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Abstrakt

Mikrotubuly slozené z heterodimeri of-tubulinu jsou nedilnou soucasti
bunééného cytoskeletu eukaryotickych organismt. Podileji se na transportu, ktery
v buiice probiha, urcuji rozmisténi membranovych organel a utvareji bunéénou polaritu.
Dale jsou soucasti dynamickych struktur, jako je naptiklad délici vieténko, ale tvoii také
stabilni struktury, jako jsou axonemy bicCiki a cilii. Mikrotubuly tedy v bunkach
a tkanich zastdvaji mnoho odlisnych funkci a musi se proto od sebe né¢jakym zptisobem
odliSovat. Pravé post-translacni modifikace molekul af-tubulinu v mikrotubulech
jsou zdrojem jejich diverzity a definuji tzv. ,tubulinovy kod“. Doposud bylo
identifikovano dvanact post-translacnich modifikaci tubulinu/mikrotubuli. Rozlusténi
mechanismi, jakymi k post-translaénim modifikacim tubulinu/mikrotubuld dochazi,
vcetné identifikace odpovédnych enzymd, je dulezitym zdrojem porozuméni dopadu

téchto modifikaci na biologické funkce.

Kli¢ova slova: tubulin, post-translaéni modifikace, mikrotubuly, acetylace,

tyrosinace, polyaminace, polyglutamylace
Abstract

Microtubules composed of af-tubulin heterodimers are an integral part of the
cellular cytoskeleton of eukaryotic organisms. They participate in the cellular transport,
determine the distribution of membrane organelles and help defining cellular polarity.
Microtubules are part of dynamic structures such as mitotic spindle, but they also form
stable structures such as flagellar and ciliar axonemes. Microtubules have many distinct
functions in cells and tissues and therefore must differ from each other in some way.
Post-translational modificationsof af-tubulin in microtubules are the major source of
their diversity and collectively define so-called tubulin code. Twelve posttranslational
modifications of tubulin/microtubules have been identified so far. Unraveling the
mechanisms involved in post-translational modifications of tubulin/microtubules,
including the identification of responsible enzymes, is an important source of

understanding of the effects of these modifications on biological functions.

Key words: tubulin, post-translational modificaton, microtubules, acetylation,

tyrosination, polyamination, polyglutamylation
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1 Uvod

Mikrotubuly jsou dynamické struktury slozené z heterodimerii af-tubulinu, které
v bunikach zastdvaji mnoho odlisSnych funkci. Aby se mohly ucastnit riznych
biologickych procesti, musi se od sebe navzajem odliSovat. Diverzita mikrotubula tak
probihé na dvou urovnich. Jednim ze zptsobu, jak buiilka od sebe navzajem mikrotubuly
odliSuje, je produkce rozdilnych izotypi o a p-tubulinu. Mikrotubuly jsou
v eukaryotickych organismech tedy slozeny z odlisSnych izotypt of-tubulinu, které
vykazuji  heterogenitu v sekvenci aminokyselin zejména v  C-koncovych
nestrukturovanych sekvencich monomerd, kde se nachézi tzv. izotyp definujici regiony.
Mensi sekvencni odliSnosti se vyskytuji i v N-koncové ¢asti (Sullivan and Cleveland,
1986). Druhou vyuZivanou moznosti je tvorba post-translacnich modifikaci, které se
nachazeji jak na volnych heterodimerech, tak na dimerech pfitomnych ve struktuie

mikrotubuli (MacRae, 1997).

Pomoci post-translacnich modifikaci jsou upravovany proteiny, které jsou
v burice syntetizovany. Timto zptisobem dochazi ke zméné¢ stavajicich vlastnosti proteinti
a muze tak byt ovlivnéna i1 bunécné lokalizace a funkce proteinu. Mnozstvim téchto
modifikaci prochazi pravé i1 tubulin v mikrotubulech, coz nasledné ovliviiuje naptiklad
jejich stabilitu, interakci s molekularnimi motory a s proteiny, které s mikrotubuly
asociuji za ucCelem stabilizace nebo naopak destabilizace, ¢i Sté€peni. Prvni
identifikovanou post-transla¢ni modifikaci tubulinu byla RNA-independentni
enzymatickd inkorporace tyrosinu (Barra et al., 1973) . Od té doby bylo nalezeno mnoho
dalSich modifikaci, které ovlivituji vlastnosti mikrotubuld, 1 kdyz mnohdy je vyznam
téchto tprav nejasny. Proto se mnoho studii snazi objasnit vliv modifikaci tubulinu na
funkce mikrotubuli. Tyto znalosti mohou byt dale vyuzity také pii porozuméni
patofyziologickym zméndm mikrotubull, které jsou spojené s mnozstvim lidskych
onemocnéni, zejména s neurodegenerativnimi poruchami jako je Alzheimerova choroba,

Parkinsonova nemoc nebo amyotrofickd lateralni skleroza.

Cilem této bakalarské prace je vytvofit piehled existujicich post-translacnich
modifikaci tubulinu a mikrotubulll v€etné souvisejicich enzymatickych procesti. Déle tato
bakalaiska prace popisuje vliv modifikaci na biologické funkce se zaméfenim na
acetylace a deacetylace a na ptipadné patofyziologické jevy souvisejici s touto konkrétni

modifikaci.



2 Struktura a funkce mikrotubulu

Mikrotubuly jsou jednou z hlavnich soucésti bunécného cytoskeletu u vSech
eukaryotickych organismu. Skladaji se z heterodimert af-tubulinu, které se dale spojuji
nekovalentnimi vazbami v linedrni protofilamenta. Obvykle tfinact protofilament spolu
lateralné asociuje a tvofi tak mikrotubuly (obrazek €. 1). Pocet protofilament tvoticich
mikrotubuly se pohybuje od jedenacti do Sestnacti a je zavisly na bunéném typu.
Naptiklad podpiirné bunky v sav¢im vnitinim uchu obsahuji mikrotubuly tvoiené patnacti
protofilamenty (Tucker et al., 1992) a naopak u Caenorhabditis elegans je vétSina

mikrotubuld v buiikach tvorena jedenacti protofilamenty (Chalfie and Thomson, 1979).

Mikrotubuly jsou jako soucéast cytoskeletu vyuzivané k transportu
prostiednictvim molekuldrnich motord, urcuji rozmisténi membranovych organel
a utvareji bunécnou polaritu. Protofilamenta a z nich sloZzené mikrotubuly jsou totiz diky
sttidani podjednotek af-tubulinu polarni, kdy na konci oznaCovaném jako minus-konec
[(-) konec] je a-tubulin a na opa¢ném konci nazyvaném jako plus-konec [(+) konec] se
nachazi B-tubulin (viz obrazek ¢. 1). Mikrotubuly tvoii také délici vieténko, které je
nezbytné pii bunééném déleni, nebot’ zajistuje rovnomérné rozdéleni chromozomii do
vznikajicich dcefinych bun¢k. Mikrotubuly jsou dale soucasti fasinek a biciki, a tak se

podili na bunééném pohybu.

af-tubulinové Protofilamenta Mikrotubulus
heterodimery

{+) konec
=24 nm—
o0
o0
0® . .

o0 oo
ap

{-} konec

JBnm

Obrazek ¢. 1: Pri vzniku mikrotubulu obvykle asociuje trindct protofilament sloZenych
z heterodimerii ofi-tubulinu. Na (-) konci se nachdzi a-tubulin a na (+) konci se nachdzi
[-tubulin. Prevzato z (Jordan and Wilson, 2004).

Mikrotubuly jsou v buiikach ukotveny svym (-) koncem v organizacnim centru

v tzv. centrozomu. Pro (+) konec je charakteristickd dynamicka nestabilita, ktera spoc¢iva
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ve stfidavém ristu a zkracovani mikrotubulli. Na kazdy volny heterodimer je navazan
GTP, ktery je po zatazeni afp-tubulinu do mikrotubulu hydrolyzovan na GDP, pficemz se
zméni konformace tubulinovych molekul a jejich vzdjemna vazba je slabsi. Pokud
dochazi k polymeraci rychleji nez k hydrolyze, tubulinové podjednotky jsou k sobé pevné
navazany a vznika tzv. GTP-CepicCka, kterd chrani mikrotubuly pted depolymeraci. Kdyz
ovSem dojde k hydrolyze dfive nez k navazani dalsi podjednotky, tak mikrotubuly za¢nou
depolymerovat. U volnych heterodimerti je GDP nahrazeno GTP, a tak se mlizou zase
ucastnit polymerace. Stabilitu mikrotubulii reguluji také proteiny asociujici
s mikrotubuly — MAP (microtubule-associated proteins). Napiiklad proteiny tau
(tubulin-associated unit) a MAP2 (microtubule-associated protein 2) stabilizuji
mikrotubuly v axonech a dendritickych bunkach (Mandelkow and Mandelkow, 1995),

naproti tomu protein stathmin zptisobuje destabilizaci (Belmont and Mitchison, 1996).

Mikrotubuly v butikach a tkanich zastdvaji mnoho odliSnych funkci a musi se od
sebe néjakym zplsobem odliSovat. Jednou z mozZnosti je produkce rlznych izotypl
af-tubulinu v bunce. Izotyp definujici regiony, ve kterych se jednotlivé izotypy lisi
nejvice, se nachazeji v C-terminalnich zaporné nabitych nestrukturovanych koncich obou
monomerl. Mensi sekven¢ni odliSnosti se vyskytuji i v amino-terminalni ¢asti (Sullivan
and Cleveland, 1986). AvSak tento zplUsob neni efektivni u nékterych nizsich
eukaryotickych organismt, které nesou gen pouze pro jeden izotyp. Proto se na odliSeni
funkéné rozdilnych mikrotubulGt dale podili mnoZstvi post-translacnich modifikaci

(MacRae, 1997).

3 Post-translacni modifikace ap-tubulinu

Post-transla¢ni modifikace jsou specifické upravy proteint, ke kterym dochazi po
jejich syntéze na ribozomech. VétSina téchto modifikaci je reverzibilni a méa vliv na
stabilitu a biologickou funkci proteinti, a také na lokalizaci v buiice. Mikrotubuly
podléhaji témto Upravam také, pficemz mohou byt modifikovany jak heterodimery

samotné, tak ity obsazené v mikrotubulech.

VeétSina modifikaci probiha na C-terminalnich koncich heterodimerti. Vyjimku
tvofi acetylace, ktera je jedinou modifikaci realizovanou v lumen mikrotubulu

(obrazek €. 2). Mezi post-translacni modifikace dale patii detyrosinace, pti které dochazi



k odstépeni C-terminalniho tyrosinu. A2 tubulin pfedstavuje modifikaci navazujici na
detyrosinaci, pfi¢emz je odstépen ptedposledni glutamat z C-konce. Polyglutamylace
a polyglycylace umoziiuji vytvofit na mikrotubulech variabilni délku téchto C-koncovych
sekvenci. Nedavno byla objevena také polyaminace. Na mikrotubulech dochazi k mnoha
dalSim post-translacnim modifikacim, a to k fosforylaci, glykosylaci, palmitoylaci,
ubiquitinaci, sumoylaci, methylaci a sukcinylaci (shrnuto v Song and Brady, 2015).

V nasledujicich letech se vSak predpoklada nalezeni dalSich modifikaci.

Glycylace/
A2 tubulin Tyrosinace/ Deglvfaflace Eestiarjlas
“* _ # Detyrosinace ¥ !
AEN ~EE w4
T+ Fosforylace = FUE
Glycylace, - E.._Glutamvlacef <
Glutamvlace/
# Deglutamylace
Deglycylace g £ b Deglutamylace

Acetylace/Deacetylace

Obrazek ¢. 2: Mista post-translacnich modifikact heterodimeru of-tubulinu (a-tubulin je zeleny,
p-tubulin je modry). Oranzové jsou oznaceny C-konce obou molekul tubulinu. Je zretelné, zZe
prave zde se odehrava vetsina modifikaci. Prevzato z (Garnham and Roll-Mecak, 2012).

3.1 Tyrosinace a detyrosinace a-tubulinu

U vétSiny izotypll a-tubulinu se na C-konci vyskytuje tyrosin, ktery miize byt
reversibilné odStépen. Nekdy se tyto reakce oznacuji jako detyrosinaéni-tyrosinacni
tubulinovy cyklus. Prvni zndmou post-translacni modifikaci tubulinu byla praveé
tyrosinace. Jednd se o RNA-independentni enzymatickou inkorporaci tyrosinu
(Barra et al., 1973), pfi niz je na C-koncovy glutamat a-tubulinu pfipojen a-peptidovou
vazbou tyrosin. Takto modifikovany tubulin se oznacuje jako Tyr-tubulin. Detyrosinace
je reakci opacnou, kterd musi tyrosinaci pfedchazet, nebot’ prevazna ¢ast izotypti obsahuje
v DNA sekvenci tyrosin kodovany pied stop kodonem. Produktem reakce je tzv.
Glu-tubulin, protoze odstépenim tyrosinu se na C-konci odkryje pfedposledni glutamat

(Arce et al., 1975).



Dlouho nebylo znamo, ktery enzym piesné katalyzuje odstépeni C-terminalniho
tyrosinu. Jako enzym zodpovédny za detyrosinaci byla oznacovana blize nespecifikovana
karboxypeptidasa (Argarana et al., 1977) az do roku 2017. Studie z tohoto roku oznacuji
za tubulinovou karboxypeptidasu (TCP) regulujici detyrosinaci vasohibin-1 (VASH-1)
v komplexu s SVBP (Small Vasohibin Binding Protein) [(Nieuwenhuis et al., 2017)
(Aillaud et al., 2017)]. Reverzibilni reakci, tedy ptipojeni tyrosinu zpét k tubulinu
katalyzuje dobie zndma tubulintyrosinligasa (TTL) (obrazek ¢. 3) patfici do skupiny
glutathion-synthetas s ATP-dependentni liga¢ni aktivitou (Galperin and Koonin, 1997).
Substratem pro TTL je samotny heterodimer (Arce et al., 1978), kdezto pro TCP jsou
substratem mikrotubuly (Arce and Barra, 1985). Soucasti stabilnich struktur mikrotubuli
je tedy Glu-tubulin, kdezto Tyr-tubulin se vyskytuje v dynamickych strukturach (Webster
etal., 1987).

3.1.1 A2 tubulin

A2 tubulin je izotyp tubulinu, ktery na C-konci a-podjednotky nema terminalni
tyrosin a glutamat. Vznikd z detyrosinovaného o-tubulinu, kterému je odstépen
»predposledni glutamat na C-konci. Takovy tubulin, jiz neni schopen retyrosinace
a z cyklu tak unikd. Vyskytuje se hlavné v mozkové tkéani (Paturle-Lafanechére et al.,
1991), kde ptedstavuje az 35 % tubulinu (Paturle-Lafanechere et al., 1994). Odstépeni
glutamatu katalyzuji cytosolické karboxypeptidasy (CCP) CCP1-6 [Berezniuk et al.,
2012; Tort et al., 2014; Berezniuk et al., 2013; Rogowski et al., 2010]. K retyrosinaci
nedochazi, protoze pro navdzdni TTL na tubulin je nezbytné, aby
C-konec obsahoval dva po sobé jdouci glutamaty (Prota et al, 2013). Odstépeni
glutamatu tedy vede k ireverzibilnim zméndm ve struktufe mikrotubulii a k jejich
stabilizaci. Proto se A2 tubulin se stejné¢ jako Glu-tubulin vyskytuje ve stabilnich
strukturach mikrotubulti v neuronech, bicicich a ciliich (Konno, Setou and Ikegami,

2012).



Heterodimer s tyrosinem Heterodimer bez C-terminalniho
na C-terminalnim konci tyrosinu

Tubulin tyrosin

ligdza
——
Polymerace
Depolymerace
mikrotubulu
mikrotubulu

Vasohibin-1
SVEP —=

Vasohibin-1 — SVBP
komplex

Mikrotubulus s C-termindlnim tyrosinem Mikrotubulus bez C-terminalniho tyrosinu

Obrazek ¢. 3: Detyrosinacni-tyrosinacni tubulinovy cyklus. Heterodimery s C-termindlnim
tyrosinem polymeruji v mikrotubuly. Vasohibin-1 v komplexu s SVBP z mikrotubulii odstépuje
C-terminalni tyrosiny. Po depolymeraci je ke vzniklym heterodimerim pripojen tyrosin pomoci
tubulintyrosinligasy. Prevzato z (Akhmanova and Maiato, 2017).

3.1.2 Enzymy ucastnici se tyrosinace a detyrosinace

Tubulintyrosinligasa (TTL) je enzym katalyzujici tyrosinaci a-tubulinu. Aktivni
misto TTL se sklada ze tfi domén N-terminalni, centralni a C-terminalni (obrazek ¢. SA).
Pro reakci je zde také nezbytna ptitomnost ATP a dvou hotec¢natych iontt (Szyk et al.,
2011). Katalytické domény TTL rozpoznavaji heterodimer af-tubulinu jako celek, coz
muze byt vysvétlenim, pro¢ dochazi kreakci pouze na C-termindlnim konci
a-tubulinové podjednotky. Jediné ona je pfi interakci s TTL orientovana tak, aby mohlo
k jeji tyrosinaci dojit. TTL rozpoznava C-konec a-tubulinu prostfednictvim vodikovych
vazeb mezi Glu441 a Glu449 na stran¢ tubulinu a Arg73, Ala75, Ser76, Ser152, Vall79
a Asnl0, Serl12, Arg44, Pro336 na stran¢ TTL a kotvi tak C-konec a-tubulinu v aktivnim
misté. Z hlediska regulace pomoci fosforylace TTL je dilezity Ser152. Mutace S152E

zpusobuje témet uplnou ztratu enzymové aktivity (Prota et al., 2013).

Jak bylo zminéno vyse, tak jedinou zndmou tubulinovou karboxypeptidasou
(TCP) regulujici detyrosinaci je Vasohibin-1 (VASH-1) doposud studovany spiSe
v souvislosti s regulaci angiogeneze. Nedavno vSak bylo zjisténo, Ze v komplexu s SVBP

katalyzuje detyrosinaci mikrotubulii. Shodly se na tom dvé nezavislé studie, kdy Aillaud



et al. identifikovali VASH jako enzym zodpovédny za detyrosinaci pomoci silné¢ho
inhibitoru, kdezto Nieuwenhuis et al. pouzili geneticky ptistup. Analyzou sekvence bylo
zjisténo, ze VASH patii do skupiny transglutaminase-like cysteine proteas a obsahuje
nekanonickou katalytickou triddu Cys-His-Ser (Sanchez-Pulido and Ponting, 2016).
Mutace v této triddé na pozici cysteinu zpusobily uplnou ztratu katalytické aktivity
(Aillaud et al., 2017). SVBP se na VASH vaze s vysokou afinitou, zvySuje rozpustnost
a sekreci VASH a zabranuje jeho ubiquitinaci. Jeho funkce je tedy podobna chaperonu
(Suzuki et al., 2010). Pokud je VASH v komplexu s SVBP je detyrosinace mikrotubulii
mnohem ucinnéjsi (Aillaud et al., 2017). Vice informaci o mechanismu enzymové
aktivity v souvislosti s detyrosinaci mikrotubulli by mohlo pfinést rozlusténi krystalové

struktury vasohibinu.

3.1.3 Funkce tyrosinace/detyrosinace tubulinu

Na molekularni urovni ma tyrosinace/detyrosinace tubulinu vliv na interakce
mikrotubult s mikrofilamenty (Marcos et al, 2009) a intermedidlnimi filamenty
(Kreitzer, Liao and Gundersen, 1999) a reguluje také napiiklad interakce mikrotubul
s molekularnimi motory nebo MAP proteiny. N&které proteiny jako tfeba EBI
(end-binding protein 1) a CLIP-170 (cytoplasmatic linker protein-170), které se
specificky vdZou na (+) konec mikrotubulll vyzaduji tyrosinaci a-tubulinu. Protein EB1
rozpozndva a vaze se na (+) konec mikrotubulu zcela autonomné, kdezto CLIP-170 se
navaze pouze v pritomnosti tyrosinovan¢ho a-tubulinu i EB1 proteinu, oba totiz obsahuji
shodny C-terminalni motiv EEY (Bieling ef al., 2008). Tyrosinace tubulinu méni také
rychlost pohybu molekularniho motoru dyneninu po mikrotubulech. V této souvislosti
byl zkoumén pohyb dyneinu v komplexu s dynaktinem a BicD2 (bicaudal D homolog 2),
které umoziuji vazbu rtiznych bunécnych struktur na dynein. Ukdazalo se, Ze rychlost
pohybu dyneinu po Glu-mikrotubulu byla ¢tyfikrat pomalejsi, nez po Tyr-mikrotubulech
(McKenney et al., 2016). Tyrosinace tubulinu ovliviiuje 1 pohyb kinesinu-1. Ten se
preferenéné pohybuje pouze po axonech, ve kterych je vysoky obsah Glu-mikrotubuld.
Jeho pfiistupu k dendritim je branéno pravé tim, ze obsahuji pfevazné mikrotubuly
sloZzené z Tyr-tubulinu. Pokud dojde k inhibici TTL, kinesin-1 je schopen se vazat
k mikrotubulim axondlnim i dendritickym (Konishi and Setou, 2009). Vyssi afinitu
kinesinu-1 ke Glu-mikrotubuliim potvrdila i in vitro studie (Liao and Gundersen, 1998).
Dale bylo zjisténo, ze se po Glu-mikrotubulu kinesin-1 pohybuje s mnohem niZsi
rychlosti, nez po Tyr-mikrotubulu (Dunn ef al., 2008).
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Spravna funkce TTL je nezbytné pro vyvoj a fungovani nervové tkané. Snizena
aktivita TTL ma negativni vliv na vyvoj nervovych bun¢k a také je spojovana s progresi
nadord. Mysi s inaktivovanou TTL umiraji v perinatdlnim obdobi. Pokud se narodi,
zemiou do 24 hodin. Dochazi u nich k dramatickym zménam ve struktufe mozku jiz
béhem prenatalniho vyvoje, dale maji respiracni poruchy a ataxii. Také maji
v non-neuralnich tkanich zvySenou expresi A2 tubulinu, avsak bez zjevného diisledku pro
vyvoj organti nebo funkci bunék. U neuronti bez TTL dochazi k morfogenetickym
anomaliim, které mohou byt zptisobeny tim, Ze rastové kony postradaji CLIP-170 (Erck
et al., 2005). Fibroblasty postradajici TTL vykazuji vady pii formovani dé€liciho vieténka
a morfologické zmény, které jsou také zplsobeny zvySenym mnozstvim Glu-tubulinu
a chybgjicim CLIP-170 (Peris et al, 2006). V nadorovych buinikach se hromadi
Glu-tubulin, coz zfejmé souvisi s potlacenim aktivity TTL béhem ristu néadort
(Lafanechere et al., 1998). Tato selektivni vyhoda rakovinnych bunék byla pozorovana
iu pacientek s nadorem prsu. Glu-tubulin se vyskytoval u 53 % sledovanych pacientek
a prevladal v 19,4 % ptipadi, u nichz byla také sledovana vysoka progrese onemocnéni
(Mialhe et al., 2001). V rakovinnych bunikach se nachdzi mnozstvi Glu- a A2tubulinu,
atim se daji odlisit od bun€k normélnich. Toho by mohlo byt vyuZzito pii lécbé

rakovinnych onemocnéni (Soucek et al., 2006).
3.2 Polyglutamylace a polyglycylace ap-tubulinu

Glutamylace a glycylace jsou post-translaéni modifikace, pti kterych dochézi
k pfipojovani kyseliny glutamové (Glu) (Eddé et al., 1990) a glycinu (Gly) (Redeker et
al., 1994) k C-termindlnim konciim o 1 PB-tubulinu (viz obrdzek ¢. 4). Zde je na
y-karboxylovou skupinu glutamatu pfipojen glutaméat nebo glycin prostfednictvim
1sopeptidové kovalentni vazby. Polyglutamatové a polyglycinové vedlejsi fetézce jsou
pak tvotfeny Glu/Gly, které se pfipojuji amidovou vazbou k a-karboxylové skupiné jiz
navazanych Glu/Gly a vznika tak mezi nimi klasicka peptidova vazba (Redeker et al.,
1991). Vyhledavanym substratem pro tyto reakce jsou spiSe nez samotné heterodimery
stabilni struktury mikrotubull (Audebert ef al., 1993). Polyglutamatové vedlejsi fetézce
mohou obsahovat az 17 glutamati (Geimer et al., 1997) a vyskytuji se hlavné
u mikrotubulll v neuronech, kde takto upraveny tubulin tvoii 40-50 % tubulinu v mozku.
Dal§i  struktury obsahujici polyglutamylované mikrotubuly jsou centrioly.
Pravdépodobné se ptes tyto vedlejsi fetézce k mikrotubullim vazou proteiny stabilizujici
centrioly, nebot’ inhibice navazanim specifickych protilatek na polyglutamylované
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vedlejsi fetézce vede k destabilizaci centriol a postupnému rozpadu celé struktury
centrosomu (Bobinnec et al., 1998). Polyglutamylované mikrotubuly se déale vyskytuji
v axonemech biciki a cilii a bazalnich téliskach [Bré et al., 1994; Lechtreck and Geimer,
2000]. D¢lici vieténka podléhaji polyglutamylaci také (Kann et al., 2003). Polyglycinové
vedlejsi fetézce obsahuji 3-34 glycini (Redeker ef al., 1994) a vyskytuji se predevsim

v axonemech biciku a cilii (Bré et al., 1996).

A Glu B
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Glu | GIF

j Glu N
Glu . : ~ Glu

H 4

i i : T 8 i, 2

B 'H\_,-’L"-\,I_ . - §~ “-r’fl\"'v"- e
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Obrazek ¢. 4: Pripojovani Glu (A) a Gly (B) podjednotek ke glutamatu na C-termindlnim konci
of-tubulinu. Prevzato z (Garnham and Roll-Mecak, 2012).

Enzymy katalyzujici tyto reakce patii do skupiny Tubulin tyrosine-like ligas
(TTLL), protoZe obsahuji homologni domény s TTL enzymy (Janke et al., 2005). Sav¢ich
TTLL je celkem 13 a déli se na specifické glutamylasy a glycylasy [van Dijk ef al.,
2007;lkegami et al., 2008]. Odstépeni glutamatu z vedlejSiho ftetézce katalyzuji
deglutamylasy — cytosolické karboxypeptidasy (CCP) (Kimura et al., 2010).

3.2.1 Enzymy ucastnici se poly-/de-glutamylace a polyglycylace

Pfipojeni kyseliny glutamové a glycinu k C-konciim af-tubulinu katalyzuji
glutamylasy a glycylasy pattici do skupiny Tubulin tyrosine-like ligas (TTLL). Doposud
je znamo 13 savéich TTLL. Mezi glutamylasy patii TTLL1, 2,4,5,6,7,9,11,a 13 [Janke
et al., 2005; van Dijk et al., 2007], kdezto TTLL3, 8 a 10 jsou glycylasy [lkegami and
Setou, 2009; Rogowski et al., 2009]. Dale se glutamylasy odliSuji v tom, ze TTLLI, 5, 6,
11 a 13 preferencné¢ modifikuji a-tubulin, avSak substritem pro TTLL4 a 7 je spise
B-tubulin. Pokud ovSem dojde k nad-expresi enzymd, tak mnozstvi z nich je schopno
modifikovat o 1 B-tubulin (Janke et al., 2005). Polymeracni reakce zahrnuje dva
kroky — iniciaci a elongaci. Nejprve se pii iniciaci navaze prvni Glu/Gly, a poté se v ramci
elongace mohou pfipojit dalsi Glu/Gly. Nékteré glutamylasy a glycylasy katalyzuji

iniciaci, jiné elongaci a podle toho se déli na iniciasy (TTLL3, 4, 5, 7 a 8) a elongasy



(TTLLS6, 10, 11 a 13). Pro elongasy je ptedchozi aktivita inicias nezbytna [van Dijk et al.,
2007; Ikegami and Setou, 2009; Rogowski et al., 2009]. TTLL10 je jedind znama savci
glycylasa s elongacni aktivitou, u lidi vSak doSlo ke ztraté elongacni aktivity zfejmé
v disledku inaktiva¢nich mutaci v genu pro TTLL10 (Rogowski et al., 2009). TTLL ale
nejspiSe iniciasa i elongasa (Mukai et al., 2009). Funkce sav¢ich TTLL2, 9 a 12 neni
upln¢ jasnad. TTLL2 a 9 postradaji podobné jako TTLL1 (Janke et al., 2005) ve své
struktufe domény dulezité pro autonomni aktivitu. Jejich enzymaticka aktivita je tak
pravdépodobné mozna jen v komplexu s dal§imi proteiny. Studie, pfi kterych byl gen pro
TTLL9 inaktivovan ukazuji, ze TTLL9 je nejspiSe a-tubulinova elongasa [Wloga et al.,
2008; Konno et al., 2016]. TTLL12 zdé se nekatalyzuje ani glutamylaci, ani glycylaci
ziejme proto, ze ji v TTL doméné chybi aminokyseliny nezbytné pro tuto enzymatickou

aktivitu. Role TTLL12 by mohla byt spiSe regulac¢ni (Wasylyk et al., 2010).

Prostorova struktura je znama pro lidskou glutamylasu TTLL7 a glycylasu TTLL3
z Xenopus tropicalis. TTLL7 je prvnim enzymem ze skupiny, u které¢ho byla krystalova
struktura objasnéna. Jiz diive bylo jasné, ze TTLL obsahuji shodné katalytické jadro
s TTL sloZené z N-terminalni, centralni a C-terminalni domény (obrazek ¢. 5A). Vyrazny
rozdil je v tom, ze substratem TTL je spiSe samotny heterodimer, kdezto pro TTLL jsou
substratem mikrotubuly. TTLL7 ma ve své struktufe navic kladné¢ nabitou doménu
vazajici mikrotubuly (c-MTBD) (obréazek €. 5B). Katalytické jadro TTLL7 rozpoznava
C-konce a a B-tubulinu, které pochézeji z rozdilnych heterodimert vyskytujicich se za
sebou v protofilamentu. c-MTBD interaguje svou N-termindlni oblasti s C-koncem helixu
H12 a svou C-terminalni oblasti s N-koncem helixu H12 protomeru a-tubulinu. Diky této
interakci mezi c-MTBD a a-tubulinem je C-konec B-tubulinu lokalizovan do aktivniho
mista. Aktivni misto TTLL7 je otevienéj$i a tvarnéjsi nez u TTL, protoze TTLL7
katalyzuje nejen iniciaci, ale i elongaci polyglutamylace, zatimco TTL katalyzuje pouze
pfipojeni tyrosinu (Garnham et al., 2015). TTLL3 neobsahuje na rozdil od TTLL7
c-MTBD, ale ma ve své struktute specifické prvky IS1 a IS2 (obrazek ¢. 5C). ISI1 se
skladd ze dvou helixi, které jsou vlozené do N-terminalni domény. IS2 je usek 138
aminokyselin a je soucasti centralni domény. IS1 1 IS2 jsou prvky nezbytné pro glycylacni

aktivitu TTLL3 (Garnham et al., 2017).

10



C-terminalni doména
centralni doména
N-terminalni doména

Obrazek ¢. 5: Porovnani krystalovych struktur TTL (A), TTLL7 (B) a TTLL3 (C). Ve strukture
TTLL7 se nachazi kladné nabita doména vazajici mikrotubuly (c-MTBD), diky jejiz interakci
s a-tubulinem se C-konec [-tubulinu dostava do katalytického mista. TTLL3 obsahuje navic
specifické prvky IS1 a IS2 nezbytné pro glycylacni aktivitu. Prevzato z (Garnham et al., 2017).

Polyglutamylace a polyglycylace jsou modfikace, které se navzajem ovlivituji (Redeker
et al., 2005). SniZeni tubulinovych glycylaci vede k tubulinovym hyperglutamylacim
anaopak. Pi inaktivaci TTLL3 bylo totiz v ciliich pozorovano snizeni mnozstvi glycylaci
pii soucasném zvyseni poctu glutamylaci (Wloga et al., 2009). To je nejspiSe zptisobeno
B-tubulinu prekryvaji. Jako glycylacni mista B-tubulinu byla pro TTLL3 identifikovana
E441 (jako hlavni glycylaéni misto), E438, E442 a E439. Glutamyla¢nimi misty na
B-tubulinu jsou pak pro TTLL7 E443, E442, E434 a E441. TTLL3 pravdépodobné
soupefi s TTLL7 o své hlavni glycylaéni misto (E441) (Garnham et al., 2017).

Odstépeni glutamatu katalyzuji cytosolické karboxypeptidasy (CCP). Jsou to
enzymy patfici zfejmé do skupiny metalokarboxypeptidas (Kalinina et al., 2007). N¢které
z nich (CCP1,4,5,6) katalyzuji odstranéni ptedposledniho glutamatu, ktery je geneticky
kodovany v tubulinu, a tim vznikd A2 tubulin. Soucasné jsou to ale také deglutamylasy,
které¢ jsou schopné zkracovat (CCP1,4,5,6) 1 upln¢ odstranit (CCP1 a CCP5)
polyglutamatové vedlejsi fetézce z af-tubulinu. Zda se, ze maji také svou substratovou
specifitu. CCP1 zkracuje polyglutamatové fetézce, ale je schopnad je upln¢ odstranit jen
v piipadné, ze byly vytvofeny katalytickou aktivitou TTLL6. Pokud se na tvorbé
vedlejsiho fetézce podili TTLL4, tak CCP1 neni schopna katalyzovat deglutamylaci. To
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preferuje spise B-tubulin (Rogowski et al., 2010). CCP5 ovSem katalyzuje deglutamlylaci
a i B-tubulinu a také je schopna odstépit z a-tubulinu oba glutamaty geneticky kodované
na C-konci a vytvofit tak A3 tubulin (Berezniuk et al., 2013). Sav¢i deglycylasy naopak
znamé nejsou. Doposud byly objeveny pouze dva enzymy s deglycylacni aktivitou

u Giardia duodenalis (Lalle et al., 2011).

3.2.2 Funkce polyglutamylace a polyglycylace af-tubulinu

Polyglutamylace a polyglycylace jsou klicové modifikace mikrotubult
v axonemech bic¢ikti a cilif. Obé tyto modifikace jsou soucésti stabilnich struktur
mikrotubuld, coz dokazuje i fakt, Ze se polyglutamylované mikrotubuly v hojné mifte
vyskytuji v neuronech stejn¢ jako A2 tubulin. Dale polyglutamylace ovlivituji ¢innost

MAP, molekularnich motori a proteint $tépicich mikrotubuly.

Ukazalo se, Ze polyglutamylace jako takova a také délka ptipojeného postranniho
fetézce ovliviiuje afinitu protein interagujicich s mikrotubuly, konkrétné¢ kinesinu,
MAPI1A, MAP1B, MAP2 a také Tau proteinu. Zatimco pro optimalni interakci mezi
mikrotubuly a kinesinem, MAP1B, MAP2 a tau proteinem jsou potiebné kratké vedlejsi
fetézce o délce nejvice tii glutamati, tak MAP1A vyzaduje pro interakce s mikrotubuly
delsi polyglutamatové fetézce [Boucher et al., 1994; Larcher et al., 1996; Bonnet et al.,
2001]. Podle toho, jakou mikrotubuly zastavaji v buiice funkci, mohou diky rtzné
dlouhym polyglutamatovym vedlejSim fetézcim interagovat s konkrétnimi proteiny.
Polyglutamylace mikrotubulil je také nezbytnd pro spravnou funkci kataninu a spastinu,

coZ jsou proteiny Sté€pici mikrotubuly [Sharma et al., 2007; Roll-Mecak and Vale, 2008].

Funkce polyglutamylas a polyglycylas byla studovana jejich inaktivaci v mysich
modelech. Polyglutamylasa TTLLI1, je proteinovy komplex obsahujici i nekatalytickou
podjednotku PGsl (polyglutamylase subunit 1) (Regnard, 2003), kodovanou genem
Gtrgeo22. Pti mutaci tohoto genu u mysi dochazi ke ztrat€ funkéni PGsl1. Tyto mysi jsou
zivotaschopné, ale samci jsou sterilni, kvuali strukturnimu a funkénimu poSkozeni
axonemu bicikll. U téchto mysi také dochazi k redukci té€lesného tuku a zméné v chovani,
konkrétn€ je pozorovana jejich snizend agresivita (Campbell ef al., 2002). Dale u nich
dochazi k vyraznému ubytku polyglutamylovaného a-tubulinu v neuronech, coz ma vliv
na sniZzujici se vazbu nékterych MAP a molekularnich motori na mikrotubuly. Soucasné

dochézi 1 k velkému poklesu mnozstvi synaptickych vezikull (Ikegami ef al., 2007). Pti
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celkové inaktivaci TTLL1 u mysi se Ikegami et al. zam¢tili na cilie z epitelidlnich bunék
pridusnice, protoze obsahuji ¢etné polyglutamylace mikrotubulii. Axonemy izolované
z cilii byly ¢asto rovné nebo mély snizené mnozstvi ohybii, coz zplsobilo ztratu pohybu,
hlenu v nosni dutin€é. Polyglutamylace na mikrotubulech axonemii tedy piispivaji

k zaktiventi cilii a jejich spravné funkci (Ikegami ef al., 2010).

TTLL3 byla zkouména v souvislosti s kolorektdlnim karcinomem, protoze je to
jedinéd glycylasa vyskytujici se v traniku tlustého stfeva. Snizend exprese TTLL3 se
v myS$ich modelech tumorigeneze skute¢né ukazala jako mozna pfi¢ina rozvoje nadoru.
To pravdépodobné souvisi s nalezenim primarnich cilii v epitelialnich bunikach tra¢niku.
Primarni cilie je senzoricka organela obsahujici receptory pro riistové faktory a receptory
morfogennich proteind. U bun¢k se vyskytuje jen prechodné v Gi/Go a na pocatku S faze
bunécéného cyklu a podili se na regulaci bunécného déleni. Pro spravnou funkei cilii je
nezbytnd glycylace jejich axonemu. Pokud je glycylace naruSena inaktivaci TTLL3,
dojde k destabilizaci primarni cilie a zvySuje se rychlost bunééné proliferace. Ve zdravém
traniku je toto kompenzovano rychlejsi obnovou tkané. V mySich modelech
tumorigeneze vSak dochazi k rychlému rozvoji nadort. Glycylace jsou tedy nezbytné pro
spravnou funkci primarnich cilii a bunéénou proliferaci epitelidlnich buné€k tracniku
a nedostatek TTLL3 se tak nejspiSe podili na rozvoji rakoviny tlustého stfeva (Rocha et

al.,2014).
3.3 Polyaminace af-tubulinu

Polyaminace je esencidlni post-translaéni modifikace pro mikrotubuly
v nervovych bunikach. Dlouho nebylo jasné, pro¢ jsou mikrotubuly v axonech stabilné;si
nez mikrotubuly v non-neurdlnich buikéch, u kterych ve vétsin¢ piipadti dochazi
k depolymeraci vlivem chladu, piisobenim Ca®* nebo antimitotickych latek [Brady, Tytell
and Lasek, 1984; Sahenk and Brady, 1987]. Tato neobvykla stabilita je zpisobena praveé
polyaminaci tubulinu. Déle je tato post-translacni modifikace nezbytna pro diferenciaci
neurond pii ristu a myelinizaci neuritii. K polyaminaci dochazi na a 1 B-tubulinu a reakce
je katalyzovana transglutaminasou 2 (TG2), ktera patii do skupiny transglutaminas (Song
et al., 2013). Transglutaminasy jsou Ca?"-dependentni acyltransferasy katalyzujici vznik
kovalentni e-(y-glytamyl) isopeptidové vazby mezi amino skupinou postranniho fetézce

lysinu na jednom proteinu a karboxylamidovou skupinou glutaminu na druhém proteinu
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(Pisano, Finlayson and Peyton, 1968). Misto lysinu mohou s y-karboxamidovou skupinou
glutaminu v pfitomnosti transglutaminas reagovat i polyaminy a diaminy, jako jsou
spermin, spermidin a putrescin, za vzniku y-glutamyl amidovych vazeb (Folk et al.,
1980). To vede k produkci nerozpustnych makromolekuldrnich komplexii. V prvnim
reakénim kroku dochazi ke vzniku thioesterové vazby mezi y-karboxyamidovou
skupinou glutaminu a cysteinem transglutaminasy (obrazek ¢. 6A). Tento intermediat
poté reaguje s e-aminoskupinou lysinu nebo s polyaminem (obrazek ¢. 6B). Pokud
polyamin neni k dispozici, reaguje intermediat s molekulou vody a dochdzi k deamidaci

(Porta et al., 1991).

I |
(CH,), | ICH ) (CH;),

[ e (G iy TP 0=C—NH
o<k et 07K gl T
-

Obrazek ¢. 6: Mechanismus polyaminace katalyzované TG2. V prvnim kroku reakce thiolova
skupina TG2 atakuje karbonyl glutaminu a dochazi ke vzniku intermediatu. Ve druhém reakcnim
kroku dochazi k vazbé polyaminu a regeneraci TG2. Prevzato z (Esposito and Caputo, 2005).

3.3.1 Transglutaminasa 2 (TG2)

Transglutaminasy se nachéazeji v extracelularnim i intracelularnim prostoru. TG2
se kromé¢ stabilizace mikrotubulli podili na stabilizaci extracelularni matrix a jejim
hlavnim extraceluldrnim substratem je fibronektin (Jones et al., 1997). Také mnoho
bunécénych typl exprimuje TG2, napiiklad buiniky endotelu a hladkého svalstva, dale
mesangialni buniky ledvin, renomedulérni intersticialni buriky, epitel thymu, perikryptalni
fibroblasty tra¢niku, neurony a dals$i [Thomazy and Fesus, 1989; Appelt et al., 1996].
Kromé transglutaminacni aktivity funguje TG2 jako GTPasa (Lee, Birckbichler and
Patterson, 1989). Takze stejn¢ jako G-proteiny hydrolyzuje GTP, ikdyz jeji vazebné
misto pro GTP je jiné nez u klasickych G-proteinti (Liu, Cerione and Clardy, 2002).
Aktivita TG2 zavisi na lokalizaci v bunice. TG2 v cytosolu mé vyssi transglutaminac¢ni
aktivitu nez membranova TG2, ktera naopak funguje hlavné jako GTPasa (Park et al.,
2001). Zaznamenana byla i kinasova aktivita TG2 pfi fosforylaci IGFBP-3 (insulin-like
growth factor-binding protein-3) na membrané bunék rakoviny prsu (Mishra and Murphy,

2004).
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TG2 se sklada ze Ctyt odlisSnych domén. Konkrétné z N-terminalni domény
obsahujici B-sandwich, dale z katalytického jadra a dvou C-termindlnich domén
slozenych z B-bareli (obrazek ¢&. 7). Katalytické jadro je vazebnym mistem pro Ca>",
a zde také dochazi k transamidaci. Aktivni misto enzymu obsahuje katalytickou triadu
Cys277-His335-Asp358, kdy Cys277 je pravé nezbytnym nukleofilem pro reakci (Liu,
Cerione and Clardy, 2002).

Inhibitor

Obrazek ¢. 7: Struktura komplexu TG2 s GDP (A) v porovnadni se strukturou komplexu TG2
s inhibitorem napodobujicim substrat (B). TG2 je ve zcela odliSné konformaci s odkrytym
katalytickym mistem. N-termindlni doména je zbarvena modre, katalytické jadro je zelené
a C-terminalni domény slozené z [-barelit maji Zlutou a cervenou barvu. Prevzato z (Pinkas et
al., 2007).

Liu, Cerione and Clardy vyfesili krystalovou strukturu TG2 v komplexu s GDP,
pfi jehoZ vazbé dochazi k inhibici enzymové aktivity. Studie z roku 2007 zabyvajici se
také feSenim krystalové struktury TG2 pouzila inhibitor podobny TG2 substratu a zjistila,
ze konformace tohoto komplexu se vyrazné 1isi od komplexu TG2 s GDP (obrazek €. 7).
Katalyticky Cys277 je umistén v hydrofobnim kandlu obklopeny Trp241 a Trp332.

Inhibitor, napodobujici potencialni substrat, je navazan na jedné strané kanalu aktivniho
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mista, pficemz druhé strana je oteviend a zifejmé slouzi k rozpoznani a vazb¢ substratu

(Pinkas et al., 2007).

Pti identifikaci polyaminacnich mist ve struktufe af-tubulinu byl pomoci TG2
modifikovan tubulin in vitro, ktery byl dale podroben analyze prostfednictvim kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Pro reakci byly pouzity polyaminy, které se bézné
ucastni bunééného metabolismu (putrescin, spermin a spermidin). Pfepokladana reak¢ni
mista jsou Gln v pozici 15 v N-termindlni ¢asti B-tubulinu a dale GIn31, GIn128, GIn133,
GIn256 a GIn285 na povrchu a-tubulinu. GInl5 se vyskytuje v sekvencich B-tubulinu
mysiho 1 lidského. Reak¢ni mista na a-tubulinu se ve struktufe mikrotubulu vyskytuji
mezi sousednimi ptilehlymi heterodimery v protofilamentu a jejich polyaminace by tedy

mohla podle ptedpokladti vést ke stabilizaci mikrotubulti (Song ef al., 2013).

3.3.2 Funkce polyaminace ap-tubulinu

Mikrotubuly jsou dulezitou soucasti bunék nervového systému, kde vykazuji
neobvyklou stabilitu v porovndni s non-neurdlnimi buitkami. Post-transla¢ni inkorporaci
polyaminu vznikaji mikrotubuly stejné odolné a stabilni jako ty v nervovych buiikach.
Polyaminace je nezbytnd pii vyvoji mozku, podili se na ristu neurit, diferenciaci
neuronll a myelinizaci axont. Pfi vyfazeni TG2 u mySich modelli dochédzelo k vyraznému
poklesu stability mikrotubuli v nervovych bunikach. Inhibice syntézy polyaminti méla

shodny efekt.

Velmi stabilni struktury ov§em postradaji tvarnost. Plasticita je pro nervové bunky
také dlilezitd, zejména pokud dojde k jejich poskozeni. Méla by byt udrZzovana rovnovaha
mezi stabilitou a plasticitou, ale béhem starnuti hladina polyaminti a aktivita TG2
v mozku stoupa (Song et al., 2013), a to je spojovano s nékolika neurodegenerativnimi
onemocnénimi jako jsou Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc a Huntingtonova
choroba (shrnuto v Lesort et al., 2000). Ptfesto, ze TG2 zda se hraje vyznamnou roli
v mnoha bunéénych procesech inhibice enzymu u mysi nevedla k Zddnym zavaznym
zméndm. To ukazuje na moZnost kompenzace ostatnimi transglutaminazami, které jsou
schopné ve vétSin¢ tkani nahradit katalytickou aktivitu TG2. Za timto ucelem byly
zkoumany tkan¢€ v ledvindch, srdci, aorté, jatrech, kostech, chrupavkéch a svalech. Pouze
v kosternim svalu nebyla detekovana zadna kompenzace inhibované katalytické aktivity

TG2 (Deasey, Shanmugasundaram and Nurminskaya, 2013).
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3.4 Acetylace a-tubulinu

Acetylace a-tubulinu je dobfe znamé post-translaéni modifikace vyskytujici se
predevsim u stabilnich mikrotubulti, které jsou naptiklad soucasti axonti, bazalnich télisek
a axonemu bicikl a cilii. Acetylace a-tubulinu v mikrotubulu spociva v pteneseni
acetylové skupiny z acetylkoenzymu A na g-amino skupinu postranniho fetézce lysinu 40
(L’Hernaul and Rosenbaum, 1985). Reakce je reverzibilni a mize tedy dochazet

k hydrolytickému $tépeni navazané acetylové skupiny tedy k deacetylaci (obrazek ¢. 8).

Acety!
CH,
| CH;
C=0 |
C=0
|
MNH; MNH
i
(l_' H, é'E I;
|
lfl-'H':}.'- = * [fl_‘f 12)
—CH —CH
| I
K40 Acetyl K40
1a-Tubulin) {a-Tubwulin)

Obrazek ¢. 8: Acetylace o-tubulinu je reverzibilni reakce probihajici za ucasti enzymit aTATI
a HDACG6. Prevzato z (Li and Yang, 2015).

V bunice tyto reakce katalyzuji dvé skupiny enzymd, histonacetyltransferasy
a histondeacetylasy. Jejich nazvy jsou odvozené od histond, kde byla acetylace na lysinu
objevena jako prvni (Vidali, Gershey and Allfrey, 1968). Mezi nejznamé;si
histonacetyltransferasy patii MEC-17 (mechanosensory abnormality protein 17) (Akella
et al., 2010) a jeji paralog sav¢i acetyltransferasa aTAT1 (a-tubulin acetyltransferase 1)
(Shida et al., 2010). Mezi histondeacetylasy deacetylujici a-tubulin, se fadi HDAC6
(histone deacetylase 6) (Hubbert et al., 2002) a SIRT2 (silent information regulator 2).
Oba tyto proteiny se nachazeji pfevazné v cytoplazmé a je mozné, Ze spolu interaguji

a na deacetylaci se podileji spole¢né (North et al., 2003).

3.4.1 Tubulinové histonacetyltransferasy a histondeacetylasy

Jako hlavni acetyltransferasy a-tubulinu byly identifikovany MEC-17 (Akella et
al., 2010) a jeji paralog sav¢i acetyltransferasa aTAT1 (Shida et al., 2010), 1 kdyz
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schopnost acetylovat a-tubulin maji 1 jiné enzymy jako ELP3 (Elongator copmlex
protein 3) (Creppe et al., 2009) nebo N-acetyltransferasa ARD1-NAT1 (Ohkawa et al.,
2008). Prostorova struktura aTAT1 je velmi podobnd histonacetyltransferase GcenS.
Zasadni strukturni odliSnosti je skute¢nost, ze ve struktute aTATI je Sirsi zlabek pro
navazani substratu a obsahuje prvky specifické pro acetylaci a-tubulinu (Friedmann et

al., 2012).

Kromé Lys40 je pro rozpoznéni a-tubulinu jako substratu nezbytny jeho Ser38
a nahrazeni alaninem vede k uplné ztrat¢ acetyltransferasové aktivity. Dalsi dilezité
aminokyseliny na a-tubulinu ucastnici se rozpozndvani a jeho vazby s aTAT1 jsou
Asp39, lle42, Gly43-45 a Asp46. Acetylkoenzym A 1 koenzym A vytvéieji
s acetyltransferasou stabilni komplex interakci s Argl32 a Ser160 a nahrazeni alaninem
vede ke Spatnému sbaleni katalytické domény aTAT1. K rozpoznavani substratu vyuziva
acetyltransferasa specifické oblasti: B-vlasenku (aminokyseliny 104-116) a C-koncovou
sekvenci (aminokyseliny 174-194) (obrazek ¢. 9). Aminokyseliny Aspl57, Lys98
a Lys102 jsou také nezbytné pro acetyltransferasovou aktivitu ve vazebném misté
pro Lys40, kdezto Argl58 zda se nehraje dilezitou roli. GIn58 interaguje
s acetylkoenzymem A a jeho substituce kyselinou glutamovou snizuje afinitu aTATI
k acetylkoenzymu A. Aby mohla g-amino skupina Lys40 provést nukleofilni atak
karbonylu je nutnd nejdiive jeji deprotonace, kterou pravdépodobné zajistuje Glu58 nebo

Aspl57 (Yuzawa et al., 2015).

C-koncova
sekvence

B-vldsenka Ser3g-Asp3o-Lys40

vazebna kapsa

Ag158 | L5102 LyssB

Obrazek ¢. 9: Struktura katalytické domény aTATI s navazanym acetylkoenzymem A. Vyznacené
oblasti a aminokyseliny jsou nezbytné pro jeji acetyltransferasovou aktivitu. Prevzato z (Yuzawa
etal, 2015).
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Acetylaci podléha v mensi mife 1 samotny heterodimer of-tubulinu, ale
mikrotubuly jsou pro acetyltransferasy mnohem lepSim substratem. Neni zndmo, jak se
acetyltransferasa dostava k Lys40, ktery se nachazi v lumen mikrotubulu. To, ze se
nejedna o diftizi, podporuje fakt, ze acetylace je nezavisla na délce mikrotubulu (Maruta,
Greer and Rosenbaum, 1986). Mohla by se zde nachazet urc¢ita homologie mezi tim, jak
se do lumen mikrotubulu dostava taxol. Vazebné misto pro molekulu taxolu se také
nachdzi uvnitf mikrotubulu. Tato vazba je omezena pouze difuzi, a ne délkou
mikrotubuld, takze vazebné misto je volné piistupné. Existuje n€kolik alternativ, jak se
taxol dostdva do lumen mikrotubulu. Jednou z moZnosti je prichod molekul pies 17 A
velké pory v protofilamentech. Druha varianta poukazuje na to, ze lateralni interakce
mezi protofilamenty nejsou silné a dovoluji tak nepietrzité ,otevirdni a zavirani®
mikrotubulG (mikrotubularni ,,dychéni®) (Diaz, Barasoain and Andreu, 2003). To je
podpoieno zjisténim, ze mikrotubuly méni pocet protofilament v zavislosti na vazbé
taxolu (Diaz et al., 1998). Pfechod aTAT1 do lumen mikrotubulu by tedy mohl byt
realizovan pfes tyto pfechodné lateralni otvory, protoZe priichod skrz 17A poéry neni kvili

velikosti acetyltransferasy mozny (Shida et al., 2010).

Mezi proteiny schopné deacetylovat a-tubulin se fadi HDAC6 a SIRT2.
HDAC6 je Zn*'-dependentni deacetylasa vyskytujici se pievazn& v cytoplazmé.
Nad-exprese HDAC6 vede k plo$né deacetylaci a-tubulinu in vivo a naopak pfi sniZzeni
hladiny HDAC6 dochazi ke zvySeni mnoZstvi acetylovaného a-tubulinu. In vitro je
HDACG6 schopen deacetylovat a-tubulin v mikrotubulech (Hubbert et al., 2002), 1 kdyz
lep§im substratem jsou pro n¢j samotné heterodimery af-tubulinu (Miyake ef al., 2016).
HDACG6 se skladd ze dvou tandemovych katalytickych domén CD1,CD2 (Grozinger,
Hassig and Schreiber, 1999) dale pak obsahuje vazebnou doménu pro ubiquitin, ktera
napomaha transportovat spole¢né¢ s dyneinovymi motory Spatné¢  sbalené
polyubiquitinované proteinové agregaty do aggresomu (Ouyang et al., 2012). Ukotveni
v cytoplazmé je zajiSténo doménou s opakujicim se serin-glutamatovym motivem

(obrazek €. 10) (Bertos et al., 2004).

NLS  NES SE14 MES
——— T T

Obrdazek ¢. 10: Funkcni domény lidské HDAC6. NLS = jaderny lokalizacni signal; NES = jaderny
exportni signdl; CDI1, DC2 = katalytické domény 1 a 2; SE14 = opakujici se serin-glutamatovy
motiv; ZnF = vazebna doména pro ubiquitin. Prevzato z (Hai and Christianson, 2016).
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Prostorova struktura tandemovych katalytickych domén pro lidsky HDAC6
bohuzel neni znama. Je k dispozici pouze krystalova struktura katalytické domény CD2
(Hai and Christianson, 2016). Krystalovou strukturu obou katalytickych domén objasiiuje
studie HDACG6 druhu Danio rerio, podle které je katalyticka doména CD2 zodpovédna
za deacetylaci Lys40 a-tubulinu (Miyake et al., 2016).

SIRT2 je NAD" dependentni deacetylasa z rodiny sirtuinii, u které byla jako
u jediné prokézana deacetylacni aktivita na a-tubulinu in vitro. In vivo byla deacetylace
zkoumana také. Eliminace SIRT2 pomoci siRNA vedla podle ocekavani k hyperacetylaci
a-tubulinu (North ef al., 2003). SIRT2 je slozeny ze dvou domén spojenych nékolika
smyckami, které tak tvoii velky Zlabek (obrazek ¢. 11). VEtsi NAD-vazebna doména je
slozena z Sesti paralelnich B-listi a Sesti a-helixti. Obsahuje také typické struktury pro
vazbu NAD", jako je sekvence Gly-X-Gly pro vazbu fosfatu, a také struktury pro vazbu
dvou ribosovych skupin. Mens§i doména je sloZzend ze dvou Casti. Jedna ¢ast obsahuje
Ctyfi a-helixy a mé hydrofobni vazebnou kapsu, kterd miize rozpoznavat substrat a tvofit
tak specifické vazebné misto. Druha ¢ast se sklada ze tii antiparalelnich B-listl, a-helixu
a obsahuje iont zinku. Katalytickym mistem by mohl byt velky zlabek, nebot’ mutace
v tomto misté naruSuji histon-deacetyla¢ni aktivitu (Finnin, Donigian and Pavletich,

2001).

@ Zinek
I Cast menii domény se 4 a-helixy
B Cast mensi domény s navazanym zinkem
B /) -vazebns doména

C-konec

velki __ 90°
slabek [ \

N-konec N-konec

Obrazek ¢. 11: Prostorova struktura SIRT2, ktery se sklada ze dvou domén spojenych nékolika
smyckami tvoricich tak velky a maly Zldbek (vievo). Vétsi doména vazajici NAD" je vyznacena
tmaveé modre, mensi doména je sloZena z ¢asti s navazanym zinkem (Sedé) a z casti s navzdjem
orientovanymi a-helixy (Cervené) tak, Ze tvori hydrofobni vazebnou kapsu (vlevo). Prevzato
z (Finnin, Donigian and Pavletich, 2001).
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3.4.2 Funkce acetylace tubulinu

Rozsah acetylace tubulinu je rizny pro odlisné bunky a tkané. Mira acetylace je
vys$si u postmitotickych bunék nez u rychle se délicich, protoze zde dochazi k prestavbé
cytoskeletu a struktur slozenych z mikrotubulti. To souvisi s tim, Ze acetylovany jsou
mikrotubuly stabilnich struktur a tubulinové dimery podléhaji deacetylaci. Hojné
acetylované mikrotubuly obsahuji pfedev§im bazélni téliska a axonemy bicikl a cilii
(Piperno, LeDizet and Chang, 1987), a také axony (Cambray-Deakin and Burgoyne,
1987). Acetylace tedy hraje dilezitou roli v bunééné signalizaci, imunitni odpovédi,
bunécném pohybu a v interakcich mikrotubulil s proteiny véetné molekulovych motort,

jejichz konkrétni ptiklady jsou uvedeny nize.

Acetylace tubulinu ovliviiuje také signalizaci a imunitni reakce v organismu.
Kdyz se makrofagy setkaji s bakterialnimi lipopolysacharidy (LPS) dojde u nich
k rozsahlé acetylaci tubulinu v mikrotubulech. Pokud je acetylace potladena inhibici
acetyltransferasy MEC-17 dojde k inhibici produkce protizanétlivého cytokinu
interleukinu 10 (IL-10). Naopak pokud jsou mikrotubuly stabilizovany taxolem nebo je
deacetylace potlacena inhibici HDAC6, dochazi k zesilené signalizaci prostfednictvim
kinasy p38 a zvySené transkripci IL-10. Inaktivaci MEC-17 je signalizace p38 potlacena
(Wang et al., 2014). Acetylace se jako post-translaéni modifikace mikrotubuli také podili
na regulaci interakce mezi proteinem teplotniho Soku 90 (Hsp90) a mikrotubuly.
a-tubulinova acetylace zvySuje mnozstvi interakci mezi Hsp90 a mikrotubuly, a to dale
stimuluje signélni drahy proteinkinasy B a transkripéniho faktoru p53 (Giustiniani et al.,
2009). Acetylovany tubulin se také ukazal jako preferen¢ni misto St€peni mikrotubult
kataninem u fibroblastl a dendritickych bunék. Mikrotubuly v neuronech se naopak jako
citlivé na katanin neprojevily, coz mohlo byt zpiisobeno pfitomnosti proteinu tau (Sudo
and Baas, 2010). Deacetylace zptisobena HDAC6 nejspise reguluje bunéény pohyb,
protoze se ukdzalo, Ze nad-exprese HDAC6 podporuje chemotakticky pohyb bunky
(Hubbert et al., 2002). Ztrata acetylace tubulinu také nepfiznivé ovliviiuje transport

pomoci kinesinu-1 na mikrotubulech in vitro (Reed et al., 2006).

Na mySich byl zkouman ucinek uplného vyfazeni histonacetyltransferas
a histondeacetylas. Mysi bez aTAT1 jsou zivotaschopné. Maji pouze deformovanou ¢ast
hippocampu, coZ by mohlo naruSovat pamét’ a uceni. Samci jsou mén¢ plodni, protoZe je

u nich pozménéna morfologie bi¢ikl spermii, které nejsou acetylovany (Kim et al., 2013).
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Mysi postradajici HDACG6 jsou také zivotaschopné a plodné, jen maji hyperacetylovany
tubulin ve vétsing tkani. Za normalnich okolnosti se nejvice HDACG6 tvofi ve varlatech,
ale absence HDAC6 nemé na vyvoj a funkci tohoto organu zdé se vliv. U mysi je jen

nepatrné negativné ovlivnéna imunitni odpoveéd’ (Zhang et al., 2008).

3.4.3 Patofyziologie

Acetylace tubulinu je spojovana s nékolika neurodegenerativnimi onemocnénimi,
rakovinou, a také s né€kolika onemocnénimi plic a srdce. Mezi neurodegenerativni
poruchy zplsobené abnormalitami v acetylaci tubulinu patii naptiklad Parkinsonova
nemoc, Alzheimerova choroba a amyotrofickd lateralni skler6za. Z nadorovych
onemocnéni jsou to neurofibromatdza 2 typu a rakovina prsu a slinivky bfi$ni (shrnuto

v Li and Yang, 2015).

Parkinsonova nemoc je zptusobena odumirdnim nervovych bunék produkujicich
dopamin ve stfedni ¢asti mozku presnéji v substantia nigra. Je tak naruSen pienos signalu
mezi nervovymi buiikkami, coz ma negativni dopad hlavné na funkce motorické,
senzorické a také na funkce limbického systému. MoZna genetickd pfic¢ina tohoto
onemocnéni je mutace v genu pro LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) (Gilks et al.,
2005). Na bunécné urovni by mohlo byt pfi¢inou naruSeni axondlniho transportu
zajistovaného mikrotubuly. Bylo zjisténo, ze mutanty LRRK2 mutzou pfispivat
k dynamické nestabilité mikrotubulli, nebot’ zapti€ifiuji hromadéni hyperfosforylovaného
proteinu tau. LRKK?2 se také vaZe na B-tubulin a inhibuje tak acetylaci a-tubulinu. Mutace
R1441G v LRRK2 interakci zeslabuje. Tyto zmény na mikrotubulech v nervovych

bunikach mohou hrat pti Parkinsonové nemoci dilezitou roli (Law et al., 2014).

Amyotrofickd laterdlni skler6za (ALS) je onemocnéni, pii kterém dochazi
k degeneraci motoneuroni piednich rohli misnich, motoneuronii hlavovych nervi
a kortikospindlni drahy. Dédicnd forma ALS je pravdépodobné ndsledkem mutace
v genu SODI pro superoxiddismutasu 1, a vysledkem je nestabilni enzym s nizkou
aktivitou. Kviili tomu je butika ve zvySené mife vystavena oxidativnimu stresu, protoze
superoxiddismutasa v buiice normaln¢ katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na
kyslik nebo peroxid vodiku. Na bunééné urovni dochazi u ALS k porucham v axonalnim

transportu. Modelovymi organismy pro zkoumani ALS jsou mysi s mutaci G93A v genu
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SODI. Protoze acetylace a-tubulinu napomaha axonalnimu transportu byla u SOD16%34
mysi provedena delece gentl pro Hdac6 a Sirt2. Ukazalo se, ze u SOD1%2 mysi bez
genu pro Hdac6 nebyl ovlivnén pocatek onemocnéni, ale diky zvySené acetylaci

1G93A

a-tubulinu se prodlouzila doba zivota téchto SOD mysi a axonalni transport ziistal

zachovan. Delece v genu pro Sirt2 neméla zadny efekt ani na SOD19%4

mysi, ani na
acetylaci a-tubulinu. Tato zjisténi naznacuji, Ze Gspe€Snym cilem pro 1écbu ALS by mohl
byt HDACS6, nikoliv vSak SIRT2, u kterého byly acetylacni schopnosti v buiikach
nervového systému zpochybnény (Taes et al., 2013). Urcité formy ALS zptisobuji
1 mutace v RNA-vazebnych proteinech TDP-43 (transactive response DNA binding
protein) a FUS (Fused in Sarcoma). Tyto dva proteiny tvoii komplex, ktery reguluje
expresi pravé HDACG6. Pii ALS se TDP-43 i FUS hromadi v cytosolu degenerovanych

neuronll a vytvaii agregaty. Pokud je pomoci RNA interference regulovan jeden

z proteinti TDP-43/FUS dojde k snizeni exprese HDAC6 (Kim et al., 2010).

U rakoviny prsu bylo zji$téno, Ze existuje pfimé spojeni mezi zvySenou acetylaci
a-tubulinu a jejim metastatickym pribé¢hem. Vzorky byly odebrany 144 pacientkam
s rakovinou prsu s metastdzami v miznich uzlindch. Bylo zji$téno, Ze u primarniho
nadoru jsou mikrotubuly acetylovany. Rakovinné buniky metastaz ov§em obsahuji vyssi
mnozstvi acetylovaného tubulinu, které je spojené se zvySenou migraci bun¢k. Zamezeni
této post-translacni modifikace mutaci v acetylacnim misté (K40R) vedla k inhibici
migrace, ne vSak ke snizeni proliferace rakovinnych bunék. Dale se studie zabyvala
vyskytem a-tubulinovych acetylaci u basal-like molekularniho subtypu karcinomu prsu.
U pacientek s timto velmi agresivnim subtypem rakoviny prsu, ktery tvoii metastazy
a Spatné reaguje na 1écbu, bylo objeveno zvySené mnozstvi acetylace jiz v primarnim

nadoru (Boggs et al., 2015).

4 DalSi post-transla¢ni modifikace

V nasledujicim textu jsou popisovany modifikace, kterym bézné podléhaji
proteiny v buiikach, ale na mikrotubulech se nevyskytuji v takové mife jako modifikace
diskutované vyse. Nekteré se vyskytuji jen ve specializovanych bunéénych typech nebo
byly identifikovany v posledni dobé a jejich mechanismus a funkce na mikrotubuly

nejsou jesté uplne prozkoumany.
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Glykosylace a glykace

Glykosylace a glykace tubulinu spo¢ivd v navazani sacharidu pfes
N/O-glykosidovou vazbu. Rozdil je vtom, ze glykace je reakci neenzymatickou.
Modifikovan je o 1 B-tubulin. K N-glykosylaci tubulinu dochézi navazanim
sialyloligosacharidt (Hino et al., 2003). U O-glykosylaci se jedna o pfipojeni
B-N-acetylglukosaminu (GIcNAc), které je Casto realizovano na serinu (Ser) nebo
threoninu (Thr), coz jsou soucasn€ i reakéni mista pro fosforylaci (Liu et al., 2015).
Glykosylovany tubulin nepolymeruje, protoze pfipojeni GlcNAc k o-tubulinu
znemoziuje tvorbu heterodimert, které se tak nemohou slozit do struktur mikrotubula (Ji
etal.,2011). Ve vetsi mife je glykosylace pozorovana u izotypu III B-tubulinu (TUBB3)
(Cicchillitti et al., 2008), ktery je dilezitym ukazatelem rezistence na léky proti rakoviné
napiiklad u pacientl s rakovinou vaje¢niktl (Ferrandina et al., 2006) zaludku (Urano et
al., 2006) a prsu (Paradiso ef al., 2005). Neni ale jasné, jakym zplisobem se na rezistenci
podili. Neenzymaticka glykace tubulinu nejspiSe souvisi s diabetem a mtze se podilet na

vzniku diabetické neuropatie (Cullum et al., 1991).
Fosforylace

Fosforylace je béZzna post-translacni modifikace mnoha proteint, pii které dochézi
k pfipojeni fosfatové skupiny nej€astéji na aminokyseliny Tyr, Ser, Thr a His. Reakce je
reverzibilni a katalyzuji ji proteinkinasy. Opacnou reakci je defosforylace, ktera probiha
za Ucasti fosfataz. K fosforylaci dochazi na Ser, Thr, Tyr a i 3 tubulinu. Reakce se ucastni
konkrétn¢ proteinkinasy Syk (spleen tyrosine kinase), Jak2 (Janus kinase 2) a Cdkl
(cyclin-dependent kinase 1). Syk a Jak2 katalyzuji fosforylaci Tyr naopak Cdkl je
Ser/Thr kinasa [Peters ef al., 1996; Fourest-Lieuvin, 2005; Ma and Sayeski, 2007].

Syk fosforyluje konkrétné Tyr432 na C-konci a-tubulinu a piesto, Ze B-tubulin
také obsahuje Tyr na svém C-konci fosforylovan neni. Tyr B-tubulin totiZ neni obklopen
kyselymi aminokyselinami, coZ je nutné pro enzymatickou aktivitu Syk. Fosforylace na
C-konci a-tubulinu mize ovliviiovat interakce mikrotubuli s MAP (Peters et al., 1996).
Pro Jak2 jsou substratem samostatné heterodimery i mikrotubuly. Fosforylovany tyrosin
tubulinu pravdépodobné interaguje s SH2 doménou transkripéniho faktoru STATI
(signal transducer and activator of transcription 1) a napoméha jeho transportu do jadra a
podili se tak na Jak2/STATI signalizaci (Ma and Sayeski, 2007). Ckdl reguluje

dynamiku mikrotubulii. Katalyzuje fosforylaci Ser172 pB-tubulinu béhem mitozy a
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zabranuje tak polymeraci (Fourest-Lieuvin, 2005). Naopak c-Fes tyrosinova kinasa ma
na dynamiku mikrotubulli opaény vliv. In vitro katalyzuje jejich polymeraci. Tato
regulace cytoskeletu vysvétluje zapojeni c-Fes v morfologickych zménach nékolika
bunécnych typt (Laurent et al., 2004). Fosforylace tubulinu/mikrotubult ovliviiuje jejich
dynamiku, podili se na bunécné signalizaci a také narusuje interakci mikrotubuli s MAP.
Zajimavé jsou také poznatky z proteomické studie, kterd se zaméfila na vyhledani
moznych reakénich mist pro rizné post-translacni modifikace na af-tubulinu.
Z prostorové¢ struktury a-tubulinu vyplyva, ze dvé fosforyla¢ni mista Thr80 a Thr94 lezi
uvnitf mikrotubulu, takZe acetylace (methylace) na Lys40 by nemusela byt jedinou post-

transla¢ni modifikaci v lumen mikrotubulu (Liu et al., 2015).
Methylace

Pti methylaci dochazi k ptipojeni methylenové skupiny k tubulinu pomoci
methyltransferas. Modifikovan je Lys40 o-tubulinu, stejné jako pfi acetylaci. Reakci
katalyzuje methyltransferasa SETD2 (SET domain containing 2), coz je enzym
zodpovédny soucasné€ i za methylaci histonti. A stejné jako u histoni dochdzi u tubulinu
k trimethylaci, kdy jsou navazany 3 methyly. In vitro je substritem pro SETD2
samostatny heterodimer i mikrotubuly. Methylace v buiikkdch probihd béhem mitosy
a cytokineze, a pii deleci SETD2 je inhibovana. To ma za nésledek vady déliciho
vieténka, polyploidii a tvorbu mikronuklei. Acetylace a methylace tedy kompetu;ji
o shodné vazebné misto na a-tubulinu a stejné je tomu i u histontll. Acetylace histonu H3
transkripci aktivuje na rozdil od trimethylace, ktera na shodném vazebném misté histonu
H3 transkripci potlacuje. Analogicky je tedy moZné, Ze trimethylace tubulinu pfispiva
k depolymeraci mikrotubulll (Park et al., 2016), protoze acetylace je spojena s tvorbou
stabilnich struktur mikrotubulii v nervovych bunikach i axonemech biciki a cilii. BEhem
mitosy je naopak dilezité¢, aby mikrotubuly byly dynamické, nebot’ dochézi k jejich

vyrazné prestavbe.
Palmitoylace

Mikrotubuly interaguji a asociuji sbunéénymi membrdnami pomoci
hydrofobnich interakci naptiklad prostfednictvim palmitoylace (Ozols and Caron, 1997).
Jedna se o post-transla¢ni modifikaci, pti které dochazi k reverzibilnimu navazani zbytku
kyseliny palmitové. V mikrotubulech je hlavnim reakénim mistem Cys376 a-tubulinu

a palmitoylace mize probihat na samostatnych heterodiemerech i na mikrotubulech
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(Ozols and Caron, 1997). B-tubulin v mensi mife podléha této modifikaci také (Zambito
and Wolff, 1997). Reakce probihé za ti¢asti enzymu ze skupiny palmitoyltransferas, které
obsahuji DHHC katalytickou doménu (Asp-His-His-Cys) [Bartels et al., 1999; Fukata
and Fukata, 2010]. Palmitoylace pfitom neni omezena jen na mikrotubuly v blizkosti
membran. Mutace v Cys377 a-tubulinu nahrazenim serinem (C377S) u Saccharomyces
cerevisiae zpusobila pokles palmytoilace o 60 %. Béhem mitosy byly dale objeveny
defekty v organizaci astralnich mikrotubull, coz ovlivnilo nuklearni migraci béhem

M faze bunécného cyklu (Caron et al., 2001).
Sukcinylace

Pti sukcinylaci dochézi k reakci mezi fumaratem a thiolovou skupinou cysteinu
za vzniku S-(2-sukcinyl)cysteinu (2SC). Fumarat v buiice vznikd pfi metabolismu jako
intermediat Krebsova cyklu (Alderson et al., 2006). Sukcinylace tubulinu byla prok4zéana
v mysich adipocytech in vivo a v tubulinu z mozku prasete, ktery byl pouzit pro in vitro
analyzy. Modifikovany byly Cys347 a Cys376 a-tubulinu a Cys12 a Cys303 B-tubulinu.
Tato post-translaéni modifikace miize ménit dynamiku mikrotubuld inhibici jejich

polymerace, a také nejspise inhibuje proteinové interakce s tubulinem (Piroli e al., 2014).
Ubiquitinace a Sumoylace

Proteiny ubiquitin a SUMO (small ubiquitin-related modifier) jsou malé
molekuly, které jsou pii post-translacnich modifikacich reverzibiln€ pfipojovany
k proteinovym substratim pomoci specifickych ligas. Dochéazi pfitom k tvorbé
1sopeptidové vazby mezi glycinem ubiquitinu/SUMO a lysinem proteinového substratu.
Reakce je reverzibilni a SUMO 1 ubiquitin mohou byt odStépeny pomoci proteas.
Ubiquitinace zastava v buiice dillezité regulacni funkce a je realizovana pomoci tii
enzymu E1 (aktivacni enzym), E2 (konjugacni enzym) a E3 (ubiquitin — ligdza). Tyto
enzymy katalyzuji mono- nebo poly-ubiquitinace. Polyubiquitinace slouZi v buice
hlavn¢ k degradaci proteinli v proteazomu. Monoubiquitinace hraji roli pfi endocytoze,
transkripci a opravach DNA [Dover et al., 2002; Dhananjayan, Ismail and Nawaz, 2005;
Mukhopadhyay and Riezman, 2007]. Sumoylace na rozdil od polyubiquitinace nevede
k degradaci proteinti, ale ovlivituje naptiklad enzymovou aktivitu, signalizaci, interakci
proteini s DNA a vede spiSe ke stabilizaci proteini (shrnuto v Schwartz and
Hochstrasser, 2003). Substratem pro sumoylaci je o i B-tubulin (Rosas-Acosta et al.,

2005), avSak zatim neni znamo jakym zplsobem tato modifikace ovliviiuje funkce
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mikrotubul a jejich dynamiku. Ubiquitinace a-tubulinu ziejmé ovliviiuje dynamiku
skladani mikrotubulti v bi¢iku Chlamydomonas reinhardtii (Huang, Diener and
Rosenbaum, 2009). Ubiquitinovany af-tubulin se také ve zvySené mife vyskytuje pii
autozomalné recesivné dédi¢né formé Parkinsonovy nemoci, kdy mutace v genu pro E3

zpusobuje zvysenou ubiquitinaci a degradaci heterodimert (Ren, Zhao and Feng, 2003).
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5 Zavér

V této bakalarské praci jsou shrnuty soucasné znalosti o post-translacnich
modifikacich tubulinu véetné zucastnénych enzymut a znamych reak¢nich mechanismd.

Déle je diskutovan vliv takto modifikovanych mikrotubulil na biologické funkce.

Ptifazeni konkrétni bunécné funkce ke specifické post-translacni modifikaci je
vSak velmi obtizné vzhledem k tomu, Ze se na mikrotubulu vyskytuje v riznych ¢astech
vice modifikaci najednou a jejich reak¢éni mista na heterodimerech af-tubulinu se ¢asto
piekryvaji. Stejné tak urceni konkrétniho enzymu, ktery za modifikaci zodpovida neni
lehké. Od identifikace detyrosinace jako post-translaéni modifikace tubulinu uplynulo
vice nez Ctyfticet let, enzym zodpovédny za tuto reakci byl nalezen teprve v roce 2017.
Modifikace jsou také rozdilné v konkrétnich bunécnych typech, a méni se v prib&hu
bunééného cyklu, diferenciace a v patologickych stavech, jako jsou napiiklad
tumorigeneze a neurodegenerace. Je nutné odhalit detailni mechanismy, jakymi konkrétni
enzymy reaguji s af-tubulinem a toho je pak mozné vyuzit pii regulaci danych
post-transla¢nich modifikaci v patologickych stavech, naptiklad pomoci specifickych

inhibitorii ptislusnych enzym?.

I kdyZ miiZeme s urcitosti fici, Ze tubulin v mikrotubulech podléhd celkem
dvandcti post-translaénim modifikacim, tak nevime, zda je toto ¢islo kone¢né. A je velice

pravdépodobné, Ze v nasledujicich letech budou identifikovany dalSi modifikace.
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