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Abstrakt

vvvvvv

trech jiz diive zndmych tubulind jejich funkce pfimo nesouvisi s mikrotubuly, ale je tésné
spojena s funkci centrozoml a bazélnich télisek, dvou vyznamnych organiza¢nich center
mikrotubuld.

Kli¢ova slova: d-tubulin, e-tubulin, {-tubulin, centrozom, bazalni t¢lisko

Abstract

Tubulins are one of the most important structural proteins of eukaryotic cells. The three
newest members of this protein superfamily were discovered at the turn of the millennium.
Unlike the three previously known tubulins, their function is not directly asociated with
microtubules but is closely related to the function of centrozomes and basal bodies, two
important microtubule organizing centers.

Keyworlds: 8-tubulin, e-tubulin, {-tubulin, centrosome, basal body
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Uvod

Mikrotubuly patii mezi nejvyznamnéjsi slozky cytoskeletu a jsou jeho nejvetsi slozkou.
Skladaji se z dimerti a a  tubulint, které se skladaji do fetézctl, zvanych protofilamenta (PFs)
a ty se skladdaji do samotnych mikrotubuld, dutych, valcovitych utvart, skladajicich se
standardné ze 13-ti protofilament o celkovém primeéru 25 nm. Pfitom plati, Ze v protofilamentu
je vzdy v kontaktu +konec a-tubulinu s —koncem B-tubulinu a +konec B-tubulinu s —koncem a-
tubulinu. Naopak interakce jednotlivych protofilament jsou zprostfedkovana boc¢nimi

interakcemi o-a a B-f. Vazby + a —koncii v rdmci jednoho protofilamenta jsou vyrazn¢ silnéjsi
nez bo¢ni intereakce. (Mandelkow E. M., 1991)

Tyto mikrotubuly jsou organizovany z Mikrotubulinového organiza¢niho centra (MTOC),
které¢ je predstavovano u zivoCichli primarn€¢ centrozomem, sekundarné¢ pak dalSimi
strukturami, hlavné pak bazalnimi télisky.

Centrozomy a bazalni téliska

Co se tyce struktury centrozomu, tak se jedna o organelu, slozenou ze dvou ¢asti, kde prvni ¢ast
pfedstavuje dvojce centriol a druhou pfedstavuje okolni obal, zvany pericentrioldrni matrix
(PCM), coz je vysoce strukturovany amorfni obal centriol.

Samotné centrioly jsou cylindrické utvary
skladajici se zdeviti Cepeli mikrotubulovych  vnitini
tripleti. Kazdy z téchto tripletti se sklada ze tii  strana
mikrotubuld, oznacenych A-, B- a C-tubulus.
Z téchto tii tubulll je pouze ten prvni, oznaceny
jako A-tubul, tvofen vSemi tfinacti protofilamenty,
jde tedy o jediny kompletni mikrotubul v celém
tripletu. Jednotliva PFs jsou oznafena Al az A13
podle sméru hodinovych rucicek. Zbylé¢ dva \
mikrotubuly jsou nekompletni, skladaji se z deseti Mpg,, C-tubul
protofilament, oznacenych analogicky B1 az B10
a Cl az C10. B-tubulus nased4 na A-tubulus v
misté protofilamentem B1 v misté protofilamenta
oznacovaného jako A10 a konec B-tubulu nasedd Obrizek 1.. Struktura  mikrotbulového  tripletu.
na protofilamentum Al. PFs A11, A12a A13 tedy !7ev=al=(Lis, 2012)

tvoii prepazku mezi obéma tubuly a ohranicuji

prostor vnitini dutiny obou tubuld. Obdobné¢ i C-tubulus je tvofen pouze deseti protofilamenty
a PF Cl1 nasedéd na PF B10 a pfepazku tvoii PFs B5 az B8. (Li S., 2012)

Nedospélé centrioly se vyznacuji ptitomnosti struktury loukotového kola (ang. cartwheel). Tato
struktura se nachdzi vevnitf centrioly jako jakési leSeni a zaniké v priibéhu dospivani centrioly.
Naopak béhem tohoto procesu vznikaji na vnéjSku centrioly pifivésky v subdistalni a distalni
¢asti centrioly.

Vnéjsi
strana

Centrozom se duplikuji v prubéhu bunécného cyklu pouze jednou a to sice v S-fazi, tento proces
je pod pfisnou regulaci. Centrioly se béhem tohoto procesu duplikuji semikonzervativné. Tedy
v kazdém ze dvou novych centrozomi najdeme dvé centrioly, jednu mateiskou a jednu
dcefinou.

Bazalni téliska vznikaji z materndlnich centriol, od kterych maji i odvozenou strukturu devitice
tripletovych Cepeli. C-tubuly jsou pak zakonceny v misté mezi bazalnim téliskem a samotnym
bic¢ikem v misté takzvaného terminéalniho platu (Dute R., 1978). Bazalni téliska maji navic na
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boku struktury, zvané bazalni nohy (basal feet), které vznikaji z subdistalnich ptivéskl a kotvi
bazélni téliska k mikrotubulinové siti. Tyto nohy jsou dileZzité pro spravnou orientaci bazalnich
télisek, potazmo celého biciku. (Kumimoto K., 2012)

Struktura tubulind

Povrch vSech zastupci tubulinové superrodiny lze rozdélit na nékolik vyznamnych domén.
Tyto domény byly popsany na a- a B-tubulinu, ale nalezneme je ve vice ¢i méné pozménéné
podobé¢ u vSech zéastupct superrodiny. Pravé zmény v téchto oblastech (a hlavné v evolucné
nejstabilnéjsich motivech v rdmci téchto domén) jsou velmi zajimavé, protoze lze usuzovat, ze
tyto zmény bud’ podporuji funkci daného tubulinu, nebo brani tomu, aby jeden tubulin plnil
funkci jiného.

Tyto domény jsou plus konec na strané¢ smétujici k plus konci mikrotubulu a na druhé strané
minus konec. Tyto dvé domény zafizuji interakce v ramci protofilament. Dalsi dvé domény
zafizujici postranni interakce dvou tubulinll v sousednich protofilamentech jsou H3 doména
(podle H3 helixu) a ML doména (podle M smycky, ,,mikrotubule loop*, smicky mezi H3
helixem a S2 B-listem). Posledni dvé domény jsou NBD (nucleotide binding domain, misto
vazby GTP) a C terminalni doména. (Nogales, 1999)

Napftiklad konkrétné C terminalni ¢ast ma u a- a B-tubulinii vyrazné kysely charakter,
nicméné u e-tubulinu tento charakter ztraci a u d-tubulinu dokonce chybi. Toto je velmi
dalezité, protoze tento konec najdeme v mikrotubulu na vnéj$im povrchu, kde interaguje

s MAPs proteiny (microtubule-associated proteins) a Ize proto predpokladat, ze tyto tubuliny
nejsou schopné s MAPs proteiny interagovat.

Dal$im zajimavym rysem d-tubulinu je fakt, Ze se na plus konci vyrazné podoba a- a jesté
vice B- tubulinu, naopak pak jako jediny ¢len superrodiny ztratil konzervovany motiv
GxxNxD, coZ naznacuje, Ze se d-tubulin vdZe na minus konec a-tubulinu, ale neni schopen
interakce tubulin-tubulin svym minus koncem.

Naopak v ptipad¢ e-tubulinu nalezneme nejvétsi shodu s minus koncem a-tubulinu a na plus
konci nalezneme inzerci 26-ti aminokyselin, kterd ma nejspise branit kontaktu s dalSimi
tubuliny. Tato struktura by pak znamenala, ze e-tubulin mtize slouzit jako kryci protein na
plus konci mikrotubulil v centrozomu. (Inclan Y. F., 2000)

Obrazek 2 Molekula e-tubulinu s barevné zvyraznénymi povrchovymi doménami. Prevzato z (Ross 1, 2013)




O-tubulin

O objeveni dvou novych tubulint se zacalo mluvit jiz v roce 1995. Konkrétné Slo o objeveni o-
tubulinu u Caenorhabditis elegans a e-tubulin u Sacharomyces cerevisiae. Normaln¢ jsou
¢lenové jedné tubulinové rodiny identické z ~70 % procent, tyto byly identické pouze z ~40 %
k y-tubulinu. (Burns, 1995) Nicméné pozd¢ji bylo ukézéano, ze tyto dva tubuliny netvoii nové
proteinové rodiny, ale Ze se jedna o tubuliny vysoce odvozené od y-tubulint. (Keeling, 1996)

Pozd¢ji, béhem vyzkumu jednobunécné zelené tasy Chlamydomonas reinhardtii byl
zaznamenan fenotyp, kdy builky vytvarely ve zvySené miie jednobicCikaty a bezbicikaty
fenotyp, pfestoze ma tato fasa normalné¢ bi¢iky dva. Buniky tedy neplavaly pfimym smérem, ale
pouze se toCily na mist¢ a byly snadno identifikovatelné v mikroskopu. Mutace byla vytvotrena
inzerci plazmidu pyA-1 do genu d-tubulinu Chlamydomonas. Tento mutovany gen byl oznacen
jako Uni3 a po pouziti programt prohledavajicich genové databaze byl tento gen oznacen za
tubulin, ale nepasoval do z4dné zjiz zndmych rodin. Prvnich 217 aminokyselin bylo
nejpodobnéjsich y-tubulinu, ale protein neobsahoval n¢kolik konsenzus sekvenci typickych pro
y-tubuliny. Konkrétné Slo o motivy DVFFYQ v pozici 51, M/IIDREAE/D v pozici 128,
VVVQPYN v pozici 188, KTTVLDVMRLL v pozici 458 a IIQGEA v pozici 497. Poslednich
145 aminokyselin pak spiSe odpovidalo B-tubulintim a protein navic postradal 60 aminokyselin
dlouhy usek s 30 % shodou aminokyselin, ktery obsahuji tubuliny a- - a y- v Chlamydomonas.
Jelikoz tento tubulin vychézel pti tvorbach fylogenetickych stromii jako odlehly od ptivodnich
tfi tubulinovych rodin, byl rozpoznan jakozto novy ¢len tubulinové superrodiny, s ozna¢enim
o-tubulin. (Dutcher, 1998)

Po objevu nového ¢lena tubulinové superrodiny samoziejmé doslo k hledani jeho homologu
v lidském genomu a tento homolog byl skute¢né nalezen na 17. chromozomu. Protoze se tento
tubulin shodoval s 6-tubulinem, znamym z Chlamydomonas jen ze 40 %, byl k potvrzeni
identity tohoto proteinu pouzit ClustalW algoritmus, ktery prokézal, Ze je tento tubulin z celé
znamé tubulinové superrodiny nejpiibuznéjsi pravé svému protéjSku z Chlamydomonas.
Tento tubulin obsahuje GTP vazebnou doménu, jednu velkou inzerci del§si nez 20

aminokyselinovych zbytkli a postradd C-konec bohaty na kyselinu glutamovou, znamy
z tubulinti a a B. (Chang, 2000)

Ptestoze byl d-tubulin poprvé lokalizovan v bunkach U20S (bunky kosterniho nadoru)
do prostoru mezi centriolami (Chang, 2000), jeho lokalizace se méni v zavislosti na tkani a
bunécéném cyklu. Napiiklad u C2 myoblastt lokalizuje béhem déleni buiiky do centrozomu, kde
ale signdl mizi béhem cytokineze. d-tubulin navic kolokalizuje s malou ¢asti y-tubulinu.
Nakonec ve spermatidach je o-tubulin soucasti specifickych kruhovych struktur zvanych
manzety. (Smrzka O. W., 2000)

Funkce 6-tubulinu ve tvorbé C tubull

Za normalnich okolnosti je proximalni konec bazélnich télisek tvoten triplety mikrotubuld,
podobné jako centrioly. Elektronova mikroskopie Uni3 mutant u Chlamydomonas nicméné
neukézala u bazélnich télisek zadné C tubuly, byly tedy tvofeny pouze dvojicemi mikrotubuld.
Kromé toho tyto buniky vykazuji zvySenou chybovost pii déleni bunky, kdy dochéazi vlivem
Spatného umisténi déliciho vieténka a délici ryhy k nerovnomérnému rozdéleni buiky.
(Dutcher, 1998) (O'Toole E.T., 2003)
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Kromé toho se ukazalo, ze tvofeni jednotlivych bicikatych fenotypli neni u téchto mutant
nahodné. Buiika s bezbi¢ikatym fenotypem totiz dava vzniknout jedné dcefiné bunice bez biciku
a jedné bunce s bicikem. Buiika s jednim bi¢ikem pak vytvaii jednu dcefinou buiiku bez bi¢iku
a jednu s bi¢iky dvéma. Tato buiika ,,divokého typu‘ pak vytvaii opét jednu bunku bez bi¢iku
a jednu bunku s bi¢iky dvéma. Uni3 mutace tedy narusuje proces dospivani bazalniho téliska,
kdy je jednak potteba k tomu, aby bazalni télisko dospé€lo, dvou bunéénych cykli, jednak se
bazalni téliska do dcefinych bunc€k nerozchazeji rovnomérné (vzdy jedno matetské a jedno
dcefiné télisko), ale do jedné bunky se dostanou dvé dcefind nebo dvé mateiska teliska.
(Dutcher, 1998)

Dalsi vyzkum o-tubulinu, tentokrat na obrveném nélevnikovi Paramecium tetraurelia,
prokazal, Ze 1 u jiného organizmu vede umlc¢eni o-tubulinu k poruse tvorby C tubuld, ale proces
vzniku nového biciku, ¢i brvy touto ztratou naruSen neni. Co vSak naruseno je, je kortikalni
cytoskelet, coz ve vysledku vede k delokalizaci bazalnich télisek a jejich nasledné ztraté. Ztrata
tubultt miize dokonce pokracovat i ubytkem ¢asti B tubulii a dokonce i A tubulti. Nicméné ani
ztrata celych jednotlivych triplet nemusi pfimo vést ke kompletni likvidaci bazalniho téliska,
jelikoz ostatni proteiny téliska stale zistavaji pfitomny a udrzuji zbylé dublety mikrotubuld ve
tvaru devitisténu. Z tohoto samotného pozorovani neni bohuzel zcela jasné, jestli je funkce d-
tubulinu omezena Cisté na vytvareni C tubulii, ale ukazuje, ze C tubuly maji pro bazalni téliska
funkeci stabilizujici, ale ne nezbytnou pro duplikaci. (Garreau de Loubresse N, 2001)

Vliv mutace Uni3-1 na bicikaty fenotyp Chlamydomonas miiZe byt i potlacen bodovou mutaci
v lokusu TUA2 (a»-tublin) a to sice zdaménou kyseliny asparagové na asparagin v pozici 205
nebo zdménou alaninu na threonin v pozici 208. Tyto dva aminokyselinové zbytky jsou
konzervovany v naprosté vétSiné eukaryot, pficemz vyjimkou je napiiklad bermudsky krab
Gecarcinus lateralis. U S. cerevisiae zaména D205 a E206 za alanin vede k vytvofeni fenotypu
s vysokou citlivosti na chlad. Tyto aminokyseliny lezi na N-konci 6 helixu a-tubulinu a jsou
zifejmé zésadni po vazbu a-tubulinu k sousednimu protofilamentu mikrotubulu. Divod, pro¢
zvlada Chlamydomonas tyto substituce bez likvida¢nich ucinkt, spociva pravdépodobné v tom,
ze je vybaven dvéma identickymi kopiemi pro a-tublin. (Fromherz S., 2003)

U Chlamydomonas s mutaci Uni3-1 se vyrazné sniZuje Sance na vytvoreni dvoubicikaté buriky,
konkrétné€ az na 25 %, zatimco u divokého typu se toto ¢islo pohybuje okolo 92 %. Pravé mutace
v lokusu TUA2 vede k obnoveni koncentrace bun¢k s dvoubicikatym fenotypem aZ na hodnotu
prakticky se rovnajici divokému typu. Elektronovd mikroskopie navic ukézala, Ze u
TUA2/Uni3-1 mutant dochazi k obnové tvorby C tubuld, i kdyZ tento jev neni stoprocentni,
naopak vétSina basalnich télisek neméla kompletnich triplett ani polovinu.

Navic u téchto mutant jsou, na rozdil od prostych Uni3-1 mutantd, bazalni téliska schopna projit
standardnim procesem dospivani. Mutace TUA?2 tedy tplné potlacuje vliv mutace o-tubulinu na
proces dospivani bazélnich télisek a tvorbu bi¢iki, ale vliv mutace na tvorbu C tubulli obnovuje
jen castecné. Jinymi slovy, bud’ je pro dospivani bazalnich télisek potfeba ptitomnost C tubuli
(byt’ tfeba 1 jen jednoho), nebo d-tubulin funguje nezavisle v procesu dospivani bazalnich
télisek 1 v procesu udrzovani C tubulli. (Fromherz S., 2003)

d-tubulin se svym — koncem dost li§i od — konce tubulintl a a B. Je v§ak pomé&mé vyznamné
podobny jejich + konci a M smycce a-tubulinu. Navic ma d-tubulin pobliz M-smycky
umisténou inzerci. Toto, spole¢né s vysledky elektronové kryotomografie naznacuje, Ze o-
tubulin je slozkou protofilament C1 bazalnich télisek. Inzerce pobliz M-smycky mu pak
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umoziuje zprostiedkovat specificky kontakt PF C1 a PF B4. Pravé tuto funkci nejspise dokaze
mutant 7UA2 ¢astecné kompenzovat, protoze dand mutanta ¢ini a-tubulin vhodnéjsi pro kontakt
s PF B4 v proximalni ¢asti bazalniho téliska. (Li S., 2012)

Dale bylo zjisténo u 7. brucei, ze vytazeni d-tubulinu (v tomto ptipadé za pomoci RNA1) vede
nejen ke ztrat¢ C tubuli, ale 1 ke zméné orientace centralniho paru mikrotubuli (CP) v biciku.
Tento par ma normaln¢ vzhledem ke zbytku biCiku (tedy hlavné k jednotlivym
mikrotubulinovym pariim) pevnou orientaci. Nicmén¢ pii vyiazeni 6-tubulinu neni jiz pozice
CP vzhledem ke zbytku biciku tak pevné dana. Tento jev je vlastné¢ logickym vedlejSim
projevem naruSeni bazalniho téliska vlivem ztraty d-tubulinu. Pokud je totiz orientace CP za
normalnich okolnosti symetrickd, tak neni tuto symetrii mozné udrzet, pokud bude naruSena
soumérnost celé struktury vlivem ztraty tubull v bazalnim télisku. (Gabelha C., 2006)

&-tubulin ve spermatogenezi

Zajimava situace byla v souvislosti s o-tubulinem popsédna u mysi, kde byly nalezeny dvé
isoformy o-tubulinu, kratkéd a dlouhd (delsi o 31 aminokyselin, pfi posttranskripcnim sestiihu
je zachovam jeden exon navic v mRNA). Z téchto dvou isoforem je pravé kratkd isoforma
homologické d-tubulinu isolovanému z lidské tkané. Mysi isoformy se liSi produkei v ramci
jednotlivych tkani. Obé isoformy jsou exprimovany ve vSech tkénich, pfi¢emz vétSinou je vice
exprimovana kratkd forma. Delsi forma je exprimovana vice pouze jednou ze zkoumanych
tkani, varlaty.

A

a-tubulin
o-tubulin

Obrazek 3.:Hlavicka spermie v prithehu spermatogeneze. o-tubuli je oznacen zelené, o-tubulin cervené, DNA modre. Prevzato
z (Kato, 2004)

Toto zjisténi vedlo k podrobnéj§imu prozkouméni varlat a metodami imunohistologie bylo
zjisténo, Ze d-tubulin je soucasti dvou rozdilnych prstencovych struktur, které se tvofi na vnitini
stran¢ plazmatickych membran spermatid a hraji dtlezitou roli ve formovani protdhlého tvaru
hlavicky spermie. MenSi z prstenli byly rozpoznany jako intercelularni mosty (intercelullar




bridges), struktury nachazejici se v misté nedokoncené cytokineze jednotlivych spermatocytt
a pozdé&ji 1 spermatid. Diky existenci téchto mostli spolu komunikuji cytoplazmy jednotlivych
spermatid a timto misenim je zajiSténo, ze vSechny propojené spermatidy prochazeji
jednotlivymi fazemi spermatogeneze soucasné. Diky existenci téchto mosti je taky zajistén
pristup bun¢k ke genlim pohlavnich chromozomi. (Kato, 2004)

V¢Etsi prstence s obsahem o-tubulinu byl identifikovan jako perinuklearni prstenec (perinuclear
ring). Tato kruhovita struktura vznika v ranych stadiich vyvoje spermatid v mist¢ budouciho
hlavového konce spermie, nasledné obklopuje jadro v misté konce akrosomu a v poslednim
stadiu vyvoje spermie zanikd. Béhem spermatogeneze tvoii perinuklearni prstenec zakladnu
pro tvorbu manzetovych mikrotubull, struktury mikrotubull vychazejicich z perinuklearniho
prstence smérem ke krcku a formujici tvar hlavicky. O perinuklearnim prstenci tedy miizeme
mluvit, jako o MTOC pro mikrotubuly manzety, zatimco distalni centriola slouzi jako
organiza¢ni centrum pro bi¢ik. Neni bez zajimavosti, ze u spermatid se d-tubulin nenalézal
v PCM, jako napftiklad u lidskych U20S buné¢k, nebo u Chlamydomonas, oproti tomu se naléza
v cytoplazmatickych strukturach navazanych na membrany. (Kato, 2004)

e-tubulin

Po objevu d-tubulinu vyvstaly otdzky ohledn¢ jeho rozsifeni napti¢ doménou eukaryot a mozné
existence novych, dosud neobjevenych ¢lenti tubulinové rodiny. Tyto otazky vedly
k prohledani lidského genomu, kde byl nalezen nejen lidsky homolog 6-tubulinu, ale i dosud
nepopsany tubulin, nazvany e-tubulin. Tento tubulin byl nésledné¢ potvrzen i u jinych
obratlovct, jako mys, kralik, nebo Xenopus, pricemz hlavné mezi savci vykazoval vysokou
miru konzervovanosti. (Chang, 2000)

e-tubulin byl pozdé&ji nalezen u naprosté vétSiny organizmi s bazélnimi télisky ve formé deviti
mikrotubulovych tripletl. e-tubulin pak nenalezneme u organizmil, které bazalni téliska viibec
nemaji, jako jsou napiiklad vyssi rostliny, pfipadné pak u organizm, které maji bazalni téliska
atypické. (Hodges M. E., 2010)

Jako piiklady organizml s bazalnimi télisky bez e-tubulinu muizeme uvézt naptiklad
D. melanogaster nebo C. elegans. Nicméné v piipadé¢ D. melanogaster je bazalni télisko
tvofeno pouze dublety a v ptipade C. elegans jde pak dokonce pouze o singlety. Navic se v obou
pfipadech rozméry bazalnich télisek pohybuji okolo 100 nm na Sitku a 150 nm na délku oproti
béznym rozmérim bazalnich télisek, které jsou 200 nm na Sitku a 500 nm na délku. (Pelletier
L., 2006) (Vidwans S. J., 2003)

Funkce e-tubulinu

Pomoci imunofluorescence (vyzkum na buiikdch U20S pomoci peptidl ziskanych z kralika)
bylo zjiSténo, Ze e-tubulin lokalizuje do prostoru centrozomu, kde navic jeho pfesna lokalizace
zélezi na fazi bunécného cyklu. V burikach s jednim centrozomem totiz e-tubulin kolokalizuje
s ostatnimi centrozomalnimi proteiny, ale v po duplikaci centrozomu zlstava pfitomen ve
star§im centrozomu a do dcefiného je nasledné postupné dorekrutovan. Novy centrozom tedy
z pocatku e-tubulin prakticky neobsahuje, ale jeho hladina se zveda az je v pozdni S/G2 fazi
prakticky shodné u obou centrozomu. Pfitom maji oba centrozomy i ptes rozdilnou koncentraci
e-tubulinu stejnou schopnost formovat mikrotubuly. Mzeme tedy fici, ze e-tubulin neovliviiuje
nukleaci mikrotubuld. (Chang, 2000)
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Nerovnomérné rozlozeni e-tubulinu v pribéhu S/G2 faze by Sla vysvétlit naptiklad tim, Ze
rekrutace e-tubulinu je pomaly proces, ktery zabira nékolik hodin. Pokud ovSem zastavime
bunécny cyklus, tak se zastavi i proces rekrutace e-tubulinu a to i pti nékolikanasobném zvyseni
exprese. Z toho miizeme usuzovat, ze tento proces je aktivné fizen a spojen s regulaci priichodu
buitky bunéénym cyklem. (Chang P., 2003)

Co se tyce ptesné lokalizace, tak bylo 1 prokazéno, Ze e-tubulin neni soucésti 32S y-
tubulinového komplexu a to 1 pfes to, Ze méa v bunééném extraktu zhruba stejnou koncentraci.
(Chang, 2000) Oproti tomu se povedlo e-tubulin pomérné pifesné lokalizovat do oblasti
subdistalnich ptivéskl (sub-distal appendages) a to v Xenopus laevis. (Chang P., 2003) Oproti
tomu v Tetrahymena thermophila byl e-tubulin lokalizovan po celé délce tubulinového leSeni.
(Ross 1, 2013)

Obrazek 4.: Ukdzka ztraty tripletii v diisledku vycerpani e-tubulinu. (Ross I, 2013)

Vytazeni celého genu pro ETUI v Tetrahymena thermophila pak vedlo ke ztraté tripletového
charakteru Cepeli centriola a bazélnich télisek. Krom toho u postizenych bunék doslo ke ztraté
orientace kortikalnich bic¢ikli a ke snizeni jejich hustoty a dale tyto buniky trpély poruchami
déleni. Toto vSe vedlo ke smrti buné€k béhem tii dnii. (Ross I, 2013)

Nasledné skenovani e-tubulinu v Tetrahymena thermophila pomoci cilenych mutaci
konkrétnich aminokyselin vedl zajimavému zjisténi. Jedind mutace, kterd vedla k vyraznému
ovlivnéni riistu a zaroven nebyla letdlni, byla totiz nalezena v domén¢ véazajici GTP, konkrétné
Slo o mutaci threoninu 150 na valin. Tato mutace vedla k vyrazné ztraté¢ organizace nove
Vznikl}'/ch bazélnl’ch télisek a pfi teploté 38 °C 1k vyraznému zvy§en1’ hustoty bazélnl’ch télisek
k redlnému navyseni poc¢tu bazalnich télisek, coz znamena, ze buiiky postihnuté touto mutaci
ztratili pfi této teploté 1 schopnost regulovat tvorbu bazalnich télisek. Krom toho tyto bunky pfi
zablokovani bunécného cyklu ztracely hmotnost bazélnich télisek, coz vede 1 k zavéru, Ze tato
mutace negativné ovlivnila stabilitu bazalnich télisek. (Ross I, 2013)
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Toto zjisténi ukazuje, Ze se e-tubulin podili jak na stabilité bazalnich télisek, tak na prevenci
nadmérného zmnozeni se télisek a jejich Spatné orientaci. Tyto funkce jsou nejspise podminény
vazbou GTP. Je tfeba podotknout, ze podobny fenotyp (nadmérné zmnozeni a Spatna orientace
bazalnich télisek) md na svédomi i mutace ve stejné doméné jiného c¢lena tubulinové
superrodiny, y-tubulinu. (Shang Y., 2005)

Dalsi zjisténi k funkci e-tubulinu plynouci z vyzkumu na Tetrahymena thermophila piineslo
prozkoumani 36-ti aminokyselinové inzerce za aminokyselinou 221 a C-terminalni domény.
Inzerce za aminokyselinou 221 je konzervovana v ramci celé rodiny e-tubulinu, ale samotna
jeji sekvence jiz konzervovana neni. Dalo se proto ocekavat, Ze tato inzerce je dualezita pro e-
tubulin a jeho funkci, ale delece této inzerce vedla k Zivotaschopnym buikam, bez zadné
pozorovatelné zmény fenotypu, coz je velmi piekvapivé. Obdobné C-terminalni doména je v &-
tubulinu specifickd, protoze na rozdil od a- a B-tubulinu mé neutralni naboj. Prizkum této
domény pak vedl k zjisténi, ze, jednotlivé mutace jsou zivotaschopné, ale doména jako celek je
nezbytna. (Ross I, 2013)

(-tubulin

Dalsi ¢len tubulinové superrodiny byl nalezen pii vyzkumu d-tubulinu u Trypanosomy brucei.
K piekvapeni vyzkumného tymu, po naklonovani homologu 8-tubulinu identifikovali dva nové
proteiny, které databdze prohledavajici programy oznacily za tubuliny. Situace byla o to
za y-tubulin, u 7. brucei byly jiz znamy Ctyfi ¢lenové tubulinové superrodiny, tubuliny a, B, v 1
d. Prvni novy tubulin byl urcen, jako homolog e-tubulinu, objeveného nedavno v lidském
genomu, ale druhy tubulin byl oznacen za novy tubulin, (-tubulin. Objev e-tubulinu v 7. brucei
navic ukdzal, Ze i1 tento tubulin se, stejné jako d-tubulin, vyskytuje u vice vétvi eukaryot.
(Vaughan, 2000)

n-tubulin byl objeven v témzZe roce, jako protein kédovany genem SM-19, u Paramecium
tetraurelia. Mutace tohoto genu sm19-1 zpisobovala delokalizaci y-tubulinu a inhibici déleni
basalnich télisek, coz vedlo 1 neptiznivych teplotdch k vyrazné zméné tvaru buiiky (zakulaceni).
Tato mutace nebyla sama o sob¢ letalni a nemé¢la vliv na dé€leni bunék, ty ale umiraly diky ztraté
fasinkového ustroji u st a tedy zhorSenému piijmu potravy. Tento tubulin vykazoval velmi
nizkou identitu s ostatnimi ¢leny tubulinové superrodiny, pti¢emz nejpodobnéjsi byli lidsky a
my$i o-tubuliny s identitou 23 % a 21 %. Pro nizkou podobnost s ostatnimi tubuliny byl
zafazen, jako novy n-tubulin. (Ruiz F, 2000)

Krom téchto dvou tubulinii byly jesté¢ objeveny dalsi tubuliny 0, 1 a k. K prvni velké analyze
vztahu tubulinti napfi¢ celym stromem eukaryot doSlo az v roce 2014. Analyza ukazala, ze
vSechny dosud objevené rodiny tubulinti (o az ) jsou vlastné usporadané do Sesti rodin, které
jsou piitomné ve vSech eukaryotickych tiSich. Podle této studie se tubuliny 0 a 1 odStépuji ze
zaklady B-tubulini, k pak zapada k a- tubulinim. Tubuliny d a € tvofi dv€ samostatné rodiny.
Posledni rodinu tvofi n-tubuliny. Do této rodiny zapadéd i {-tubulin, objeveny jen u rodl
Tryphanosoma a Leishmania. Pokud nechceme naruSit abecedni potfadi nazvl v ramci
tubulinové superrodiny, mizeme tuto rodinu dale nazyvat C. (Findeisen P., 2014)
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Vyznamny je poznatek, zastupce vSech Sesti rodin najdeme napfi¢ celou doménou eukaryot.
Z toho miizeme vyvodit, ze téchto Sest rodin bylo pfitomno i u posledniho spole¢ného predka
eukaryot a nasledn¢ doslo ke ztraté nékterych rodin béhem evoluce. Tato analyza také ukazuje,
ze 6 a (-tubuliny si jsou evoluc¢né velmi blizké. Kromé toho tyto dvé rodiny nejspiSe tvori jeden
konzervovany evoluéni model spoleéné s e-tubulinem. Pro toto tvrzeni hovoti fakt, ze
v naprosté vétSiné organizmtl, v nichz chybi e-tubulin, chybi i tubuliny 6 a . Naopak
v organizmech, ve kterych je pfitomen e-tubulin je vétSinou ptitomen i alespon jeden tubulin
z dvojce 6 a (. Na zaklad¢ toho, ze vétsinou alespon jeden tubulin z dvojce zlistane, mizeme i
fici, ze tubuliny & a ( zastavaji podobnou/¢astecné se piekryvajici funkci. (Turk E., 2015)

Funkce C-tubulinu byla prozkouména na drapatce Xenmopus, tedy modelovém organizmu,
v jehoz genové vybave nalezneme zastupce vSech Sesti clent tubulinové superrodiny. Zde bylo
zjisténo, ze (-tubulin asociuje s distdlnim koncem bazalni nohy, struktury, kterd
zprostiedkovava kontakt bazalniho téliska a kortikalnich mikrotubuld a zajist'uje tak spravnou
orientaci bi¢ikl. (-tubulin navic v pfipadé bazalnich télisek X. laevis kolokalizuje s e-
tubulinem, coZ podporuje myslenku, Ze tyto tubuliny tvoii jednotny model. (Turk E., 2015)

Vycerpani {-tubulinu vedlo ke snizeni poctu bazdlnich télisek a ke zhorSeni jejich orientace.
Krom toho toto vycCerpani vedlo i k shlukovani bazalnich télisek, coz je jev pozorovany i pfi
depolarizaci aktinovych vlaken. (Werner ME, 2011) Krom toho byla v buiikédch bez C-tubulinu
naruSena apikalni i subapikalni aktinova sit, coz vede k zavéru, ze se (-tubulin pfimo, ¢i
nepiimo podili na kontaktu aktinové sit¢ a bazalniho téliska. (Turk E., 2015)

a-tubulin

. pacterial
e-tubulin

- T
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Obrazek 5.: Fylogeneticky strom tubulinové superrodiny, prevzaty z (Findeisen P., 2014)
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Zaver

V prabéhu poslednich let byla objevena fada novych tubulind, ale pozdéji se ukazalo, ze
vSechny lze rozdélit do jiz existujicich rodin nebo do tii novych rodin. Tyto tii nové rodiny se
vyskytuji napti¢ celou doménou eukaryot a jsou svou funkci vdzany na centrozomy a bazalni

téliska vyjma nékolika organizmt, které tyto struktury sice maji, ale v pon¢kud atypickém
stavu.

Z téchto tfi rodin jsou vétSinou piitomny alespont dve€, e-tubulin v kombinaci s 6-tubulinem
a/nebo (-tubulinem. To déava tusit, ze tyto tubuliny tvofi dohromady evolu¢ni a dost mozna i
funk¢éni model. Ztrata téchto tubulini pak vede typicky ke ztraté C tubulu, pfipadné¢ i B a
A tubulu tripleti bazalnich télisek. Krom toho ztrata té€chto tubulint vede k problémiim s funkci
bazalni nohy, bazalni téliska maji problém s navazanim na kortikalni sit’ cytoskeletu a dochazi
ke ztraté¢ organizace téchto struktur.

Bohuzel, i ptes to, ze jsou dobie popsany fenotypy bunck s poskozenymi geny pro tyto tubuliny
1jejich sekvence, tak stile neni znama piesna funkce ani jednoho z téchto tubulind.
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