Abstrakt

Vyznam  vnitfnich  mikrotubularnich  proteini v  usporadani

mikrotubularnich dubletu

Cilia jsou bunécné organely sestaveny z mikrotubuld, a hraji klicovou roli v pohybu a bunécné
signalizaci v rtiznych biologickych systémech. Cilium se sestdva z axonemalnich
mikrotubularnich  dubletd, které jsou tvorené kompletnim A-mikrotubulem a z
nekompletnim B-mikrotubulem. Toto strukturni uspotadani je podpoteno fadou axonemalnich
proteind, které se vazou se na mikrotubuly. Tyto proteiny lze rozd¢lit do dvou hlavnich skupin:
proteiny asociované s mikrotubuly (MAPs) a vnitini mikrotubularni proteiny (MIPs).

MAPH-9 je mikrotubul-asociovany protein ktery je exprimovan v cilidrnich
senzorickych neuronech C. elegans a ktery se lokalizuje do axonemii, kde se vaze na
mikrotubularni dublety. Nicméné funkce MAPH-9 v ciliich neni zcela neznama. V nasi studii
jsme pouzili fluorescencni mikroskopii s uplnym vnitinim odrazem (TIRFM) v kombinaci s in
vitro rekonstrukénimi experimenty. Timto postupem jsme ukézali, Ze vazba MAPH-9 na
mikrotubuly je ovlivnéna post-translacnimi modifikacemi tubulinu. Déle jsme prokazali, ze
MAPH-9 je schopen modulovat dynamiku A- a B-mikrotubuli.

V druhé casti této disertatni prace jsme, jsme se soustfedili na dva wvnitini
mikrotubularni proteiny, PACRG and FAP20, které jsou dulezit¢é komponenty vnitiniho spoje
mezi A- a B-mikrotubuly a zaroven jsou dilezité pro ciliarni stabilitu a funkci. Nicméné role,
které tyto proteiny hraji ve sloZeni a stabilizaci mikrotubularnich dubletd neni jasna. V této
studii jsme pouzili, mikroskopické metody, jako je TIRFM a kryo-elektronova tomografie v
kombinaci s in vitro rekonstrukénimi experimenty. Timto postupem jsme ukdzali, Ze se tyto
proteiny lokalizuji na mikrotubulérni dublety charakteristickym zpisobem tak, Ze tvoii oblasti
s vysokou hustotou, které vyrazné snizuji dynamiku B-mikrotubuli. Nasledné kryo-
elektronova tomografie mikrotubularnich dublett, které byli in vitro rekonstruované
v ptitomnosti PACRG and FAP20, odhalila, ze tyto ze tyto proteiny snizuji fluktuace v
zaktiveni B-mikrotubulii, ¢imZ podporuji stabilngjsi a usporadanéjsi konformaci dubletu. Nase
vysledky spolu naznacuji, ze PACRG a FAP20 spolupracuji na zvySeni stability

mikrotubularnich dubletii, coz miize byt kli¢ové pro zachovani integrity a funkce cilii.



