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. UVOD

Bunéény cytoskelet eukaryotni bunky se sklada ze tfech typt polymernich struktur:
mikrotubulti, mikrofilament a stiednich filament. Zatimco mikrotubuly a mikrofilamenta jsou
tvofeny polymery tubulinu nebo aktinu a jsou vysoce dynamické, stiedni filamenta jsou spise
stabilni a jejich hlavni charakteristikou je odolnost k mechanickému stresu (Lodish et al.,
1995). Tato disertacni prace se vénuje mikrotubulim, zvlasté¢ pak jejich strukturnim a

nuklea¢nim proteintim, tubuliniim, a zménam pii nadorovém zvratu.

.1. MIKROTUBULY

1.1.1. Funkce a struktura mikrotubulu

Mikrotubuly se vyskytuji u vSech eukaryot a diky své jedinecné vlastnosti, rychle se
reorganizovat dle potieby buriky, plni fadu funkci. At uz se jedna o pohyb pomoci bi¢ikl a
cilii, vnitrobuné¢ny transport organel za vyuziti bunéénych motort, bunéény rust, udrzeni
polarity bunky a pfenos signalti (Lodish et al., 1995). Mikrotubuly také tvofi specializované
organely jako jsou axonema neuronu, centrioly, telofazni télisko a dé€lici vieténko. Protoze
hraji také nezastupitelnou tulohu pii bunééném déleni, staly se cilem pii 16¢b& nadori. Siroka
skupina chemicky syntetizovanych nebo pfirodnich latek ma za cil zménit dynamiku
mikrotubuli a ve vysSich koncentracich je rozruSit a tim =zastavit bunécné déleni.
Mikrotubularni antimitotické drogy muiZeme rozdélit do dvou zakladnich skupin. Prvni
skupina inhibuje polymeraci mikrotubuld pfi vysokych koncentracich a patii sem napf. vinka
alkaloidy a kolchicin. Druhou skupinu tvoii latky stabilizujici mikrotubuly jako je taxol nebo
nekteré steroidy (Jordan, 2002).

Mikrotubuly se nejcastéji v buiice vyskytuji v podobé jednoduchych tubulii, ale mohou
vytvaret dublety v ciliich nebo triplety v centriolech a bazalnich téliscich (Verhey a Gaertig,
2007). Cytoplazmatické mikrotubuly jsou nukleovany a zakotveny v nukleacnich centrech,
MTOCs (microtubule organizing centers). Mikrotubuly jsou tvofeny af-tubulinovymi
heterodimery (0 pfibliznych rozmérech 4 nm X 5 nm x 8 nm), které se spojuji v kratky

polymer. Ten je zobou stran prodluzovan reverzibilni, nekovalentni adici tubulinovych



podjednotek za vyuziti energie zhydrolyzy GTP. Vznikly polymer (protofilamentum)
interaguje lateraln¢ s 12 dalSimi filamenty a tvofi tak duty valec, mikrotubul, o vné&jsim
pruméru 25 nm (Tilney et al, 1973) a vnitinim 14 nm (Amos et al., 1978; Kellecher et al.,
1978). Jednotliva protofilamenta jsou vzdjemné posunuta a heterodimery tak vytvaieji
levoto¢ivou dvousroubovici. In vitro se Sroubovice vyskytuje v  form¢, to znamena, Ze neni
kontinualni a na mikrotubulu vznika ,,Sev (Wade a Hyman, 1997). Ve sténé mikrotubulu jsou
mezi sousednimi protofilamenty ,,okna®, 0 velikosti 1,5 x 2 nm, kterymi mohou molekuly
pronikat do nitra struktury (Nogales et al., 1999). a,B-tubulinové dimery jsou stabilni a jen

ojedinéle disociuji pti obvyklé koncentraci tubulinu v buiice (10-20 uM).

Kromé o a 3 existuje v soucasné dobé sedm ¢lent tubulinové rodiny. Jedna se o y-tubulin,
nezbytny pro nukleaci mikrotubulti, dale pak delta (3), epsilon (), zeta (£) a eta (n) tubulin
(Chang and Stearns, 2000; Dutcher and Trabuco, 1998; Oakley, 2000; Ruiz et al., 2000;
Vaughan et al., 2000). U Paramecia byly dale nalezeny iota (1), theta (0) a kappa (i) tubulin
(Dutcher, 2003). Vétsina z nich se ovSem nevyskytuje u vSech eukaryot, tvoii méné nez 1%
z celkového mnozstvi tubulinu, nepolymeruji v mikrotubuly, ale uplatiluji se pii tvorbé

centriol a bazalnich télisek.

Délka mikrotubuli se mize pohybovat od nékolika desitek nm az ke 3 mm, napf. u
zebernatek (Ctenophora) (Bermudes et al., 1994). Na povrch mikrotubuld se vaze fada
proteint, jako jsou bunééné motory, klasické asociované proteiny (MAPs; microtubule-
associated proteins) molekuly signalnich a regula¢nich drah, pro které mikrotubuly

predstavuji idedlni mista pro vzdjemné interakce.

V sav€ich bunkach predstavuje tubulin asi 3-4% 2z celkového mnozstvi proteint,
Vv neuronech je to az 20%. Molekulova hmotnost kazdé z tubulinovych podjednotek je
ptiblizné 55 kDa. Izoelektricky bod tubulinu se pohybuje mezi 5,2-5,8 (Williams et al., 1999).
Aminokyselinové sekvence a-a B-tubulinu jsou identické z 30-40%. Pomoci elektronové
krystalografie bylo prokazano, ze rovnéZ jejich terciarni struktura, tvofena 3 strukturnimi
doménami, je totozna z vice nez 90% (Nogales et al., 1998). V N-terminalni doméné se vaze
GTP, nasleduje intermedidlni doména a C-terminalni doména, kterd je exponovana na
povrchu mikrotubulu. Pravé tato koncova doména, respektive poslednich 20 aminokyselin, je
zdrojem nejveétsi odliSnosti o-a  B-tubulini. Je zodpovédna za funkcni specifitu tzv.
tubulinovych izotypt a je Casto mistem posttranslaénich modifikaci (Mckean et al., 2001).
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Nachézeji se zde vazebnd mista pro MAPS.

1.1.2. 1zotypy a- a B-tubulinu

U vétsiny eukaryotnich organizmi jsou o- i B-tubuliny kodovany ndsobnymi geny. Casto
se jedna o evolu¢né konzervativni rozdily, které odrazeji funk¢ni specifitu izotypt. U ¢lovéka
existuje osm genti pro a- a sedm pro B-tubulin (Luduena et al., 1998). Exprese izotypu je
tkanoveé specifickd a méni se v prubéhu ontogeneze. Jednotlivé izotypy se liSi schopnosti
tvofit mikrotubuly, jejich dynamikou, konformaci, GTPézovou aktivitou a interakci
s mikrotubularnimi drogami (Jordan a Kamath, 2007; Luduefia a Banerjee, 2008). Bylo
prokazano, ze nadorové builky meéni zastoupeni jednotlivych izotypl tak, aby ziskaly

rezistenci na 1é¢iva (Haber et al., 1995).

S ohledem na izotypy je vé&tsi heterogenita U B-tubulind. BI-tubulin je exprimovan ve
vétsing tkani. PII-tubulin se nachazi zejména v mozku, perifernich nervech a svalech. Byl
nalezen i v jadrech nékterych typi nadord (Ranganathan et al., 1996; Yeh a Luduena, 2004;
Wells-Bass et al., 2002). Obvykle je BIII-tubulin povazovan za ,,marker® bun¢k neuronalniho
puvodu a znak neuronalni diferenciace. Byl vsak také detegovan u Sertoliho buiikach varlete.
Prestoze chybi u glii, podpirnych bunék mozku, je pfitomen u gliomil. Jeho exprese roste
S invazivitou, pfispiva k progresi nadori a je zodpoveédna za resistenci nadorti na cytostatika
(Lu a Luduena , 1993). Zatimco BIVa-tubulin je exprimovan pouze v mozku, f1Vb-tubulin je
nejvice zastoupen u fasinek a bi¢iku (Jensen-Smith et al., 2003). BVI-tubulin je specificky pro
hematopoetické buiiky, megakaryocyty a krevni desticky. Distribuce BV-tubulinu zatim neni
plné zdokumentovana. Jednotlivé izotypy jsou jen Casteéné zaménitelné. Napi. u Drosophily
nebyl pii spermiogenezi BIII-tubulin schopen pln¢ nahradit funkei BII-tubulinu. Naproti tomu

exprese izotypu o-tubulinu neni tak tkanové specificka.

Na rozdil od eukaryot u protist byl nalezen jen omezeny pocet izotypt o-a B-tubulin.
Hlavnim zdrojem variability tubulinti u téchto organismu jsou tak posttransla¢ni modifikace
(Libusova a Draber, 2006).



1.1.3. Posttranslaé¢ni modifikace

V mozku bylo pomoci izoelektrické fokuzace nalezeno okolo 20 nabojovych variant
tubulinu (izoforem), coz je vice neZ pocéet znamych izotypu tubulind (Linhartova et al., 1992).
Tento fakt odrazi existenci posttranslaénich modifikaci (PTMs; posttranslational
modifications) (Luduena, 1998). Vétsina PTMS probiha az po polymeraci a modifikované
proteiny nejsou rozlozeny rovnomérné podél mikrotubulu. Silné¢ modifikované, extrémné
stabilni mikrotubuly jsou pfitomné ve specializovanych strukturach jako jsou centrioly, cilie,
bazalni téliska a axony neuronti. PTMs ovliviiuji nejen dynamiku ale i funkci mikrotubult

Vv jednotlivych ¢astech buiky.

Acetylace Lys 40 a-tubulinu je charakteristickym rysem stabilnich mikrotubulti
(L'Hernault a Rosenbaum, 1985). Objevuje se na polymerovanych mikrotubulech a urcuje tak

jejich stafi (Gundersen et al., 1984).

Detyrosinace je nejlépe zdokumentovanou modifikaci a-tubulinu, typickou pro stabilni
mikrotubuly. Dochazi pfi ni k odstépeni C-koncového tyrosinového zbytku. Jedna se o
reverzibilni proces, tyrosin mize byt navazan zpét tubulin tyrosin ligazou (TTL).
Detyrosinovany o-tubulin mize byt dale pfeveden na A2-tubulin ireverzibilnim odstépenim
glutamatového zbytku (Paturle-Lafanecher et al., 1991). Tato modifikace je jiz nezvratna a
snizuje tak mnoZzstvi a-tubulinu, které¢ mize byt pievedeno do piivodniho nemodifikovaného

stavu.

Polyglutamylace (Edde et al., 1990) a polyglycinace (Redeker et al., 1994) piedstavuji
navazani polypeptidového fetézce glutamétu a glycinu na glutamatovy zbytek v C-koncové
oblasti - a B-tubulinu. Zatimco glycinace se uplatiiuje v ciliich a bi¢icich sav¢ich bun¢k
(Iftode et al., 2000), polyglutamylace ma SirSi uplatnéni. Fosforylace o-, B-tubulinu se
objevuje méné¢ Casto, zfejme z toho diivodu, Ze tubulin je sam o sobé siln¢ negativné nabity a
vneseni dal$i zaporné nabité fosfatové skupiny nemusi byt dostacujici pro zménu struktury
tubulinu. o-tubulin mize byt také ubiquitinovan (Solinger et al., 2010). Palmitoylace
tubulinu mize ptispivat k jeho asociaci s membranami (Ozols a Caron, 1997). Je znama také
glykosylace a- a B-tubulinu (Hino et al., 2003) a jeho arginylace (Wong et al., 2007). Byla
popsana i methylace lysinu o-tubulinu (Iwabata et al., 2005), methylace glutamové kyseliny

obou podjednotek (Xiao et al., 2010) a sumoylace a-tubulinu (Rosas-Acosta et al., 2005).
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Nitrace a-tubulinu byla popsana u P12 bun€k a ptedpoklada se, Ze pfiispiva K regulaci

mikrotubuld pfi neurondlni diferenciaci (Cappelletti et al., 2003).

<@ phosphorylation
<« Fuamyat
<) detyrosination
<@ methylation

4 acetylation
chromatin remodeling intracellular trafficking
gene transcription microtubule severing
DNA replication and repair ciliary and flagellar motility

mitotic spindle

Obr.1. Podobnost histonového a tubulinového kédu u eukaryotni buiiky. DNA v jadie
(¢erveng) je navinuta na histony. Vysledny nukleozoém je stocen do vldkna o priméru 30 nm a
to miZe tvofit vyssi struktury. V cytoplazmé interfaznich bunék mikrotubuly vybihaji smérem
K buné¢nému kortexu. Jak histony tak mikrotubuly mohou byt posttranslaéné modifikovany.
Modifikace probihaji na povrchu téchto struktur a ovliviiuji vazbu proteinovych komplexi.

(Verhey a Gaerting; Cell Cycle 6:17, 2007)
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PTM ptedstavuji ,.tubulinovy kod“, ktery je Cten faktory vazajici se na mikrotubuly
(Westermann a Weber, 2000). Mista s PTM se mohou lisit biochemicky i funkéné a
mikrotubulim v riznych bunéénych kompartmentech tak ud€luji jiné vlastnosti (Obr.1).
Modifikované mikrotubuly se 1i8i i svou afinitou pro molekularni motory a MAPs, které tak
mohou preferencné nasedat jen na urCitou podskupinu mikrotubulti v buiice. Detyrosinace
tubulinu ovliviiuyje dynamiku tzv. (+) konct mikrotubult (viz. 1.1.4.) tim, ze brani nasedani
+TIPs (plus-end interacting proteins) proteint (viz 1.1.6.) s vazebnym motivem CAP-Gly
(cytoskeletal associated protein glycine-rich). Ty se vazi jen na tyrosyllované mikrotubuly
(Peris et al., 2006). Polyglutamylace poskytuje Siroké spektrum signald. Ovliviiuje specifitu
tubulinovych podjednotek délkou postranniho fetézce. Ma ale 1 destabiliza¢ni vliv
prostfednictvim regulace proteint $té€picich mikrotubuly (katanin, spastin). Nékteré kineziny
preferen¢né interaguji s acetylovanymi a detyrosinovanymi mikrotubuly. Molekularni motory

se vazi spise na stabilni nez na dynamicka vlakna (Cai et al., 2009).

|.1.4. Dynamika mikrotubuli

Protoze of3-tubulinové dimery na sebe nasedaji orientované (,,head-to-tail*), dochazi
k polarizaci mikrotubulu, s B-tubulinem exponovanym na (+) konci a a-tubulinem na (-)
konci mikrotubulti. Na (+) konci dochazi k rychlejsi polymeraci a riist mikrotubulii probiha ve
sméru od (-) k (+) konci. U vétsiny bunék je () konec zakotven v MTOCs, zatimco (+)
konec, smétuje k plazmatické membrané. Vyjimku tvoii dendrity neuront, kde jsou nékteré
mikrotubuly orientovany svymi (—) konci smérem K periferii bunky. V zavislosti na typu
signalu, mikrotubuly prochazeji fazemi rustu, stagnace a zkracovani. Tento jev je oznacovan
jako dynamicka nestabilita mikrotubult a provazi ho strukturalni zmény na (+) konci
mikrotubuld. (Desai and Mitchison, 1997). Pfechod zristu ke zkracovani je nazyvan
,katastrofou* a nasledny rust se nazyva ,,zachrana“. Energie z GTP neni nutna k sestaveni
mikrotubulu jako takového, ale k pfechodu z faze ristu do faze zkracovani. Rostouci konec
mikrotubulu je flexibilni a méni svou konformaci ze slabé zahnuté do rovné. Predpoklada se,
ze hydrolyza GTP méni tvar protofilament a vede k vétSimu prohnuti u formy vazajici GDP
(Wang a Nogales, 2005). Rostouci mikrotubul je kryt ,cepickou GTP®, jejiz ztrata vede
k rychlé depolymeraci. Na zkracujicim se konci jsou jednotliva protofilamenta ohnuta

smérem k (-) konci a maji typické spiralové uspofadani. Tato konformacni zména
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destabilizuje pficné vazby mezi jednotlivymi protofilamenty. Cyklus depolymerace je
zakoncéen vyménou GDP za GTP (Obr.2).

a) c)
GTp- Protofilament
tubulin

8 Polymerization

GDP-
tubulin

B
o

Shrinking microtubule

Growing microtubule

25nm Metastable intermediate
Minus end microtubule

Obr.2. Struktura mikrotubuli a dynamicka nestabilita

(@) Mikrotubuly jsou slozeny z af-tubulinovych heterodimert, které nasedaji orientované
(head-to-tail) a vytvati protofilamentum. (b) In vivo je sténa mikrotubulti tvofena 13
protofilamenty. Diskontinuita ve sténé mikrotubulu je oznacena Cervenou pierusovanou
Carou. () Dynamicka nestabilita. Polymerace mikrotubulli je zahajena s tubuliny vazajici
GTP. Hydrolyzou GTP dochazi ke zméné konformace protofilament. Tyto se proto vice
ohybaji, nez je tomu u protofilament vazajicich GTP. Rostouci mikrotubul je zakoncen ,,GTP
Cepickou®, ktera pomahd stabilizovat mikrotubul (1). Uzavienim mikrotubulu dochazi
k tvorbé tupé zakoncené prechodné struktury (2), ktera muze prochazet fazi stagnace, dalsiho
ristu nebo depolymerace. Zkracujici se mikrotubul ma typické spirdlni uspofadani
protofilament (3). Cyklus polymerace—depolymerace je zavrSen vyménou GDP za GTP (4).
(Akhmanova a Steinmetz; Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9: 309-322, 2008).

U mikrotubuld, které nejsou zakotveny v centrozomech, dochazi ke specifické fluktuaci

tubulinu. Jestlize koncentrace tubulinovych dimera ptekro¢i tzv. kritickou koncentraci (Cc),
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tubulin  polymeruje v mikrotubuly, pod kritickou koncentraci dochazi k depolymeraci.
V ptipadé, Ze se koncentrace na obou koncich lisi, vyssi Cc na (-) konci vede ke zkracovani
polymeru, zatimco niz§i Cc na (+) konci k pomalému rastu (Panda et al.,, 1999). U
mikrotubulti s volnymi konci tak dochazi ke kontinudlnimu posunu tubulinu z (+) na (-)
konec. Jev je oznaCovan jako ,treadmilling® a je charakteristicky pro dé€lici vieténko, jehoz
konce, prestoze sméiuji k polim a kinetochoriim, zstavaji volné ptistupné pro piesun

tubulinu.

Stabilita mikrotubulli je zna¢né variabilni. Na rozdil od rigidnich cilii a bic¢iki jsou
cytoplazmatické mikrotubuly dynamické. Tato vlastnost umoziiuje mikrotubulim
»prozkoumavat® prostor buniky a vyhledavat cile jako jsou kinetochory, bunécny kortex a
aktinova filamenta (Desai a Mitchison., 1997). V populaci cytoplazmatickych mikrotubuld
rozliSujeme vlakna stabilni s poloasem rozpadu kolem 1-2 hod a dynamicka s polo¢asem
rozpadu 5-15 min (Saxton et al., 1984). Rerganizace je kli¢ova pti bunééném déleni, kdy
dochazi k tvorbé déliciho vieténka, napojovani na kinetochory a pfesun chromozému k polim
bunky. Astralni mikrotubuly urcuji pozici de€liciho vieténka tak, aby doslo k rovnomérné

distribuci organel do dcefinych bunék (Wittman et al., 2001).

Stabilita a dynamika mikrotubull je regulovana nékolika mechanizmy: (1) expresi riznych
izotypt tubulinu a jejich posttransla¢ni modifikaci, (2) stabilizaci mikrotubuld asociovanymi
proteiny, (3) regulaci dynamiky jejich (+) konct, (4) nukleaci a zakotvenim mikrotubul
v organiza¢nich centrech a (5) vazbou riznych ligandi. Casto se jedna o cytostatika (napf-.
vinblastin, kolchicin, derivaty taxolu), ktera potlacuji dynamiku mikrotubulti a zasahuji tak do

déleni bunky.

1.1.5. Proteiny interagujici s mikrotubuly

Na mikrotubuly se vaze fada proteinti, které ovliviiuji jejich rist, stabilitu a interakce s
organelami. Buné¢né motory (kineziny a dyneiny) vyuZzivaji mikrotubuly k intracelularnimu
transportu. Dal$i skupinu tvoii klasické proteiny interagujici s mikrotubuly (MAPSs). Casto
nesou kladny nédboj, ktery usnadiiuje interakci se zaporn€ nabitymi mikrotubuly. Strukturalni
MAPs jsou termostabilni a obsahuji konzervativni MTB (microtubule binding) doménu

tvofenou 3 nebo 4 vazebnymi misty pro mikrotubuly. Zatimco MAPs nasedaji svymi tubulin-
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vazebnymi doménami podél protofilament, zbytek molekuly ¢ni do prostoru a propojuje tak
mikrotubuly s membranami, jinymi mikrotubuly nebo dal$imi cytoskeletalnimi polymery
(Chapin a Bulinski, 1992). Cela skupina ma stabiliza¢ni vliv a uplatituje se v regulaci
cytoskeletu. Prodluzuji polo¢as rozpadu mikrotubulii z nékolika minut na hodiny. Dale jsou
zodpovédné za vazbu s mikrofilamenty, signdlnimi proteiny a regulaci bunééného transportu.
MAP casto vznikaji alternativnim sestiithem mMRNA transkribované z jednoho genu (Chung et
al., 1996). Skupina asociovanych proteini MAP2/tau zahrnuje MAP2 (A,B,C), MAP4 a tau
protein. Béhem ontogeneze se muze zastoupeni MAPs v organizmu ménit (Mavilia et al.,
1993). Zatimco MAP2C a MAP2D se nalézaji prevazné v embryonalnim mozku, u dospélych
jedinct jsou nahrazeny MAP2A a MAP2B. Podobné i rodina MAP1 (A,B,C) stabilizuje
mikrotubuly. MAP1A a MAPI1B jsou exprimovéany zvlasté¢ v neuronech, kde se podileji na

tvorbé a rustu axont a dendritu.

Nové popsanou skupinou MAPS jsou proteiny $tépici mikrotubuly, tvofici tak nové (+) a
(-) konce mikrotubuld. Tvorba kratkych fragmenti mikrotubull bez potieby depolymerovat
mikrotubuly je dualezitd pfi reorganizaci cytoskeletu (Zhang et al., 2007). Patii sem napf.
katanin z rodiny AAA (ATPases associated with various cellular activities) s60 kDa
katalytickou a 80 kDa regula¢ni podjednotkou. Uplatiuje se v mitéze a neurondlni
diferenciaci. Spastin, dalsi ¢len této rodiny, je zajimavy tim, Ze mutace jeho genu je hlavni
pti¢inou spastické paraplegie. Schopnost $tépit mikrotubuly maji také fidgetin a VPS4
proteiny (Roll-Mecak a McNally, 2010). Rozpadu mikrotubuld muize byt také dosazeno
vyvazanim tubulinovych dimert. Stathmin (onkoprotein 18) se vaze na tubulin a sniZuje tak
dostupnost volného tubulinu pro polymeraci. Dochazi k potlaceni rtistu mikrotubulii a zvySeni
frekvence depolymerace. Pii tvorbé déliciho vieténka dochazi k inhibici tohoto proteinu
mitotickymi kinazami. V mnoha nadorovych bunkach byla zjisténa vysoka hladina stathminu
(Baldassarre et al., 2005).

1.1.6. +TIP proteiny

Plus konce mikrotubulll jsou vhodnym mistem pro regulaci dynamiky mikrotubull, ktera se
déje i prostfednictvim interakce se specifickou skupinou proteinit ozna¢ovanych jako proteiny

vazajici se na plus-konce mikrotubuli (+TIPs.) Tyto proteiny se vyskytuji u vSech eukaryot a
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od ostatnich MAPs se li§i tim, Ze se koncentruji na rostoucich koncich mikrotubulii. +TIPs
rozpoznavaji a interaguji s (+) konci mikrotubull ptimo nebo neptimo v komplexech s jinymi

proteiny, které je dopravi k (+) konci mikrotubulu (Schuyler a Pellman, 2001).

+TIPs tvoifi skupinu strukturn€ i funkéné rozdilnych proteinl, kterd zahrnuje signalni a
adaptorové proteiny a nékteré mikrotubuldrni motory. Mezi klasické +TIPs patii CLIP-170
(cytoplasmic linker protein), EB (end binding) proteiny, podjednotka dynaktinu p150°"*,
CLASP (cytoplasmic linker aasociated protein), tumor supresor APC (Adematous polyposis
coli), kinezin MCAK (mitotic centromere-associated kinesin) a dalsi ( Diamantopoulos et al.,
1999; Perez al., 1999; Hoogenraad et al., 2000). EB1 je maly dimericky protein dekorujici jen
rostouci konce mikrotubulti a ze ,,starnoucich mikrotubuli® rychle odpada (Bieling et al.,
2007). EB proteiny maji vysoce konzervativni N-terminalni doménu CH (calponin-homology)
(Korenbaum a Rivero, 2002), ktera je zodpovédna za vazbu na mikrotubuly (Hayashi a Ikura,
2003). Dale obsahuji jedine¢nou EB doménu a na C-konci EEY/F motiv (Komarova et al.,
2005). Ptfes tyto domény na sebe EB proteiny vazi dal§i +TIPs a tvofi tak zdklad celého
komplexu (Akhmanova a Steihmetz, 2010). Napt. STIM1 (stromal interacting molecule) a

CDKS5RAP?2 interaguji s mikrotubuly pouze prostfednictvim EB proteinti (Fong et al., 2009).

Dalsi velka skupina proteini obsahuje tzv. SXIP motiv, ktery ma funkci lokaliza¢niho
signalu na (+) konec mikrotubulti (tzv. MtLS; microtubule localization signal). Je
rozpoznavan EB doménou (Honnappa et al., 2009). Patii sem APC, spectraplakin, MACF
(microtubule-actin crosslinking factor), MCAK (Akhmanova a Steihmetz, 2010).

Charakteristickym motivem +TIPs je 1 TOG-like doména (Colonic, hepatic tumor over-
expressed gene) dlouha 250 aminokyselin. Mezi TOG proteiny se fadi, XMAP215/Disl a
CLASP. Polymeraza XMAP215 urychluje riist mikrotubulli az desetindsobné a to skokove,
Vjednom kroku o vice nez 60 nm (Kerssemakers et al., 2006). Pro CLIP a velkou

podjednotku dynaktinového komplexu p150 9 je typicka CAP-Gly doména.

Kromé regulace dynamiky mikrotubulti katalyzuji +TIPs i adici tubulinu na (+) konci
(XMAP215), urychluji ,,katastrofu* mikrotubulit (MCAK) nebo jejich ,,zachranu® (CLIP170).
Vytvérteji spojeni mezi konci mikrotubulti a dalS§imi strukturami jako je bunétny kortex
(CLASP, APC, MACF), mikrofilamenta (spektroplakin, Teal-Tea4). Dale koordinuji
napojovani mikrotubultt k mitotickym kinetochorim (Daml, CLIP170, CLASP, dynein).
Pomahaji nakladat vezikly pti bunééném transportu sméfujicimu k (-) konci (CLIP170,
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dynactin) nebo dal$i mikrotubuly napft. pii tvorbé déliciho vieténka (Akhmanova a Steihmetz,

2010).

Nékteré +TIPs byly popsany i na centrozému a jinych organizacnich centrech. Zakotvuji a
stabilizuji zde mikrotubuly a podileji se i na jejich nukleaci (Hestermann et al., 2002). EB1
spolecné¢ s APC se nalézd na matefské centriole a to zcela nezavisle na piitomnosti
mikrotubull (Louie et al., 2004). K organizaci mikrotubulti dale ptispivaji FOP a CAP350
(Yan et al., 2006), CDKRAP2, ktery se vaze piimo na y-TURC (y- tubulin ring complex)
(Fong et. al., 2009). Na polech mitotického vieténka byl nalezen i XMAP215 (Peset et al.,
2005). +TIPs byly lokalizovany i na membranach Golgiho aparatu. Jednd se o CLASP a
vazebny faktor y-TURC, AKAP450/CG-NAP (A-kinase-associated protein) (Efimov et al.,
2007). Na kinetochorech byl popsan Dgt6 protein, podjednotka augminu, vazebného proteinu
v-TURC (Bucciarelli et al., 2009).

1.2. GAMA-TUBULIN

1.2.1. Lokalizace a funkce gama-tubulinu

y-Tubulin byl nalezen pifi vyhledavani supresorti B-tubulinové mutace u Aspergillus
nidulans (Oakley and Oakley, 1989). Nasledné byl vyskyt potvrzen u v§ech eukaryot (Joshi et
al., 1992, Stearns et al., 1991). y-Tubulin se vyskytuje na centrozomech V interfaznich
bunkach, na pélech mitotick¢ho vieténka (LaJoie-Mezanec et al., 1994; Novakova et al.,
1996) a na telofaznim télisku (Julian et al., 1993). U acentriolarnich rostlin se y-tubulin naléza
podél interfaznich mikrotubuli, na poélech mitotického vieténka, na jaderné membrané a
fragmoplastu. Byl detekovan rovnéz na acentriolarnim vieténku mysich oocyti (Palacios et
al., 1993). V polarizovanych bunkach epitelu se y-tubulin nachazi pod apikalni membranou
Vv bazalnich t€liscich (Muresan et al., 1993). Byl také lokalizovan na marginalnim svazku
mikrotubulti kufecich erytrocyti (Linhartova et al., 2002), podél mikrotubulii axonem
protozoi (Libusova et al., 2004) a na antiparalelnich svazcich mikrotubuli kvasinek (Janson et
al., 2005). Byl popsan i na membranach (Drykova et al., 2003; Macurek et al., 2008) vcetné
Golgiho aparatu (Chabin-Brion et al., 2001). Vyskytuje se i na kinetochorech a v jadfe rostlin

(Binarova et al., 1998 a 2000). y-Tubulin byl nalezen i v jadie savéich bunék se zvySenou
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expresi Rad51 proteinu, s kterym kolokalizoval (Lesca et al., 2005).

Kolem 80% z celkového mnozstvi Se y-tubulin naléza v cytoplazmé. Hladina y-
tubulinu v centrozOmu je relativné stejna béhem interfaze, ale dramaticky se zvySuje
Vv pribéhu mitézy, kdy se zvétSuje velikost a nukleacni kapacita centrozému, a opét klesa po
skonceni déleni. Vyména y-tubulinu mezi jednotlivymi kompartmeny probiha béhem celého

bunécného cyklu nezavisle na mikrotubulech (Khodjakov a Rieder, 1999).

v-tubulin je klicovy pro nukleaci mikrotubult. Jeho role byla demonstrovana mutaci mipA
u A. nidulans, ktera zpisobila vyrazné snizeni po¢tu mikrotubult, doslo k jejich zkraceni a
absenci déliciho vfeténka (Oakley et al., 1990). Jestlize byla do sav¢ich bun¢k
mikroinjikovéana protilatka proti y-tubulinu, doslo k zablokovani riistu mikrotubulll po jejich
depolymeraci. Z toho rovnéz vyplyva, ze y-tubulin je zodpovédny za nukleaci mikrotubuld
(Joshi et al., 1992). Funkce y-tubulinu je zachovana u riznych organizmu. y-tubulin ¢lovéka je
schopny plné substituovat funkci y-tubulinu kvasinky (Horio and Oakley, 1994). Rovnéz
deplece pomoci siRNA u U20S bunék potvrdila nezastupitelnou funkei y-tubulinu pro tvorbu

cytoplazmatickych mikrotubuli a déliciho vieténka (Liders et al., 2006).

1.2.2. 1zotypy gama-tubulinu

Homologie mezi y-tubulin a af-tubuliny dosahuje 30%. Mnozstvi y-tubulinu u sav¢ich
bungk predstavuje méné nez 1% z celkového mnozstvi tubulinovych heterodimert (Stearns et
al., 1991). U A. nidulans je mRNA pro y-tubulin 20x mén¢ nez mRNA pro B-tubulin (Oakley
and Oakley, 1989). y-tubulin je vysoce konzervativni napii¢ celou Skalou organizmd.
Homologie mezi A. nidulans a ¢lovékem dosahuje 67,4% (Zheng et al., 1995), u obratlovcu je
jesté vyssi, napt. mezi ¢lovékem a X. laevis dosahuje az 98%. (Oakley a Akkari, 1999).
Vyjimkou jsou kvasinky S. cerevisiae, kde se y-tubulin (produkt genu Tub4) vyrazné odliSuje
od ostatnich organizmti, homologie dosahuje pouze 35,6% (Sobel and Snyder, 1995) a vy-
tubulin C. elegans, kde homologie dosahuje 40-45%. Otazkou zustava, zda tato odlisnost
odrazi i funk¢ni riznorodost. U evolu¢né odlisnych organizmu jako je Arabidopsis thaliana
(Liu et al., 1994), Zea mays (Lopez et al., 1995), Physarum polycephalum (Lajoie-Mazenec et

al., 1996), Euplotes crassus (Tan and Heckmann, 1998), Paramecium tetraurelia (Ruiz et al.,
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1999), Drosophila melanogaster (Wilson and Borisy, 1997), ¢loveék (Wise et al., 2000) a mys
(Yuba-Kubo et al.,, 2005) byly nalezeny dva izotypy y-tubulinu. Detailni fylogeneticka
analyza ukazala, Ze y-tubulinové geny vznikly duplikaci ze spole¢ného genu a tato duplikace
prob&hla u obratlovci nezavisle na duplikaci genu u Drosophily (Yuba-Kubo et al., 2005). U
D. melanogaster existuji 2 geny, yTub23C a yTub37C (Tavosanis et al., 1997). Zatimco
yTub23C hraje roli v organizaci mikrotubultl pii mitdze a saméi meidze (Sunkel et al., 1995),
yTub37C je dulezity pii sami¢i meidze (Llamazares et al., 1999). PtestoZze oba izotypy maji
jiné biochemické vlastnosti a jinou tkanovou expresi, jsou vzajemné zaménitelné. U mysi
byly popsany rovnéz dva izotypy. TUBGL1 je exprimovany ve vSech tkanich a embrya bez
TUB1 umiraji jest¢ pied implantaci do délohy z divodii abnormalniho déliciho vieténka
(Yuba-Kubo et al., 2005). Exprese TUBG2 je u mysi vyssi v tkdnich mozku, s vyjimkou
mozecku. U TUBG2-/- mysi nebyla snizena plodnost, ale byly zaznamenany poruchy ve
vnimani cirkadialniho rytmu a v reakcich na bolestivé podnéty (Yuba-Kubo, osobni sdéleni).
U clovéka je TUBG1 a TUBG2 lokalizovan ve vzdalenosti 20 kB v oblasti q21 na
chromozomu 17, pseudogen TUBGI1P pak na chromozému 7 (Wise et al., 2000). Homologie
proteini kddovanych gen TUBG1 a TUBG2 dosahuje az 97,3%. Proteiny se li§i pouze 12
aminokyselinami na C konci molekul. Ptestoze jsou proteiny téméf identické, nejsou in vivo
funkéné ekvivalentni. Piedpoklada se, ze TUBGI1 predstavuje u mys$i konvenéni y-tubulin,

zatimco TUBG2 by mohl mit specialni roli v mozku (Yuba-Kubo et al., 2005).

y-Tubulin vaze GTP s podobnou afinitou jako B-tubulin (60nM) s tim, ze upfednostiuje
vazbu GDP pted GTP. y-Tubulin také méni konformaci v zavislosti na vazbé a-tubulinu
a/nebo hydrolyze GTP. Tato zména konformace ma vliv na schopnost y-tubulinu nukleovat
mikrotubuly. Ze znalosti krystalové struktury bylo odvozeno, ze molekuly y-tubulinu jsou
schopné vzajemné lateralni interakce, a to je predurCuje pro jejich roli pii nukleaci

mikrotubuld (Aldaz et al., 2005).

1.2.3. Gama-tubulinové komplexy

y-Tubulin se nachazi na MTOC ve form¢ multiproteinového komplexu (y-TuC: y-tubulin
complex). U pucivych kvasinek velikost komplexu zavisi na podminkach piipravy bunééného
extraktu (Vinh et al., 2002). Tub4 komplex, o velikosti 9S, se sklada ze dvou molekul -

19



tubulinu, jedné molekuly Spc97 (SPC: spindle pole body component) a jedné molekuly
Spc98 proteinu (Geissler et al., 1996). Vétsi 22S komplex je ziejmé oligomerem a jeho
ptesné slozeni neni znamé (Vinh et al., 2002). U poltivych kvasinek y-tubulinovy komplex
migruje nejcastéji jako 22S (Fujita et al., 2002) a sklada se z Tugl/Gtb1 (y-tubulin), ortologt
Spc97 a Spc98 oznacovanych Alp4 a Alp6 (Vardy and Toda, 2000) a nejméné dvou dalsich
proteinti Gfhl a Alp16 (Fujita et al., 2002). U kvasinky S.cerevisiae byla pomoci elektronové
mikroskopie urdena struktura y-TuSC (y-tubulin small complex) s rozlisenim 25-A. Bylo
zjisténo, ze y-TuSC ma tvar pismene ypsilon, skladd se ze dvou ramen, tvofenymi Spc97 a
Spc98, a y-tubuliny se nachazeji na koncich obou ramen. Na C-terminalni doméné Spc97 a
Spc98 jsou konzervativni motivy gripl a grip2, které jsou vazebnymi misty pro Tub4p
(Kollman et al., 2008).

U bungk zivocichti roznavame dva zakladni komplexy: maly (y-TuSC) a velky (y-TuRC).
Pro oznaceni podjednotek y-TuRC se nejcastéji pouziva téchto dvou nomenklatur: Grips (y-
tubulin ring proteins, napi. Dgrip u Drosophily a Xgrip u Xenopa) a GCPs (y-tubulin complex
proteins). y-TuSC je analogicky Tub4p komplexu puc¢ivych kvasinek, sedimenta¢ni koeficient
je kolem 32S u clovéka a tvoii ho 2 molekuly y-tubulinu, 1 molekula ortologu Spc97
(oznacovana jako Dgrip84 u Drosophily, Xgrip110 u Xenopa a hGCP2 u clovéka) a 1
molekula ortologu Spc98 (oznacovana jako Dgrip91 u Drosophily, Xgrip109 u Xenopa a
hGCP3 u c¢lovéka). Pomoci analyzy y-TuSCs a y-TURCs izolovanych z embryi Drosophily
bylo zjisténo, ze y-TuRC je tvofen nékolika y-TuSC a dal§imi asociovanymi proteiny;
Dgrip75, Dgrip128, Dgripl163 a Dgp71-WD (Oegema et al., 1999). Soucasny model
uspotadani Grip v y-TuRC je takovy, Ze soudrZnost jednotlivych y-TuSCs je zajiSténa
»cepickou® tvofenou asociovanymi proteiny (Wiese and Zheng, 2006). Tyto proteiny jsou
konzervativni a obsahuji rovnéz konzervativni sekvenéni motiv grip (Gunawardane et al.,
2000). Vyjimku tvoii Dgp71WD/GCP-WD/Neddl, ktery tento motiv neobsahuje a neni
nedilnou soucasti y-TURC (Haren et al., 2006). Ptestoze y-TURCS jsou tvofeny y-tubulinem a

proteiny s grip motivy, sloZeni neni totozné u vSech organizmu.

Byly navrzeny dva modely vysvétlujici ulohu y-TuRC pii nukleaci mikrotubulll. Prvnim
z nich je templatovy model, ptedpokladajici, ze y-TURC funguje jako vzor pro sestavovani

podjednotek tubulinu (Zheng et al., 1995). V tomto piipadé sousedici molekuly y-tubulinu
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interaguji lateraln¢ za vzniku otevieného kruhu, na ktery nasedaji a-tubulinové dimery. Na
druhou stranu, model protofilament piedpokladal vznik kratkého vlakna z molekul y-tubulinu,
na ktery by se vazaly of-tubulinové dimery. (Erickson and Stoffler, 1996). Za vyuziti
kryoelektronové mikroskopie bylo prokazano, ze samotné y-TuSC jsou schopné tvofit
prstenec pro nukleaci 13ti protofilament (Kollman et al., 2010) i bez pfispéni dalSich
asociovanych proteinti (Obr.3). Adaptorovy protein Spcl10 prstenec stabilizuje a umoziuje
tvorbu polymert. Proteiny y-TURC ziejmé nefunguji jako pomocné leSeni pro nukleaci, ale
spiSe stabilizuji nukleacni prstenec tvoieny y-TuSC, podporuji jeho nukleacni aktivitu a
zakotvuji do MTOC. Toto zjisténi je v souladu s ptedchozim nalezem, kdy deplece proteint y-

TUuRC nezménila nuklea¢ni aktivitu centrozomu (Vérollet et al., 2006).
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Obr. 3. Modely zakotveni a aktivace y-tubulinového nuklea¢niho komplexu.

(@) Organizmy bez komponent y-TuRC (Saccharomyces). Spcl10p, ptimo vaze y-TuSC
K organizaénimu centru. Pfedpoklada se, ze konforma¢ni zména Spc98 napomaha nukleaci
preskupenim y-tubulinu v piesny templat pro mikrotubuly. (b) Organizmy obsahujici
kompletni y-TuRC. Aktivni komplexy se vazi piimo K organiza¢nim centrim ptes y-TuSC.
Lokalizace y-TuRC u déliciho vieténka je zprostiedkovana specifickymi proteiny y-TuRC.
V obou pripadech je geometrie nukleac¢niho templatu ur¢ena interakcemi y-TuSC (Kollman
etal. ; Nature 12; 466, 2010).
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U zivocisnych bunék piispiva k nukleaci mikrotubult spise y-TuRC, nez y-TuSC. Doklada
to nékolik experimentd: (1) purifikovany y-TuRC ma 30x vyS8i nuklea¢ni aktivitu nez
purifikovany y-TuSC (Oegema et al., 1999); (2) purifikovany y-TuRC ziistiva navazany na
(-) koncich mikrotubulii (Keating and Borisy, 2000); (3) vSechny podjednotky y-TuRC byly

nalezeny na centrozému.

Dulezitou roli pii smérovani y-TuRC na centrozom hraje GCP-WD/Neddl1 (Haren et al.,
2006). Zatimco vazba y-TURC s mikrotubuly déliciho vieténka vyzaduje fosforylaci GCP-
WD, pfi interakci y-TURC s centrozOmem neni fosforylace GCP-WD nezbytna (Liiders et al.,
2006).

1.2.4. Regulace gama-tubulinu

Bylo prokéazano, ze u S. cerevisiae je y-tubulin fosforylovan neznamou kinazou v G1 fazi a
defosforylovan v mitdze (Vogel et al., 2001). K fosforylaci dochazi na tyrozinu v pozici 445 u
S.cerevisiae. Tento tyrozinovy zbytek je soucasti aminokyselinového motivu nezbytného pro
organizaci mikrotubulti u S.cerevisiae. (Vogel and Snyder, 2000). Deplece tohoto motivu
vede K porucham v lokalizaci Bim1 (homolog EB1) a Kar9 proteint na SPB (Cuschieri et al.,
2006). Dalsi fosforyla¢ni mista na TuB4 byla nalezena hmotnostni spektrometrii na serinech
v pozicich 74, 100 a 360 (Lin et al. 2011). U sav¢ich bunék byla nalezena fosforylace y-
tubulinu na serinu v pozici 131 v pfitomnosti SADB kinaz, které se nachazeji na
centrozomech a reguluji jejich duplikaci (Alvardo-Kristenson et al., 2009). Rovnéz protein
tyrosin kinazy mohou ovliviiovat nukleaci mikrotubulii (Colello et al., 2010; Sulimenko et al.,
2006). Kinaza Scr mize regulovat akumulaci y-tubulinu v MTOC nékolika zpusoby: (1)
podporovat tvorbu y-TuRC a jeho nasedani na centrozom, (2) fosforylovat soucast y-TURC a
ovlivnit interakci s NEDD1/GCP-WD (Luders et al., 2006), (3) nepiimo regulovat aktivitu
PCM nebo proteinit zakotvujicich y-TURC. Vyznamna je i tvorba komplexu y-tubulinu s
dal$imi kinazami. U mySich bunék byl izolovan komplex v,o,p-tubulinu s PLK (polo-like
kinase) o velikosti 669 a 2500 kDa (Feng et al., 1999). U Drosophily byla v y-TuRC
detekovana Weel kinaza, ktera fosforyluje y-tubulin (Stumpff et al., 2005). V lidskych
bunkach byly popsany komplexy obsahujici MARK4  (microtubule affinity-regulating
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kinase 4) a Syk tyrozin kinazu (Trinczek et al., 2004; Zyss et al., 2005). V lyzatu bunék
hlodavcu pak byly identifikovany kmplexy y-tubulinu s PI3-kinazou, Lyn a Fyn (Kapeller et
al., 1995; Draberova et al., 1999; Kukharskyy et al., 2004).

v-Tubulin je ubiquitinylovan na lyzinu v pozici 48 a 344 ubiquitin ligizou BRCA1/BARDI1
(Starita et al., 2004). Mutace lyzinu 48 vede k amplifikaci centrozomt.. Rovnéz in vitro,
doména BRCAL (breast cancer type 1 susceptibility protein) (504-803) je schopna interakce s
y-tubulinem (Zhao et al., 2005). Dale bylo prokazano, ze y-tubulin koprecipituje ubiquitin
ligazu parkin (Rommelaere et al., 2001). y-Tubulin je sbalovan pomoci TCP-1/c-cpN
chaperoninu (Melki et al., 1993). Nesbaleny nebo S$patné sbaleny y-tubulin je dopravovan do
tohoto komplexu pomoci heterohexamerniho chaperonu prefoldinu (Vainberg et al., 1998).
Vazebny motiv pro prefoldin, lokalizovanym v pozici mezi aminokyselinami 10-35 a 219-
253, byl také identifikovan u dalSich ¢lenli tubulinové rodiny a u protein pfislusejicim
k aktinim (Rommelaere et al., 2001). Dalsi protein, UXT, se strukturnim motivem prefoldinu
je schopny interakce s y-tubulinem. Jeho zvySena exprese vede ke zborceni struktury

centrozoému a byla pozorovana u nékterych lidskych nadort (Zhao et al., 2005).

Mezi dalsi proteiny interagujici s y-tubulinu patii proteiny PCM: pericentrin,
AKAP450/CG-NAP, ninein, NIpl (ninein-like protein 1) (Dictenberg et al., 1998; Takahashi
et al., 2002; Mogensen et al., 2000; Casenghi et al., 2003). Ty upeviiuji y-TURCs na
centrozom at’ uz pfimou interakci s y-tubulinem nebo pomoci GCP proteinti (Takahashi et al.,
2002). Bylo zjisténo, Ze y-tubulin dale koprecipituje protein z Golgiho membrany GMAP210
a protein CPAP/CENP-J (Hung et al., 2000; Rios et al., 2004). Tento vyc¢et ukazuje, ze funkce
y-tubulinu mohou byt modulovany nejen posttranslacnimi modifikacemi, ale i1 interakcemi

s dalSimi proteiny.

1.2.5. DalSi funkce gama-tubulinu

Kromé nukleace mikrotubulti se y-tubulin a y-TuRC podileji na regulaci bunécného cyklu,
zvlaste pii ukonceni mitdzy a pii cytokinezi a to nezavisle na mikrotubulech (Cuschieri et al.,
2007). Byla popsana termosenzitivni mutace mipADI159 u A. nidulans, ktera vedla

K porucham pfi rozchodu chromozémi a dokonceni mitdzy, prestoze nukleace mikrotubulti
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Vv interfaznich bunikach i tvorba déliciho vieténka nebyla porusena (Prigozhina et al., 2004). U
téchto bun¢k nedochazelo k akumulaci cyklinu B/Cdk1 (cyclin dependent kinase) a fosfatazy
Ancdcl4 v jadrech, a bunky tak nemohly projit S a M fazi buné¢ného cyklu. Ukazalo se, Ze
nedochazi k aktivaci APC/C (anaphase-promoting-complex/cyclosome) ubiquitin ligazy,
kterd posild mitotické proteiny k degradaci a pfispiva tim k ukonceni mitotického déleni.
APC/C je obvykle inaktivovan v interfazi tak, aby mohla byt zahajena replikace DNA a
syntéza mitotickych protein. Tento krok byl u mipADI159 mutanta potlacen. Otazkou
zUstava, jak y-tubulin inaktivuje APC/C u normalnich bun¢k (Nayak et al.,, 2010). V
ptitomnosti mutovaného y-tubulinu doslo u A. nidulans k porucham v pribéhu pozdnich fazi
mitdzy, respektive anafaze A a anafaze B a rozdéleni chromozému (Prigozhina et al., 2004).
U A. thaliana nizka hladina y-tubulinu sice nezablokovala mitotické déleni, ale byl ovlivnén

prubéh cytokineze (Binarova et al., 2006).

v-Tubulinové komplexy dale monitoruji kontrolni body bunécného cyklu a sleduji integritu
déliciho vieténka. U zdravych bunék existuje kontrolni mechanizmus (SAC; spindle assembly
checkpoint), ktery v ptipadé¢ vzniku aberantniho déliciho vieténka zastavi bunéény cyklus.
Bylo zjisténo, ze nékteré mutace y-tubulinu umoznuji obejit tento kontrolni bod (Hendrickson
et al., 2001). Jestlize jsou S2 bunky Drosophily ovlivnény kolchicinem, aktivuje se SAC
mechanizmus a dajde k zablokovani mitozy. V ptipadé€, Ze byl v buiikach depletovan Dgrip84
protein a zaroven aplikovan kolchicin, doslo k vyraznému zvySeni mitotického indexu. To
dokazuje, ze i pfes poSkozeni dé¢liciho vieténka, mohly bunky projit pfes kontrolu SAC
(Colombié et al., 2006). Dalsi studie na S2 buikéach a lidskych kulturach ukézaly, Ze pro
spravnou funkci SAC je nezbytna integrita celého y-TURC a pro aktivaci SAC je dllezita 1
interakce s proteiny Cdc20 a BubR1 (Miiller et al., 2006).

Proteiny MTOCs mohou rovnéZ regulovat organizaci a dynamiku mikrotubulll a to zfejmé
prostiednictvim +TIPs proteinti. Napi. u kvasinek byla prokazana interakce y-tubulinu
s mitotickymi kineziny (Paluh et al., 2000). Rovnéz delece Mtol a Alp4 proteini
asociovanych s y-tubulinem vedla k prodlouzeni mikrotubulii oproti normalu v dusledku
akumulace proteinu Tipl, ortologu CLIP170 (Zimmermann a Chang, 2005). Tyto a dalsi
vysledky naznacuji, ze proteiny MTOCs ovliviiuji lokalizaci a koncentraci +TIPs proteinil na
mikrotubulech a zaroven tvorbu jejich funkénich komplexd. y-Tubulin tak mize koordinovat

signaly pfichdzejici do MTOC s dé&ji odehravajicimi se v oblasti bunééného kortexu a

24



kinetochort (Usui et al., 2003).

Protoze byl y-tubulin nalezen v komplexu s proteinem Rad51, pfedpoklada se, Zze by se
mohl n&jakym zpisobem podilet na opravé DNA homologni rekombinaci (Lesca et al., 2005).
Navic v ptipadé mutace Rad51 dochdzi k disperzi centrozomalnich markerti (Bertrand et al.,
2003), deplece interak¢énich proteind Rad51, tedy proteinti p53, BRCALl a BRCAZ2, vede
k amplifikaci centrozomi a zaroven p53 a BCRA1 se v mitdze nalézaji na centrozomu (Deng
et al., 2002). Bylo rovnéz prokazano, ze y-tubulin interaguje skinazami ATM (ataxia
telangiectasia mutated) a ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related), které se uplatiuji
v kontrolnich bodech monitorujici poskozeni DNA. Béhem mitézy byly obé kinazy
detegovany na centrozému. Zaroven v interfaznich jadrech byly nalezeny komplexy y-
tubulinu s ATR. Poskozeni DNA vedlo k poklesu hladiny kindz na centrozomu, avsak
mnozstvi y-tubulinu vzrostlo. Tyto vysledky také poukazuji na spojitost mezi nukleaci

mikrotubull a opravnymi mechanizmy DNA (Zhang et al., 2007).

1.3. CENTROZOM A GENOMOVA NESTABILITA

1.3.1. Centrozémy

V interfazi se centrozOm v nenadorové bunice nachazi jen v jedné kopii a to Vtésné
blizkosti jadra, se kterym je mechanicky spojen (Bornens, 1977). Na piechodu G2/M dochazi
k jeho reorganizaci a nuklea¢nim centrem se stavaji poly déliciho vieténka. Typické mitotické
vieténko sav¢ich bunék obsahuje vice nez 3000 mikrotubuld (Kuriyama, 1984). U nékterych
vysoce specializovanych bunék obratlovct jako jsou polarizované epitelialni bunky jater,
ledvin nebo steva jsou centrozomy lokalizovany na apikdlnim konci buiiky. U mysich bunék
vnitiniho ucha vytvafi centrozomalni proteiny pas pod plazmatickou membranou na apikalni
casti bunky (Tucker et al., 1992). Ptfi diferenciaci svalovych bun¢k ve svalové vldkno se
nekterych termindln€ diferenciovanych bunék, jako jsou megakaryocyty, myocyty a

erytrocyty nebo v priibéhu meiotického déleni centrozém degeneruje.

Na rozdil od jinych bunéfnych organel neni centrozoOm obalen membranou, svij tvar

udrZzuje prostfednictvim proteinovych interakci. Centrozém zaujima prostor piiblizné 1 um®,
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je tvofen parem centriol, ktery je umistén v centru pericentriolarni matrix (PCM:
pericentriolar matrix). Centrioly se u€astni tvorby astralnich mikrotubuld. Jejich nepfitomnost
vyvolava poruchy v prubéhu cytokineze (Khodjakov a Rieder, 2001). Centrioly tedy nejsou
kriticky dulezité pro bunécné déleni, spiSe zajistuji vysokou piesnost segregace genetické
informace (Murray, 2001).VétSinu proteinit PCM lze z centrozému odstanit pomoci roztoku o
vysoké koncentraci soli (Moritz et al., 1998). Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo
identifikovano asi 500 proteini (Andersen et al., 2003), stfizlivéjsi odhady hovoii o 100
proteinech s 60 na interfaznich centrozOmech (Wilkinson et al., 2004). Proteiny, které tvofi
jadro centrozému, jsou ptitomny po celou dobu bunééného cyklu a zlstavaji s nim spojeny i

po pusobeni chladu nebo latek depolymerizujicich mikrotubuly (Schatten, 2008).

V soucasné dobé¢ je obecné ptijimany nazor, ze krom¢ nukleace mikrotubulil je centrozém
zapojeny do fady bunécnych dé&jii, jako je bunéény pohyb, udrZeni polarity a tvaru buiiky,
uréeni polohy bunéénych organel, transport vesikulll a makromolekularnich komplexi a
signalovani. Kromé toho se podili na fizeni bunécného cyklu: reguluje vstup bunky do
mitozy, anafaze, cytokineze, G1/S faze a monitoruje poruchy v integrit¢ DNA (Krdmer,
2004). Centrozom je nékterymi enzymy nebo jejich substraty vyuzivan jako ,,odstavna
plocha®, kde ¢ekaji na svou aktivaci nebo jako ,,fidici stfedisko®, které vyuziva mikrotubuly
k propagaci signalu. Rovnéz nékteré viry, bakterie a paraziti vyuZzivaji centrozomalni proteiny

pro své preziti v hostitelské buiice (Coppens et al., 2006).

1.3.2. Amplifikace centrozomi

Aby se normalni burika stala buikou nadorovou, je potieba fada mutaci specifickych genti
(protoonkogent a tumor supresortt). Mutace nebo jejich kombinace mohou vyustit v maligni
fenotyp, jako je napft. ztrata adhezivity bunék a tkanové specifity, ziskani nesmrtelnosti a rist
nezavisly na mitogenech. U nédorovych bunc¢k byla nalezena fada genetickych poskozeni
zahrnujici mutace v sekvenci DNA (napf. bodové mutace, inzerce, delece, rekombinace) a
chromozomové mutace (napf. translokace, aneuploidie). Nelze fici, kterd z mutaci ptrispiva ke
kancerogenezi vétsi mérou, ale je ziejmé, ze aneuploidie (ztrata nebo zisk chromozomu) hraje
V procesu transformace zna¢nou ulohu. Bylo popsano nékolik mechanizmii vedoucich

k destabilizaci chromozomu napt. pomoci deregulace kontrolnich bodl bunééného cyklu nebo

26



selhanim funkci kinetochort. Velkd pozornost je vénovana amplifikaci centrozomu, coZ je
souhrnny nazev oznacujici zmény v poctu, struktuie a funkci této organely. Bylo prokazano,
ze centrozomalni aberace jsou velice Casté téméer ve vSech typi solidnich nadort, zahrnujici
nadory prsu, moc¢ového méchyte, mozku, jater, plic, tlustého stifeva, prostaty, slinivky bfisni,
vajeCnikt, varlat, délozniho ¢ipku, kosti, ale i u nékterych typt leukémii a lymfomi. U
nadorovych bunck byla také zaznamenéna abnormalni fosforylace centrozomalnich proteini a
nahromadéni proteint PCM (Schatten et al., 2000). Nadpocetné centrozomy mohou indukovat
tvorbu multipolarniho vieténka. V piipadé tripolarniho déliciho vieténka dochéazi cCasto
k naslednému bunécnému déleni a dcefiné bunky mohou byt Zivotaschopné, ovSem
aneuploidni. U diploidni bunky mutize ztratu jedné alely kompenzovat druhy chromozom paru.
U bunék s vice neZ tfemi poly nedochazi k bunéénému déleni a vznika bunika dvojjaderna
nebo velka jednojaderna. V tomto piipadé zasahuje protein p53 a spousti procesy vedouci
k bunécné smrti poskozenych bunék. Vyjmeéné se zmnozené centrozomy mohou seskupit do
dvou oblasti pfipominajici normalni bipolarni délici vieténko (pseudo-bipolarni) a to za
pomoci mikrotubularniho motoru dyneinu (Quintyne et al., 2005). Zde je vznik aneuploidnich
bun€k minimalni, nejéastéji ziskaji dcefinné bunky spravnou sadu chromozomi. (Fukasawa,

2005).

Je znamo né¢kolik mechanizmi vedoucich k amplifikaci centrozémi: 1) nékolikandsobnou
duplikaci béhem jednoho bunééného cyklu, 2) selhanim bunécného déleni (cytokineze), 3)
nekontrolovanym odd¢lenim centriol paru a 4) de novo tvorbou acentriolarnich centrozomi
(Obr.4). K prvnimu ptipadu dochazi pii selhani separazy, ktera za normalnich okolnosti
zajistuje rozdéleni paru centriol v anafazi (Tsou a Stearns, 2006). Bylo prokazano, ze
replikace centrozomti muze probéhnout i po skonceni S faze a to v piipadé, kdy je aktivovan
mechanizmus opravy DNA. Nekontrolovana amplifikace byla pozorovana u bunék, které
mély mutace v proteinech ucastnicich se oprav DNA jako jsou BRCA1, BRCA2 a Rad 51 (
Bertrand et al., 2003, Tutt et al., 1999). BRCAI patii mezi tumorsupresory a Ucastni se
v bunice fady déji. Kromé opravy DNA pomoci homologni rekombinace to je regulace
transkripce (Welcsh et al., 2002), remodelace chromatinu (Bochar et al., 2000) a ma rovnéz
funkci ubiquitin ligazy (Baer a Ludwig, 2002). Protein BRCA1 je za normalnich okolnosti
fosforylovan v S-fdzi  bunéfného cyklu nebo pii  poSkozeni DNA. Pouze
v hypofosforylovaném stavu interaguje s y-tubulinem. Je-li hyperfosforylovan, klesa jeho

mnozstvi na centrozomu a zaroven dochazi i k poklesu y-tubulinu v MTOCSs. Nasledkem toho
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vznika multipolarni dé€lici vieténko (Hsu et al., 2001). Rovnéz absence tumor supresoru p53
proteinu v bunce usnadniuje nekontrolovanou duplikaci centrozomut (Hinchcliffe et al., 1999).
Mezi dalsi ptic¢iny vedouci k tvorbé multipolarniho vieténka patii nekoordinované rozdéleni
centriol, tvorba accentriolarntho MTOC znahromadéné PCM nebo zvySena exprese
nékterych kinaz (Aurora A, Aurora B, Plk1) interagujicich s y-tubulinem (Hut et al., 2003).
Ukazuje se, ze i dalsi tumor supresory mohou byt v komplexech s y-tubulinem (Abe et al.,

2006; Nguyen et al., 2007), fyziologicky vyznam téchto komplext je neznamy.

(a) Mnohonasobna duplikace
centrozém( béhem jednoho cyklu
déleni

(b) Poruchy cytokineze

(c) Nekontrolované rozdéleni centriol

(d) Tvorba acentriolarnich MTOCs

Obr.4. Mechanizmy amplifikace centrozomu. (a) V jednom bunécném cyklu prob&hne
nekolikrat duplikace centrozému. (b) Buiika nepodstoupi cytokinezi a dochazi ke zdvojeni

genomu i centrozomil. (¢) Par centriol se rozdéli a vytvoii samostatny centrozom. (d) De novo

tvorba MTOC bez centriol (Fukasawa; Cancer Lett. 230; 6, 2005).
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II. CILE PRACE

Odd¢leni biologie cytoskeletu se dlouhodobé zabyva studiem mikrotubull, jejich
dynamikou a molekuldrni charakterizaci proteinti asociovanych s oganiza¢nimi centry
mikrotubuli (MTOCs). Zvlasté pak jejich kliCovym proteinem, y-tubulinem, ktery je
nezbytny pro nukleaci mikrotubuli. Ukézali jsme, Ze y-tubulin je kromé centrozomu
lokalizovan na bunéénych membranach (Macturek et al.,, 2008), kinetochorovych
mikrotubulech rostlin (Drykova et al., 2003) a na marginalnim svazku mikrotubul
v embryonalnich kufecich erytrocytech (Linhartova et al., 2002). y-Tubulin také vytvari
komplexy s tyrozin kinazami, které by mohly regulovat nukleaci mikrotubulti (Sulimenko et
al., 2006, Macurek et al., 2008). V posledni dobé se ukazuje, Zze spravna funkce
centrozomalnich proteinti je klicova k udrzeni genové stability bunky. Je znamo, ze y-tubulin
se ucastni regulace bunécéného cyklu (Vardy et al., 2002) a mohl by hrat roli pfi spousténi
opravnych mechanizmi pii poSkozeni DNA. V neddvné dob¢ byla prokazéana jeho interakce s
jadernymi proteiny, jako je ATR kindza (Zhang et al., 2007) nebo proteinem Rad51 (Lesca et
al., 2005). Proto se y-tubulin za¢ina spojovat s procesem nadorového zvratu. U nadorovych
bun€k byly rovnéz prokazany zmény V expresi izotypu B-tubulinu (Katsetos et al., 2003).
Zvlaste zvySena exprese PllI-tubulinu je ddvana do souvislosti s progresi nadorového bujeni a
rezistenci vici 1é¢ivim pouzivanym k 1é¢beé nékterych nadort (Ferlini et al., 2007). Ve své
disertacni praci jsem se pokusila ziskat nové poznatky o funkci tubulini, zejména u

nadorovych bunék.

Cile predkladané diserta¢ni prace byly nasledujici:

1. Porovnat zmény v distribuci a expresi tubulini (y- a Bll1-tubulin) u normalnich
a nadorovych bunék.

2. Funk¢né charakterizovat jaderny y-tubulin.,

3. Charakterizovat proteiny organiza¢nich center mikrotubulii pomoci novych
monoklonalnich protilatek.
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III. KOMENTAR K PRILOZENYM PUBLIKACIM

Diferencialni distribuce a exprese tubulint u normalnich a nadorovych bunék

I11.1. Katsetos C.D., Reddy G., Draberova E., Smejkalova B., Del Valle L., Ashraf Q.
Tadevosyan A., Yelin K., Maraziotis T., Mishra O.P., Mork S., Legido A., Nissanov J., Baas
P.W., de Chadarévian J.P., Draber P.: Altered cellular distribution and subcellular sorting of
gamma-tubulin in diffuse astrocytic gliomas and human glioblastoma cell lines. Journal of
Neuropathology and Experimental Neurology, 65:465-477, 2006.

Chakteristickym rysem nddorovych bunék je zmnozeni centrozémii vedouci k tvorbé
multipolarniho dé€liciho vieténka, nerovnomérné segregaci chromozému a nasledné akumulaci
genetickych defektti. Pochopeni mechanizmii vedoucich ke vzniku nadoru a jeho progresi do
agresivnéjsich forem jsou nezbytné pro rozvoj efektivnich terapii. Jedna z moznosti, je cilené
ovlivnit dynamiku mikrotubulii nddorovych bunék. Gliomy patii mezi nejcastéjsi primarni
nadory mozku. Z histologického hlediska jsou podle stupné malignity déleny do ¢tyt skupin,
pficemz IV. stadium je v soucasné dobé nelééitelné. Gliomy jsou multifokalni a vysoce
invazivni. Casto neni mozné piikroéit k jejich chirurgickému odstranéni ani k radioterapii.
V 95% piipadii se nddorové buiiky §ifi do okoli od okraje resekce a unikaji tim béZné 1écbé
(Johnston et. al., 2003). Tato prace analyzuje expresi a distribuci y-tubulinu, kli¢ového
centrozomalniho proteinu, na 56 primarnich gliomech histologicky zatfazenych do stupné II-

IV a 4 lidskych glioblastomovych liniich (U8§7MG, U118MG, U138MG a T98QG).

Pomoci imunohistochemickych metod jsme prokazali, ze u gliomt dochazi ve srovnani
s nenadorovymi gliovymi buiikami ke zvySené expresi y-tubulinu. Vyrazny narast byl
pozorovan u astrocytomil s vysokym stupném anaplazie. U nenadorovych bunck byl y-
tubulinu s pomoci protilatek proti C- nebo N- terminalnimu konci molekuly detekovan v
centrozomech. U primarnich nadorti i glioblastomovych bunéénych linii se vsak y-tubulin
nalézal nejen v oblasti centrozému, ale i v cytoplazmé ve form¢e rizné velkych agregatii. y-
Tubulin mél spolecnou distribuci s dal§im centrozomélnim proteinem pericentrinem, pouze
Vv oblasti centrozomu. Prokazali jsme, ze y-tubulin se v glioblastomovych liniich naléza jak

Vv solubilni tak i cytoskeletdlni frakci ptiblizné ve stejném mnozstvi, a to jak u neovlivnénych
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bunck tak i bun¢k, u kterych byly mikrotubuly depolymerovany nokodazolem.

Nase vysledky naznacuji, Ze zvySena exprese y-tubulinu muze slouzit jako znak bunécné
transformace. Jeho ektopicka distribuce v buiikkdch gliomi muze odrazet anaplasticky
potencial bunky. Jde o prvotni nalez, ktery byl poté potvrzen i u dalSich typi nadort

(Caracciolo et al., 2010).

V této praci jsem kvantifikovala ytubulin u glioblastomovych linii pomoci imunoblotingu
za vyuziti panelu protildtek proti y-tubulinu a stanovovala podil solubilni a cytoskeletalni

frakce u kontrolnich bunék a bunék ovlivnénych nokodazolem.

111.2. Katsetos C.D., Draberova E., gmejkalovzi B., Reddy G., Bertrand L., de Chadarévian
J.P., Legido A., Nissanov J., Baas P.W., Draber P.: Class Il beta-tubulin and gamma-tubulin
are co-expressed and form complexes in human glioblastoma cells. Neurochemical
Research, 32:1387-1398, 2007.

V piedchazejici praci (Katsetos et al., 2006) jsme prokazali aberantni expresi y-tubulinu
Vv lidskych primérnich gliomech a u glioblastomovych linii. V glioblastomech byla také diive
zjisténa atypicka exprese Blll-tubulinu, ktery je obecné povazovan za ukazatel neurondlni
diferenciace (Draberova et al., 1998; Katsetos et al., 2003). Blll-tubulin se nalézd jak
Vv centralnim tak 1 perifernim nervovém systému a jeho exprese se zvySuje pii tvorb¢é axon.
Byl ale také nalezen u Sertoliho bun€k a v nékterych naddorech neneuronalniho ptivodu, jako
jsou lymfomy a maligni melanomy a jiné (Luduefia, 1993). Otevienou otazkou vSak zlstava,
zda exprese BllI-tubulinu koreluje se zvySenou expresi y-tubulinu a zda mohou tyto proteiny

vzajemné interagovat.

Na fezech tkani z normalniho mozku jsme ukazali, ze se PBllI-tubulin vyskytuje pouze
v prekurzorech neuroepitelialnich bunék a neni detekovan v gliich a mezenchymalnich
bunkach. U astrocytoml a glioblastomli jeho exprese korelovala se stupném malignity
nadord. U T98G bunécné linie byla nalezena zvySena exprese jak y-tubulinu tak i BIII-
tubulinu. Po ovlivnéni bun¢k T98G taxolem se BllI-tubulin nachazel na svazcich mikrotubult,
zatimco difuzni znaceni y-tubulinu zlstalo nezménéno. RovnéZ ovlivnéni bunck vinblastinem

vedlo k inkorporaci Blll-tubulinu do tubulinovych parakrystald, avSak distribuce y-tubulinu
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zlstala nezménéna. Vlivem nokodazolu doSlo k rozpadu mikrotubulli a snizeni intenzity
znacCeni s anti-BllI-tubulinovou protilatkou, ale lokalizace BllI-tubulinu se nezménila. Pomoci
mikrotubularnich drog jsme tak prokézali, ze Blll-tubulin neni soucasti nerozpustnych y-
tubulinovych komplexti. Na druhou stranu bylo pomoci imunoprecipitaénich experimentt
prokazano, ze oba tubuliny vzdjemné interaguji v solubilnim frakci. Poprvé bylo ukézéano, ze
zvySena exprese Blll-tubulinu u neoplastickych astrocytl je doprovazena zvySenou expresi y-

tubulinu.

V této praci jsem kvantifikovala mnozstvi tubulinii v solubilni a nesolubilni frakci T98G

bunék pomoci imunoblotingu a provedla veskeré imunoprecipitacni experimenty.

I11.3. Draberové E., Del Valle L., Gordon J., Markova V., Smejkalova B., Bertrand L., de
Chadarévian J.P., Agamanolis D.P., Legido A., Khalili K., Draber P., Katsetos C.D.: Class IlI
beta-tubulin is constitutively coexpressed with glial fibrillary acidic protein and nestin in
midgestational human fetal astrocytes: implications for phenotypic identity. Journal of

Neuropathology and Experimental Neurology, 67:341-354, 2008.

Cilem této prace bylo urcit, zda BIII-tubulin je vhodny marker pro fenotypickou identifikaci
lidskych embryondlnich bun¢k. Exprese PIII-tubulinu a dalSich cytoskeletalnich proteind
(vimentin, GFAP, MAP2, NFM, NFL, nestin) byla sledovana na primarni kultufe astrocytt
ziskanych z lidského plodu mezi 18 a 20 tydnem prenatélniho vyvoje. Primarni astrocyty byly
udrzovany v kultufe po dobu 1-20 dnli bez zndmek zjevné diferenciace. Distribuce BIII-

tubulinu, GFAP a nestinu byla také sledovana na fezech vyvijejiciho se mozku.

NasSe experimenty ukazaly, Ze zatimco pocet GFAP-pozitivnich bunék v kultufe primarnich
astrocytit klesal v pribéhu kultivace, pocet BIII-tubulin-pozitivnich bun€k se neménil po
celou dobu kultivace. Prokazali jsme, Ze exprese BlII-tubulinu je konstitutivni a tento fenotyp
neni vysledkem dlouhodobé kultivace bunék. Spole¢na exprese BIII-tubulinu, GFAP a nestinu
byla prokazana pomoci imunofluorescence, RT-PCR a imunoblotingu. U GFAP/BIII-tubulin-
pozitivnich bunék jsme pomoci imunofluorescencni mikroskopie zjistili pfitomnost jak
nestinu, proteinu stiednich filament, jenz se vyskytuje u kmenovych bunék, tak i vimentinu.

Na druhou stranu nebyl detekovan CD133 protein, marker embryonalnich kmenovych bunék.
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Ptitomnost neurondlnich a zaroven gliovych markert u astrocytd ukazuje na velkou plasticitu
téchto bunék a nastoluje otdzku, zda mohou tyto buiky podstoupit tzv. transdiferenciaci,
zménu fenotypu. Zasadnim piinosem této prace je zjiSténi, ze piitomnost BIII-tubulinu nelze
jednoznac¢né povazovat za dikaz neuronalni diferenciace. Tento fakt ma prakticky i teoreticky

dopad na hodnoceni progenitorti pifi studiu kmenovych bunék.

V této praci jsme pomoci imunoblotingu zjistovala pritomnost cytoskeletalnich proteinii v

extraktech primarni kultury astrocytii a podilela se na imunofluorescencnich experimentech.

Identifikace a funk¢ni charakterizace y-tubulinu

I111.4. Horejsi B., Vinopal. S., Slddkova V., Draberova E., Sulimenko V., Sulimenko T.,
Vosecka V., Philimonenko A., Hozdk P., Katsetos Ch.D. and Draber P.: Nuclear y-tubulin
associates with nucleoli and interacts with tumor suppressor protein. Journal of Cellular
Physiology, DOI 10- 0837, 2011.

Ptestoze je y-tubulin povazovan za vyhradné cytosolicky protein, bylo publikovéno, ze by
mohl napomahat opravé poskozené DNA (Lesca et al., 2005). Bylo také ukazano, Ze y-tubulin
tvofi komplex s Rad 51 proteinem, ktery je aktivovan pfi opravé dvouvldknovych zlomu
DNA pomoci rekombinace. Dale byla zjiSténa jeho interakce s proteiny ATR a BRCAI, které
se ucastni detekce poskozeni DNA (Zhang et al., 2006). AZ doposud vSak nebyl zjiStén
mechanizmus, pomoci n¢hoz je y-tubulin transportovan do jadra, jeho interakéni partnefi
Vv jadfe a stejné tak i jeho funkce. NaSe predchozi prace vedly k nalezu zvySené akumulace -
tubulinu v cytoplazmé glioblastomd. Zaméfili jsme se tedy na detailni studii exprese a

distribuce y-tubulind v tomto typu bunék.

Na trovni mRNA 1 proteinti jsme prokazali, Ze glioblastomové linie ve srovnani s primarni
kulturou asctrocyti obsahuji pfiblizné 4x vice y-tubulinu. Na urovni transkripti byly
detekovany zmény jak u TUBGI tak i TUBG2. Pomoci imunofluorescenc¢ni mikroskopie
jsme zjistili, ze za uréitych fixacnich podminek je y-tubulin detekovatelny i v jadrech lidskych
linii glioblastomu. Je znamo, Ze expozice epitopu na of-tubulinovém dimeru, ale i y-tubulinu

je hodné zavisla na pouzitém fixacnim protokolu (Draberova et al., 2000). Pfitomnost y-
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tubulinu v jadrech bun¢k byla zcela zfejma pii pouziti methanolové fixace v kyselém
prosttedi, nebo po dlouhodobém odmyti preparatl fixovanych methanolem. Néasobné znaceni
s markery jadérek (UBF, fibrillarin, nucleolin) prokazalo, ze y-tubulin je lokalizovan
dominantné¢ v této jaderné oblasti. Nebyl vSak nalezen v Cajalovych téliskach, ktera cCasto
sdileji stejné proteiny s jadérky. Vysledky byly potvrzeny depleci y-tubulinu pomoci siRNA,
kdy v oblasti jadérek nebyl detekovan témét zadny signal. Zatimco protilatky namifené proti
C- konci molekuly y-tubulinu znacily jadérko s vysokou intenzitou, signal pii pouziti N-
koncovych protilatek byl vyrazné slabsi. To naznacuje, ze kompaktni struktura jadérka brani
zpiistupnéni epitopu 7y-tubulinu a za obvyklych fixa¢nich postupi neni y-tubulin
detekovatelny. To vysvétluje, pro¢ byly zminky o y-tubulinu v jadie zivoc¢isnych bunék velice
sporadické a az doposud byl y-tubulin nalezen jen v jadrech sav¢ich bunék se zvySenou
expresi Rad51 proteinu (Lesca et al., 2005). Rovnéz na zivych buiitkach neni GFP-znaceny y-
tubulin (na C- nebo N-konci molekuly) lokalizovan v jadérkach (Draberova E.,
nepublikovano). U rostlin, které na rozdil od zivoc¢ichti obsahuji vétsi mnozstvi y-tubulinu, byl
jaderny y-tubulin jiz popsan (Binarova et al., 2000). Pfitomnost y-tubulinu neni specificka jen
pro glioblastomy, protoze byl lokalizovén i na dalSich buné¢énych liniich, v¢etn€ primarnich

kultur.

Jadérka jsou rozdélena do tfech zdkladnich oblasti: fibrilarnich center (FC), denzni
fibrildrni komponenty (DFC) a granularnich center (GC) (Raska et al., 2006). Pti detailn¢jSim
studiu za vyuziti imunoelektronové mikroskopie jsme zjistili, Ze y-tubulin se naléza
Vv granuldrnich centrech, nebo na jejich rozhrani s denzni fibrilarni komponentou. Nepodili se

tak zfejmé na transkripci ribozomalni DNA, kterd se odehrava ve fibrilarnich centrech.

Prestoze jadérko neni obaleno membranou, diky své odlisné denzité je dobte odlisitelné od
nukleoplazmy a je mozné jej dobte izolovat. Vysledky byly proto podpotfeny imunoblotingem
a imunofluorescenci na izolovanych jadérkach. Izolovand jadérka nebyla kontaminovéana
cytoplazmou ani centrozoOmy, jak ukazal imunobloting s protilatkami proti typickym
cytosolickym a centrozomalnim proteinlim. Po rozdéleni jadérkové frakce na 2D-PAGE se
objevily nejméné tfi izoformy proteinu, coz dokazuje, ze jadérkovy y-tubulin je posttranslacné
modifikovan. Kone¢né nase vysledky byly podpofeny i faktem, ze pomoci imunoblotingu a

imunofluorescence jsme v jadérkach byli schopni detekovat i exogenni y-tubulin, neznaceny
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nebo opatfeny znackou (FLAG, Dendra). Kombinaci n¢kolika metodickych pfistupil jsme tak

jednoznaéné prokazali pfitomnost y-tubulinu v jadérkach sav¢ich bunék.

Existuje nékolik zakladnich mechanizmii, pomoci nichz se mize y-tubulin dostavat do
jadra: aktivnim transportem jadernymi pory, pasivné difuzi pies jaderné pory a béhem mitozy.
Protoze molekula y-tubulinu obsahuje potencialni jadernou lokaliza¢ni sekvenci (NLS) a
sekvenci zodpovédnou za export z jadra (NES), mohlo by dochazet k aktivnimu transportu
ptes jaderné pory. Abychom objasnili dynamiku translokace y-tubulinu, inhibovali jsme
jaderny export leptomycinem B. Zatimco u kontrolniho proteinu p53 dosSlo k vyrazné
akumulaci v jadie, mnozstvi y-tubulinu zlstalo nezménéno. Ani v pfipadé casosbérné
kinematografie s vyuzitim y-tubulinu konjugovaného s fotoaktivovatelnym proteinem
Dendra2 (po fotoaktivaci méni barvu ze zelené na Cervenou), jsme neprokézali rychly aktivni
transport. Po fotoaktivaci znaceného y-tubulinu v cytoplazmé, nedoslo k translokaci
cerveného signalu do jadra ani po 2 hodinach. Samotnd Dendra2 se objevila v jadfe jiz po 2
min od aktivace. Podobné se chova i protein putujici mezi cytoplazmou a jadrem, protein
kinaza D3, ktera se v jadfe objevuje rovnéz do nékolika minut po aktivaci v cytoplazmé (Rey
et al., 2006). Negativni vysledky byly ziskany i v experimentech s heterokaryony. Ani po 2
hodinach od fuze 3T3 bunék s U20S bunkami exprimujicicmi y-tubulin-FLAG, nedoslo k
nabohaceni tohoto y-tubulinu v jadrech 3T3 bunék. Pouze po 6 hodinach od faze byl v jadrech
3T3 zaznamendn slaby signal znaceného fy-tubulinu. Naproti tomu kontrolni FLAG-
nukleofosmin (B23) se v jadrech 3T3 nabohatil. Distribuce jadérkového y-tubulinu byla také
sledovana pomoci konfokalni mikroskopie v prubéhu mitézy. Z imunofluorescenéni analyzy
vyplyva, ze po rozpadu jaderné membrany ztstava y-tubulin asociovan se zbytky jadérek. Po
dokonceni cytokineze je y-tubulin spolu s dal§imi proteiny inkorporovan do novych jadérek a
celé jadro je opét uzavieno membranou. Podobny mechanizmus vstupu do jader byl popsan 1
pro BII-tubulin u nadorovych bunék (Walss-Bass et al., 2001). Vysledky téchto experimenti
indikuji, ze y-tubulinu se nedostava do jader rychlou difuzi ani rychlym aktivnim transportem.
y-Tubulinu je vSak translokovan do jader v prib&hu mitézy. Nelze vSak vyloucit, Ze Cast y-
tubulinu by se mohla do jadra dostat i pasivni difuzi po otevieni jadernych pérd. Tento
mechanizmus byl navrzen pro import o,-tubulinového dimeru v pfipadé, Ze jeho koncentrace

vzrostla po depolymeraci mikrotubull (Schwarzerova et al., 2006; Akoumianaki et al., 2009).
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v-Tubulin se v zasadé¢ naléza ve dvou typech komplexu: y-TuSC obsahujicich dvé molekuly
y-tubulinu a po jedné molekule GCP2 a GCP3; y-TuRC obsahuje vedle y-TuSC i dalsi
proteiny vcetné GCP5. Zatimco ptitomnost GCP2 v izolovanych jadérkach byla prokazana
pomoci imunoblotingu a imunoprecipitace (Sulimenkova, nepublikovano), nezaznamenali
jsme zadny signal pro GCPS5. Ani frakcionace jadérek gelovou filtraci nepotvrdila existenci
komplext o hmotnosti cca 2 MDa odpovidajici velikosti y-TURC. Komplexy GCP2 proteinu
byly nalezeny, ale pouze ¢astecné se piekryvaly s komplexy y-tubulinu. Z doposud ziskanych
vysledkii neni pravdépodobné, ze by se v jadérkach nalézal y-TuRC , ale nemlizeme zcela

vyloucit ptitomnost y-TuSC.

Jadérko méa dynamickou strukturu, jsou zde uskladnény geny pro rRNA. Kromé jeho
hlavni funkce, transkripce rRNA, je zapojeno v editaci RNA, opravé DNA, metabolizmu
telomer, procesovani tRNA a regulaci stability proteind. Jadérko funguje i jako reservoar pro
nékteré molekuly a reguluje tim jejich dostupnost v bunééném cyklu (Pederson, 2011).
Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo v HeLa buiikach identifikovano pies 700 jadérkovych

proteind (Andersen et al., 2005). Pfesto jen 1/3 se uplatiiuje v biogenezi ribozémil.

Kombinaci imunoprecipitatnich experimenti a hmotnostni spektrometrie jsme zjistili, ze
jaderny y-tubulin interaguje s C53 proteinem, ktery piedstavuje nadorovy supresor (Ching et
al., 2000). Tento protein se podili na regulaci aktivity ARF proteinu (Wang et al., 2006) a
transkripéni aktivity NFk-B jaderného faktoru (Wang et al., 2007). Kromé toho moduluje
aktivitu Cdkl/cyklin B1 komplexu v G2/M kontrolnim bodé bunécného cyklu, ktery se
aktivuje pii poSkozeni DNA (Jiang et al., 2005). Interakce y-tubulinu s C53 byla prokazana
»pull-down* experimenty na celych lyzatech bun€k i koimunoprecipitaci na izolovanach
jadérkach. Bylo prokdzano, ze C53 protein je lokalizovan v mnoha kompartmentech buriky,
jako je cytosol, jadro, centrozom, endoplazmatické retikulum a mikrotubuly (Jiang et al.,
2009). S pouzitim komeréné dostupné protilatky jsme ho specificky detekovali pouze
Vv cytosolu a v jadru/jadérku, coz mize odrazet expozici epitopu dané protilatky. Lokalizace

C53 byla potvrzena i imunoelektronovou mikroskopii.

Vstup buiky do M faze bunécného cyklu je regulovan hladinou komplexu Cdkl1/cyklin B.
V ptipadé poskozeni DNA v G2/M kontrolnim bod¢ dochazi k inaktivaci Cdc25 fosfatazy a
tim 1 k inaktivaci Cdk1, kterd zlstava fosforylovana na Y15 (Lindqvist et al., 2009). Bunécny
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cyklus je zastaven, aby nedosSlo k pfedani chybné informace do dcefinych bunék. Bylo
prokazano, Ze po navozeni genotoxického stresu pomoci etoposidu, byl u bunék se zvysenou
expresi C53 prekondn tento kontrolni bod (Jiang et al., 2005). Jestlize jsme ovlivnili U20S
bunky etoposidem po dobu 20 hod, doslo dle o¢ekavani k aktivaci mechanizmu G2/M
kontrolniho bodu, tedy ATM/ATR kinaz a inaktivaci Cdkl (vice nez dvojnasobny nartst
inhibi¢ni fosforylace na Y15). U U20S-C53 bun¢k jsme po etoposidu zaznamenali snizeni
inhibi¢ni fosforylace Y15 téméf na polovinu oproti netransfekovanym bunkam. Naopak
zvySenou expresi y-tubulinu u U20S-C53 bunék jsme opét docilili akumulace inhibi¢ni
fosforylace na Y15 oproti U20S buinkam. Fakt, Zze zvySena exprese y-tubulinu potlacuje vliv
C53, se nam podaftilo prokdzat i na materialu izolovaném z jader. Tim bylo prokdzano, ze y-
tubulin by mohl modulovat aktivitu C53. Otevienou otazkou vsak ziistava, zda y-tubulin mtize

ovlivnit 1 dalsi funkce C53.

Zavérem lze shrnout, Ze jako prvni jsme nékolika nezdvislymi zpisoby prokazali
ptitomnost y-tubulinu v jadie a jadérku bun€k linii i primarnich kultur. Zjistili jsme, ze y-
tubulin prostiednictvim interakce s C53 proteinem muze zasahovat do regulace aktivace
G2/M kontrolniho bodu pfi poskozeni DNA. Kromé jiz velice dobfe znamé role pii nukleaci

mikrotubuld, se tedy y-tubulin G¢astni i déju v jadie bunék.

V této praci jsem navrhovala plan experimentit a provadéla vétsinu imunofluorescencnich
analyz. Optimalizovala jsem metody frakcionace bunék, izolace jadérek a pripravu extraktii
pro 2D-PAGE a imunoprecipitacni experimenty. Pripravovala jsem buiiky ovlivnéné LMB pro
studium jaderného transportu. Podilela jsem se na vyhodnocovani transfekcnich a knock-
down experimentii a experimentii vyuzivajicich heterokaryonu. Podilela jsem se na priprave

rukopisu publikace.

V. DOPOSUD NEPUBLIKOVANE VYSLEDKY

IV.1. Priprava a charakterizace novych monoklonalnich protiliatek proti
GCP2 proteinu

Lidsky GCP2 je spolecn¢ s GCP3 soucasti malého gama-tubulinového komplexu; y-
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TuSC. Je lokalizovan na centrozomu i v solubilnich komplexech. Skupina GCP proteini
zahrnuje dale GCP4, GCP5, GCP6 a GCP/WD; maji spole¢ny sekvenéni motiv tzv. grip

(gamma ring protein). Ten je u Zivo¢ichi zna¢né konzervativni, coz ukazuje na podobny

vvvvv

2000).

Abychom mohli identifikovat GCP2 v jaderném materialu (Hofejsi et al., 2011), pfipravili
jsme panel hybridoma produkujicich monoklonalni protilatky proti mySimu GCP2 (Swiss-
Prot Q921GS8). Fragment GCP2 odpovidajici polypeptidu (aa 2-194) byl piipraven
nasledovné. Celkovda RNA z mozku dospélé mysi byla izolovana pomoci Trizolu (TRIzol®
reagent; GibcoBRL). K reverzni transkripci byly pouzity ndhodné hexamery a SuperScript 111
Reverse Transcriptase kit (Invitrogen). Fragment koédujici GCP2 (GenBank® nucleotide
sequence database accession number NM_133755) byl amplifikovan PCR. Templat
predstavovala celkova cDNA a byly pouzity nasledujici primery: ,forward” (5 -
AGTCGGATCCAGCGAATTTCGGATTCAC-3 ) (BamHI restrikéni misto je podtrzeno) a
“reverse” (5 -AAGCGTCGACTCAGCCAATCAGGAAATCTC-3 ) (Sall restrik¢ni misto je
podtrzeno). Abychom ziskali GST fuzni protein, byl izolovany fragment ligovan to vektoru
GEX-6P-1 (Amersham Biosciences).

Po imunizaci mys$i F1 (B10AxBalb/c) a nasledné fuzi slezinnych bunék s Sp/2
myelomovymi bunkami byly ziskdny hybridomy produkujici monoklonalni protilatky.
Detailni popis fuze, testovani pomoci ELISA a klonovani byly detailné popsany diive (Draber
et al., 1988; Viklicky et al., 1982). Z panelu 6 hybridomu, které specificky v ELISA testech
reagovaly s GCP2-GST, nikoli v8ak se samotnym GST byly dale charakterizovany 2
monoklonalni protilatky oznacené GCP2-01 (IgG2b, kappa) a GCP2-02 (IgG1, kappa). Obé
protilatky rozpoznavaly v imunoblotingu GCP2 protein na lyzatech zbunék rizného
druhového a tkanového pivodu. Piiklad reakce je na Obr.5. Bunééné linie se lisily s ohledem

na mnozstvi GCP2.
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Obr. 5. Reaktivita protilatky GCP2-02 na celych lyzatech bunék. Lyzaty byly pfipraveny
z nasledujicich bunéénych linii: RPE1 (lidské imortalizované epitelidlni buiiky retiny), U20S
(lidsky osteosarcom), BMMC (mysi zirné bunky z kostni dien¢), T98G (lidsky glioblastom).
Barveno GCP-02. Aktin byl pouZzit pro kontrolu naneseni stejného mnozZstvi lyzatu. 7.5%
SDS-PAGE.

Protilatka GCP2-01 se ukazala jako vhodnad pro imunoprecipitaéni experimenty, jak je
ukazano na Obr.6. Dle o¢ekavani, protilatka proti GCP2 koprecipitovala gama-tubulin a
naopak protilatka proti gama-tubulinu koprecipitovala GCP2 z celych lyzatid bunék. Obdobné
vysledky byly ziskany 1 pfi precipitaci z extraktl pfipravenych z izolovanych jader 1 jadérek,

coz potvrzuje interakci jaderného gama-tubulinu s GCP2.

IP: anti-GCP2 IP: anti-y-Tb
S o GCP2 " '1 v-Tb

— o -Tb e 9 GCP2
1 2 3 1 2 3

Obr.6. Imunoprecipitace GCP2 a gama-tubulinu. Extrakty z BMMC bunék byly
precipitovany s protilatkou GCP2-01 (IgG2b) nebo s protilatkou TU-31 (IgG2b) proti gama-
tubulinu. Jako nosi¢ byl pouzit protein A imobilizovany na Trisakrylu (Pierce). 1) extrakt, 2)
protein A inkubovany s extraktem, 3) precipitat. K detekci GCP2 na blotech byla pouzita
protilatka GCP2-02, k detekci gama-tubulinu protilatka TU-32. 7.5% SDS-PAGE.
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Pro detekci GCP2 ve fluorescenci byly preparaty pfipraveny za rtznych fixacnich
podminek (Draberova a Draber, 1993). Nejvhodnéjsi byla fixace preparatii methanolem. Obé
protilatky znacily siln¢ oblast MTOC, pdly mitotického vieténka a bylo pozorovano i difuzni
znaceni v cytoplazmé (Obr.7A-B). Kolokalizace GCP2 s gama-tubulinem byla potvrzena
dvojim znaCenim s polyklonalni protilatkou proti gama-tubulinu. Jak protilatka GCP2-01
(Obr.7C-D), tak i protilatka GCP2-02 (Obr.7E-F) davaly velmi obdobné znaceni jako anti-
gama-tubulinova protilatka. Vysyceni protilatek antigenem pouzitym k imunizaci vedlo k

inhibici fluorescenéniho znaceni.

Obr.7. Imunofluorescencni detekce GCP2 pomoci monoklonalnich protilatek. U20S
bunky byly fixovany methanolem a zna¢eny monoklonalnimi protilatkami GCP2-01 a GCP2-
02. Pro dvoji znaceni (C-D; E-F) byla pouzita krali¢i protilatka proti gama-tubulinu (Sigma,
kat. ¢. T5192). M¢ritko, 20 pum.
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ProtoZe za urcitych fixac¢nich podminek je gama-tubulin lokalizovan v jadérku (Hoftejsi et
al., 2011), bylo provedeno i imunofluorescen¢ni znaCeni takto pfipravenych preparatd s
protilatkami proti GCP2. Za téchto podminek, podobné jako v ptipad¢ gama-tubulinu, bylo u
obou protilatek pozorovano znaeni jak centrozoOmu tak i jadérek (Obr.8). Jde o dalsi
podpirny prukaz asociace GCP2 s jadérky. V soucasné dobé probihaji experimenty, s
vyuzitim imunoelektronové mikroskopie, které maji urCit, zda v oblasti jader/jadérek je

kolokalizace gama-tubulinu a GCP2.

Obr.8. Imunofluorescen¢ni detekce GCP2 v oblasti jadra. U20S buriky byly fixovany
methanolem a po dlouhodobém odmyti znaceny monoklondlnimi protilatkami GCP2-01 a

GCP2-02. Mg¢titko, 20 um.

ProtoZe v glioblastomech byla nalezena zvySena exprese gama-tubulinu, byla zahajeno
histochemické testovani preparatii glioblastomii na spolupracujicim pracovisti (Prof. CDK
Katsetos, Drexel University, Philadelphia). Prvni experimenty na preparatech fixovanych
formaldehydem ukazuji, Ze exprese GCP2 je u glioblastomil zvySena.

Vyse uvedené néalezy ukazuji, Ze nové monokonalni protilatky proti GCP2 jsou pouZzitelné
pro ELISA testy, imunobloting, imunofluorescenci, imunoprecipitaci a imunohistochemii. V
soucasné dobé jsou na Oddéleni biologie cytoskeletu vyuzivany zejména ke studiu komplext

jaderného gama-tubulinu.

V' tomto projektu jsem se podilela na testovani protilatek v imunofluorescenci a v

imunoblotingu.
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IV.2. Charakterizace monoklonalni protilatky NF-07 rozpoznavajici TPX2

protein

Pti charakterizaci protilatek ptipravenych na Oddéleni biologie cytoskeletu jsme se blize
zam¢iili na monoklondlni protilatku NF-07 (IgGl, kappa), kterd byla pfipravena pfi
konstrukei hybridomli produkujicich monoklondlni protilatky namifené proti komponentam
neurofilamentového tripletu. NF-07 rozpoznavala na prasec¢im mozku fosfoepitop na tézkém
fetézci neurofilament (NFH) (Porchet et al., 2003). Pii imunofluorescencnim znaceni na
bunécnych liniich vSak bylo pozorovano velmi silné znafeni nékterych interfaznich jader,
mikrotubuld mitotického vieténka a telofdzniho tcliska. Ptiklad imunofluorescencniho

znaceni s protilatkou NF-07 je na Obr.9.

Obr. 9. Imunofluorescence s NF-07 protilatkou na buiikach lidského glioblastomu
T98G. Bunky byly fixovany formaldehydem a extrahovany Tritonem X100. Jadra byla
barvena pomoci DAPI. Métitko, 20 um.

V imunoblotu protilatka reagovala s proteinem o relativni molekulové hmotnosti kolem

100 kDa. Byly proto provedeny experimenty s cilem urcit, na jakém proteinu/proteinech se
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tento epitop nachazi u bunék tkanovych kultur.

Jadra byla piipravena z HEK293 bun¢k (10 Petriho misek o priméru 14 cm) podle
popsaného postupu (Andersen et al., 2005). Buiiky byly oplachnuty a resuspendovany v pufru
A (10 mM Hepes, pH 7.9, 10mM KCI, 1.5mM MgCl2, 0.5mM DTT) obohaceném proteazami
(Protease inhibitor cocktail tabletes; Roche, Basel Switzerland) a inhibitory fosfatdz (1 mM
NasVO, and 1 mM NaF). Rozbity homogenizatorem (Dounce) a centrifugovany 228 g po
dobu 5 min. Pelet byl resuspendovan v 10 mM MgCl, v 0.25 M sachardze a nanesen na 0.35
M sachar6zu obsahujici 0.5 mM MgCl,. Po centrifugaci 1,430 g po dobu 5 min, byl pelet
(jaderna frakce) extrahovan ve 400 mM NaCl v pufru A . Extrakt byl nafedén 3x v TBST
(10mM Tris, pH 7,4; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20), pre-absorbovan s proteinem G
vazanym na agarosu (Pierce), k eliminaci nespecifické vazby proteinti, a poté inkubovan s
NF-07 protilaitkou vazanou na imobilizovany protein G. K eluci byl pouzit Laemmliho
vzorkovy pufr pro SDS-PAGE a vzorky byly separovany na 8 % SDS-PAGE (50 pl/jamku)
za pouziti “Multigel-Long electrophoretic system” (Biometra, Gottingen, Germany). Gely
byly barveny Coomassie Brilliant Blue G-250. Z gelu byl poté vyfiznut dobie viditelny
prouzek o relativni molekulové hmotnosti kolem 100 kDa. Stépeni proteinu v gelu trypsinem,
extrakce peptidi a naneseni na “matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) plate”
(Bruker Daltonics, Billerica, MA) bylo provedeno jak bylo popsano diive (Heneberg et al.,
2010). Analyza byla provedena 3x a vzdy byl identifikovan lidsky TPX2 (Targeting protein
for XklIp2). Typicky vysledek je ukazan na Obr.10., kde sedm riznych peptidi (podtrzeno)
ptresné odpovidalo lidskému TPX2, coz pfedstavuje pokryti sekvence z 19%.

1 MSQVKSSYSY DAPSDFINFS SLDDEGDTQN IDSWFEEKAN LENKLLGKNG
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51 TGGLFQGKTP LRKANLQOQAI VTPLKPVDNT YYKEAEKENL VEQSIPSNAC
101 SSLEVEAAIS RKTPAQPQRR SLRLSAQKDL EQKEKHHVKM KAKRCATPVI
151 IDEILPSKKM KVSNNKKKPE EEGSAHQDTA EKNASSPEKA KGRHTVPCMP
201 PAKQKFLKST EEQELEKSMK  MQQEVVEMRK KNEEFKKLAL AGIGQPVKKS
251 VSQVTKSVDFE HERTDERIKQ HPKNQEEYKE VNFTSELRKH PSSPARVTKG
301 CTIVKPFENLS QGKKRTEDET VSTYVPLAQQO VEDFHKRTPN RYHLRSKKDD
351 INLLPSKSSY TKICRDPQTP VLQTKHRARA VTCKSTAELE AEELEKLQQY
401 KFKARELDPR ILEGGPILPK KPPVKPPTEP IGFDLEIEKR IQERESKKKT
451 EDEHFEFRSR PCPTKILEDY VGVPEKKVLP ITVPKSPAFA LKNRIRMPTK
501 EDEEEDEPVV IKAQPVPHYG VPFKPQIPEA RTVEICPFSF DSRDKERQLQ
551 KEKKIKELQK GEVPKFKALP LPHFDTINLP EKKVKNYTQI EPFCLETDRR
601 GALKAQTWKH  QOLEEELRQOQOK EAACFKARPN TVISQEPFVP KKEKKSVAEG
651 LSGSLVQEPF QLATEKRAKE RQELEKRMAE VEAQKAQQLE EARLQEEEQK
701 KEELARLRRE LVHKANPIRK YQGLEIKSSD QPLTVPYSPK FSTRFHC

Obr.10. Identifikace TPX2 hmotnostni spektrometrii

Aminokyseliny identifikovanych peptida lidského TPX2 (UniProtKB/Swiss-Prot QOQULWO)
jsou zvyraznény a podtrzeny.

Abychom potvrdili, ze NF-07 skutecné rozpoznava TPX2, byla srovnana jeji reaktivita s
komercni kralici protilatkou proti TPX2 proteinu (Abcam, kat. ¢. Ab70237). NF-07
rozpoznavala v imunoblotingu na lyzatech z bun€k riizného druhového a tkanového ptivodu
protein s obdobnou relativni molekulovou hmotnosti jako polyklonalni protilatka. Ptiklad

reakce na lidskych a mysich linii je uveden na Obr.11.
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Obr.11. Srovnani reaktivity protilatky NF-07 a komer¢ni anti-TPX2 protilatky
v imunoblotingu. Lyzaty byly ptipraveny z lidskych (A) nebo mysich (B) linii. Blotované
proteiny byly inkubovany s protilatkou NF-07 nebo komer¢ni anti-TPX2 protilatkou. Aktin
slouzil jako kontrola mnozstvi proteint. (A) SHSYSY (lidsky neuroblastom), U20S (lidsky
T98G (lidsky
glioblastom). (B) BMMC (mysi zirné buiiky z kostni dfen¢), 3T3 (mysi embryonalni

osteosarcom), RPE1 (lidské imortalizované epitelidlni bunky retiny),
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fibroblast), P19 (mysi embryonélni karcinom), Neuro2A (mysi neuroblastom). 7.5% SDS-
PAGE.

Dalsi dukaz o asociaci epitopu rozpoznavaného protilatkou NF-07 s proteinem TPX2
poskytly imunoprecipitaéni experimenty. Protilatka NF-07 koprecipitovala protein TPX2 a
komer¢ni protilatka proti TPX2 koprecipitovala protein nesouci epitop rozpoznavany NF-07
(Obr.12).

IP: NF-07 IP: anti-TPX2
- - NF-07 ' - TPX2
-
p— — TPX2 -— - NF-07
1 2 3 1 2 3

Obr.12. Imunoprecipitace TPX2 pomoci monoklonalni NF-07 a polyklonalni protilatky.
Extrakty z nukleoplasmy T98G bunék byly precipitovany protilatkou NF-07 nebo
polyklonalni protildtkou proti TPX2. Jako nosi¢ pro imobilizaci NF-07 byl pouzit protein G
vazany na agarosu (Pierce), pro imobilizaci krali¢i protilatky protein A imobilizovany na
Trisakrylu (Pierce). 1) extrakt, 2) nosi¢ inkubovany s extraktem, 3) imunoprecipitovany
material. 7.5% SDS-PAGE.

DalS§im prikazem bylo srovnani distribuce rozpoznavanych epitopli v nepiimé
imunofluorescenci. Pfi fixaci formaldehyd/Triton X100 znacily obé& pouzité protilatky
interfazni jadra (Obr.13A-C) a mitotické vieténko (Obr.13D-F). U interfaznich jader vSak
byly pozorovany rozdily ve znafeni s obéma protilatkami. Na rozdil od krali¢i protilatky

znacila NF-07 jen ¢ast interfaznich bunék (Obr.13A-B).
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Obr.13. Imunofluorescen¢ni detekce TPX2. U20S bunky byly fixovany F/Tx a znaceny
monoklonalni NF-07 (A,D) a polyklonalni protilatkou proti TPX2 (B,E). DNA byla obarvena
pomoci DAPI (C,F). Métitko, 20 um.

TPX2 protein se v prub¢hu interfaze nachdzi v jadie, ale je uvolnén v ¢asném stadiu
mitdzy. Hraje kli¢ovou roli v organizaci déliciho vieténka, pfispiva k nukleaci mikrotubuli
jak z centrozémi tak i chromozémi. Déle ovliviiuje aktivitu Aurora A kinazy a
zprostitedkovava jeji vazbu na mikrotubuly mitotického vieténka. Aurora A kindza je
aktivovana autofosforylaci Thr288 a inhibovana defosforylaci fosfatdzou PP1. Vazba TPX2
na Aurora A kinazu zplsobi zménu konformace Thr288, ktery se tak stane pro fosfatazu
nedostupny (Asteriti et al., 2010).

TPX2 obsahuje velky pocet potencialné fosforylovatelnych epitoptli, fyziologicka role
TPX2 fosforylace je nejasna. Predpokladame, ze protilatka NF-07 rozpoznava praveé
fosforylovanou formu TPX2. Z toho by mohly vyplyvat i rozdily ve znaceni interfaznich
bunck ve fluorescenci. V soucasné dobé& probihaji experimenty s defosforylaci jaderného
materidlu, které by mély potvrdit, zda NF-07 rozpoznava fosforylovany epitop. Pii
synchronizaci buné€k bylo vetsi znaceni s protilatkou NF-07 v G2 a M fézi bunééného cyklu.

Protilatka by po dalsi charakterizaci (pfesné lokalizaci epitopu na molekule TPX2) mohla
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pfedstavovat uziteCny nastroj pro studium regulace tvorby mitotického a meiotického

vieténka.

V tomto projektu jsem se podilela na pripravé materialu pro hmotnostni spektrometrii,

imunofluorescenci, imunoblotingu a imunoprecipitaci.
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V. ZAVERY

Vysledky disertacni prace 1ze shrnout takto:

1. Byla prokazana zvySena exprese y-tubulinu u nadorG podplrnych bun¢k mozku
(gliomt), a u glioblastomovych linii v porovnani s primarni kulturou astrocyti nebo
bunécnych linii. ZvySena exprese y-tubulinu korelovala se stupném anaplazie nadord.
Zvysena exprese y-tubulinu vSak neméla vliv na nukleaci mikrotubult z MTOC. U
glioblastomovych linii a fetalnich astrocyti jsme prokazali expresi BllI-tubulinu. Tento
izotyp tubulinu tedy nelze pokladat za vysoce specificky marker bun¢k neuronalniho

puvodu, coz ma zasadni vliv na studium kmenovych bunék.

2. Byla jasné prokazana piitomnost y-tubulinu v jadfe a jadérkach bunéénych linii rizného
tkanového i druhového puvodu vcetné primarnich bunéénych linii. y-Tubulin je
lokalizovan jak v granularnich centrech tak i na jejich hranici s denzni fibrilarni
komponentou. Nebyla pozorovana jeho akumulace ve fibrilarnich centrech, kde dochazi
K transkripci ribozomalni DNA. Ptitomnost y-tubulinu v jadie nesouvisi s transformaci

buniky. Jaderny y-tubulin je posttranslacné modifikovan.

3.y-Tubulin se do jader dostava v pribéhu mitézy, pii rozpadu jaderné membrany.
Piestoze Vv interfaznich buiikdch nebyl prokazan rychly nukleocytoplazmaticky transport
v-tubulinu, nelze v soucasné dobé¢ vyloucit i jiny mechanizmus vstupu y-tubulinu do jadra.
Pfinesli jsme diikazy o asociaci jaderného y-tubulinu s nadorovym supresorem C53 i GCP2
proteinem, ktery se podili na tvorbé y-tubulinovych komplext. Byla prokazana schopnost
y-tubulinu modulovat aktivitu C53 proteinu pii spuSténi  G2/M kontrolniho bodu

poskozenim DNA.
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4. Byl ptipraven panel monoklonalnich protilatek proti GCP2 proteinu. Protilatka GCP2-
01 byla vyuzita pii studiu jaderného y-tubulinu. Pomoci imunoprecipitace a hmotnostni
spektrometrie jsme identifikovali antigen rozpoznavany protilaitkou NF-07. Protilatka

rozpoznava epitop na TPX2 proteinu, ktery reguluje tvorbu mitotického vieténka.
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