci in vivo. V jeho neptitomnosti klesa frekvence
zachran sedmkrat a prodluzuje se doba zkracovani. N-koncovd doména, obsahujici CAP-Gly
motiv, ovlivituje dynamiku mikrotubull bud’ pfimo jako vlastni zéchranny faktor nebo nepiimo
ovliviovanim jiného zachranného faktoru (Komarova et al., 2002). MoZnym mechanismem
funkce CLIP-170 je podpora vzniku zahnutych oligomerti tubulinti (Arnal et al., 2004).
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Tyto in vitro studie ukazaly, ze kromé zvySeni frekvence zachran, stimuluje CLIP-170 i
nukleaci mikrotubuld (Arnal et al., 2004).

4.1.2. EB1

EB1 (end binding 1) protein se v butice vyskytuje pfevaZzn€ jako homodimér. Monomer
EB1 obsahuje dvé vysoce konzervované domény na C- a N-konci proteinu, spojené méné
konzervovanou propojovaci sekvenci. N-termindlni globularni doména slouzi k vazbé& proteinu
na mikrotubul. C-terminalni doména obsahuje coiled-coil motiv, ktery umozZiiuje paralelni
dimerizaci monomerti. Homodimér EB1 tvoii na své C-koncové domén¢ EB1-motiv nazyvajici
se také EBH doména (end-binding homology). EBH doména slouZi jako vazebné misto dal3ich
proteinl (shrnuto Akhmanova and Steinmetz, 2008). EB1 zvy3uje frekvenci zachran a potladuje
vznik katastrof, coz vede k rychlej$i a ¢ast&j$i polymeraci mikrotubulti. Proces depolymerace je
utlumen a pocet klidovych mikrotubuli je v buiice nizsi (Tirnauer et al., 2002). EB1 homology
zvy$uji dynamiku mikrotubulii. Mitotické mikrotubuly v nepfitomnosti EB1 jsou natolik

nestabilni, Ze neni moZné méfit jednotlivé parametry dynamické nestability.

4.1.3. XMAP215

Protein XMAP215 je béhem interfaze lokalizovan v centrosomech a podél mikrotubult
(Tournebize et al., 2000). V buiice funguje jako ,,procesivni polymeraza“ (Brouhard et al.,
2008). S volnym tubulinovym dimérem vytvaii XMAP215 komplex 1:1, ktery poté interaguje
_s mikrotubulem. Lateralni diftizi je tento komplex transportovan k (+) konci polymeru, kde je
tubulinovy dimér pfipojen k rostoucimu mikrotubulu. Protein XMAP215 po urcitou dobu na
(+) konci zlstava a katalyzuje zde pfidavani dalich tubulinovych heterodiméri (Brouhard et al.,
2008).

Imunodeplece XMAP215 z vajeénych extrakth Xenopus laevis ukazala, Ze tento protein
funguje jako stabiliza¢ni faktor mikrotubuli (Tournebize et al., 2000). XMAP215 pisobi béhem
interfaze proti proteinu XKCM1. XKCMI1 patii do rodiny kinesini a v butice funguje jako
destabilizadni faktor. Potlatovanim funkce XKCM1 dochéazi ke sniZeni frekvence katastrof
(Tournebize et al., 2000). Pfi nedostatku volnych tubulinovych dimérti v cytoplazmé muze
naopak XMAP215 urychlovat depolymeraci mikrotubuli (Brouhard et al., 2008). XMAP215
zvySuje dynamiku mikrotubuld v zavislosti na koncentraci volnych tubulinovych diméri a

pfitomnosti proteinu XKCM1 (Brouhard et al., 2008; Tournebize et al., 2000).
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4.1.4. APC

APC (adenomatous polyposis coli) patii mezi +TIP proteiny, které v buiice slouzZi jako
stabilizaéni faktory. Shlukuji se na (+) koncich mikrotubuli a chrani je pfed vznikem katastrof.
Zéarovent APC proteiny podporuji zachrany a klidové stavy mikrotubulii (shrnuto Akhmanova
and Steinmetz, 2008).

Strukturné patfi APC mezi multidoménové proteiny obsahujici dlouhé bazické sekvence a
sekvence bohaté na serin. Tyto oblasti u C-konce proteinu Fidi interakce s mikrotubuly a EB1.
Interakce proteinu EB1 s APC C-terminalni doménou umoziiuje EB1 stabilizovat mikrotubuly
(shrnuto Akhmanova and Steinmetz, 2008; Carvalho et al., 2003).

4.2. Regulaéni molekuly na (-) konci mikrotubuli

Mikrotubuly jsou v buiice vét§inou svym (-) koncem ukotveny v MTOC, které zaroveii
slouzi jako misto nukleace nové vznikajicich vlaken. Ve vétsin€ Zivo¢isnych buné€k nese funkci
MTOC tzv. centrozém. Centrozém se nachéazi v blizkosti jadra, obsahuje dvé na sebe kolmé
centrioly a je zde lokalizovan i y-tubulin. Centrioly organizuji centrozomalni matrix. Spindle
pole body (SPB) je MTOC nachézejici se u kvasinek a hub. Vyssi rostliny nukleuji mikrotubuly
z jaderné membrany. Ve vSech eukaryontnich burikach byl nalezen y-tubulin, ktery slouzi jako

nukleator mikrotubult.

4.2.1. y-Tubulin

v-Tubulin je stéZejni molekula potfebna pro nukleaci a organizaci mikrotubull in vivo.
Tento tubulin byl objeven v 90. letech. Patfi do tubulinové ,,nadrodiny“, ktera kromé& a- (alfa) a
B- (beta) tubulinu zahrnuje také 8- (delta), e- (epsilon), (- (zeta), - (eta), 1- (iota), 6- (theta) a
k- (kappa) tubuliny. Na rozdil od a-, B- a y-tubulinu se ostatni tubuliny nevyskytuji ve viech
eukaryotech a nejde o vysoce fylogeneticky konzervativni proteiny (shrnuto Dutcher, 2003).
Identita mezi y-tubulinem a a- a B-podjednotkami je ~30%.

v-Tubulin existuje ve dvou formach, kédovanych dvéma riznymi geny, TUBG1 a TUBG2.
Identita aminokyselinové sekvence proteinti kodovanych lidskymi geny TUBG1 a TUBG2 je
vice nez 97% (Wise et al., 2000). Na rozdil od TUBGI, ktery je exprimovan ve vSech tkanich,
se TUBG2 vyskytuje zejména v mozku (Yuba-Kubo et al., 2005). Oba funkéni geny y-tubulinu,
TUBGI i TUBG?2, jsou lokalizovany na chromozému 17 (Wise et al., 2000). Studium funkce
TUBG1 a TUBG2 ukézalo, Ze oba geny nejsou funk&né ekvivalentni. TUBG1 koéduje konven¢ni
y-tubulin, ktery p¥imo reguluje organizaci mikrotubuldrniho cytoskeletu. Pfesna funkce
y-tubulinu 2 (TUBG2) nebyla dosud uréena (Yuba-Kubo et al., 2005). Krom& TUBG2 byl
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identifikovan jest¢ y-tubulinovy pseudogen TUBGIP lokalizovany na chromozému 7 (Wise et
al., 2000).

Vysoce konzervativni sekvence proteinti tubulinové ,,nadrodiny“ naznaCovaly, Ze tyto
proteiny budou mit i podobné struktury. Pozd&ji popsana 2.7 A krystalova struktura lidského
y-tubulinu vazaného GTP-yS (nehydrolyzovatelny analog GTP) tuto domnénku potvrdila
(Obr. 3) (Aldaz et al., 2005).

Obr. 3. Struktura y-tubulinu (podle Aldaz et al., 2005; upraveno).

v-Tubulin, stejné jako ostatni tubulinové proteiny, vaZze GTP nebo GDP. GTP vaze s podobnou
afinitou jako B-tubulin a oba proteiny vykazuji také obdobnou preferenci pro vazbu GTP pted
GDP (Aldaz et al., 2005).

Stejn€¢ jako tubulinové heterodiméry i y-tubulin podléhd posttranslaénim modifikacim.
Tubdp z kvasinek Saccharomyces cerevisiae je homologem lidského y-tubulinu a je in vivo
fosforylovan (Vogel et al., 2001). Hyperfosforylace proteinu nastdvd b&hem G1 faze, naopak
b&hem mitdzy je y-tubulin defosforylovan. Modifikace y-tubulinu je dilezita pro kontrolu poétu
nukleovanych mikrotubulii. Tim je ovlivnéna jejich organizace béhem buné&&ného cyklu.

Piimy dikaz specifické vazby y-tubulinu na (-) konec mikrotubuld byl podan v roce 1995.
Stechiometrie vazby je 12.6 +/- 4.9 molekul y-tubulinu na jeden mikrotubul (Li and Joshi,
1995). In vitro snizuje monomericky y—tubulin velikost tubulinového jadra ze sedmi na tfi
tubulinové podjednotky, a tim umoZziiuje snaz$i nukleaci mikrotubulti. y-Tubulin interaguje s
B-tubulinem a zaroveti zabrariuje ristu (-) konce mikrotubuld. Tim slouzi jako ,,capping® protein
(-) konce polymeru (Leguy et al., 2000).

I kdyZ y-tubulin vazany v MTOC hraje dileZitou roli pfi nukleaci mikrotubull, vétsina

exprimovaného y-tubulinu se vyskytuje volné v cytoplazmé.
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4.2.2. y-Tubulinové komplexy

v-Tubulin se v buiice vyskytuje ve dvou hlavnich proteinovych komplexech (y-TuCs;
y-tubulin complexes): v malém komplexu (y-TuSC; y-tubulin small complex) nebo ve velkém
y—tubulinovém komplexu (y-TuRC; y-tubulin ring complex). y-TuCs se vyskytuji bud’ volné
v cytoplazmé& nebo jsou vazané v MTOC. y-TuCs obsahuji kromé y-tubulinu je$t¢ dalsi proteiny
netubulinové povahy oznaované GCPs (y-tubulin complex proteins). Tyto proteiny se n€kdy
oznacuji také jako Grips (y-tubulin ring complex proteins).

v-TuSC je evolu¢né konzervativni heterotetramer. Sklada se ze dvou molekul y-tubulinu a
po jedné molekule proteinu GCP2 a GCP3. y-TuSC je esencidlni pro nukleaci mikrotubuld.
Nové€ objevena struktura komplexu umoznila navrhnout mechanismus jeho funkce (Kollman
et al., 2008). y-TuSC ma tvar pismene Y. GCP2 a GCP3 proteiny tvofi prodlouZené télo s
dvéma rameny, s jejichZ konci je asociovana vzdy jedna molekula y-tubulinu. Konformac¢ni
zménou dojde k posunuti pohyblivého ramena, y-tubuliny se pfibliZi a vytvoti se tak templat pro
nukleaci mikrotubuld.

v-TuRC obsahuje 6 kopii y-TuSC a dalsi proteiny oznacované GCP4, GCP5 a GCP6
(shrnuto Erickson, 2000; Raynaud-Messina and Merdes, 2007). y-TuRC je zodpovédny za
nukleaci mikrotubult z MTOC. A&koliv nejsou je$té znamy piesné molekularni mechanismy
fungovéani y-TuRC, byly navrZeny dva zpisoby, jak by mohl y-TuRC nukleaci umoZziiovat
(Obr. 4) (Wiese and Zheng, 2000).

™ s X

Template model Protofilament model

Obr. 4. ,, Templitovy“ a ,protofilamentovy“ model nukleace mikrotubulii (podle Erickson,
2000).
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»lemplatovy” model predpokladd, Ze y-TuRC tvofi krouzek 13ti y-tubulinti, na ktery
nasedaji af-tubulinové diméry tvofici 13 protofilament. V ,protofilamenovém“ modelu
pfipomind y-TuRC zahnuté protofilamentum, které je strukturné podobné protofilamentu
vznikajicimu b&hem depolymerace mikrotubulu. U tohoto modelu jsou tubulinové diméry
ptikladény lateralné a y-TuRC je &astedn€ inkorporovan do stény mikrotubulu (shrnuto
Erickson, 2000).

a 'Capping’ model

@+,_,

* The microtubule can elongate at the plus end only
» The YTURC forms a cap-like structure over the microtubule minus end
» The YTURC is not incorporated into the microtubule wall

b 'Protofilament’' model

« The microtubule can elongate at either end
« The YTURC associates asymmetrically with the microtubule
» The yTuRC is incorporated into the microtubule wall

@ tubulin

o ; Various hypothetical
(o} o/B-tubulin conformations of

O the YTuRC
09 xorips 109, 110

e Xgrips 72, 133, 195

Obr. 5. Modely pro ,capping“ aktivitu y-TuRC. ,,Capping” model je odvozen od
,templatového“ modelu a umoZiiuje ,,capping“ aktivitu (a). I. a II. reprezentuji dvé
moZna uspofadani ,protofilamentového“ modelu. In vitro by mohlo dochéazet
k polymeraci na obou koncich mikrotubulid (b) (podle Wiese and Zheng, 2000).
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v-TuRC se neulastni pouze nukleace mikrotubulti, ale ovliviiuje také jejich dynamiku
(Wiese and Zheng, 2000). y-TuRC byl in vitro lokalizovan na (-) konci mikrotubulti, kde
zabrariuje inkorporaci tubulinovych podjednotek a brani depolymeraci mikrotubulu. Kazdy
y-tubulin v y-TuRC je v kontaktu s tubulinovymi podjednotkami na (-) konci mikrotubulti a
v-TuRC tudiZ slouZi jako ,,capping* protein.

Oba procesy, nukleace i capping aktivita, jsou na sob& nezavislé. Pouze necela polovina
mikrotubuli nukleovanych in vitro je asociovana s y-TuRC. Ziejmé je to zptisobeno pomérné
nizkou afinitou y-TuRC k (-) konci mikrotubuli (Wiese and Zheng, 2000). Jak lze vidét na

Obr. 5, navrhovany ,,capping” model vychazi z ,,templatového* modelu nukleace mikrotubuld.

5. GCP proteiny u Schizossacharomyces pombe (Alp4, Alp6, Alp16)

V poslednich letech se né&kolika laboratofim podafilo prokazat vliv y-tubulinu & GCP
proteini na dynamiku (+) konce mikrotubuli. Mutace v téchto proteinech riznym zpisobem
regulovaly jejich dynamiku, tj. ménila se délka polymeru, rychlost katastrof ¢i doba klidového
stavu. Experimentalnim modelem zminénych studii byly pfevazné pfi¢né se délici kvasinky
Schizossacharomyces pombe. y-TuC S. pombe se sklada z homologi GCP proteint (Obr. 6) a
homologi y-tubulinu.

A ™
Alp1s

Xgrip210 I ..
aces | — T

PV w— 011 i
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Xgrip210
GCPS
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_: Alp4
GCP3
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Obr. 6. Porovnani struktury kvasinkovych a lidskych y-TuC proteini
Schematicky diagram ukazujici konzervativni motivy mezi jednotlivymi proteiny (a).
Fylogeneticky strom y-TuC proteinti (b) (podle Fujita et al., 2002).
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Alp4 a Alp6 proteiny jsou homology lidskych GCP2, resp. GCP3 proteind (Vardy and
Toda, 2000). Alp4 i Alp6 byly lokalizovany ve SPB a v né€kterych MTOC. Stejné jako jejich
lidské homology, jde pro kvasinky o esencialni proteiny. Pomoci teplotné senzitivnich mutant
alp4 a alp6 byly zjistény zakladni funkce obou téchto proteint (Vardy and Toda, 2000). Alp4 i
Alp6 Fidi organizaci mikrotubuli a jsou nutné pro spravnou segregaci chromozémi. Protein
Alp4 béhem mitézy fidi tvorbu bipolarnich vietének. Homologem y-tubulinu je v S. pombe
Gtb1/Tugl protein.

Posledni nové izolovanou komponentou y-TuC je pro S. pombe neesenciélni protein Alp16
(Fujita et al., 2002). Obsahuje dva konzervativni motivy vyskytujici se i v dalSich proteinech
v-TuC a stejné jako tyto proteiny i Alp16 ovliviiuje dynamiku mikrotubull. Lokalizace Alp16 je
na SPB a na n&kterych MTOC. Ackoliv je Alpl6 souasti y-TuRC, neni pro jeho vytvofeni
nezbytny. Fujita et al. (2002) také navrhli dva mozné mechanismy fungovani proteinu Alp16.
V prvnim by Alp16 umoziioval tvorbu stabilnich y-TuCs. Druhym navrhovanym mechanismem
je moZna ucast pti lokalizaci y-TuCs na SPB.

6. Vliv y-tubulinu na dynamiku (+) konce mikrotubuli

v-Tubulin je primarné povaZzovan za buné&ny nukleator &i pfipadné za protein s ,,capping®
aktivitou. Neotekavané viak bylo objeveno, Ze mutace v y-tubulinu (grb/) méni dynamiku a
organizaci mikrotubuli (Paluh et al., 2000). Mikrotubuly zakotvené ve SPB vykazovaly vé&tsi
stabilitu a zarovenl s astralnimi mikrotubuly se vyrazné prodlouZily, pfip. se u okraje burky
zahnuly. Pozménénd dynamika byla pozorovana také u cytoplazmatickych mikrotubuld. Na
rozdil od divokych kment, kde se vlakna vyskytuji ve vice svazcich, v gtbl kvasinkach se pfi
okraji cytoplazmy objevovalo nékolik ¢i pouze jeden veliky svazek mikrotubuli. Ten byl
zaroveni del$i neZ mikrotubuly v nemutovanych burikach (Obr. 7).

Obr. 7. Abnormalni mikrotubuly u gzbl kvasinek. Porovnani mikrotubuli u grb] mutant s
mikrotubuly divokého kmenu kvasinek (WT). Imunofluorescen¢ni znafeni s
protilatkou proti a-tubulinu (zeleng) a 4',6-diamidino-2-phenylindolen ke zna¢eni DNA
(Cervené). Métitko Sum (podle Tange et al., 2004).
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Tyto nélezy byly déle potvrzeny, kdyZ byly izolovany gtb! mutanty, které slouZily jako
supresory teplotné senzitivnich alp4 mutaci (Tange et al., 2004). Kombinace obou mutaci
nevedla k odstranéni defektnich mikrotubuld, tj. nedo$lo k supresi mutace. A&koliv byla u
gtblalp4 bun&k obnovena spravna funkce vieténka, mikrotubuly zistaly stale defektni.

7. Vliv GCP proteini na dynamiku (+) konce mikrotubuli

Kromé& y-tubulinu se na regulaci dynamiky (+) konce mikrotubuli podili i dalsi
komponenty y-TuC. U vSech t¥ homologi lidskych GCP proteint, tj. Alp4, Alp6 i Alp16, byl
zdokumentovan prokazatelny vliv na dynamiku téchto cytoskeletalnich vlaken.

Po objeveni Alp4 a Alp6 proteinii vS. pombe a po nasledném bliZ§im prozkoumani
fenotypu alp4 a alp6 mutant bylo zfejmé, Ze je dynamika mikrotubulti pozmé&néna. Mutanty
vykazovaly abnorméln& dlouhé cytoplazmatické mikrotubuly. Na rozdil od vychozich bunék,
kde jsou mikrotubuly uspofddany podél buriky a nikdy nejsou zahnuty, u mutant dochéazelo k
zahnuti rostouciho polymeru kolem péli buiiky. Mutantni mikrotubuly se vZdy vazaly, nebo
alesponi prochéazely pfes SPB, na rozdil od mikrotubuli v divokych kmenech kvasinek, které se
SPB neinteragovaly. Tyto vysledky poukazuji na moZnost, Ze zmény v mikrotubulech jsou
zpisobeny chybou jejich organizace ve SPB. Je také mozné, Ze mikrotubuly v alp4 defektnich
burikach jsou vlivem &astéjsiho kotveni ve SPB stabiln&jsi, a pravé diky tomu del$i (Vardy and
Toda, 2000). Podobnych vysledkl bylo dosaZzeno na burikach gtb/ s mutaci v y-tubulinu (Paluh
et al., 2000). A&koliv se ob&é prace zasadné liSily v pouZiti mutovaného genu, mikrotubuly
v obou piipadech ménily svoji dynamiku stejnym zptisobem.

Bliz3i studie Alp4p ukazaly, Ze dynamiku mikrotubulii ovliviluje pfimo C-konec proteinu
(Masuda et al., 2006). Nadprodukce C-terminalni domény Alp4 (Alp4C) pozménila dynamiku
(+) konce vléken, coZ mélo, kromé ohybani mikrotubulti okolo pélt buiiky, za nasledek posun
jadra. ProdlouZené stabilné&j$i mikrotubuly sméfujici proti sméru ponybu jadra, pusobily na
jadro silou, a tim jej posouvaly. Naopak mén¢ stabilni mikrotubuly sméfujici ve sméru pohybu
jadra vykazovaly &asté frekvence ristu a katastrof.

Ac&koliv Alpl6 neni pro buiiky esencialnim proteinem, je nutny pro tvorbu normalnich
interfaznich mikrotubuli. Stejné jako ostatni proteiny komplexd, i alpl/6 mutantni buiiky
vykazovaly delsi cytoplazmatické mikrotubuly, které se €asto ohybaly kolem konce buiiky
(Fujita et al., 2002).
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8. Mtol protein a jeho vliv na regulaci dynamiky mikrotubuli

Kromé proteinti nachazejicich se ptimo v y-TuCs, vyskytuji se v okoli komplext i dalsi
asociované proteiny. Mtol je y-TuC-asociovany protein v kvasinkach, ktery specificky doplituje
y-TuCs v MTOC a interfaznich mikrotubulech. Mnoho z mtol/4 mutantnich bun€k bylo
ohnutych a délilo se nerovnomérné, coZ naznafilo pravdépodobny defekt mikrotubulta
(Zimmerman and Chang, 2005). Mtol4 mutanty vykazovaly dlouhé a stile se prodluZujici
mikrotubuly bez katastrof na (+) konci. Po dosaZeni p6lu butiky se, stejné jako u alp4/6, gtbl
mutantnich bun€k, mikrotubuly ohnuly. Kromé toho dochézelo k depolymerizaci na (-) konci
vldken. Diky tomu mikrotubuly vykazovaly ,.treadmilling®. JelikoZ mtol4 kvasinky postradaly
cytoplazmatické MTOC, vyristaly mikrotubuly z vietének nebo zjinych intranuklearnich
mikrotubuld.

V dal3ich experimentech se Zimmerman et al. (2004) pokusili prokazat, zda k ovliviiovani
dynamiky mikrotubul dochazi prostiednictvim y-TuCs. Pokud by tato domnénka byla spravna,
pak by i mutanty v proteinech y-TuC vykazovaly stejny fenotyp. Ke studiu pouzili aljp4 buiiky a
dosdhli velmi podobného fenotypu mikrotubuld. Tim prokazali, Ze zména dynamiky

mikrotubulil je regulovana sniZenim funkénosti y-TuCs.

9. Distribuce proteini y-TuC podél mikrotubulu

Dynamika (+) konce mikrotubuli je regulovana GCP proteiny vyskytujicimi se v MTOC
nebo volné¢ v cytoplazmé. Proteiny y-TuC byly lokalizovany také na dal$ich buné&nych
strukturach (Zimmerman et al., 2004). Nové identifikovany protein v S. pombe Rspl se
vyskytuje v MTOC a na mikrotubulech. SlouZi k pfestavbé ekvatoridlniho MTOC, na interfazni
MTOC a pfispiva tak vzniku spravné organizovaného interfazniho cytoskeletu. Rsplp byl
spole¢né s GCP proteiny lokalizovan v tzv. ,satelitech” pohybujicich se obéma sméry podél
mikrotubuld. Rychlost a charakter pohybu naznagil, Ze satelity jsou asociovany s jednim ¢&i vice
molekularnimi motory. U rsp/ mutovanych kvasinek se satelity nevyskytovaly nebo byl jejich
podet vyrazné redukovan. Autofi navrhli, Ze Rspl protein je nutnou komponentou tvorby
satelitli, tj. dopravnich prostfedki, které transportuji y-TuCs a usnadiiuji tak reorganizaci
MTOC.

v-TuCs i Rspl byly v satelitech lokalizovany také pfimo na (+) konci mikrotubuld
(Zimmerman et al., 2004). Tato prace podala prvni diikaz vyskytu y-tubulinu a GCP proteinil na
(+) konci mikrotubuld.
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10. MoZné mechanismy regulace (+) konce mikrotubuli

Ackoliv je$t¢ neni znamo, jakym zpusobem je (+) konec mikrotubuld regulovan, bylo
navrZeno n€kolik moZnych modelii (Zimmerman and Chang, 2005).

Prvnim mechanismem je ovliviiovani (+)-koncovych faktori. Tipl je homolognim
proteinem CLIP-170 a v S. pombe je namiten proti katastrofam mikrotubuld. Mutantni kvasinky
mtolAtiplA vykazovaly krat§i nezahnuté mikrotubuly, které po dosaZeni okraje buiiky
depolymerovaly. U mtol4 mutantii byla zaroveii zaznamenana vy$$i koncentrace Tipl proteint
na (+) konci mikrotubuld, coZ by vysvétlovalo zvyS$enou stabilitu a snizenou frekvenci katastrof.
Ovliviiovanim Tipl proteinu by tudiZ y-TuC mohl regulovat dynamiku mikrotubult
(Zimmerman and Chang, 2005).

Dal3im moZnym modelem je vliv ukotveni (-) konce vlakna. U mtol4 bunék jsou (-) konce
mikrotubulii volné (Zimmerman and Chang, 2005). KdyZ poté vlakno polymeru dosahne okraje
buriky, neni na n&j kladen tak velky tlak, jako na ukotvené mikrotubuly, a tim nedochazi ke
katastrofé. Tento model ale neni pravdépodobné& pfili§ redlny, protoZze v alpl defektnich
kvasinkach jsou né€které mikrotubuly stile vazané na jadro, a pfesto ke katastrofam nedochazi.
Navic bylo prokézano, Ze se mikrotubuly v alpl defektnich buiitkach Eastéji vazaly na SPB.
Delsi vlakna je mozné vysvétlit zvy$enou stabilitou mikrotubuli zptisobenou pravé kotvenim do
SPB (Vardy and Toda, 2000). Kromé toho se i v divokych kmenech kvasinek vyskytuji volné
mikrotubuly vykazujici normalni frekvenci katastrof.

Tretim navrZzenym mechanismem je vliv zvySeni volné frakce af-tubulinovych diméri.
VétSina mutantnich kvasinek ma méné mikrotubuld neZ nemutované buiiky. Diky tomu se méni
pomér solubilni frakce tubulinovych dimérd oproti polymerizovanym ve prospéch volnych
diméri. Tento posun v koncentracich miZe také urlitym zpisobem napoméhat snaz$i
polymeraci a sniZeni frekvence katastrof.

Dal§im navrzenym modelem je vliv na zménu struktury mikrotubulu nukleovaného
defektnim y-TuC. Nelze také vyloudit, Ze solubilni y-TuCs mohou ovliviiovat dynamiku +TIP

proteinid vytvafenim spoleénych komplexi v cytoplazmé.
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11. Zavér

Dosud publikované prace jasné dokazuji, Ze y-tubulin i dal$i proteiny y-TuC maji vliv na
dynamiku (+) konce mikrotubulii. Stale v8ak ale nejsou pfesné znamy molekuldrni mechanismy
toho, jak proteiny tyto funkce vykonavaji. Do dne$ni doby bylo navrZzeno nékolik moZnych
modelli, av§ak Zadny z mechanismi nebyl dosud experimentalné potvrzen. Kromé ptesného
mechanismu fungovani y-tubulinu a GCP proteind neni také objasnéna otazka vlastni regulace
téchto proteini. Doposud neni ziejmé, jaké signaly musi piijit, aby tyto proteiny aktivné
pozmé&nily dynamiku mikrotubuli. Jednou z potencidlnich mozZnosti regulace y-tubulinu a GCP
proteint je modulace t&chto proteint fosforylaci. Vysledky nasi laboratofe ukazuji, Ze y-tubulin
se v burice vyskytuje v komplexech s protein tyrosin kindzami a rovnéZ se ukazuje, Ze i GCP
proteiny mohou byt fosforylovany. Lze také o¢ekavat, Ze proteomicka studia povedou k ziskéni
novych poznatkii o dal$ich proteinech interagujicich s y-tubulinem. Tyto proteiny by se také
mohly ucastnit organizace a regulace mikrotubuli. Nova zajimava data se v budoucnu daji
oCekavat také ze studii interakci mitotickych kinezint s y-tubulinem. Tyto molekularni motory
by mohly transportovat y-tubulin a GCP proteiny k (+) konci mikrotubuldi, a tim se podilet na
regulaci jejich dynamiky. Otevienou otdzkou déle zlstdva, zda k ovliviiovani (+) konce
mikrotubulti y-TuCs dochazi pouze u mikrotubuld kotvenych v MTOC nebo i u mikrotubuld
nukleovanych mimo tyto oblasti, napf. z vnitrobuné¢nych membran.

Zavérem je mozZno fici, Ze v blizké budoucnosti 1ze oekavat prudky rozvoj poznatki, které

povedou k pochopeni regulace na (+) konci mikrotubuld.
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