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Abstrakt

Mikrotubularni cytoskelet hraje zdsadni roli v nejriznéjSich bunéénych pochodech, jako je
vnitrobunéény transport, bunécnéd motilita ¢i segregace chromosomil pii bunééném deleni.
Tubulin, stavebni jednotka mikrotubulti, prochdzi mnohymi posttranslacnimi
modifikacemi, které ovliviiuji dynamiku mikrotubulii, jejich organizaci a interakci
s dalSimi proteiny. Porozuméni tomu, jakou roli posttranslaéni modifikace hraji
v zajisténi rozmanitych funkei a vlastnosti mikrotubuld, je kli¢ové k pochopeni dynamiky
mikrotubularniho cytoskeletu jako celku. Pfesné mechanismy, jakymi posttranslacni
modifikace na mikrotubuldrni cytoskelet pisobi, vSak nejsou zcela objasnény. V této praci
byl zkouman vliv pfitomnosti posttranslacnich modifikaci na rtst mikrotubull a na jejich
interakci s motorovym proteinem kinesinem-1. Pomoci fluorescencni mikroskopie s
uplnym vnitinim odrazem a interferen¢ni reflekéni mikroskopie bylo zjisténo, ze vysoka
mira posttranslaénich modifikaci na mikrotubulech snizuje délku jejich interakce s
kinesinem, zatimco afinita kinesinu k mikrotubuliim a priimérna rychlost, kterou se po nich
pohybuje, se u vysoce a méalo modifikovanych mikrotubulli vyznamné nelisi. Dale bylo
zjisténo, Ze absence polyglutamylace na podjednotkdch tubulinu vede k rychlejsi
polymerizaci mikrotubult. Tyto vysledky ukazuji, ze posttranslaéni modifikace jsou
dalezitym regulatorem mikrotubuldrni dynamiky a interakce motorovych proteint s

mikrotubuly.
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Abstract

Microtubular cytoskeleton plays crucial roles during diverse cellular processes, such as
intracellular transport, cell motility and chromosome segregation during cytokinesis.
Tubulin, the building block of microtubules, undergoes numerous post-translational
modifications which affect microtubular dynamics and organization as well as their
interaction with associated proteins. Understanding the role post-translational
modifications play in the diversification of functions and properties of microtubules is key
for our comprehension of the dynamics of the complex microtubule cytoskeleton. However,
mechanisms behind the effect of post-translational modifications on microtubule
cytoskeleton are not fully understood. In this work, we focus on the influence of post-
translational modifications on microtubule polymerization and interaction with molecular
motor kinesin-1. Using total internal fluorescence and interference reflection microscopy
techniques, we here show that high levels of post-translational modifications on
microtubules decrease the time of microtubule-kinesin interaction whereas binding affinity
and median velocity are not significantly different on modified and unmodified
microtubules. Further, we show that the absence of polyglutamylation on tubulin isotypes
leads to a faster microtubule polymerization. These results show that post-translational
modifications are pivotal regulators of microtubule dynamics and interaction with motor

proteins.
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Seznam poutzitych symbol( a zkratek

ATP
AU
BRBS80
CCP
DTT
EGTA
GDP
GFP
GMPCPP
GTP
HeLa

IRM
IS
kin-1
MAP

MT
mRNA
PBS
PIPES
rkin-430
RNA
TTLL
T7KO
T1T7KO

TIRF

WT

adenosintrifosfat

arbitrarni jednotka (angl. ,,arbitrary unit®)

Brittontv-Robinsontliv pufr (angl. ,,Britton—Robinson buffer*)
cytosolicka karboxypeptidasa (angl. ,,cytosolic carboxypeptidase*)
dithiothreitol

kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctova
guanosindifosfat

zeleny fluorescenéni protein (angl. ,,green fluorescent protein®)
guanylyl-(a,)-methylen-difosfonat

guanosintrifosfat

imortalizovana linie lidskych epitelidlnich bun¢k (izolovana z karcinomu
Henrietty Lacksové, odtud nazev)

interferencni reflek¢ni mikroskopie

interval spolehlivosti

kinesin-1

proteiny asociované s mikrotubuly (angl. ,,microtubule associated
proteins*)

mikrotubuly

mediatorova ribonukleova kyselina (angl. ,,messenger ribonucleic acid*)
fosfatovy pufr (angl. ,,phosphate-buffered saline*)
piperazin-N,N'-bis(2-ethansulfonova kyselina)

rekombinantni kinesin-1 zkraceny na aminokyseliny 1 - 430
ribonukleova kyselina (angl. ,,ribonucleic acid*)

rodina enzym (angl. ,,tubulin tyrosine ligase-like protein*)

inaktivace enzymu TTLL7 (,,tubulin tyrosine ligase-like 7 knockout*)
dvojita inaktivace enzymi TTLL1 a TTLL7 (,,tubulin tyrosine ligase-like
1 and 7 knockout®)

fluorescence s uplnym vnitinim odrazem (angl. ,,total internal reflection
fluorescence*)

ptirozend forma tubulinu (angl. ,,wild type*)



1. Uvod

Mikrotubularni cytoskelet propojuje vSechny oblasti a vSechny komponenty v buiice
a diky své schopnosti neustdle se prizptisobovat okolnim podminkam a aktudlnim
pozadavkim umoziiuje pochody, které jsou podstatou zivota builky a jeji ulohy
v organismu. V Zivych builkkidch mikrotubuly interaguji s mnohymi molekularnimi
motory a dal§imi proteiny regulujicimi mikrotubuldrni dynamiku. Pravé to, s jakymi
konkrétnimi proteiny bude mikrotubularni cytoskelet v daném misté spolupracovat,
udava, co se vtomto mist¢ bude dit. Jaké jsou ale signdly pro jednotlivé ukony?
Mechanismy stojici za regulaci pochodii spojenych s mikrotubularnim cytoskeletem
nejsou dosud zcela objasnény a zlstdvaji pfedmétem intenzivniho vyzkumu.
Posttranslacni modifikace tubulinu, stavebni jednotky mikrotubuli, se zdaji byt
dilezitym regulatorem vnitrobunécného transportu i celkové dynamiky cytoskeletu. Tato
prace odhali vliv pfitomnosti posttranslacnich modifikaci tubulinu na pohyb
molekularniho motoru kinesinu-1 podél vlaken a vliv polyglutamylace na polymerizaci

mikrotubuld.



2. Literarni prehled

2.1 Cytoskelet —tubulin a mikrotubuly

2.1.1 Mikrotubuldrni cytoskelet a jeho role v burice

Vnitini organizace, tvar, motilita a Zivotni cyklus eukaryotické buiiky jsou kontrolovany
komplexni siti polymernich proteinovych vldken, nazyvanou cytoskelet, kterd zahrnuje
aktinovd mikrofilamenta, intermedidrni filamenta a mikrotubuly. VSechny tyto tfi
struktury cytoskeletu spolu izce kooperuji a kontroluji strukturu, mechaniku i dynamiku
buiiky. Mikrotubuly se svym vnéjS§im primérem 25 nm ptedstavuji nejvétsi komponentu
cytoskeletu a ve vSech buiikéch plni celou fadu vyznamnych funkci. Jsou zésadni pro
strukturu buiiky, jeji polaritu a déleni, rozmisténi organel i pro vnitrobunéény transport.
Skladaji se do svazkli axonemy fasinek a bi¢ikill, centrioly centrosoml a marginalniho
svazku trombocytl. Tubulin, ze kterého jsou mikrotubuly sestaveny, je napfi¢ vSemi
témito strukturami a napfi¢ vSemi organismy z genetického hlediska vysoce

konzervovany protein. O to zajimavéjsi je, jakym zplsobem se mikrotubularni systémy

adaptuji k plnéni tak rozli¢nych ukold, které jim v buiice naleZzi.

O :
SRR XX XX ><X >
Aktinova mikrofilamenta Mikrotubuly Intermediarni filamenta

W WY, WA

@ ® @

Obrazek 1 Komponenty cytoskeletu a jejich rozmisteni v burice. Prevzato a upraveno [1].
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Mikrotubuly jsou dlouhé¢ rigidni polymery o, podjednotek tubulinu, které jsou
dalezitou strukturni a funk¢éni komponentou eukaryotniho cytoskeletu. Dimery
a- a B-tubulinu se spojuji podélnymi interakcemi typu ,.hlava k ocasu‘ do protofilament.
Ttinact téchto protofilament se pomoci interakci postrannich fetézct tubulini lateralné
uskupuje do dutého valecku — mikrotubulu. Tubulinové dimery dévaji mikrotubulim
polarni strukturu; plus konec mikrotubulu je zakoncovan B-tubulinem, minus konec
a-tubulinem. Sousedni filamenta jsou mirné stocend, diky ¢emuz maji mikrotubuly
levotoc¢ivou helikalni strukturu.

Heterogenitu mikrotubulti udavaji tfi hlavni faktory: geneticky dand struktura
a- a P-tubulinovych izotypt posttranslacni modifikace tubulinu, které na povrchu
mikrotubulidl vytvaii vzor znamy jako ,.tubulinovy kod* [2] a interakce s dal$imi proteiny
zvanymi proteiny asociované s mikrotubuly (MAP, z anglického ,,microtubule associated
proteins®).

Ptikladem buiiky, ve které jsou mikrotubuly nepostradatelné pro dosazeni
vysokého stupné morfologické a funkéni spletitosti, jsou neurony. Tvorba a udrzba sloZité
morfologie neurontt (dlouhé axony s rozvétvenymi dendrity) uzce zavisi na
mikrotubularnim  cytoskeletu [3]. Jednim z hlavnich kol mikrotubula
v diferencovanych neuronech je doruceni ndkladl, jako jsou organely (mitochondrie,
lysosomy, endosomy), proteiny ¢i mRNA, ke specifickymi cilovym mistim v axonech ¢i

dendritech [4].

2.1.2 Mikrotubuldrni dynamika

Mikrotubuly jsou heterogenni ve své délce a zaroven velmi dynamické. Prochazi cykly
polymerizace a rychlé depolymerizace, a tedy neustile se svym rlstem piizplsobuji
okolnim podminkam ve vysoce uspoiadaném a fizeném procesu. Neustalé kolisani mezi
fazemi polymerizace a depolymerizace tvofi kliCcovou vlastnost pro mnoho funkci
mikrotubulid — dynamickou nestabilitu. Tu buitka vyuZziva pro vyvijeni sil napt. béhem
segregace chromosoml v mitoze [5]. Nahly pfechod polymerizujiciho mikrotubulu do
faze depolymerizace, anglicky ,,catastrophe®, a opa¢ny ptfechod z faze polymerizace do
faze depolymerizace, anglicky ,rescue®, zlistdvaji nejméné pochopenym aspektem

dynamické nestability [6].
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Rozpustné dimery a-tubulin-B-tubulin polymerizuji do mikrotubulii v aktivnim
procesu spotfebovavajicim GTP. Dynamické mikrotubuly tak rostou piidavkem dimerti
tubulinu na konec polymeru pod stabiiliza¢ni GTP ¢epickou. Navazujici se GTP-tubuliny
jsou hydrolyzovany a na polymerizovaném mikrotubulu jsou vazany GDP-polymery [7],
které jsou pak pii depolymerizaci opét fosforylovany na GTP. Nové zabudované GDP-
dimery jsou po uvolnéni fosfatu v nevyhodné napjaté pozici. Pokud se stane, Ze
k hydrolyze dojde rychleji nez k pfidani tubulinového dimeru, polymerizujici konec ztrati
GTP cepicku, ¢imz se mikrotubulus otevie v misté, kde jsou lateralni kontakty mezi

tubuliny slabé a dojde k nahlé depolymerizaci (anglicky ,,catastrophe®).

A Protofilament ¢ oo% 00 4
GTP-tubélin

Polymerizace Gbr

Depolymerizace

GDP-tubulin

'8

Depolymerizujici
mikrotubulus

Minus Polymerizujici
konec mikrotubulus

Metastabilni
intermediét

Obrdazek 2 Dynamika mikrotubulu. Prevzato a upraveno [8]. A Dimery o-,f-tubulinu se polarnimi
vazbami spojuji do protofilament. B Mikrotubulus je duty vilecek tvoreny trindcti protofilamenty
s rychleji polymerizujicim plus koncem a pomaleji polymerizujicim minus koncem. C Volné GTP-dimery
tubulinu polymerizuji do protofilament, ve kterych je vazan GDP-tubulin (1). Polymerizovany
mikrotubulus je metastabilni intermediat (2), jehoz konce mohou kdykoli prejit z faze polymerizace do
faze depolymerizace (3) a naopak. GDP na depolymerizovaném tubulinu je fosforylovan na GTP (4)
a GTP-tubulin je opét k dispozici pro polymerizaci.
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2.1.3 Tubulin

Stavebni jednotkou mikrotubulil jsou heterodimery tubulinu slozené z a a  podjednotek.
a- a B-tubuliny jsou v eukaryotech evolucné konzervované — sdileji ptes Ctyficet procent
své sekvence a maji téméf stejnou sekundarni a terciarni strukturu [9]. Inkorporace
ruznych izotypt tubulinu do specializovanych mikrotubulti [10] maze regulovat jejich
vlastnosti a funkce. Je to ale typ regulace malo dynamicky, nebot’ izotypy mohou byt do
mikrotubulil zatazeny jen pii de novo polymerizaci. Hlavnim zdrojem rozdilnosti ve
struktufe tubulinu jsou ale jeho posttransla¢ni modifikace.

Mnohobunééné organismy maji nékolik gend kodujicich tubulin. Kazda
tubulinova strukturni jednotka ma kompaktné slozené ,,t€lo* a vnitiné neuspotradany,
negativné nabity C-konec [11]. T¢€lo tubulinu se ucastni intradimerickych
a interdimerickych interakci pifi spojovani do protofilament. Dimery obsahujici dva
C-konce utvaii vnéj$i povrch mikrotubulli a zmény na téchto vycnivajich C-koncich
udavaji charakter dané oblasti mikrotubulu — interakce s molekularnimi motory
a s proteiny asociovanymi s mikrotubuly. C-konce nejsou z diivodu potteby udrzet
skladani dimert a funk¢ni polymerizaci mikrotubulti evolucné tolik svazany jako zbytek
struktury tubulinu. Proto se pravé na nich mohou projevovat variace v sekvenci tubulinu.

Porozuméni tomu, jak buiika vyuziva diverzitu tubulinu, je klicové k pochopeni
bunécné fyziologie 1 patogeneze. Slouceniny interferujici s funkci tubulinu jsou
pouzivany pii 1é€bé mnoha chorob jako je rakovina, infekéni ¢i neurodegenerativni
onemocnéni, ale také v zdkladnim vyzkumu.

Mimotadna vlastnost tubulinu spocivd vjeho kapacité vazat celou fadu
reguldtorii, které nasledné¢ moduluji dynamiku i funkci mikrotubulti. Vazebna mista
tubulinu pro tyto regulatory jsou ovliviiovany posttranslaénimi modifikacemi, které tak
na mikrotubularnich drahéch vytvari jakési ,,znacky* pro navigaci molekul putujicich

cytoskeletalni siti.
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2.2 Posttranslacni modifikace tubulinu

2.2.1 Vyznam posttranslacnich modifikaci tubulinu

Posttranslacni modifikace tubulinu ovliviiuji nejen dynamiku mikrotubuli, ale taktéz
jejich organizaci a interakci s dalSimi bunéénymi komponentami. Posttranslaéni
modifikace tubulinu byly nalezeny ve vSech buiikach, které obsahuji mikrotubuly [12],
obzvlasté rtiznorodé jsou v neuronech [13]. Nezodpovézenou otazkou ziistava pomer
tubulinii s danou modifikaci, distribuce modifikaci podél jednoho mikrotubulu nebo mezi
riznymi mikrotubuly a funk¢ni dasledky mnohych posttranslacnich Gprav. Ptifazovani
biologické funkce urcité posttranslacni modifikaci je komplikovéano diverzitou moznosti
jeji formy vyskytu — modifikace mohou byt nerovnomérné rozmistény na mikrotubulech,
rozptyleny nebo naopak koncentrovany v urcité oblasti mikrotubulu, rozdilné muize byt
také umisténi na tubulinovém dimeru, mohou se vyskytovat jak samostatn¢, tak i spolu
s dalSimi upravami.

Neuronalni mikrotubuly jsou specifické vysokou mirou posttranslacnich
modifikaci. Biochemické a imunologické analyzy v minulosti prokazaly obohaceni

detyrosinovanym [14], acetylovanym [15] a polyglutamylovanym [16,17] tubulinem.
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Obrdazek 3 Posttranslacni modifikace pritomné na neurondlnich mikrotubulech.
Prevzato a upraveno [18].

Zda se, Ze posttransla¢ni modifikace tubulinu ovliviiuji témét vSechny specifické
funkce mikrotubuli, at’ uz vyznamné ¢i jen jako doprovodné faktory. VéEtSina zndmych
posttransla¢nich modifikaci m& vyznamnou roli v fasinkach a bic¢icich, kde ovliviuji
mikrotubularni struktury axonemy. Vyjimecné hojné zastoupeny jsou také v neurondlni
tkani. Vyznam posttranslacnich modifikaci vSak zistdval mlhavy, dokud nebyly
identifikovany enzymy, které je zpisobuji. Identifikace téchto enzymii v modelovych
organismech pfedstavuje pokrok v porozuméni fyziologickym tlohdm posttranslacnich
uprav a jejich spojitosti s patologiemi — ty mohou byt zplisobeny mutacemi v genech
kédujicich enzymy, které Upravy tubulinu katalyzuji. Biologické efekty jednotlivych
uprav tubulinu jsou na prvni pohled slabé, béhem vyzkumi byly €asto prehlédnuty, ale
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mohou byt vyznamnymi rizikovymi faktory pomalu se rozvijejicich onemocnéni a jsou
dilezité pro to, jak se divime na ulohu cytoskeletu v patogenezi. Siroka s$kala
posttransla¢nich modifikaci (at’ uz projev jedné nebo kombinace) miize vSak vytvofit
chemické rozdily tak veliké, Ze uz biologickou odpovéd’ vyvolaji [19]. Naptiklad zvySena
detyrosinace tubulinu v neuronech vede in vivo ke zruseni preference kinesinu-1 pfejit na
axony, coZ naznacuje, Ze prave tyrosinace by mohla stat za navigaci kinesinu-1 na axony
[20]. In vitro single molecule experimenty tuto hypotézu vSak nepotvrdily — zda se tedy,
ze za biologickym projevem bude stat kombinace nékolika faktort, které do studii in vitro
zafazeny nebyly. Je tak vhodné studovat jak jednotlivé posttranslacni modifikace
samostatng, tak 1 modely zahrnujici jejich kombinace.

Vzhledem k tomu, ze mikrotubuly jsou zcela zasadni pro vSechny sav¢i bunky,
deregulace modifikaci tubulinu mohou vést k fadé¢ patologii — neurodegenerativni
onemocnéni, poruchy krevnich desticek, rakovina (bunécéné dé€leni), ciliarni poruchy.
Vime naptiklad, Ze mutace genu zpusobujiciho polyglutamylaci v Purkynovych buiikdch
vede k nahromadéni polyglutamatovych zbytkli v oblastech nervového systému
naruSenych degeneraci [21,22].

Posttranslacné modifikované mikrotubuly se vyznacuji svou stabilitou
a dlouhovékosti. Naptiklad detyrosinace je v mnoha bunécnych typech pfitomna ve
zvysené mife na dlouhovékych mikrotubulech [23]. Detyrosinace vsak nestabilizuje
mikrotubuly sama o sob& [24]. Je znamo, Ze mikrotubuly depolymerizujici kinesiny-13
preferencné depolymerizuji ty mikrotubuly, které jsou naopak tyrosinované [25].

Tubulin prochézi fadou posttranslacnich modifikaci, z nichz vétSina mtze byt jak
na a, tak B podjednotce. Enzymatické fizeni téchto uprav je vyuzivano ke studiu jejich
vlivu na buné¢né pochody. Lokalizace posttranslacni modifikace na tubulinu urcuje, jaky
vliv bude dan4 uprava mit na funkci mikrotubulu. Mnohé posttransla¢ni modifikace jsou
pfitomny na C-konci a- i B-tubulinu [26,27]. JelikoZ C-konce vyc¢nivaji na vn&j$im
povrchu mikrotubult a jsou kliCovym mistem interakce s MAP, byly navrzeny hypotézy,
7e detyrosinace, glutamylace a glycylace by mohly regulovat interakci a aktivitu MAP
a molekularnich motorti [19,28,29]. Posttranslacni upravy nemusi byt pfitomny jen na

flexibilnich koncich, ale také na zbytcich zakomponovanych v téle tubulinu [30].
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Acetylace

Obrdazek 4 Schematické zndazornéni nékterych posttranslacnich modifikaci na a-f-tubulinovém dimeru.
Polyglutamylace a polyglycylace jsou specifické pro vycnivajici C-konec, zatimco acetylace je
zabudovana v téle tubulinu. Prevzato a upraveno [31].

Tubulin pouzivany v experimentalnich studiich je nej€astéji izolovan z neuronalni
tkan€ prasat nebo mysi a obsahuje ndm neznamé mnozstvi riznych typt posttranslacnich
modifikaci. Pro lepsi kontrolu nad vyzkumem se tak stdva klicovym vyuziti néastroji
genového inzenyrstvi. Zejména genetické upravy u mysi, umoziujici regulaci pomoci
inaktivace enzymu katalyzujicich jednotlivé posttranslacni modifikace tubulinu, jsou
dilezitym prostfedkem ve vyzkumu mikrotubulii a mikrotubularnich systému. Nejhojné;ji
zastoupenou modifikaci tubulinu v nervovém systému dospélého savéiho jedince je
(poly)glutamylace [32,33]. Ta méa v neuronech vyznamnou roli, nejspiSe reguluje

motorové proteiny a MAP.

2.2.2 Polyglutamylace

Polyglutamylace je progresivni adice glutamétii na y-karboxylovou skupinu jednoho nebo
vice glutamatovych zbytkl v blizkosti C-konce polymerizovaného tubulinu [16,34].
ZvySené mnozstvi polyglutamatovych fetézcli nachazime v centriolach centrosomil a na
délicim vieténku v bunkach ve fazi déleni. V neuronech je polyglutamylace hojné
pfitomna zejména béhem diferenciace. Udrzuje homeostazu neurontli a zajiStuje axonalni

transport na dlouhé vzdalenosti a nervové spojeni skrze synapticky prenos.
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U fasinek a bi€ikll se polyglutamylace vyskytuje pfedevSim v axonemadlnich
mikrotubulech a zajistuje jejich motilitu, roli hraje 1 ve spermatogenezi a pohyblivosti
spermii. Nedostate¢na polyglutamylace miiZze narusit motilitu fasinek, naopak nadmérna
glutamylace tubulinu mize fasinky destabilizovat a zkracovat [35].

(Poly)glutamylace je oproti jinym posttranslaénim modifikacim heterogenni
v tom, Ze se mize vyskytovat jak na a-, tak na B-tubulinu a maze tvofit jak kratké, tak
dlouhé fetézce. a- i B-tubulin navic maji né€kolik potencidlné modifikovatelnych mist
[36,37].

Stejn¢ jako mnohé dalSi posttranslacni modifikace mulze polyglutamylace
ovliviiovat interakce proteini s mikrotubuly [38] a stimuluje enzymatické Stépeni
mikrotubulii [39]. Dale ovlivituje motilitu motorovych proteinii kinesinu-1 [40] a dyneinu
[41].

Polyglutamylace tubulinu je posttranslacni modifikace mikrotubuldrniho
cytoskeletu, ktera je zavadéna enzymaticky pomoci enzymil z rodiny tubulintyrosinligase
podobnych proteinii (TTLL, z anglického ,,tubulin tyrosine ligase-like®) [42]. Zpétna
reakce, tedy deglutamylace, je katalyzovana deglutamylasami z rodiny cytosolickych
karboxypeptidas (CCP, zanglického ,.cytosolic carboxypeptidase®). Specifi€nost
glutamylas je ddna jejich preferenci pro izotypy a- nebo B-tubulinu nebo pro iniciaci ¢i
elongaci glutamatovych fetézcii. V mysich modelech bylo ukdzano, Ze polyglutamatoveé
fetézce jsou na a-tubulin zavadény glutamylasou TTLL1 [43] a na B-tubulin glutamylasou
TTLL7 [44]. Nadmérné nahromadéni polyglutamylace v neuronech zplisobuje jejich
degeneraci a narusuje axonalni transport [45].

U mysi, kterym chybi deglutamylasa CCP1, se polyglutamylasa TTLL1 uc¢astni
hyperglutamylace zplsobujici degeneraci Purkyiiovych bun¢k a myelinovanych axont
perifernich nervii [45]. Naopak ztrata TTLL1 zplsobuje snizenou motilitu dychacich
fasinek [46] ¢i infertilitu mySich samct [47]. Fyziologické projevy po ztraté ¢i zvySeni
aktivity enzymili spojenych s glutamylaci tubulinu jsou dikazem vyznamu

posttransla¢nich modifikaci v homeostaze organismi.

5 g—— %

Deglutamylasa

Obradzek 5 Enzymatickad regulace polyglutamylace tubulinu. Prevzato a upraveno [48].
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Enzymatickd aktivita TTLL enzymi byla poprvé charakterizovdna v neuronalni
tkani, kde je polyglutamylace nejhojnéji zastoupenou posttranslaéni modifikaci [49].
Prvotni biochemické studie enzymatické aktivity neurondlni polyglutamylasy ukézaly
zvyseni polyglutamylace béhem brzkych stadii vyvoje mozku, kdy je cytoskelet velmi
dynamicky a vyzaduje rychly obrat mikrotubuli, a tedy i jejich posttransla¢nich
modifikaci. V pozd¢jSich stadiich vyvoje mozku jsou stabilni mikrotubuly vysoce
polyglutamylovany, zatimco celkova aktivita enzymu je jiz nizsi [50].

Enzymy s TTLL doménou ptidavaji aminokyselinové zbytky na tubulin béhem
RNA-independentni enzymatické reakce. TTLL1 a TTLL7 iniciuji pfidavani
glutamylového postranniho fetézce pfidanim prvniho postranniho zbytku na
v-karboxylovou skupinu glutamatu zakomponovaného v tubulinu pfes isopeptidovou
vazbu. Takto iniciovany postranni fetézec mulze byt aktivitou enzymu TTLL7 dale

prodlouZen, ¢imz vnika polyglutamatovy fetézec [42,51].
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Obrdzek 6 Glutamylace probiha ve dvou krocich: iniciace a elongace. Iniciace sestava z adice
glutamatovych zbytkit na y-karboxylovou skupinu glutamatu polypeptidového retézce. Pri elongaci je
nékolik dalsich glutamatii pridavano na a- nebo y-karboxylovou skupinu glutamdtu zavedeného béhem
iniciace. Prevzato a upraveno [52].

Rozsah posttranslacnich modifikaci tubulinu mize byt kontrolovan na nékolika
urovnich, napfiklad pfitomnosti enzymil. Pro vyzkumné ucely miiZze byt enzymaticka

aktivita inhibovana inaktivaci ptislusného genu pomoci nastrojii genového inZenyrstvi.
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Vzhledem k tomu, kolik zasadnich funkci mikrotubuly plni v neuronech, neni
piekvapenim, ze mnohd neurodegenerativni onemocnéni souvisi pravé s mikrotubuly
a jejich asociovanymi proteiny [53]. Pfesné cytoskeletalni mechanismy, které jsou
v téchto onemocnénich naruSovany, vSak stale nejsou zcela objasnény. Komplexita
tubulinového kédu na povrchu mikrotubultl a dopad zmén v jejich struktufe na bunécéné

pochody pouze zac¢inaji byt odhalovany.

2.3 Mikrotubularni molekulové motory

2.3.1 Definice a funkce motorovych proteint

Dynamika a funkce mikrotubulii jsou modulovany interakcemi s asociovanymi proteiny
¢i s molekulovymi motory. Dvéma hlavnimi rodinami mikrotubularnich motorovych
proteint jsou kinesiny a dyneiny. Kinesiny se pohybuji po mikrotubulu smérem k plus
konci, dyneiny se naopak pohybuji k minus konci, pficemz oba tyto proteiny funguji za
hydrolyzy ATP. Rodina kinesinii zahrnuje téz nepohyblivé proteiny, které mohou
naptiklad depolymerizovat mikrotubuly. Dyneiny jsou soucasti axonem v pohyblivych
fasinkéch a bicicich, kde vytvari silu pohanéjici jejich pohyb.

Molekulové motory vytvareji sily, které mohou byt buikou vyuzity
k nejriznéjSim Gcellim, zejména pro vnitrobunécny transport. V neuronech jsou naklady
transportovany od téla bunky az k synapsi na dlouhou vzdalenost [54]. Krome¢
transportnich funkci motory generuji sily také pro pohyb fasinek [55] a pro

samoorganizaci svazkl mikrotubulii mitotického vieténka [56].

2.3.2 Kinesin-1

Kinesiny jsou rozmanitou rodinou ATP-dependentnich motorovych proteini.
Transportuji ndklady podél mikrotubulii a ovliviluyji samotnou organizaci
mikrotubularnich siti [57]. Pohybuji se smérem k plus konci mikrotubulu, vyjimkou je
vSak kinesin-14, ktery se pohybuje ve sméru opaéném. VSechny kinesiny maji spole¢nou
motorovou doménu o velikosti pfiblizné¢ 40 kDa, kterd jim poskytuje Sirokou Skalu
motilitnich a remodelacnich mechanismi. Konkrétni mechanismy zavisi na drobnych

zménach ve struktuie motorové domény.
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Vsechny kinesiny sdili stejnou zakladni doménovou organizaci: motorova
doména s vazebnymi misty pro ATP a mikrotubuly (hlavicka), alfa-helikalni dimeriza¢ni
doména (kréek), stopka a ocasek, ktery slouzi jako receptor a interaguje s vezikulami

nebo organelami pies lehké fetézce [58].

Kinesin-1
] Ocasek
} Stopka
Kréek

Hlavicka

s motorovou doménou

Obrazek 7 Struktura kinesinu-1. Prevzato a upraveno [59].

Pozice motorové domény se u jednotlivych typt kinesint lisi, v piipadé
kinesinu-1 se nachazi na N-konci [60] . Kinesiny, které maji motorovou doménu na
N-konci pohanéji tizeny transport k plus konci; motorova doména na C-konci pohéni
transport k minus konci. Kinesiny s motorovou doménou uprostied proteinu
depolymerizuji mikrotubuly.

Kinesiny ¢asto slouzi k transportu navdzaného nékladu, ktery je zajist€n pohybem
motorového proteinu podél mikrotubulti. Pfesny mechanismus tzv. kra¢eni kinesinii neni
zcela objasnén. Znamo vsak je, ze ATP je po vazb¢ na motorovou doménu hydrolyzovano
a uvolnénd energie je pouzita na zménu konfigurace proteinu, ¢imz se kinesin posune
ptiblizn¢ o 8 nm [61]. Plynuly pohyb podél mikrotubult je zajistén opakovanim tohoto
,.kroku®.

Kinesiny jsou zékladnim aktérem rychlého axonélniho transportu [62], slouzi
naptiklad k transportu mitochondrii. Transport mitochondrii v riznych bunéénych
typech riiznych tkani je prostorové regulovan tak, aby odpovidal na lokalni pozadavky
potfeby produkce energie a signalizace vapenatymi ionty, ktera je zvlasté dilezita
v neuronech z diivodu jejich délky a potieby transportu na velkou vzdalenost [63].
Rychly axonalni transport s rychlostmi mezi 0,25 — 1 um's' je pohanén kinesiny
v anterogradnim sméru od téla bunky k distdlnim ¢astem axonu a k synapsi. Retrogradni
transport pak zavisi na dyneinech, které se pohybuji smérem k télu buniky, k minus konci

mikrotubulu [64]. Tento dvousmérny transport mitochondrii podél axonalnich

21



mikrotubuld vyuZivd ve vSech eukaryotnich bunkéach stejné molekularni motory
a stejné principy. V kontrastu s uniformni polaritou v axonech obsahuji dendrity
mikrotubuly se smiSenou polaritou, pficemz uhrnny pocet plus a minus koncii na povrchu
bunky je zhruba stejny. Z tohoto diivodu urcuje orientace mikrotubularnich ,,koleji* smér
transportu a druh zic¢astnéného motoru [65,66].

Kinesin-1, prvni objeveny protein z rodiny kinesinl, je heterotetramericky
motorovy protein sloZzeny ze dvou identickych motorovych podjednotek a dvou lehkych
fetézcli. Rozvoj analyzy na urovni jedné molekuly a zjisténi, ze jednotlivé molekuly
kinesinu-1 se pohybuji procesivné podél mikrotubull [67], umoZnily méfeni kroku a sil
jediného motoru. Pozd¢jsi studie ukazaly, Ze kinesin-1 hraje dlileZitou roli v transportu

vvvvvv

protein anterogradniho mitochondrialniho transportu v axonech [69].

Obrdazek 8 Zobrazeni motorové domény kinesinu na tubulinovém dimeru vytvorené v softwaru PyMOL.
Sedé je zobrazen povrch komplexu, barevné jsou rozliseny jednotlivé proteiny: modie a-tubulin, zelené
B-tubulin, magentou tézky fetézec kinesinu-1. Cervené jsou zobrazeny molekuly GDP na f-tubulinu
a GTP na o-tubulinu. PDB kod 3J8X, a- a p-tubulin pochdzi z prasete divokého, kinesin-1 z lidskych
bunék, struktury byly vyreseny pomoci kryoelektronové mikroskopie [70].
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3. Cile prace

Tato prace se zamétuje na studium mikrotubuldrnich procest v in vitro rekonstituovanych
systétmech. Cilem prace je pomoci fluorescenéni mikroskopie uplného odrazu

a interferencni reflekcni mikroskopie sledovat:
1. Vliv pritomnosti posttranslacnich modifikaci na pohyb molekuldrniho motoru

kinesinu-1 podél mikrotubul

2. Vliv polyglutamylace na polymerizaci mikrotubul

23



4. Material a metody

4.1 PouZité proteiny a chemikalie

ATP
DTT
EGTA
Glukosa
Glukosa katalasa
Glukosa oxidasa
GMPCPP
GTP
Kasein
KOH
MgCl
Monoklonalni protilatka proti biotinu
Monoklonalni protilatka proti B-tubulinu
PBS
PIPES
Pluronic F127
Polysorbat-20
Tubulin:
Biotinylovany tubulin

HeLa tubulin
HiLyte647-tubulin
Rhodamin-tubulin

WT, T7KO, TIT7KO tubulin

Voda nanopure

Jena Bioscience, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jena Bioscience, Némecko
Jena Bioscience, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Cytoskeleton Inc., USA

Carsten Janke Laboratory, Institut Curie,
Pariz, Francie

Cytoskeleton Inc., USA

Cytoskeleton Inc., USA

Carsten Janke Laboratory, Institut Curie,
Pariz, Francie

GORO, Ceska republika
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4.2 PouZité pristroje

Analytické vahy LAG 1241
Centrifuga Microfuge® 18 Centrifuge

s vestavénym rotorem MM-TB-001
Kamera sCMOS ORCA-flash 4.0 LT
Lasery LU-N4/N4S
LED lampa Intensilight C-HGFIE
Magnetické michadlo s ohfevem RCT basic
pH metr inoLab® pH 720
Stolni centrifuga Z 100 M
Tepelny inkubator Thermo-Shaker
T¢lo mikroskopu Ti-E Eclipse

VWR International, USA
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Hamamatsu Photonics, Japonsko
Nikon, Japonsko

Nikon, Japonsko

IKA, Némecko

WTW, Ceska republika
Hermle, Némecko
UniEquip, Némecko
Nikon, Japonsko

4.3 Purifikace protein(

Neuronalni tubulin byl purifikovan z mozki prasat dle [71]. HelLa tubulin a mysi
neuronalni tubuliny (pfirozena forma, inaktivace enzymu TTLL7 a dvojita inaktivace
enzymt TTLL1-TTLL7) byly dodany z laboratoife Carstena Jankeho (Institut Curie,

Patiz). Rekombinantni kinesin-1 byl purifikovan dle protokolu uvedeného v Priloze 1.

4.4 Ptiprava mikrotubul a kinesinu

Mikrotubuly byly polymerizovany in vitro z tubulinovych dimert ptipravenych dle
piedchoziho odstavce. Rhodaminem znaceny tubulin byl pfipraven smisenim vlastniho
izolované¢ho tubulinu s rhodamin-tubulinem v hmotnostnim poméru 5 : 1. Tubulin
znaceny fluorescencni znackou HiLyte647 byl pfipraven smisenim vlastniho izolované¢ho
tubulinu s HiLyte647-tubulinem v hmotnostnim poméru 20 : 1. Biotinylovany tubulin byl
piipraven smisenim vlastniho izolovaného tubulinu s biotinylovanym tubulinem
v hmotnostnim poméru 50 : 1.

Mikrotubuly byly polymerizovéany v pufru BRB80 (PIPES 80 mmol-dm™, MgCl,
1 mmol:dm=3, EGTA 1 mmol-dm™3, pH 6,8 upraveno KOH) s GMPCPP o koncentraci
300 pmol:dm™ z tubulinu o koncentraci 72,7 pumol:dm=3. GMPCPP je pomalu
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hydrolyzujici analog GTP pouzivany k pfipravé stabilnich mikrotubult, které pii
laboratorni teplot¢ samy nedepolymerizuji. Mikrotubuly byly ponechany polymerizovat
30 min pti 37 °C a poté byly centrifugovany po dobu 5 min pii 14 000 x g. Po odebrani
supernatantu byla peleta rozpusténa v pufru BRBSO0.

V experimentu zkoumajicim interakci kinesinu-1 s mikrotubuly (oddil 5) byl
kinesin-1 (rkin-430-GFP o koncentraci 79,4 mol-dm~) ziedén v motilitnim pufru
(BRB80, DTT 10 mmol-dm™=, ATP 1 mmol-dm=, polysorbat-20 0,01 % (w/v), kasein
1,04 umol-dm=, glukosa 20 mmol-dm™, glukosa oxidasa 1,53 pmol-dm™, glukosa
katalasa 83,3 nmol-dm™) v rliznych koncentracich uvedenych ve vysledcich. Kinesin
rkin-430-GFP je kratky konstrukt kinesinu-1 (KIF5b) zkraceny pouze na aminokyseliny
1 — 430, obsahuje tedy motorovou doménu a je zkracen o lehky fetézec, ktery in vivo
slouzi k vazbé nakladu.

V experimentu zkoumajicim vliv polyglutamylace na polymerizaci mikrotubult
(oddil 6) byla pfipravena nukleacni centra v piitomnosti GMPCPP o koncentraci
1 mmol-dm= v pufru BRB80. Tubulinové dimery pro dalsi polymerizaci z téchto
nukleacnich center byly zfedény na koncentraci 8 pmol-dm~ v polymerizaénim pufru
(BRB80, GTP 4 mmol-dm, glukosa 80 mmol-dm~, methylcelulosa 0,2 % (w/v), glukosa

oxidasa 1,53 umol-dm, glukosa katalasa 83,3 nmol-dm™3).

4.5 Priprava vzorku

Podlozni mikroskopicka skla byla pokryta vrstvou dichlordimethylsilanu [72] za Gcelem
vytvoteni hydrofobniho povrchu. Jedno vétsi sklo o rozmérech 22x22 mm a jedno mensi
sklo o rozmérech 18x18 mm byly spojeny prouzky parafilmu, ¢imz byly na dvojitém skle
vytvoieny pritokové kanalky. Takto ptipravené sklo bylo nasledné 5 min inkubovano
s monoklonalni protilatkou (proti biotinu, o koncentraci 4,17 pmol-dm=, nebo proti
B-tubulinu, o koncentraci 20,0 pmol-dm—, v PBS) a nasledné byl povrch skla zablokovan
1% (w/v) roztokem Pluronic F127 (inkubovéano 60 min). Mikrotubuly byly naplaveny do

kanalku a pfichyceny skrze vazbu na protilatku na povrchu skla.
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4.6 Fluorescencni mikroskopie s Uplnym vnitfnim odrazem

Mikroskopické zobrazeni jednotlivych molekul proteinil a proteinovych komplexti bylo
umoznéno vyvojem pokrocilych technik optické mikroskopie, zejména mikroskopie
fluorescenéni a pozdéji 1 mikroskopice superrozliSovaci. Rozvoj poznani fungovani
cytoskeletu nastal zejména s pfichodem TIRF (fluorescence s tiplnym vnitinim odrazem,
z anglického ,.total internal reflection fluorescence®) mikroskopie [73]. Ta se stala
rozsifenou technikou pro studium dynamiky cytoskeletalnich vldken [72,74] a pozorovani
jednotlivych molekul motorovych proteint [75].

TIRF je mikroskopickd metoda zaloZend na uplném odrazu excita¢niho paprsku
na rozhrani dvou prostfedi s riznymi indexy lomu. Pfi Gplném vnitinim odrazu paprsku
na rozhrani prasvitného materidlu (v naSem piipad¢ mikroskopické sklicko) a tekutiny
(pufr s biomolekulami) vznikne velmi tenké elektromagnetické pole o stejné frekvenci
jako dopadajici zafeni. Toto elektromagnetické pole se nazyva evanescentni vlna (viz
Obrazek 9) a je jim excitovana tenka vrstva vzorku, v niZ jsou detekovany fluorescencné
oznacené molekuly. K excitaci pouze tenké vrstvy dochazi v disledku exponencialniho
poklesu intenzity evanescentni vlny (viz rovnice (4)) se vzdalenosti od povrchu pevného
materidlu (sklicka). Excitovana vrstva byva hluboké zhruba od 30 do 300 nm v zavislosti
na indexech lomu, thlu dopadu a vinové délce excitacniho paprsku [76]. Pro porovnani
je v ptipad€ konfokalni mikroskopie excitovana vrstva ptiblizn¢ pétkrat tlustsi) [77].
Vyhodou takto malé ozatfené oblasti je vysoky pomér signalu k Sumu (Sum je vice nez
dva tisice krat niz$i nez u klasické epifluorescencni mikroskopie [78]), dale to, Ze
nesnimame zadnou fluorescenci mimo zaostfenou oblast, a ze vzorek je celkové vystaven

mensi davce zafeni.

evanescentni vina

vodné 4 hloubkapenetrace
prostiedi : evanescentni viny
= [ ] d
(n,=1.33) | -\ (@)
sklo
(n, =1,52)

odrazeny
laserovy paprsek

Obrazek 9 Evanescentni vina.
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Uvazujme kolimovany svételny paprsek $itici se z opticky hustsiho prostiedi skla
(n;) do opticky tidsitho vodného prostiedi (n2). Na rozhrani téchto dvou prostiedi se

paprsek lame podle Snellova zakona:

n, sin6; = n, sin 6,
(1)

kde n; je index lomu hustSiho prosttedi, n2 index lomu tidSiho prostfedi, 8; tthel dopadu
a 6> tihel lomu. Je-li uhel dopadu vétsi nez tzv. kriticky uhel (6x), kterému odpovida uhel
lomu 90 °, pak paprsek podléha uplnému vnitinimu odrazu.

Zakladnim principem TIRF mikroskopie je prichod excitatniho paprsku
sklickem pod velkym thlem dopadu. Lom a odraz svétla na rozhrani zavisi na thlu
dopadu a rozdilu mezi indexy lomu skla (7,) a vodného prostiedi vzorku (n.). V ptipadé
TIRF mikroskopie paprsek svétla vzorkem neprochazi a je na rozhrani skla a vody aplné

odrazen pod tzv. kritickym thlem (6):

0, = arcsin(n,/n;)
2)

Hloubka evanescentni viny je funkci tthlu dopadu, 6, vinové délky laserového

paprsku, Ao, a rozdilu indexti lomu prostiedi n; a n>:

Ao
d =
41t \[n? sin20 — n2

3)
Intenzita evanescentni vilny exponencidlné klesa se vzdalenosti od povrchu

sklicka:

I (z) = Iy exp(—z/d) "

kde Iy ptedstavuje intenzitu dopadajiciho laserového paprsku, z je vzdalenost na kolmici
k rozhrani skla a vodného prostfedi a d je hloubka penetrace evanescentni viny.

S nizkou hladinou osvétleni a vysokym prostorovym rozliSenim je TIRF
mikroskopie kliCovou zobrazovaci metodou bunécnych komponent jak in vivo, tak
in vitro. Po imobilizaci cytoskeletalnich vlaken na povrchu sklicka Ize TIRF mikroskopii
vyuzit k vizualizaci interakci mikrotubulll s jejich asociovanymi proteiny a ke studiu

dynamiky mikrotubulérnich systému.
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V experimentalni ¢asti této prace byl pouzit invertovany mikroskop s olejovym
imerznim objektivem (1,49 N.A.) o zvétSeni 60x. K excitaci fluorofory byly pouzity
lasery o vlnovych délkach 488 nm, 561 nm a 640 nm. Mikroskop byl téz vybaven LED

lampou pro interferencni reflekéni mikroskopii. Méteni probihala pii laboratorni teploté.

4.7 Interferencni reflekéni mikroskopie

Vedle prave popsané TIRF mikroskopie byly snimky na uvedeném mikroskopu potizeny
téz pomoci interferencni reflekéni mikroskopie (IRM, z anglického ,interference
reflection microscopy*‘). Tuto metodu lze pouzit pro studium dynamickych procest bez
potieby odliseni jednotlivych komponent pomoci fluorescence. IRM je vhodna metoda
zejména, hrozi-li poSkozeni pozorovaného vzorku fotobélenim (angl. ,,photobleaching®)
¢i nechténa interakce fluorofor se studovanymi proteiny [79], zatimco poskytuje
zobrazeni mikrotubulll v kvalité¢ srovnatelné se snimky ziskanymi pomoci TIRF diky

podobnému pomeéru signalu k Sumu [80,81].

IRM miiZe byt provedena na TIRF mikroskopu, ktery je vybaven vysokouc¢innym
zdrojem svétla. Obraz objektu na povrchu skla je vytvofen pomoci linearné
polarizovaného svétla, které se ¢aste¢né odrazi na rozhrani skla a vodného prostiedi. Cast
svétla projde vzorkem a odrazi se na rozhrani vodného prostiedi pufru a biologického
objektu — mikrotubulu (viz Obrdzek 10). Intenzita signalu zavisi na vzdalenosti objektu
od povrchu skla. Pokud je objekt imobilizovan na povrchu skla, dojde po odrazu svétla
od povrchu skla k posunu o polovinu vinové délky ptivodniho paprsku. Svétlo, které se
odrazi od biologického objektu bude ve fadzovém posunu oproti svétlu, které se odrazi od
skla — paprsky se navzajem vyrusi, dojde k tzv. destruktivni interferenci, ktera se nasledné
na snimku projevi jako tmavy signal. Na mistech, kde se z4ddny biologicky objekt
nenachazi, bude detekovano pouze svétlo, které se odrazilo od skla, a vysledny signal

bude zaznamendn jako svétly pixel (viz Obrazek 11 B).
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WT (ny=1,37) , 4,—4) p:oos(:;eédi

(n,=1,33)

sklo
(n, = 1,52)

Obrdazek 10 Schematické znazornéni interferencniho odrazu zpiisobeného mikrotubulem na skle.
Mikrotubulus je od skla oddéleny tenkou vrstvou o primeéru d. K prvnimu odrazu, Ri, dochdzi na rozhrani
skla a vodného prostredi pod vihlem 01. Lomeny paprsek prostupuje do vodného prostiedi a na rozhrani
vodného prostiedi a mikrotubulu dochdzi k druhému odrazu, Rz, pod ithlem 2. V zavislosti na vzdalenosti
d optické drahy prvniho a druhého odrazu vedou ke konstruktivni (svétly signdl) nebo destruktivni (tmavy
signal) interferenci. Prevzato a upraveno [82].

Castedny odraz je zpiisoben rozdilem v indexu lomu na rozhrani dvou materil.

Mira odrazu je dana reflekénim koeficientem, 77 :

T2 = (g —ny)/(ny +ny)

()
kde n; je index lomu prvniho prostfedi a n> index lomu druhého prostiedi.
Snimky z mikroskopického pozorovani v této praci byly ziskdny kombinaci TIRF

a reflekéni interferencni mikroskopie, viz Obrazek 11.

A TIRFM B IRM

TIRFM + IRM

Obrazek 11 A Zobrazeni fluorescencné znacenych objektii pomoci TIRF mikroskopie. Cervené jsou vidét
fluorescencné znacené mikrotubuly, zelené molekuly kinesinu-1. Cervené jsou zobrazeny neurondlni
mikrotubuly (tubulin-HiLyte647), zelené molekuly kinesinu-1 (rkin-430-GFP). B Zobrazeni neznacenych
HelLa mikrotubulii pomoct IRM. C Superpozice snimkii z TIRFM a IRM.
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4.8 Analyza obrazu

Snimky ziskané z mikroskopu byly analyzovany v softwaru Fiji [83]. Rychlost pohybu
molekul kinesinu-1 podél mikrotubulil byla vyhodnocena pomoci rozSifeni
,,KymographBuilder”. Kymograf (viz Obrdzek 12) je 1D ¢asoprostorovy diagram, ktery
znazoriuje hodnoty intenzit po pfedem definované draze za urcity Cas. Ziskan je analyzou
sekvence snimkll pofizenych v riiznych casovych okamzicich. Kinesiny se vazi
k mikrotubuliim, ujdou po nich urcitou vzdalenost a stochasticky se odvazuji. Proto byl
zkouman cas interakce (,,chtize*) molekul kinesinu s mikrotubulem a vzdalenost, kterou

béhem své chuze urazil.

d

Obrazek 12 Analyza pohybu molekul kinesinu-1 po mikrotubulech. Kymograf
predstavuje drahy jednotlivych molekul kinesinu-1. Horizontdlni osa predstavuje
vzdalenost d, vertikadlni osa predstavuje cas t. Pro ilustraci je v kymografu bile zobrazen
rozdil vzdalenosti a rozdil casu pro jednu nahodné vybranou molekulu.

Ze ziskanych vzdalenosti a ¢asti byla dale vypocitana rychlost ,,chtize* kinesinu

po mikrotubulech jako podil vzdélenosti, d, a €asu pozorovani, ¢, dle rovnice (6).

v =Ad/At
(©)
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Vzdalenost a Cas chilize kinesinu-1 po mikrotubulech byly estimovany pomoci
funkce pravdépodobnosti preziti dle Kaplana a Meiera [84]. Vypocty, grafy a statisticka
testovani byly zhotoveny v prostredi MATLAB. Funkce pravdépodobnosti pieziti byla
testovana pomoci skriptu MatSurv [85], v ostatnich piipadech byly provedeny
dvouvybeérové t-testy.

Vazebna afinita kinesinu-1-GFP k mikrotubultim byla analyzovana v softwaru
Fiji porovnanim intenzity GFP signédlu podél mikrotubulll a ptilehlého pozadi pomoci
parametru RawlntDen. Béhem méfeni byly postupné ptidavany zvySujici se koncentrace
kinesinu do pritokového kandlu. Se zvySujici se koncentraci kinesinu rostla i intenzita

dle

I = (Imax ©)/(Kq +¢)
(7)

kde I predstavuje intenzitu, ln. maximdlni intenzitu, ¢ koncentraci a K, disociaéni
konstantu. Maxima intenzita dosahla po zaplnéni vSech vazebnych mist kinesinu na
mikrotubulu. Disociacni konstanta je koncentrace kinesinu, pfi které je obsazena polovina
vazebnych mist na mikrotubulu (viz Obrdzek 13). Cim mensi je hodnota disocia¢ni
konstanty, tim vyssi je afinita kinesinu k mikrotubulim. Hodnoty disocia¢ni konstanty

byly vypocitany pomoci rozsiteni Curve Fitter v prostiedi MATLAB.

Kd c

Obrdazek 13 Nacrt vazebné kiivky ziskané z méreni intenzity fluorescence. Krivka dle rovnice (6) je
obdobnda modelu Michaelise-Mentenové. 1 je intenzita GFP signdlu kinesinu podél mikrotubulii, Imax je
maximalni intenzita, pri které jsou vSechna vazebna mista na mikrotubulu obsazena, c je koncentrace

vazajicich se molekul kinesinu a Ka je disociacni konstanta.

Rast mikrotubulii byl analyzovan pomoci stupné polymerizace, tedy délky,
o kterou mikrotubulus narostl za sledovany c¢as. Délky mikrotubulii byly zméfeny

manualné v softwaru Fiji. Diagram a t-test byly zhotoveny v prostifedi MATLAB.
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5. Vliv posttranslacnich modifikaci tubulinu na interakci molekularniho

motoru kinesinu-1 s mikrotubuly

5.1 Usporadani experimentu

Pritomnost posttranslaénich modifikaci na tubulinu je vysoce variabilni mezi tkanémi
1 v ramci jedné buiiky. Neuronalni mikrotubuly jsou vysoce heterogenni diky pfitomnosti
ruznych tubulinovych izotypl [86] a vysoké mife posttranslacnich modifikaci [17,87].
HeLa, imortalizovand bun&cna linie lidskych epitelidlnich bunék, se naopak vyznacuje
nizkou mirou posttransla¢éné modifikovanych mikrotubulti [88]. Z divodu vysokého
kontrastu mezi mélo modifikovanymi HelLa a vysoce modifikovanymi neuronalnimi
mikrotubuly byly tyto dva modely vybrany pro studium vlivu posttranslacnich modifikaci
tubulinu na interakci molekuldrniho motoru kinesinu-1 s mikrotubuly.

Interakce kinesinu-1 s mikrotubuly byla studovana na mikrotubulech, které byly
z izolovanych dimerQ a,B-tubulinu polymerizovany in vitro. Za vyuZziti mikroskopickych
technik s rozliSenim na Urovni jedné molekuly byla urCena afinita kinesinu
k mikrotubulim. Ve druhém kroku byly z méfeni (5 minut, 2 snimky za sekundu) urceny

vzdalenost, ¢as a rychlost chlize jednotlivych molekul kinesinu po mikrotubulech.

A Y anti-tubulin protilatka
A kinesin-1
L Lo
PN . S SR S
( £33 23 » O
Yt 1 1 1

podlozni sklo

Obrdazek 14 A Schéma provedeni experimentu. Mikrotubuly polymerizované in vitro byly naplaveny
do kanalu pripraveného na podloznim skle. Mikroskopické pozorovani bylo provedeno TIRF technikou
na povrchu skla, k némuz byly mikrotubuly prichyceny pomoci protilatky proti f-tubulinu. B Snimek
z mikroskopického pozorovani. Cervené jsou zobrazeny neurondlni mikrotubuly, ¢erné HeLa mikrotubuly
a zelené molekuly kinesinu-1.

33



Pro méfeni vazebné afinity byly vzorky se zvySujici se koncentraci kinesinu-1
postupné piidavany do jednoho kanalu. Pouzit¢ koncentrace kinesinu byly:
6,0 107" mgml'; 2,4 10" mgml!; 1,2 -10" mgml'; 6,0 -10? mgml";
24 -102 mgml'; 1,2 102 mgml'; 6,0 -10° mgml'; 2,4 -10° mgml?;
1,2 - 107 mg:ml™'; 6,0 - 10* mg'ml~'. Pozn. koncentrace kinesinu 6,0 - 10~' mg-ml™!

odpovida molarni koncentraci 7,94 pmol-dm™.

5.2 Vysledky

5.2.1 Vazebnd afinita

Vazebna afinita kinesinu k mikrotubulim byla uréena z intenzit signalu kinesinu na
mikrotubulech. Byla sestrojena kiivka (Obrazek 15) zavislosti intenzity na koncentraci

kinesinu v roztoku pfidaném do priitokového kanalu podlozniho skla, dle rovnice (6).

9 «10°%  Afinita kin-1 k HeLa a neuronalnim MT

intenzita [AU]
SN

HelLa MT
neuronalni MT

-1 1 1 1 1 ]
0,05 0,1 0,15 0,2

koncentrace kin-1 [mg-ml'1]

Obrdazek 15 Afinita kinesinu-1 k HeLa a neurondlnim mikrotubuliim. Na zdkladé jednoho nezavislého
meérent, za pouziti IRM a TIRF mikroskopie. Pro kazdou koncentraci bylo analyzovano pét mikrotubulii
kazdého druhu. Intenzita vazaného kinesinu byla spocitana s odectenim sumu pozadi. Chyboveé uisecky

predstavuji smerodatnou odchylku.
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Byly spocitany hodnoty disociac¢nich konstant pro jeden mikrotubulus pfi raznych
koncentracich, z nichz byly ziskdny pramérné disociacni konstanty se smérodatnou
odchylkou:

K, neuronaini = 1,82 - 1072 £ 0,449 - 102 AU
Kd Hera=1,61-102 £+ 0,411 -102 AU

Porovnanim vSech hodnot disociacnich konstant neuronalnich mikrotubulti oproti
hodnotam disocia¢nich konstant HelLa mikrotubula byla po provedeni dvouvybérového
t-testu, u néhoz nepredpokladame shodnost rozptyli, ziskana p-hodnota 0,51. Na hladin¢
vyznamnosti 0,05 nemiizeme zamitnout nulovou hypotézu, ze hodnoty disociacnich
konstant pro oba typy mikrotubull jsou shodné. Rozdil disocia¢nich konstant kinesinu-1
na modifikovanych neuronalnich a nemodifikovanych HeLa mikrotubulech tedy neni

statisticky vyznamny.

5.2.2 Motilitni parametry

Po provedeni experimentu (viz Obrazek 14) byly déale sledovany motilitni parametry
pohybu kinesinu-1 po mikrotubulech (Obrazek 16). Métena byla vzdalenost, kterou
molekuly kinesinu urazily po draze mikrotubulti (Obrdzek 17) a Cas, ktery na mikrotubulu
stravily, nez se odvazaly (Obrdzek 18). Kinesin-1 byl pouzit v koncentraci 1,2 ug-ml™!

(0,159 nmol-dm™).
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Obrdzek 16 Pohyb molekul kinesinu-1 po neuronalnich mikrotubulech. A Snimek mikrotubulu
(fluorescencné znaceny tubulin-rhodamin). B Snimky molekul kinesinu-1 (fluorescencné znaceny
rkin-430-GFP) v riznych casech. Snimky odpovidaji molekulam pohybujicim se po mikrotubulu

ukdzaném na obrazku A. Jednotlivé snimky byly porizeny v casech 19 s, 39 s, 59 s a 1 min 19 s. Bilé Sipky
ukazuji na jednu sledovanou molekulu kinesinu-1 ve ctyFech ¢asovych okamzicich. Zlutd prerusovand
¢ara slouzi jako osa pro lepsi viditelnost posunu sledované molekuly v ¢ase. C Draha molekuly sledované
na obrdzku B zobrazend v kymografu. Horizontalni osa predstavuje cas t, po ktery se molekula zdrzela na
mikrotubulu. Vertikalni osa predstavuje vzdalenost d, kterou molekula po mikrotubulu urazila.
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Vzdalenost urazena kin-1 po HeLa a neuronalnich MT

L & } }‘é HeLa MT
0,9 -i3<:1—‘ A R IS HeLa MT §
HL L — — —median HeLa MT
0,8 | - neuronalni MT -
L b IS neuronalni MT
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Obrazek 17 Vzddlenost d, kterou molekuly kinesinu-1 urazily po HeLa a neurondalnich mikrotubulech.
Krivky predstavuji odhad funkce pravdépodobnosti preziti p(d). Plnou carou je uvedena kiivka
pravdépodobnosti, Ze kinesin urazi urcitou vzdalenost, teckovanou carou 95% intervaly spolehlivosti
a prerusovanou ¢arou hodnoty medianii pro jednotlivé typy mikrotubulii. Uvedené hodnoty medianii

odpovidaji nejmensimu casu, pri kterém je pravdeépodobnost preziti rovna 0,5.

Porovnénim funkci pravdépodobnosti pteziti pro vzdalenost, kterou molekuly
kinesinu-1 urazily po HelLa a neuronédlnich mikrotubulech, byla ziskdna p-hodnota
2,3 -107*. Na hlading vyznamnosti 0,05 tedy miZeme zamitnout nulovou hypotézu, ze
kiivky jsou si rovny. Rozdil ve vzdalenosti, kterou molekuly kinesinu urazily po

neurondlnich a HeLLa mikrotubulech, je statisticky vyznamny.
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Cas chiize kin-1 po HeLa a neuronalnich MT
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Obrdazek 18 Cas t, po ktery se molekuly kinesinu-1 pohybovaly po drdze HeLa a neurondlnich
mikrotubulii. Krivky prredstavuji odhad funkce pravdépodobnosti preziti p(t). Plnou carou je uvedena
pravdépodobnost, Ze kinesin se bude po mikrotubulu pohybovat urcity cas, teckovanou carou 95%
intervaly spolehlivosti a prerusovanou carou hodnoty medianii pro jednotlivé typy mikrotubulii. Uvedené

hodnoty medianii odpovidaji nejmensimu casu, pri kterém je pravdépodobnost preziti rovna 0,5.

Porovnanim funkci pravdépodobnosti pieziti pro ¢as chiize molekul kinesinu-1 po
HeLa a neuronalnich mikrotubulech byla ziskana p-hodnota 0, 013. Na hladiné
vyznamnosti 0,05 tedy miZeme zamitnout nulovou hypotézu, Ze kiivky jsou si rovny.
Rozdil v ase, ktery molekuly kinesinu stravily na neuronalnich a HeLa mikrotubulech

pted tim, neZ se odvazaly, je statisticky vyznamny.
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Z casii a vzdalenosti, které kinesin urazil po jednotlivych mikrotubulech, byla

spocitana rychlost zobrazena v histogramech (Obrdzky 19 a 20).

Rychlost chtize kin-1 po HeLa MT

120 T T T T T T
|22,4()
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frekvence

40

20

0 10 20 30 40 50 60 70 80
rychlost [nm-s1]

Obrazek 19 Histogram rychlosti, kterou se molekuly kinesinu-1 pohybovaly po HeLa mikrotubulech.
Uvedend hodnota zobrazena prerusovanou carou odpovida medianu rychlosti. Frekvence predstavuje

pocet molekul, které mély rychlost z daného intervalu.
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Rychlost chuize kin-1 po neurondlnich MT

60 T T T T T T T
21,96

frekvence

0 10 20 30 40 50 60 70 80
rychlost [nm-s1]

Obrazek 20 Histogram rychlosti, kterou se molekuly kinesinu-1 pohybovaly po neurondlnich
mikrotubulech. Uvedend hodnota zobrazend prerusovanou c¢arou odpovida medianu rychlosti. Frekvence

predstavuje pocet molekul, které mély rychlost z daného intervalu.

Po provedeni dvouvybérového t-testu, u néhoz neptfedpokladdme shodnost
rozptyll, byla ziskdna p-hodnota rovna 0,07. Na hladin€ vyznamnosti 0,05 nemiiZeme
zamitnout nulovou hypotézu, ze stfedni hodnoty jsou si rovny. Rozdil v rychlosti chiize
kinesinu-1 po HeLa a neuronalnich mikrotubulech tedy neni statisticky vyznamny.

Z ptedchozich vysledkt (viz oddil Vazebnd afinita) vyplyva, Ze kinesin ma
stejnou afinitu pro HeLa a neurondlni mikrotubuly. Z histogramii (Obrdzky 19 a 20)
a ziskanych p-hodnot dale vyplyva, Ze kinesin-1 chodi déle a dale po Hela
mikrotubulech, které nejsou tolik posttranslacn€ modifikovany jako neurondlni
mikrotubuly. AvSak po porovnani histogramil (Obrdzky 19 a 20) miZeme fici, Ze se

pohybuje stale piiblizné stejnou rychlosti.
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6. Vliv polyglutamylace tubulinu na polymerizaci mikrotubul

6.1 Usporadani experimentu

Byla pozorovana mira polymerizace mikrotubulii z volnych tubulinovych dimert (viz
Obrdzek 21) v roztoku o koncentraci 8 umol-dm™. Za udelem studia vlivu pfitomnosti
polyglutamylace na polymerizaci mikrotubul byla pouzita pfirozena forma tubulinu,
u n¢hoz byla ptitomna polyglutamylace na obou izotypech (WT, z anglického ,,wild
type*), dale tubulin, u néhoz polyglutamylace chyb¢la na B-tubulinu (inaktivace enzymu
TTLL7) a tubulin, u néhoZ polyglutamylace chybéla na obou izotypech tubulinu
(inaktivace enzyma TTLL1 a TTLL7). Stupeii polymerizace byl vypocitan jako délka,
o kterou mikrotubulus narostl za dobu méfeni. V provedenych experimentech nebyl

pozorovan zadny nahly ptrechod polymerizujiciho mikrotubulu do faze depolymerizace.

1 anti-biotin protilatka

®e volné tubulinové dimery

+ rychleji polymerizujici + konec

podlozni sklo

neuronalni MT

Obrazek 21 Schéma provedeni experimentu. Na podlozni sklo byla pomoci protilatky proti biotinu
prichycena nukleacni jadra predem polymerizovand in vitro. Byly pridany volné tubulinové dimery

v roztoku a byla sledovana polymerizace z nukleacnich jader. Pouzity tubulin byl biotinylovany.
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6.2 Vysledky

Byl sledovan riist mikrotubulli z nukleaénich center po dobu 20 min snimanim pomoci
IRM rychlosti dvanact snimkii za minutu. Byly opakované potfizeny snimky jednoho
zorného pole v ¢asech 0 min, 10 min a 20 min (viz Obrdzek 22). Série snimkd byla
analyzovdna manualn€ métenim délky mikrotubull, zaznamenén byl narist jednotlivych
mikrotubuld za dobu meéfeni. Vysledné stupné polymerizace pro jednotlivé typy

mikrotubulil jsou uvedeny v krabicovém diagramu (Obrdzek 23).
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Obrdazek 22 Polymerizace mikrotubulii v ¢ase. Porovnani polymerizace prirozené formy tubulinu
s polyglutamylaci pritomnou na a- i -podjednotce (WT, ,,wild type*), tubulinu s inaktivovanou
polyglutamylact f-tubulinu (T7KO, ,, TTLL7 knockout ) a tubulinu s inaktivovanou polyglutamylact
o- i p-tubulinu (T1T7KO, ,, TTLLI-TTLL7 knockout ). MéFitko 10 um.
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Obrdazek 23 Viiv pritomnosti polyglutamylace na polymerizaci mikrotubulii. Porovnani polymerizace
prirozené formy tubulinu (WT), tubulinu s inaktivovanou polyglutamylact f-tubulinu (T7KO) a tubulinu
s inaktivovanou polyglutamylaci o- i f-tubulinu (T1T7KO). Stupen polymerizace je uveden v arbitrarnich
Jednotkach. Zobrazeny jsou mediany, spodni a horni kvartil a v pripadeé TIT7KO jedno odlehlé méreni.
Chybove usecky predstavuji smerodatnou odchylku. Analyzovano bylo 40 mikrotubulii kazdého druhu.

Pomoci dvouvybérovych t-testli byly navzajem porovnany stupné polymerizace
mezi WT — T7KO (p-hodnota = 2,20 - 102%), WT — T1T7KO (p-hodnota = 1,14 - 1073?)
a T7KO — T1T7KO (p-hodnota = 1,67 - 10'%). Na hlading vyznamnosti 0,05 miizeme
zamitnout nulovou hypotézu, Ze stupné polymerizace jsou si rovny. Rozdil ve stupnich
polymerizace tedy je statisticky vyznamny.

Z vysledkt vyplyva, ze rychlost polymerizace mikrotubuli zalezi na stupni
polyglutamylace tubulinu. MenSi mira polyglutamylace tubulinovych dimerd vede

k vyznamné&;j$i polymerizaci za jednotku ¢asu.

43



7. Diskuse

Dynamika mikrotubulti a jejich interakce s dal§imi proteiny predstavuji jeden z usttednich
aspektli fungovani cytoskeletu. Vysledky této prace odhaluji vliv posttransla¢nich
modifikaci tubulinu na mikrotubularni dynamiku a proteinovou interakci. Poskytuji
informaci o vazbé modifikovanych a nemodifikovanych mikrotubulti s motorovym
proteinem a o ristu mikrotubuld v zavislosti na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti jedné
konkrétni posttransla¢ni modifikace.

Pro ucel zkoumani interakce mikrotubuli s motorovym proteinem byl vybran
model vysoce modifikovanych neuronalnich mikrotubuli a malo modifikovanych HeLa
mikrotubulil a motorovy protein kinesin-1. Vysledky ukazuji, Ze zatimco afinita kinesinu
k obéma druhiim mikrotubull a rychlost, kterou se po nich pohybuje, jsou pfiblizné
stejné, celkova délka drahy a doba chize kinesinu jsou vyznamné vys$§i na
nemodifikovanych HelLa mikrotubulech. Dle modelu tubulinového kodu, ktery
mikrotubuly pfirovnava k silnici a posttranslacni modifikace k dopravnim znackam, si
lze ptedstavit, ze na draze bez znacek (nemodifikované HelLa mikrotubuly) se kinesin
pohybujici se stale stejnou rychlosti zdrzi déle, nez ze silnice odboci.

Vysledky afinity a motility kinesinu-1 na modifikovanych a nemodifikovanych
mikrotubulech mohou byt pfirovnany k publikovanému vyzkumu o vlivu
posttranslaénich modifikaci tubulinu na schopnost kinesinu-1 rozpoznavat
mikrotubularni drdhy béhem neuronalniho vyvoje [89], ktery naznacuje, Ze zvySeni
kombinace acetylace, detyrosinace a polyglutamylace snizuje selektivitu translokace
kinesinu-1 a vede ke tvorbé axonti. Volba porovnani vysoce modifikovanych a téméf
nemodifikovanych mikrotubull v této praci je tak pfinosnd, nebot’ i dalsi publikované
vyzkumy naznacuji, ze za mnohymi mikrotubularnimi procesy stoji kombinace nékolika
posttransla¢nich modifikaci [29,89]. Nékteré vyzkumy téZz voli studium vlivu jedné
konkrétni modifikace na kinesin-1 [20,90] ¢i na urCité mikrotubularni procesy [31].
Hodnoty rychlosti pohybu kinesinu-1 po mikrotubulech uvedené v této praci
(cca 22 nm- s~ 1) jsou vyrazné niz§i nez hodnoty uvadéné v literatuie (814 nm- s~1 [91]).
To miiZze byt dano experimentalnimi podminkami, zejména nizsi teplotou pii pozorovani,
jelikoz laboratot byla klimatizovana na cca 20 °C.

Vysledky této prace dale ukazuji, Ze pfitomnost polyglutamylace na tubulinu

snizuje rychlost, kterou se tubulinové dimery uspotfddavaji do mikrotubulii. Pfirozena
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forma tubulinu, kterd obsahuje polyglutamylaci na obou podjednotkach, polymerizovala
vyrazn€ pomaleji neZ tubulin, kterému chybéla polyglutamylace na B-podjednotce
a tubulin, ktery nemél polyglutamylaci ani na jednom izotypu tubulinu, polymerizoval
vyznamné nejrychleji. Béhem sledovani polymerizace mikrotubull s ¢i bez
polyglutamylace nebyly pozorovany z4dné ndhlé piechody mezi polymerizaci
a depolymerizaci, ackoli tyto procesy patii mezi zékladni rysy mikrotubularni dynamiky.
To muize taktéz souviset s experimentalnimi podminkami ¢i s vlastnostmi izolovaného
tubulinu. Jelikoz vSak v§echna pozorovani pro jednotlivé experimenty byla provadéna ve
stejnych podminkéch, jsou vysledky mezi sebou porovnatelné a dobie vypovidaji
o vztahu mezi polymerizaci mikrotubulil a posttranslacnimi modifikacemi.

Zaveéry této prace jsou v souladu s diive uvddénymi informacemi o regulaci
mikrotubularni dynamiky a motorovych proteint skrze posttranslaéni modifikace [31].
Tubulin bez polyglutamylace na jedné ¢i obou podjednotkach dodany z laboratote
Carstena Jankeho (Institut Curie, Patiz) byl kromé nasich experimentt sledovan v dalSich
vyzkumech [45], které odhalily fyziologické projevy rtiznych vzorcl polyglutamylace
zpusobenych riznymi enzymy. Polyglutamylace a posttranslacni modifikace
obecné maji taktéZz vysoky potencial pro budouci badani, jelikoz posttranslacni
modifikace jsou spojeny s mnohymi onemocnénimi [92], samotna polyglutamylace je

spojovana predevsim s neurodegeneraci a neuronalnim transportem [45,48].
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8. Zavér

V této bakalaiské praci byla pomoci TIRF a interferencni reflekéni mikroskopie
sledovana mikrotubuldrni dynamika a interakce s motorovym proteinem kinesinem-1
v zavislosti na posttranslacnich modifikacich tubulinu v in vitro rekonstituovanych
systémech. V prvni experimentalni Casti byla studovéana interakce kinesinu-1 s vysoce
posttransla¢né modifikovanymi a téméf nemodifikovanymi mikrotubuly. Bylo zjisténo,
ze interakce kinesinu s nemodifikovanymi mikrotubuly je delsi, ale rychlost, kterou se
tento molekularni motor pohybuje a afinita k mikrotubulim nejsou ptitomnosti ¢i
neptitomnosti posttranslacnich modifikaci vyznamné ovlivnény. Ve druhé asti této prace
bylo zjisténo, Ze ptitomnost polyglutamylace vyznamné sniZzuje rychlost polymerizace
mikrotubuli.

Vysledky této prace vypovidaji o roli posttranslacnich modifikaci
v mikrotubularnich procesech. Vzhledem k vyznamu mikrotubularniho cytoskeletu ve
vSemoznych bunéénych pochodech a k tomu, Ze posttranslacni modifikace se zdaji byt
dilezitym aktérem zajiSt'ujicim diverzitu mikrotubuld, je mozné 1 v budoucnu studovat

vlivy posttranslacnich modifikaci tubulinu jak in vitro, tak 1 v in vivo experimentech.
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Priloha 1 - Purifikace rekombinantniho kinesinu-1 (rkin-430-GFP)

s histidinovou kotvou z hmyzich bunék

Prehled pufrii:

500 mM Na-fosfatovy pufr, pH 7.5:
33,49 g Na2HPO4 + 6,59 g NaH2PO4, doplnit do 500 ml ultracistou vodou, zahfat na

40 °C pro zvyseni rozpustnosti

His Trap zasobni puft:

Koneé¢na Zasobni
Chemikalie Pridat
koncentrace koncentrace
10 % (W/v) Glycerol 100 % (w/v) 100 ml
Na-fosfatovy pufr, pH
100 mmol-dm™3 ;s 0,5 mol-dm™ 200 ml
600 mmol-dm™ KCl 2 mol-dm™ 300 ml
2 mmol-dm™ MgCl, 1 mol-dm™ 2 ml
0,2 % (W/v) Polysorbat-20 100 % (w/v) 2 ml
- ddH,O - 396 ml
— Konecny objem — 11

2 mol-dm Imidazol, pH 7.5:

6,81 g imidazolu (68,08 g'mol™") rozpustit v ultra¢isté vodé&, konecny objem 50 ml,

pH upravit na 7,5 pomoci HCI

His Trap pufr:

Kone¢na Zasobni Pridat
Chemikalie
koncentrace koncentrace
— His Trap zasobni pufr — 59,8 ml
20 mmol-dm B-merkaptoethanol 14 mol-dm™ 86 ul
0,2 mmol-dm™ ATP 100 mmol-:dm™= | 120 ul
— Konecny objem — 60 ml




Lyzacni puft:

Koneéna Zasobni Pridat
koncentrace Chemilalie koncentrace
— His Trap pufr — 25 ml
30 mmol-dm Imidazol 2 mol-dm™ 0,75 ml
1 tableta/50 ml Inhibitor proteazy 1 tableta
1x Benzonasa 4-10*x 1,25 ul
— ddH>O — 23 ml
— Konecny objem — 50 ml
Promyvaci puft:
Koneéna Chemikslic Zasobni Pridat
koncentrace koncentrace
— His Trap pufr — 10 ml
60 mmol-dm Imidazol 2 mol-dm™ 600 pl
— ddH>O — 9,4 ml
— Konecny objem — 20 ml
Eluéni puft:
Koneéna Zasobni Pridat
Chemikalie
koncentrace koncentrace
— His Trap pufr — 5 ml
360 mmol-dm Imidazol 2 mol-dm 1,8 ml
— ddH>O — 3,2 ml
— Konecny objem — 10 ml




Pracovni postup:

Pozn.: exprese kinesinu-1 byla provedena v Laboratofi strukturni biologie,
Biotechnologicky tistav AVCR. Buiiky s exprimovanym proteinem byly odstiedény
a peleta byla ulozena pii — 80 °C.

Ptiprava bunécného lyzatu:
1. Rozpustit peletu bunék ve 20 ml lyza¢niho pufru vychlazeného na 4 °C (ve tfech krocich:
nejprve pridat 10,5 ml, poté 5 ml a 5 ml).
2. Homogenizovat bunéény roztok pomoci pipety.

3. Centrifugace bunék pii 100 000 X g po dobu 60 min pii 4 °C .

Ptiprava afinitni chromatografické kolony:
1. Pfidat 4 ml 50% suspenze Ni-NTA kuli¢ek do kolony (objem kolony, CV = 2 ml).
2. Ekvilibrace kolony 5 CV ultracisté vody a poté 7,5 CV lyzacniho pufru.

Purifikace — 1. ¢ast (pii 4 °C):

1. Pridat bunécny extrakt do kolony a promichat s Ni-NTA kulickami.

2. Prenést smés Ni-NTA kuli¢ek a bunééného extraktu do zkumavky a ponechat na rotacni
titepacce po dobu 60 min.

3. Smeés Ni-NTA kuli¢ek a bunécného extraktu pienést zpet do kolony a odebrat kapalinu,
ktera kolonou protekla.

4. Promyt kolonu 8,5 CV promyvaciho pufru ve dvou krocich (nejdiive 5 CV a poté
3,5 CV) a odebrat frakce.

5. Eluce kolony 2,5 CV elu¢niho pufru, odebrat jednotlivé frakce.

Odstépeni histidinové kotvy (pii 4 °C):
1. Do kolony s 2 ml Ni-NTA a 3 ml promyvaciho pufru piidat 50 pl proteazy (4 mg-ml™).

2. Prenést smés do zkumavky a inkubovat pies noc na rotacni tfepacce.

Purifikace — 2. ¢ast:
1. Pienést smés po odstépeni histidinové kotvy do kolony a odebrat kapalinu, ktera protekla.
2. Koncentrovat roztok proteinu v koncentracni koloné (centrifugace pfi 14 000 X g,
5 min pfi 4 °C) a zméfit koncentraci.
3. Provést SDS elektroforézu pro kontrolu Cistoty ziskaného proteinu.

4. Ziskany protein uchovavat pii — 80 °C.



