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Abstrakt

Mikrotubulovy cytoskelet je dynamickd filamentarni sif, jejiz remodelace je kli¢ové pro
dilezité bunécné procesy, jako je bunééna motilita nebo bunétné déleni. Tato remodelace
je vysoce zavisla na mikrotubul-asociovanych proteinech, které mohou pretvaret jednot-
livé miktotubuly. Jednim z nich je i katanin. Katanin je mikrotubul-asociovany protein,
ktery za hydrolyzy ATP $té€pi mikrotubuly. Tato vlastnost umoZiiuje rychlou remodelaci
mikrotubulové sité diky rychlé amplifikaci celkového poc¢tu mikrotubuld nebo jejich rychlé
degradaci. Mechanismus a regulace aktivity kataninu jsou v poslenich letech hojné dis-
kutovany. V teto praci se pokusim popsat princip St€peni mikrotubull a regulaci aktivity

kataninu na molekularni Grovni.

Klicova slova:
cytoskelet, remodelace mikrotubulovych siti, mikrotubuly, enzymy $tépici mikrotubuly,

katanin



Abstract

Microtubule cytoskeleton is a dynamic filamentous network, whose reorganization under-
pins important cellular processes, such as cell motility or cell division. This remodeling
highly depends on microtubule-associated proteins that can remodel individual micro-
tubules, such as katanin. Katanin is a microtubule-associated protein that employs ATP
hydrolysis to sever microtubules. This function can rapidly reorganize microtubule ne-
tworks by providing fast amplification of the microtubule polymer number as well as
microtubule fast degradation. The exact mechanism of microtubule severing and its regu-
lation by katanin is largely discussed nowadays. In this project I would like to describe

katanin’s mechanism of action and its regulation on a molecular level.
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enzymes, katanin
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1 Uvod

Cytoskelet je nedilnou soudasti kazdé burky. Bufice zajistuje esencidlni funkce jako je
motilita, segregace chromozomi, konstituce buriky, signalizace anebo transport. Variabilita
takového systému ovSem vyZzaduje komplexni sif proteinti, jeZ budou dodédvat tomuto
systému konkrétni vlastnosti. Pfikladem muze byt katanin, coZ je enzym odpovédny za
Sté€peni mikrotubulil. Pojmenovani ziskal na pocest japonského mece. Prvni charakterizace
se dockal v roce 1993 [McNally and Vale, 1993]], ackoli jiz predtim existovaly dikazy
o existenci proteinu s témito vlastnostmi [Vale, 1991]]. Od té doby se odhalilo n€kolik
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dilezitych bunéénych procest napfi¢ evoluénim stromem Zivota, ve kterych hraje klicovou
roli. V rostlinné fisi se jeho aktivita studuje béhem reorientace kortikdlnich mikrotubuli.
Z obecnéjsiho hlediska se také uplatiiuje pfi spravném formovani délicich vietének anebo
spravném vyvoji neuronu. Patologie mutaci v tomto proteinu se u Clovéka projevuje
predevsim malformacemi vyvoje mozkové kiry [Mishra-Gorur et al., 2014]. Tato prace se
zamétuje predevsim na shrnuti poznatkd molekuldarnich mechanismi regulace a u¢inkt

kataninu na charakter mikrotubularni site.



2 Cytoskelet

Eukaryotni cytoskelet je dynamickd polymerni sif, kterd miize dramaticky ménit svoji
podobu a uspofadani. Mizeme ji rozdélit do tii zakladnich kategorii. Mikrofilamenta,
stfedni filamenta a mikrotubuly. Ve vSech ptipadech se jednd o polymerni proteinové
struktury, které rozliSujeme prevazené podle typu proteinu, z néhoZz jsou sloZeny. Nej-
ten¢i mikrofilamenta jsou tvorena aktinem a uplatiiuji se napiiklad v bunécné motilité
nebo tvaru bunky. Stfedni filamenta jsou tvofena laminy, keratiny nebo neurofilamenty
a podileji se na udrzovani integrity bunécného jadra nebo pevnosti epitelidlnich tkéni.
Mikrotubuly jsou tvofeny heterodimery a-tubulinu a -tubulinu. Funkce mikrotubula je
nezastupitelna napiiklad pfi rozchodu chromatid béhem déleni bunék nebo v aktivnim

bunécném transportu [Lodish, 2013].

2.1 Struktura a dynamika mikrotubulu

Obé podjednotky jak a-tubulin, tak S-tubulin maji molekulovou hmotnost pfiblizné 55 kD
a nejcastéji je nalezneme ve formé heterodimert diky pomérné nizké disociacni kon-
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stanté [Montecinos-Franjola et al., 2016]. Napfi¢ eukaryotickou fisi se jednd o pomérné
konzervované struktury, kde k nejvyssi variabilité dochazi na C-terminalnim konci. Obé
podjednotky pak maji GTP-vazebnou doménu, ale hydrolizovatelny nukleotid je pouze
v [-tubulinu. Pfitomnost GTP nebo GDP je zakladnim faktorem urcujicim dynamiku
mikrotubulu [Lodish, 2013]].

Tubuliny mohou za vhodnych podminek oligomerizovat a tvofit jadra, ze kterych
s pfibyvajicimi podjednotkami vznika mikrotubul. Ten mé charakter “trubky”, jejiZ sténa je
tvorena nejCastéji 13 protofilamenty. AvSak neni to pravidlem, mohou vznikat mikrotubuly
tvorené vyssim Ci nizSim poctem protofilamentl [Pierson et al., 1978]. Zaroven maji
mikrotubuly orientovany charakter, rozpoznavame tedy (+)-konec a (-)-konec. (+)-konec
se nachazi na konci s obnaZenymi [-tubuliny, kdeZto a-tubuliny jsou exponované na
(-)-konci. Konce jsou také specifické svym dynamickym charakterem polymerizace a
depolymerizace. Prechod mezi polymerizaci a depolymerizaci se nazyva katastrofa a
zachrana (viz obrazek 1).

Polymerizace mikrotubult in vitro vyzaduje vysoké koncentrace tubulinovych pod-
jednotek, abychom pievazili prirozenou tendenci tubulinovych oligomera se rozpadat.
Koncentrace, pii které dochdzi ke vzniki relativné stabilniho nuklea¢niho jadra, nazyvame
kritickou koncentraci. Nuklea¢ni jadra ndsledné vyrazné usnadniuji dals$i polymerizaci mik-
rotubulti. Hodnotu kritické koncentrace miiZzeme sniZit, pokud usnadnime tvorbu takovych
jader napftiklad latkami jako je taxol nebo GMPCPP, které napomahaji tvorbé stabilnich
mikrotubult [Roostalu and Surrey, 2017].
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Obrazek 1: Dynamicka povaha mikrotubull. Upraveno podle [Roostalu and Surrey, 2017)]

2.2 Mikrotubularni sité

V bunééném kontextu vSak musime brit ohled nejen na koncentrace tubulinu ¢i sloZeni
roztoku, ale 1 na proteiny asociované s mikrotubuly (MAP). Nékteré mohou usnadiovat
polymerizaci mikrotubulti a tak snizovat potiebnou koncentraci tubulinu pro rtst mi-
krotubulti. Napftiklad ~-tubulinem v komplexu s dal§imi proteiny (yTuRC) se tcastni

nukleace mikrotubull na centrosomu anebo pii vétveni z jiZ existujiciho mikrotubulu,

coz se uplatiiuje mimo jiné v rostlinné siti kortikalnich mikrotubulti [Nakamura et al.|
2010]. Jiné MAP mohou hrét roli ve stabilizaci jiz existujicich mikrotubuld, jako je

tomu naptiklad u tau proteinu, jenz se hojné€ vyskytuje v nervové tkani. Stabilizace tau

proteinem se projevuje sniZenou pravdépodobnosti katastrofy a zvySenou rychlosti po-

lymerizace [Bowne-Anderson et al., 2015]]. Dal§im pfikladem modulace mikrotubulové

sit¢ mohou byt proteiny, které naopak miizku mikrotubulu destabilizuji a zptisobuji jejich

depolymerizaci. Napiiklad molekuldrni motor kinesin-13 zvySuje pravdépodobnost kata-



strofy a uplatiiuje se tak naptfiklad béhem mitdzy, pfi udrZzovani tonu déliciho vieténka
jeho depolymerizaci na (-)-konci [Rogers et al., 2004].
V nékterych fyziologickych procesech by pouha regulace rychlosti rist ¢i degradace
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gula¢nich mechanismii mikrotubulovych siti svoji schopnosti je $tépit.



3 Katanin

Katanin spada do skupiny AAA-ATPaz (APTéza asociovana s riznymi bunéénymi ak-
tivitami), pro které je typické transformovani chemické enrgie z ATP na mechanickou
silu [Yedidi et al., 2017]. Proteiny v této skupin€ jsou definované tak, Ze obsahuji AAA mo-
tiv, coZ je sekvence o délce 230 az 250 aminokyselin. AAA-ATPazy miZeme dale rozdelit
do podtypt podle toho, kolik obsahuji AAA motivi do dvou skupin. Typ I s jednou a typ
IT se dvéma témito sekvencemi. Tento motiv ovS§em nedefinuje bunécnou funkci téchto
enzymu. Zastupce této rodiny muzeme nalézt v riznych procesech, jako je biogeneze
organel, degradace proteind, ¢i fuze vacku [Patel and Latterich, 1998]. Do této skupiny
mimo jiné spada i1 katanin a jemu piibuzné enzymy spastin a fidgetin. Katanin délime do
dvou podjednotek p60 a p80. Podjednotka p60 obsahuje AAA motiv a v butikdch je aktivni
ve formé hexameru. Podjednotka p80 je povaZzovéna za regulac¢ni a s podjednotkou p60
muze dimerizovat. Dtsledkem aktivity kataninu je destabilizace mikrotubulové miizKy,
ktera zpasobi ndsledny zlom mikrotubulu. Takova aktivita ma nezastupitelné misto v fadé
bunéénych procest [McNally and Vale, 1993]].

Jako u jinych proteind i u kataninu mizZeme nalézt rizné sestfihové varianty nebo
izoformy v ramci jediného organismu. Napfiklad v lidském genomu se nachazi dvé
izoformy kanonické podjednotky p60 vzniklé alternativnim sestfihem a dva geny pro p60-
like podjednotky. Geny pro kanonickou podjednotku miZeme nalézt pod nazvy KATNAL,
piipadné pro p60-like podjednotky KATNAL1 a KATNAL2. U podjednotky p80 miZeme
nalézt jeden gen pro kanonickou (KATNB1) a jeden pro p80-like podjednotku (KATNBL1)
[Cheung et al., 2016].

3.1 Podjednotka p60

Mala podjednotka kataninu dosahuje molekulové hmotnosti 60 kDa, podle cehoz také
ziskala své pojmenovani. U ¢lovéka nalezneme kanonickou podjednotku dlouhou 491 a
jeji sesttihovou variantu 311 aminokyselin.

Sekvenci mizeme rozdélit do nékolika domén a strukturnich elementi (viz obrazek 2).
Prvni od N-konce je MIT (Microtubule Interacting and Trafficking domain; doména
interagujici s mikrotubuly), linker oddélujici MIT od AAA-ATPazové katalytické Casti.
AAA-ATPazovou doménu muZeme nasledné rozdélit do dvou subdomén NBD (Nucleotide
Binding Domain; nukleotid vazebna doména) a HBD (Helix Bundle Domain; doména
helixovych svazki) [Zehr et al., 2017]].

MIT doména je sloZena ze tii paralelné usporadanych a-helixti. Nekovalentni interakce
mezi MIT a tubulinem je primédrné zprostfedkovdna nékolika kladné nabitymi aminokyse-

linami a mutace v nich narusSuje afinitu k tubulinu. OvSem samotni doména k vazbé na
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Obrazek 2: Sekvence podjednotky p60 s vyznacenymi doménami a klicovymi sekvencemi.

mikrotubuly nestaci a vyzaduje pfitomnost AAA domény, kterd usnadiiuje vazbu k povrchu
mikrotubulu [Roll-Mecak and Vale, 2005] [Iwaya et al., 2010].

V NBD se nachazi n¢kolik strukturnich motiva, které se uplatituji v jeho katalytické
funkci. Za prvé Walker motivy A a B, coZ jsou sekvence konzervované napfic¢ proteiny
pracujici s ATP. Utastni se vazby Mg?* a ATP a nasledné zprostiedkovavaji za piispéni
argininovych residui jeho hydrolyzu [Walker et al., 1982]]. Za druhé jsou to dvé smycCky
lokalizované v lumen poéru sloZzeného hexameru. Prvni smycka obsahuje aromatickou
aminokyselinu tryptofan. Aromatické residuum v podobnych smyckéch je zaroven kon-
zervované napfi¢ spektrem AAA-ATP4z. Druhd smycka je tvofena hlavné bazickymi
aminokyselinami a je ji mozné nalézt i u pribuznych enzymd, jako je spastin. Mutace
téchto struktur negativné ovliviiuje aktivitu jak kataninu, tak spastinu [Matsushita-Ishiodori
et al., 2009] [Johjima et al., 2015].

Monomery podjednotky p60 hexamerizuji za ptitomnosti ATP a mikrotubull [Hartman
and Vale, 1999]. S navazanym ATP tvoii hexamer pravotocivou spirdlu o vnéjsim priméru
az 250 A, coZ pfiblizné odpovid4 priiméru mikrotubulu. V takovém stavu se mezi prvnim
a poslednim protomerem komplexu vytvafi mezera, kterd je nasledné vstupni branou pro
substrat, kterym je C-konec tubulinu (viz obrdzek 3). Svoji roli zde tedy hraje i linker, jenZ
propojuje MIT s AAA-ATPazovou doménou. Ten dovoluje pomérné vysokou flexibilitu
a navic spojeni je uskuteCnéno ze strany enzymu, kterd piimo interaguje s povrchem
mikrotubulu [Zehr et al., 2017]].

Hydrolyza ATP na prvnim protomeru vede ke zméné konformace ze spirdlni formy
na cirkuldrni formu. V takové situaci dochazi k interakci smycek uvnitf péru s C-koncem
tubulinu a jeho povytazeni z miizky mikrotubulu. Cyklickym opakovanim ndsledné dochédzi
ke zméné konformace tubulinové podjednotky. Jeho tplna translokace pérem kataninu
udajné neni nutnd. AvSak vytaZeni jediné podjednotky tubulinu pravdépodobné k vytvoreni
zlomu nestaci a cely proces se tak musi nékolikrat opakovat [Zehr et al., 2017]].

Zaroven je tubulin, ziskany aktivitou kataninu z miizky mikrotubulu, stdle schopen

polymerizace [McNally and Vale, 1993]]. V kontextu dfive popsaného mechanismu, ktery
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Obrazek 3: Porovnani spiralni a prstencové konformace hexameri AAA domén. Na
cerveném protomeru je patrna konformaéni zména zpusobend hydrolyzou ATP. Ve spirdlni
konformaci je také patrny vstupni kanal, kterym vstupuje C-konec tubulinu do enzymu.

Struktura publikovand v []Zehr et al., 2017|].

predpoklada pro vytaZeni tubulinové podjednotky zménu jeji konformace, se to zda byt
v rozporu. Vysvétlenim mutize byt vratnost konformacnich zmén, které katanin vytvari.

O uloze C-konce tubulinu také svédci experimenty s “holymi”’mikrotubuly, které byly
opusobeny subtilisinem. Takové mikrotubuly postradaji C-konce a nereaguji na aktivitu
kataninu, ackoli stimuluji hydrolyzu ATP [McNally and Vale, 1993]. Otazkou zistava,

za konec které podjednotky katanin taha. Delecni experimenty C-konctu jednotlivych

tubulinovych podjednotek ukazuji, Ze St€peni se objevuje pouze v pritomnosti obou koncil

[Johjima et al., 2015]]. Popsany mechanismus, Ze katanin pracuje soucasné s obéma konci,

se nezda byt prili§ pravdépodobny. Studie provedend na spastinu indikuje, Ze tato AAA-

ATPaza pro svoji aktivitu vyZaduje pfitomnost C-konce [-podjednotky a konec druhé

pouze napomdhd celému procesu [Valenstein and Roll-Mecak, 2016].

3.2 Podjednotka p80

Podjednotka p80, téZ nazyvand regulacni podjednotka, dosahuje délky sekvence piiblizné
655 aminokyselin. MiZeme ji rozdélit do tif domén (viz obrazek 4): WD40 (Priblizné
1-260), prolin bohat4 oblast, C-termindlni doména (pfiblizné 480-660) [McNally et al.}

2000]. Doména WD40 se vyznacuje az Sestindsobnym opakovanim motivu ohrani¢eného

aminokyselinami tryptofan-aspartat. WD40 doména byla identifikovana u jinych proteinti
napfiklad S-transducinu nebo Tup a predpoklada se, Ze zprostiedkovava protein-protein
interakce |[Komachi, 1994]].
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Obrazek 4: Sekvence podjednotky p80 s vyznaCenymi doménami.

Tato vlastnost se predpoklada i u podjednotky p80, jelikoz jeji pfitomnost je klicova pro
kolokalizaci kataninu s centrosomem. To potvrdily také experimenty na buikich MSU1.1
in vivo se samotnou doménou WD40 sfizovanou s GFP [Hartman et al., 1998]]. Zaroven
HeLa buiiky transfekované se samotnou WD40 doménou se béhem bunécného cyklu zpoz-
dily s mitézou, coz bylo pravdépodobné zplisobeno chybnym zformovanim mitotického
aparatu, kvili vazbé domény WD40 na néktery centrozomdlni protein [McNally et al.,
2000]. Tyto vysledky také podporuje interaktom podjednotky p80, ktery vykazuje afinitu
pro centrozomdlni proteiny [Cheung et al., 2016].

Prolin v proteinech hraje zvlastni roli kvuli jeho strukturné chemickym vlastnostem.
Za prvé kvili vazbé -CH,- na dusik a za druhé kviili pfitomnému cyklu je omezena rotace
mezi dusikem a a-uhlikem. To v dasledku vede k rozruSeni formace jak a-helixu, tak
B-listu. Sekvence bohaté na prolin jsou tedy vysoce flexibilni, coZ pomérné ztéZuje ziskani
krystalické struktury [Williamson, 1994]. To se pravdépodobné tyka i podjednotky p80.
Ackoli se na prolin bohaté oblasti mohou dcastnit interakci protein-protein, u podjednotky
nebyla takova vlastnost nikdy popséna, pravdépodobné se tedy jedna pouze o strukturu
s funkci linkeru.

C-termindlni doména, téZ nazyvéana con80, zprostiedkovava interakci mezi podjed-
notkou p60 a p80. Vazba je prevazné stabilizovana hydrofébnimi interakcemi a po-
strannimi vodikovymi miistky. Vazba je také specifickd v porovnani s piibuznymi AAA-
ATPazami a jejich interakénimi partnery, jako je spastin nebo VSP4, jelikoz se vyznacuje
nejvyssi sty¢nou plochou, coz v dusledku vede k vyrazné nizsi disociaéni konstanté oproti

zminénym proteinim [Rezabkova et al., 2017].
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3.3 Regulace aktivity

Jednim ze zakladnich mechanismi regulace enzymatické aktivity kataninu je podvojny
vliv substrétu, tedy mikrotubull. Z obecnych principti reak¢nich kinetik enzymi plati, Ze
s rostouci koncentraci substratu (1), se zvySuje aktivita enzymu. OvSem pfi popisu aktivity
kataninu si miZeme povs§imnout, Ze trend neodpovida klasickému popisu dle Michaelis-
Mentenové rovnice (2) [Voet and Voet, 2011]], ale mizeme nalézt optimélni koncntraci
mikrotubuldi, pii které je aktivita nejvyssi (Graf 1). Pii dalSim navySovani koncentrace
mikrotubulii je aktivita kataninu inhibovéana. Priibéh pocate¢ni reak¢ni rychlosti kataninu
je nasledné mozné popsat pomoci dvou kompetujicich Michaelis-Mentenovych rovnic
(2) [Hartman and Vale, 1999]. Tento jev miizeme vysvétlit tim, Ze mikrotubuly prevadeji
katanin z roztoku (3D) do plochy svého povrchu (2D), coz je dileZité pro sestaveni hexa-
meru. Formovani hexameru Ize popsat podle reakce 1. Zaroven aktivita kataninu koreluje
s mnozstvim vzniklych hexameri. Lze tedy predokladat, Ze inhibi¢ni efekt vysokych
koncentraci mikrotubulil je dany snizenou plo$nou koncentraci kataninti navazanych na
mikrotubulech [Hartman and Vale, 1999].

VO %%, o

Cur

Graf 1: Znazornéni zavislosti pocatecni reakéni rychlosti na koncentraci mikrotubuld za
konstantni koncentrace podjednotky p60. Predpis podle rovnice (2) [Hartman and Vale.
1999].

V imax [S]

Ky +[9] M)

Vo =

e v je pocatecni reakcni rychlost.

e [S] je koncentrace substrétu.

V max j€ maximdlni reakéni rychlost.

K\ je Michaelisova konstanta.
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_ AMT) C[MT]
" B+[MT] D+ [MT]

2)

Vo

e v je pocatecni reakcni rychlost.
e [MT] je koncentrace mikrotubuld.

e A, B, C a D jsou konstanty.

6x
Peo + MT =— peo:MT =— 6 x(pgo):MT

Reakce 1: Popis formovani aktivniho hexameru.

e p60 je katalytickd podjednotka.
e MT je mikrotubul.
e p60:MT je podjednotka p60 navazana na povrchu mikrotubulu.

e 0x(p60):MT je sestaveny aktivni hexamer.

Tento jev mohu demonstrovat nasledujicim odvozenim z obecné teorie adsorpce
plynu na pevné latce podle Langmuirovy izotermy. Pro zjednoduSeni celého piikladu
predpokladam, Ze podjednotky navzdjem neinteraguji a na povrchu mikrotubulu se nepo-
hybuji. Zaroven uvazuji, Ze veskery tubulin je zpolymerovany do mikrotubulu. Pokud tedy
uvadim koncentraci mikrotubulti uvazuji koncentraci tubulinovych podjednotek, ze kterych

jsou tvoreny.

_ Sk,

0
S Y

SK:aﬁ;S:bC'MT (3)

e 0 popisuje pomérné obsazeni povrchu mikrotubuld.

S je plocha povrchu mikrotubuli.

Sk je plocha povrchu obsazeného monomery podjednotky p60.

n je latkové mnoZstvi navazaného kataninu.

C'mr je koncentrace tubulinovych podjednotek.

a a b jsou konstanty, které popisuji prevodni vztah.
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_ O?(CMTfree -~ C?(<1 — 9) ¢

K ——
d O 0

“)

e /{4 je disociaCni konstanta.
e (9, je koncentrace volnych tubulind.
e (' je koncentrace navdzaného kataninu.

e ('} je koncentrace volného kataninu.

Cor . . < . _
e AT je mozné nahradit pomémym obsazenim povrchu 2.
Ck 0

e 1’ je latkové mnozstvi volného kataninu.

e V/ je celkovy objem.

n=n’+n (5

e n je latkové mnoZstvi kataninu vstupujiciho do reakce.

an — et
f=— 10
S

0 =028 —0(an +aKyV + S) +an (3.4,5)
(an+ aK4V + S) — y/(an + aK,V + S)? — 4San
28

(an + aK4V 4+ bCyyr) — \/(cm + aKy VvV 4+ bCyr)? — 4San
20C
Dosazenim rovnic (4,5) do (3) a nédslednym vyjadienim 6 ziskdvame rovnici (6)

9:

0 = (6)

s proménnou .S, kterd popisuje zménu pokryti povrchu v zavislosti na koncentraci mikrotu-
buld, jelikoz S = bCy.

Vysledna rovnice (6) popisuje pomérné obsazeni povrchu mikrotubulli kataninem.
Pokud rovnice (6) je funkci 6 s proménnou C';p ziskdme graf 2. Za vhodnych podminek se
0 vyrazné neméni, aZ po mezni koncentraci. Délka této platd faze je zavisla na koncentraci
kataninu vstupujiciho do reakce a koeficientu a. Strmost s jakou se projevi prechod z plato
faze do hyperbolické faze ovliviiuje disociacni konstanta ;.

Na grafu 2 1ze demonstrovat chovéni kataninu, které pozorovali Hartman a Vale (viz
Graf 1) [Hartman and Vale, 1999]]. Zpocatku je katanin vysycovén z roztoku na mikrotu-
bulech a jeho aktivita roste spolu s koncentraci mikrotubultl. V okamziku, kdy katnin jiz
neni v nadbytku, rapidné poklesne i €, coZ znamend niZsi ploSnou koncentraci navazaného

kataninu. Pravé plo$§nd koncentrace navdzaného kataninu je kli¢ova pro sestaveni aktivniho
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MT]

Graf 2: Znazornéni pomérného pokryti mikrotubuld 6 v zavislosti na koncentraci mikrotu-
buli. V tomto piikladu uvazuji dostate¢né vysokou koncentraci kataninu, se kterou vstupuji
do reakce, takZe zpo&atku je povrch mikrotubuld zcela nasyceny. Sipka oznauje mezni
koncentraci mikrotubuld, pfi které bude aktivita kataninu nejvyssi diky vysoké koncentraci
substratu a zaroven bude plosnd koncentrace kataninu na mikrotubulech optimélni pro

tvorbu hexameru.

hexameru. Miizeme tedy oCekdvat mezni rozhrani hodnot 6, pfi kterém bude katanin hexa-
merizovat s vysokou pravdépodobnosti a tedy dosahne vrcholu své aktivity (viz Graf 1).

Interakci p60:mikrotubul ndsledné moduluje nékolik riznych faktord. Prvnim z nich
je pritomnost podjednotky p80. Kromé toho, Ze C-termindlni doména zprostfedkovava
interakci s druhou podjednotkou, samotna vykazuje, byt nizkou, afinitu k mikrotubulim
[McNally et al., 2000]. To mtze byt jedna z pficin jevu, kdy podjednotka p80 stimuluje
vazbu podjednotky p60 na mikrotubuly. K tomu mohou prispivat vyvolané konformacni
zmény v MIT doméné p60. Ovsem regulacni podjednotka kataninu neméa pouze stimulacni
roli, ale i inhibi¢ni. Dlikazem miZe byt markantni zvysSeni aktivity kataninu v pfitomnosti
pouze domény con80 podjednotky p80, zatimco tento efekt se vyrazné neprojevil pfi plné
délce regulacni podjednotky [McNally et al., 2000] [Cheung et al., 2016]. Vzdjemny pomér
podjednotek p60:p80 tedy ovliviiuje aktivitu kataninu.

Meszi faktory regulujici aktivitu kataninu se fadi i post-translaéni modifikace. V experi-
mentech na embryich Zab Xenopus laevis se podafilo identifikovat kindzu, kterd negativné
reguluje aktivitu enzymu. Tato kinaza, Aurora B, fosforeluje podjednotku p60 na serinu
lokalizovaném na linkeru propojujici MIT a AAA-ATPazovou doménu [Loughlin et al..
2011]]. V lidském genomu se nachazi hned n€kolik potencidlnich kindz, které vykazuji spe-
cifickou interakci s rodinou podjednotek p60. MliZzeme mezi nimi nalézt kinazy Gcastnici

se regulace pribéhu mitdzy jako je Aurora A, PLK2, CDKI1 a dalsi [Cheung et al., 2016].
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Nasledujici in vitro experimenty s fosfo-mimikujici mutaci serinu na kyselinu glutamo-
vou opét poukazuji na sniZenou aktivitu kataninu. Jsou tedy konzistentni s in vivo pozo-
rovanim. Prekvapivé tato mutace nesniZzila afinitu podjednotky p60 k mikrotubulim [Whi-
tehead et al., 2013]]. OvSem je zapotiebi brat v potaz i vypovédni hodnotu takovych mutaci,
jelikoZ charakter a podobnost postranniho fetézce fosfo-serinu a kyseliny glutamové neni
prilis velkd [Castranova et al., 2016].

Vliv na aktivitu enzymu nemaji pouze post-translacni modifikace kataninu, ale i jeho
substratu, tedy tubulinu. Uplatiiuje se n¢kolik typt modifikaci, jednak polyglutamylace
a detyrosinace C-konce tubulinu, ale i napfiklad acetylace lysinu, ktery se nachédzi na
a-tubulinu uvnitf lumen mikrotubulu. Jak jiZ bylo feceno vySe, pro aktivitu enzymu jsou
esencidlni aromatické a bazické aminokyseliny na smyckach v poéru hexameru. Modulaci
interakci mezi témito aminokyselinovymi zbytky a C-koncem tubulinu, af uZ mutaci
v samotném enzymu nebo modifikaci substratu, je mozné regulovat aktivitu kataninu.
Studie pribuzného spastinu ukazaly podvojny efekt polyglutamylace, jelikoz zdlezi i na
jeji samotné mite. S pribyvajicimi zbytky kyseliny glutamové se zprvu zvySuje afinita
povrchu mikrotubulu pro spastin, a tedy se zvySuje i jeho aktivita. Zaroven se zvySujici
se mirou modifikaci vzrista jeji inhibi¢ni efekt na samotnou aktivitu spastinu [Valenstein
and Roll-Mecak, 2016]]. Ovsem efekt na katanin mtiZze byt odlisny. To ostatné dokazuje
rozdilna citlivost acetylovanych mikrotubulil pro tyto dva enzymy in vivo. Zatimco spastin
nevykazuje nijak zvlaStni preferenci pro acetylované mikrotubuly, katanin je v hojné mite
Stépi [Sudo and Baas, 2010].

Jednim z nekonvencnich zplisobll regulace aktivity kataninu muize byt pfitomnost
defektli v miiZce mikrotubulu. Pfitomnost takovych defektii naznacilo pozorovani pomoci
mikroskopu atomérnich sil. Pfedpovédi, jak by takové chyby mohly vypadat, se daji
shrnout do tif typd: bodové defekty, defekty na prechodu mezi mikrotubuly slozenymi
z ruzného poctu protofilamentl a axidlni defekty mezi protofilamenty vzniklé napiiklad
ohybem mikrotubulu [Schaap et al., 2004]. Mechanismus, jakym by defekty v mfizce
mikrotubulu zvySovaly aktivitu kataninu, miZe byt nizZs{ sila vazby mezi tubuliny ve sténé
mikrotubul. Takovému mechanismu odpovidaji i simulace in silico [Davis et al., 2002].
Castetné o tom sv&d&i i pozorovani zvy$ené pravdépodobnosti stfihu na pfechodu mezi

rozdilnymi tlousfkami mikrotubulu [Diaz-Valencia et al., 2011
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4 Katanin v bunéénych procesech

4.1 Katanin béhem vyvoje neuronu

Cytoskelet hraje nezastupitelnou roli ve vyvoji a funkci neurond. Utastni se migrace
neurond, jejich polarizaci ¢i formovani a udrzovani axont. Mikrotubuly jsou v axonech
usporadany se stejnou polaritou, tedy (+)-konce mikrotubuli sméfuji k synapsi a (-)-konce
k t€lu neuronu. Takové uspofadani ma zasadni dopad na transport vackl, mitochondrii
a dalSich komponent napfi¢ axonem. Zajimavou otdzkou je pivod axondlnich a jinych
necentrosomalnich mikrotubuld. Centrosom se uplatiiuje jako primarni induktor poly-
merizace mikrotubuli, ale mimo né&j bylo zdokumentovano né€kolik jinych mechanismd,
jakymi mohou mikrotubuly vznikat de novo. Jednak nukleace mikrotubulu z «-tubulinu
lokalizované na membrané Golgiho aparatu, anebo z ilomka mikrotubuli, které slouzi
jako nukleacni jadra [Kuijpers and Hoogenraad, 2011].

Zde ke slovu opét pfichazi katanin, ktery je pravdépodobné zodpovédny za uvoliiovani
mikrotubulti z centrozomu. Provedené knock-down experimenty se na fenotypu bunék pro-
jevily rapidnim zkracenim axonti, elongaci stavajicich mikrotubuli a celkovym sniZenim
jejich poctu [[Ahmad et al., 1999]. Nabizi se hypotéza, zZe primarni fukci kataninu je
regulace délky mikrotubulll a geneze kratkych mikrotubult. Ty by nasledné mohly byt
transportovany do periferie, kde slouZzi jako nukleacni jadra. Tim by se zvysila celkova
suma mikrotubuld, které jsou leSenim rostouctho axonu [Ahmad et al., 1999]. Tuto hy-
potézu potvrzuje i fakt, Ze uvnitf axond probiha aktivni transport jednotlivych mikrotu-
bult [Wang and Brown, 2002]]. Nicméné pohyb kratkych mikrotubult z centrozomu do
periferie doposud nebyl zdokumentovén .

Uroveii exprese podjednotek p60 a p80 se 1idi v zdvislosti na buné&ném typu i na
fazi diferenciace bunék. V prubéhu prenatalniho vyvoje mysiho nervového systému se
nejvyssi hladiny exprese podjednotky p60 nachdzeji ve spinalnich gangliich, kiife mozkové,
hypokampu a tectu. To je pfiznacné pro buriky proliferujici, migrujici a buiiky s aktivnim
axondlnim ristem. V dal$im prenatdlnim a nasledné postnatdlnim vyvoji se hladiny exprese
snizuji. To plati 1 pro jiné tkané, jako jsou plice a srdce, ovSem s tim rozdilem, ze se liSi
celkovy pomér podjednotek p60:p80. V neurdlnich tkdnich se pomér exprese pohybuje mezi
0,7-7 (p60:p80), kdezto v plicich a srdci se pomér pohybuje mezi 10-20 [Yu et al., 2005].

Za pozornost stoji, Ze koncentrace podjednotky p60 v axonech rapidné klesd po napo-
jeni axonu na cilovou buriku [Karabay et al., 2004]. Mechanismus, ktery za timto poklesem
stoji, bude patrné degradace kataninu v proteasomech. Tomu pfedchazi polyubiquitinilace
E3 ligazou CHIP. Do procesu promlouva i enzym USP47, ktery je zodpovédny za deubiqui-

tinilaci. Jejich vzdjemny pomér ndsledné urcuje osud podjednotky p60 [Yang et al., 2013]].
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Dalsi fenomén, ktery byl v neuronech popsan, je vliv proteinu tau a podobnych MAP
na stabilitu mikrotubultl. To se neprojevuje pouhou stabilizaci mfizky mikrotubulu, ale
pravdépodobné i fyzickym zabranénim piistupu dalSich proteint k jeho povrchu [Baas and
Qiang, 2005]]. To plati 1 pro katanin, ktery v neuronech se sniZenou hladinou tau proteinu
zpusobuje rapidni pokles velikosti masy mikrotubuld [Yu et al., 2008]. V porovnani
s pribuznym spastinem se funkce tau proteinu zd4 byt ponékud odli$nd, jelikoz jeho
pritomnost neovliviiuje aktivitu spastinu tak markantnim zptisobem. Mize tak hrat prim
pfi rozklicovani procesti vedoucich k vétveni axonu [Qiang et al., 2006]. Nicméné blizs{

charakterizace vztahu mezi kataninem (pfipadné spastinem) a tau proteinem chybi.

4.2 Depozice rostlinné bunécné stény

Etiolizace rostlin, tedy jejich rtst ve tmé, se projevuje nékolika faktory, kterymi na takové
podminky reaguji. Prvni na pohled patrny jev je zna¢ny dlouzivy rist, ktery ma rostliné
poslouzit k nalezeni zdroje svétla. Na tvar a morfologii rostlinné buiikky m4 zdsadni vliv
struktura a vlastnosti jeji bunécné stény. Ta je z velké Casti tvorena organizovanymi vlakny
celuldzy, kterd jsou nad plazmatickou membrédnou syntetizovana celuloz-syntdzou. Pozoru-
hodné je, Ze tato vldkna nejsou organizovdna ndhodné, ale jejich orientace znacné koreluje
s usporadanim kortikdlnich mikrotubult [Burk, 2002]]. Jednim z faktort kontrolujicim
orientaci mikrotubulli je modré svétlo. V epidermalnich buiikdch koleoptyle a hypokotylu
kli¢icich rostlin urcuje pfitomnost modrého svétla, zda budou mikrotubuly orientovéany
podélné ve sméru rustu rostliny nebo pfi jeho nepfitomnosti ¢i nedostatku transverzalné,
tedy pfi¢né na smér rastu [Zandomeni and Schopfer, 1993].

Pro takovouto masivni remodelaci cytoskeletu je nutna aktivita kataninu. V bunikdch
Arabidopsis thaliana mutace v genu kodujici p60-like podjednotku vedla k dezorganizaci
kortikalni sit¢ mikrotubulli, coZ zaroven korelovalo se zménou v depozici bunécné stény
z usporddané ve vice méné neusporddanou [Burk, 2002].

Ukazuje se, Ze katanin specificky rozpozndva mista, kde se navzdjem mikrotubuly kiiZi.
Zde dochazi ke §tépeni jednoho z mikrotubulii. Cast populace nové vzniklych (+)-konci pak
pokracuje v rastu, kdeZto zbytek depolymeruje. Celému procesu pak napomaha komplex
~-tubulinu, ktery umoziuje nukleaci mikrotubulim de novo na boku jiz existujicich
mikrotubult preferujici thly 0° a 40°. V pripadé, kdy se mikrotubuly vétvi, vznikaji nové
prekryvy, na kterych mtze katanin pusobit. Za pozornost také stoji, Ze kataninem jsou
preferencné rozpozndvany nové vzniklé mikrotubuly, coZ dohromady s faktem, Ze (-)-konce
jsou prevazné stabilni, vede k amplifikaci podélné rostoucich mikrotubuld (viz obrazek 5).
Odpovéd je zaroven zavisld na modrém svétle skrze aktivitu fototropind PHOT1 a PHOT?2
[Nakamura et al., 2010] [Lindeboom et al., 2013]].
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Absenci tohoto reorientatniho mechanismu miZeme nalézt v mutantnich Arabidopsis
thaliana, které postradaji funkcni podjednotku p80. Ta, jak se zd4, napoméaha rozpoznavani
a ucinnému stfihani na prekiiZenich [Wang et al., 2017]]. In vitro byla také pozorovana
zvySena preference pro piekryvy komplexem podjednotek p60:p80, ov§em jednalo se o
analogy z Caenorhabditis elegans [McNally et al., 2014]]. To miiZze indikovat dva fenomény.
Prvnim je dostate¢nost samotného kataninového komplexu pro rozpozndvani kiiZicich se
mikrotubulll a za druhé tento mechanismus nemusi byt vlastni pouze rostlinné fisi.

@ Katanin
@ y-tubulinovy komplex

> L =

Vétveni mikrotubull Asociace kataninu na Rast mikrotubulli z Amplifikace podélnych
y-tubulinovy komplex a nové vzniklych koncu mikrotubult
mikrotubulové prekryvy

Obrazek 5: Schéma mechanismu reorientace kortikalnich mikrotubuld kataninem. Upra-

veno podle [Lindeboom et al., 2013]].

4.3 Mitoza

Spravna segregace chromozomil je naprosto krucidlni pro Zivotaschopnost dcefinych bunék.
Proto na konci metafaze dochdzi k sefazeni chromatid do ekvatoridlni roviny a zéroven
se jedna o jeden z kontrolnich bodi pribéhu mitézy. Tento stav v§ak musi byt aktivné
fizenym procesem, kterého se ucastni mikrotubuly a s nimi asociované proteiny. Klicovou
roli zde hraje dynamicka povaha mikrotubuld, kterd se uplatiiuje i pfi udrzovani ekvatorialni
roviny. Dochazi ke kontinualni polymerizaci mikrotubulti na (+)-konci u kinetochory a
depolymerizaci na (-)-konci u centrozomu. Rovnovaha jednotlivych faktori, které ovliviiuji
tyto vlastnosti mikrotubulii urcuji kone¢nou délku dé€licich vietének [Lodish, 2013].
Katanin se v priabéhu mitézy prevazné€ vyskytuje v oblasti (-)-konct mikrotubulii.
Centrosomdlni lokalizaci zprostfedkovava primarné podjednotka p80 skrze interakce
s dal$imi proteiny. Je pravdépodobné, Ze p80 mé vice neZ jednoho interakéniho partnera.

Diikazem toho miize byt fakt, Ze doména WD40 se samostatné kolokalizuje s centrozomem
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a zaroven zprostfedkovava vazbu s proteinem ASPM nezévisle na doméné WD40
et al., 1998] [Jiang et al., 2017].

ASPM je, stejné jako katanin, spojovén s dédicnym onemocnénim mikrocefalii, které

se projevuje primarné defektnim vyvojem mozku. ASPM asociuje s (-)-konci mikrotu-
bulti a pravdépodobné zprostiedkovava jejich vzajemné provazani. Stoji za povSimnuti,
ze ASPM je mozné nalézt na koncich paralelnich mikrotubulii nukleujicich podélné
z délicich vietének a anti-paralelnich mikrotubulii. Nasledné je mozné pozorovat jejich
translokaci smérem k centrosomu, coz je pravdépodobné zptsobeno kontinualnim “to-
kem”’mikrotubulu [Ito and Goshima, 2015].

Nové se ukazuje spojitost mezi ASPM a kataninem. V misté kontaktu MIT domény pod-

jednotky p60 a domény con80 podjednotky p80 se vize ASPM pomoci motivu na N-konci.
In vitro experimenty ukazuji schopnost tohoto komplexu se vdzat a stabilizovat (-)-konce
mikrotubult. Na druhou stranu je katanin stale schopny tvorit hexamery a katalyticky je
Stépit. In vivo se rozruSeni vazby mezi ASPM a p60:p80 projevuje predev§im chybnou
organizaci vietének a astralnich mikrotubull. Zaroven pfitomnost ASPM:p60:p80 u cent-
rozomu zvysuje uroven “toku”mikrotubuld, coz se pfi inhibici aktivity komplexu projevuje
nartistem vzdalenosti mezi centrozomy. Hypotéza pro tento mechanismus predpoklada, ze
katanin je pomoci ASPM zacileny na (-)-konce mikrotubulli u centrozomu, kde je nasledné

uvoliuje (viz obrazek 6). Na tyto volné konce se poté mohou navazat dalsi proteiny

napiiklad kinesin-13, ktery stimuluje jeho depolymerizaci [Jiang et al., 2017] [Loughlin|
et al., 2011]. Za povsimnuti také stoji, Ze se timto odhali novy (+)-konec, ktery miize

slouzit jako nukleaéni jadro nového mikrotubulu.

ASPM-katanin a dalsi ASPM

centrozomalni ptoteiny W

Délici vieténko

Astralni
mikrotubuly

~
Anti-paralelni
mikrotubuly

b. Stabilizace (-)-konce
proteinem ASPM

a. Stépeni mikrotubulu
kataninem

Cee®),

P~
)
)
S
(7

c..‘a, )

Obrazek 6: Predpoklddany efekt ASPM na katanin. ASPM rozpoznéva (-)-konec mikrotu-

bulu a tim 1 zvySuje koncentraci kataninu. Pievzato z qJ 1ang et al., 2017|]
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5 Otazky bez odpovédi

Prestoze byly provedeny podrobné strukturni a mechanistické studie, neni stdle jasné,
jakym zpusobem jsou hexamery kataninu navazany na mikrotubuly. Zda jsou navazany
vSemi svymi podjednotkami na povrchu mikrotubulu nebo jen nékterymi. Pochybnosti
mohou vzbuzovat samotné rozmeéry kataninu, které se blizi rozmértim mikrotubuli. S tim
souvisi i preference kataninu pro mista piekfiZzeni mikortubuld. Elegantnim vysvétlenim
tohoto specifického rozpozndvani je vazba jednou polovinou hexameru na povrch jednoho
mikrotubulu a druhou na druhy. Charakter, jakym se na mikrotubuly katanin vaze, zavisi
primarné na ohebnosti a délce linkeru mezi MIT a AAA-ATPazovou doménu. Existuje
vice moznosti, jak by bylo mozné identifikovat charakter interakce a zptisob skladani
jednotlivych podjednotek. Naptiklad mikroskopie jednotlivych molekul (viz obrazek 7)
umoznuje sledovani pohybu jak monomert, tak oligomeru a jejich naslednou kvantifikaci.
Muzeme tak urcit pocet podjednotek v oligomeru, jejich rychlost difuze a pozorovat tak
katanin pfimo pfi $tépeni mikrotubull. Informace o poctu molekul v oligomeru v po-
rovnani s rychlosti difuze miize pomoci identifikovat zptsob, jakym je kataninovy hexamer
navazany na mikrotubulu, jelikoZ rychlost difuze by méla byt nepfimo imérna poctu
navazanych podjednotek.

Druhou moznosti miiZze byt pozorovani aktivity kataninu pomoci vysokorychlostniho
mikroskopu atomarnich sil (HS-AFM, viz obrazek 8). Ten byl ispésné pouzit naptiklad
pro sledovani aktivity endonukledzy cas9 nebo myosinu na vldknu aktinu [Shibata et al..
2017]] [Kodera and Ando, 2014]]. HS-AFM by také mohlo osvétlit i jevy pozorované in vitro:
za prvé zlomeni mikrotubulu béhem stiihani [Davis et al., 2002], za druhé zakrucovani

koncd mikrotubult v pfitomnosti kataninu (viz obrazek 9) [Jiang et al., 2017].
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Obrazek 7: a. Schéma TIRF mikroskopie. TIRF (z anglického Total Internal Reflection Flu-
orescence) je metoda, kterd umoziiuje excitaci molekul pouze blizko povrchu podlozniho
sklicka. Zajistuje tak nizsi hladinu pozadi a tim snazsi pozorovani jednotlivych molekul.
Upraveno z b. Pfiklad vyuziti TIRF mikroskopie. Mikrotubuly jsou Cervené,

katanin zeleny. Pievzato z uJiang et al., 2017|]

Podrobnéjsi popis vyzaduje také mechanismus chranéni mikrotubuld tau proteinem,

pripadné jinymi asociovanymi proteiny. Nic nenasvédcuje tomu, Ze by mezi nimi a kata-

ninem probihala specifickd interakce [Cheung et al., 2016]. Ukazuje se, Ze G¢inek tau na

molekularni motory spociva predevsim ve frekvenci nasedani na mikrotubuly, ale samotna

rychlost motoru zlstava zachovana [Baas and Qiang, 2005] [Seitz et al., 2002]. Je mozné

stejny mechanismus aplikovat i na katanin? V takovém modelu by tau snizoval plosnou
koncentraci na povrchu mikrotubuli, a tim snizoval pravdépodobnost sestaveni hexameru.
Piipadné by urcitou protek¢ni roli mohl mit jako stericka bariéra, ktera sice nebrani vzniku
hexameru, ale neumoziuje jeho katalytickou aktivitu.

Zajimavym fenoménem popsanym v kapitole o depozici rostlinné bunécné stény je pre-
ference kataninu pro novéjsi mikrotubul u dvou kiiZicich se mikrotubulil. Jakym zpiisobem
je toho dosazeno, zistava neobjasnéno. Jednim z mechanismti by mohlo byt rozpoznavani
mikrotubulil podle mnoZstvi defekt v mfiZce mikrotubulu. OvSem to neodpovida jinym
hypotézam, Ze by katanin mohl hrat roli v odstrafiovan{ starych mikrotubuld
2002]. Dalsim vysvétlenim by mohly byt MAP, které by chranily jiz existujici mikrotubuly,
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Obrazek 8: a. Schéma experimentu pomoci HS-AFM. b. Zaznam aktivniho myosinu, ktery

se pohybuje smérem k (+)-konci navdzany na aktinovém vldkné . Méfitko 30 nm. Pfevzato
z [Kodera and Ando, 2014]

ale nové polymerujici by pfed aktivitou kataninu chrdnény nebyly. Nebo se nové a staré
mikrotubuly mohou li§it v post-translaénich modifikacich.

Dale zlistdva neobjasnéno, jakym zplsobem je reorientace kortikalnich mikrotubula
fizena do stavu, kdy jsou orientovany pievazné ve sméru ristu rostliny a nedochdzi k dals{
reorientaci. Lindeboom naznacCil ve své praci, Ze se v Case sniZzuje Cetnost postranniho
vétveni mikrotubull z y-tubulinu a v zavéru celého procesu nedochazi k dal§imu stifhani
na kiizich [Lindeboom et al., 2013]]. Zistava otazkou, jak je cely proces fizen a jak je
finalni stav rozpoznavan.

V této préci jsem se prevazné zabyval kanonickym kataninem, ackoli lidsky genom je
ponékud bohatsi na varianty jak katalytické podjednotky p60, tak regulacni podjednotky
p80. Napiiklad KATNAL?2 (p60-like) viibec neobsahuje MIT doménu, a tak nevykazuje
specifickou interakci s podjednotkami p80. Nebo KATNBL1 neobsahuje doménu WD40 a

misto toho na N-konci obsahuje dvé jaderné lokalizacni sekvence [Cheung et al., 2016].

Neni jasné, jak se tyto varianty lisi ve své fyziologické funkci, pfipadné zda formuji
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Obrazek 9: a. Zlom mikrotubulu po dokonceni enzymaticke aktivity podjednotky p60.

Prevzato z [Davis et al., 2002]. b. Zakrucovani koncl za pfitomnosti heterodimeru
p60:con80. Sipka ukazuje misto stfihu mikrotubulu. M&fitko 1 um. Pfevzato z

el 2077

napiiklad heterogenni komplexy tvofené riznymi izoformami a jaké vlastnosti z toho
mohou plynout.

V lidském genomu se nachdzi nékolik riznych izoforem jak c-tubulinu, tak S-tubulinu.
Ikdy?Z jsou si izoformy sekvencné velice podobné, miZeme nalézt rozdily na C-koncich
tubulinovych podjednotek [Yu et al., 2015]]. Vzhledem k tomu, Ze v in vitro experimentech
se vyuZziva tubulin extrahovany z mozkl dobytka, ktery se nasledné necha stochasticky
zpolymerovat. Tim ovSem ztrdcime informaci o uspotfddéani a distribuci jednotlivych
izoforem v neuronu. MiiZe tak dochazet ke vzniku artefaktl pfi aplikaci pozorovanych jevii
in vitro na jevy pozorované in vivo. CoZ je ov§em cena, kterou snadno vyvazi jednoduchost

a exaktnost in vitro experimentu.
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6 Zavér

Katanin je pfislusnik rozlehlé rodiny AAA-ATPaz, které se uplatiuji v nejriiznéjsich
bunécnych funkcich. MiZeme ho nalézt téméf v celé eukaryotické fisi, kde spolu s piibuz-
nym spastinem a figetinem zajistuji $t€peni mikrotubull, ¢imz se stdvaji nepostradatelnymi
pfi regulaci a organizaci mikrotubulové sité. Katanin miiZzeme rozdé€lit do dvou podjednotek.
Prvni je podjednotka p60, kterd je odpovédnd za samotnou katalytickou aktivitu a druhd je
podjednotka p80, které je pfisuzovan regulacni charakter. V poslednich letech se podafilo
charakterizovat strukturu katalytické podjednotky, kterd pribliZzila mechanismus, jakym
jsou mikrotubuly Stépeny.

Na kataninu mizeme popsat Sirokou Skalu drovni, na kterych miZe byt jeho aktivita
fizena. Klicovym mechanismem regulace je samotné sestaveni hexameru, jelikoz jediné
v takové formé je aktivni. To je kliCovy bod, kterym se fidi mnoho regulacnich drah.
V obrazku 10 jsem se pokusil shrnout nékteré faktory regulujici aktivitu kataninu.

Do budoucna zbyva charakterizovat celou skélu faktord, o kterych nyni vime, Ze
ovliviiyji jeho aktivitu, ale netus§ime presny mechanismus. Ostatné i u samotného mecha-
nismu vytvoreni zlomu mikrotubulu zndme pouze stfipky celého déje.

volny tubulin con80

tau? acetylace tubulinu?
glutamylace C-konce?

AV

e L ¢
A

ADP
fosforelace linkeru

tau?

WD40? glutamylace C-konce?

defekty mikrotubult?

prekfizeni mikrotubuld /
acetylace tubulinu?

ATP

O\ L

Obrizek 10: Schéma moznych regulaénich uzli aktivity kataninu. Cerveng jsou mikrotu-

buly a modré body jsou monomery podjednotky p60.
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