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Praha, 2018



Prohlášenı́:
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Abstrakt

Mikrotubulový cytoskelet je dynamická filamentárnı́ sı́t’, jejı́ž remodelace je klı́čová pro

důležité buněčné procesy, jako je buněčná motilita nebo buněčné dělenı́. Tato remodelace

je vysoce závislá na mikrotubul-asociovaných proteinech, které mohou přetvářet jednot-

livé miktotubuly. Jednı́m z nich je i katanin. Katanin je mikrotubul-asociovaný protein,

který za hydrolýzy ATP štěpı́ mikrotubuly. Tato vlastnost umožňuje rychlou remodelaci

mikrotubulové sı́tě dı́ky rychlé amplifikaci celkového počtu mikrotubulů nebo jejich rychlé

degradaci. Mechanismus a regulace aktivity kataninu jsou v poslenı́ch letech hojně dis-

kutovány. V teto práci se pokusı́m popsat princip štěpenı́ mikrotubulů a regulaci aktivity

kataninu na molekulárnı́ úrovni.

Klı́čová slova:

cytoskelet, remodelace mikrotubulových sı́tı́, mikrotubuly, enzymy štěpı́cı́ mikrotubuly,

katanin
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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.

Key words:

cytoskeleton, remodelling of microtubule networks, microtubules, microtubule severing

enzymes, katanin
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Seznam zkratek
γTuRC γ-Tubulin Ring Complex

AAA ATPase Associated with diverse cellular Activities

ASPM Abnormal Spindle-like, Microcephaly-associated

ATP Adenosintrifosfát

CDK1 Cyklin Dependent Kinase 1

CHIP C terminus of HSC70-Interacting Protein

GDP Guanosindifosfát

GFP Green Fluorescent Protein

GMPCPP Guanosin-5’-[(α,β)-methyleno]trifosfát

GTP Guanosintrifosfát

HBD Helix Bundle Domain

HS-AFM High-Speed Atomic Force Microscopy

MAP Microtubule Associated Protein

MIT Microtubule Interacting and Trafficking

MT Mikrotubuly

NBD Nucleotide Binding Domain

PHOT1 Phototropin 1

PHOT2 Phototropin 2

PLK2 Polo-Like Kinase 2

TIRF Total Internal Reflection Fluoreacence

USP47 Ubiquitin Specific Peptidase 47

VPS4 Vesicular Sorting Protein 4
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4.1 Katanin během vývoje neuronů . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
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1 Úvod

Cytoskelet je nedı́lnou součástı́ každé buňky. Buňce zajišt’uje esenciálnı́ funkce jako je

motilita, segregace chromozomů, konstituce buňky, signalizace anebo transport. Variabilita

takového systému ovšem vyžaduje komplexnı́ sı́t’ proteinů, jež budou dodávat tomuto

systému konkrétnı́ vlastnosti. Přı́kladem může být katanin, což je enzym odpovědný za

štěpenı́ mikrotubulů. Pojmenovánı́ zı́skal na počest japonského meče. Prvnı́ charakterizace

se dočkal v roce 1993 [McNally and Vale, 1993], ačkoli již předtı́m existovaly důkazy

o existenci proteinu s těmito vlastnostmi [Vale, 1991]. Od té doby se odhalilo několik

důležitých buněčných procesů napřı́č evolučnı́m stromem života, ve kterých hraje klı́čovou

roli. V rostlinné řı́ši se jeho aktivita studuje během reorientace kortikálnı́ch mikrotubulů.

Z obecnějšı́ho hlediska se také uplatňuje při správném formovánı́ dělı́cı́ch vřetének anebo

správném vývoji neuronů. Patologie mutacı́ v tomto proteinu se u člověka projevuje

předevšı́m malformacemi vývoje mozkové kůry [Mishra-Gorur et al., 2014]. Tato práce se

zaměřuje předevšı́m na shrnutı́ poznatků molekulárnı́ch mechanismů regulace a účinků

kataninu na charakter mikrotubulárnı́ sı́tě.
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2 Cytoskelet

Eukaryotnı́ cytoskelet je dynamická polymernı́ sı́t’, která může dramaticky měnit svoji

podobu a uspořádánı́. Můžeme ji rozdělit do třı́ základnı́ch kategoriı́. Mikrofilamenta,

střednı́ filamenta a mikrotubuly. Ve všech přı́padech se jedná o polymernı́ proteinové

struktury, které rozlišujeme převáženě podle typu proteinu, z něhož jsou složeny. Nej-

tenčı́ mikrofilamenta jsou tvořena aktinem a uplatňujı́ se napřı́klad v buněčné motilitě

nebo tvaru buňky. Střednı́ filamenta jsou tvořena laminy, keratiny nebo neurofilamenty

a podı́lejı́ se na udržovánı́ integrity buněčného jádra nebo pevnosti epiteliálnı́ch tkánı́.

Mikrotubuly jsou tvořeny heterodimery α-tubulinu a β-tubulinu. Funkce mikrotubulů je

nezastupitelná napřı́klad při rozchodu chromatid během dělenı́ buněk nebo v aktivnı́m

buněčném transportu [Lodish, 2013].

2.1 Struktura a dynamika mikrotubulů

Obě podjednotky jak α-tubulin, tak β-tubulin majı́ molekulovou hmotnost přibližně 55 kD

a nejčastěji je nalezneme ve formě heterodimerů dı́ky poměrně nı́zké disociačnı́ kon-

stantě [Montecinos-Franjola et al., 2016]. Napřı́č eukaryotickou řı́šı́ se jedná o poměrně

konzervované struktury, kde k nejvyššı́ variabilitě docházı́ na C-terminálnı́m konci. Obě

podjednotky pak majı́ GTP-vazebnou doménu, ale hydrolizovatelný nukleotid je pouze

v β-tubulinu. Přı́tomnost GTP nebo GDP je základnı́m faktorem určujı́cı́m dynamiku

mikrotubulů [Lodish, 2013].

Tubuliny mohou za vhodných podmı́nek oligomerizovat a tvořit jádra, ze kterých

s přibývajı́cı́mi podjednotkami vzniká mikrotubul. Ten má charakter ”trubky”, jejı́ž stěna je

tvořena nejčastěji 13 protofilamenty. Avšak nenı́ to pravidlem, mohou vznikat mikrotubuly

tvořené vyššı́m či nižšı́m počtem protofilamentů [Pierson et al., 1978]. Zároveň majı́

mikrotubuly orientovaný charakter, rozpoznáváme tedy (+)-konec a (-)-konec. (+)-konec

se nacházı́ na konci s obnaženými β-tubuliny, kdežto α-tubuliny jsou exponované na

(-)-konci. Konce jsou také specifické svým dynamickým charakterem polymerizace a

depolymerizace. Přechod mezi polymerizacı́ a depolymerizacı́ se nazývá katastrofa a

záchrana (viz obrázek 1).

Polymerizace mikrotubulů in vitro vyžaduje vysoké koncentrace tubulinových pod-

jednotek, abychom převážili přirozenou tendenci tubulinových oligomerů se rozpadat.

Koncentrace, při které docházı́ ke vzniků relativně stabilnı́ho nukleačnı́ho jádra, nazýváme

kritickou koncentracı́. Nukleačnı́ jádra následně výrazně usnadňujı́ dalšı́ polymerizaci mik-

rotubulů. Hodnotu kritické koncentrace můžeme snı́žit, pokud usnadnı́me tvorbu takových

jader napřı́klad látkami jako je taxol nebo GMPCPP, které napomáhajı́ tvorbě stabilnı́ch

mikrotubulů [Roostalu and Surrey, 2017].
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Obrázek 1: Dynamická povaha mikrotubulů. Upraveno podle [Roostalu and Surrey, 2017]

2.2 Mikrotubulárnı́ sı́tě

V buněčném kontextu však musı́me brát ohled nejen na koncentrace tubulinu či složenı́

roztoku, ale i na proteiny asociované s mikrotubuly (MAP). Některé mohou usnadňovat

polymerizaci mikrotubulů a tak snižovat potřebnou koncentraci tubulinu pro růst mi-

krotubulů. Napřı́klad γ-tubulinem v komplexu s dalšı́mi proteiny (γTuRC) se účastnı́

nukleace mikrotubulů na centrosomu anebo při větvenı́ z již existujı́cı́ho mikrotubulu,

což se uplatňuje mimo jiné v rostlinné sı́ti kortikálnı́ch mikrotubulů [Nakamura et al.,

2010]. Jiné MAP mohou hrát roli ve stabilizaci již existujı́cı́ch mikrotubulů, jako je

tomu napřı́klad u tau proteinu, jenž se hojně vyskytuje v nervové tkáni. Stabilizace tau

proteinem se projevuje snı́ženou pravděpodobnostı́ katastrofy a zvýšenou rychlostı́ po-

lymerizace [Bowne-Anderson et al., 2015]. Dalšı́m přı́kladem modulace mikrotubulové

sı́tě mohou být proteiny, které naopak mřı́žku mikrotubulu destabilizujı́ a způsobujı́ jejich

depolymerizaci. Napřı́klad molekulárnı́ motor kinesin-13 zvyšuje pravděpodobnost kata-
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strofy a uplatňuje se tak napřı́klad během mitózy, při udržovánı́ tonu dělı́cı́ho vřeténka

jeho depolymerizacı́ na (-)-konci [Rogers et al., 2004].

V některých fyziologických procesech by pouhá regulace rychlosti růst či degradace

konců mikortubulů nebyla dostačujı́cı́. Katanin tak přinášı́ variabilitu do repertoáru re-

gulačnı́ch mechanismů mikrotubulových sı́tı́ svoji schopnostı́ je štěpit.
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3 Katanin

Katanin spadá do skupiny AAA-ATPáz (APTáza asociovaná s různými buněčnými ak-

tivitami), pro které je typické transformovánı́ chemické enrgie z ATP na mechanickou

sı́lu [Yedidi et al., 2017]. Proteiny v této skupině jsou definované tak, že obsahujı́ AAA mo-

tiv, což je sekvence o délce 230 až 250 aminokyselin. AAA-ATPázy můžeme dále rozdělit

do podtypů podle toho, kolik obsahujı́ AAA motivů do dvou skupin. Typ I s jednou a typ

II se dvěma těmito sekvencemi. Tento motiv ovšem nedefinuje buněčnou funkci těchto

enzymů. Zástupce této rodiny můžeme nalézt v různých procesech, jako je biogeneze

organel, degradace proteinů, či fúze váčků [Patel and Latterich, 1998]. Do této skupiny

mimo jiné spadá i katanin a jemu přı́buzné enzymy spastin a fidgetin. Katanin dělı́me do

dvou podjednotek p60 a p80. Podjednotka p60 obsahuje AAA motiv a v buňkách je aktivnı́

ve formě hexameru. Podjednotka p80 je považována za regulačnı́ a s podjednotkou p60

může dimerizovat. Důsledkem aktivity kataninu je destabilizace mikrotubulové mřı́žky,

která způsobı́ následný zlom mikrotubulu. Taková aktivita má nezastupitelné mı́sto v řadě

buněčných procesů [McNally and Vale, 1993].

Jako u jiných proteinů i u kataninu můžeme nalézt různé sestřihové varianty nebo

izoformy v rámci jediného organismu. Napřı́klad v lidském genomu se nacházı́ dvě

izoformy kanonické podjednotky p60 vzniklé alternativnı́m sestřihem a dva geny pro p60-

like podjednotky. Geny pro kanonickou podjednotku můžeme nalézt pod názvy KATNA1,

přı́padně pro p60-like podjednotky KATNAL1 a KATNAL2. U podjednotky p80 můžeme

nalézt jeden gen pro kanonickou (KATNB1) a jeden pro p80-like podjednotku (KATNBL1)

[Cheung et al., 2016].

3.1 Podjednotka p60

Malá podjednotka kataninu dosahuje molekulové hmotnosti 60 kDa, podle čehož také

zı́skala své pojmenovánı́. U člověka nalezneme kanonickou podjednotku dlouhou 491 a

jejı́ sestřihovou variantu 311 aminokyselin.

Sekvenci můžeme rozdělit do několika domén a strukturnı́ch elementů (viz obrázek 2).

Prvnı́ od N-konce je MIT (Microtubule Interacting and Trafficking domain; doména

interagujı́cı́ s mikrotubuly), linker oddělujı́cı́ MIT od AAA-ATPázové katalytické části.

AAA-ATPázovou doménu můžeme následně rozdělit do dvou subdomén NBD (Nucleotide

Binding Domain; nukleotid vazebná doména) a HBD (Helix Bundle Domain; doména

helixových svazků) [Zehr et al., 2017].

MIT doména je složena ze třı́ paralelně uspořádaných α-helixů. Nekovalentnı́ interakce

mezi MIT a tubulinem je primárně zprostředkována několika kladně nabitými aminokyse-

linami a mutace v nich narušuje afinitu k tubulinu. Ovšem samotná doména k vazbě na
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Obrázek 2: Sekvence podjednotky p60 s vyznačenými doménami a klı́čovými sekvencemi.

mikrotubuly nestačı́ a vyžaduje přı́tomnost AAA domény, která usnadňuje vazbu k povrchu

mikrotubulu [Roll-Mecak and Vale, 2005] [Iwaya et al., 2010].

V NBD se nacházı́ několik strukturnı́ch motivů, které se uplatňujı́ v jeho katalytické

funkci. Za prvé Walker motivy A a B, což jsou sekvence konzervované napřı́č proteiny

pracujı́cı́ s ATP. Účastnı́ se vazby Mg2+ a ATP a následně zprostředkovávajı́ za přispěnı́

argininových residuı́ jeho hydrolýzu [Walker et al., 1982]. Za druhé jsou to dvě smyčky

lokalizované v lumen póru složeného hexameru. Prvnı́ smyčka obsahuje aromatickou

aminokyselinu tryptofan. Aromatické residuum v podobných smyčkách je zároveň kon-

zervované napřı́č spektrem AAA-ATPáz. Druhá smyčka je tvořena hlavně bazickými

aminokyselinami a je ji možné nalézt i u přı́buzných enzymů, jako je spastin. Mutace

těchto struktur negativně ovlivňuje aktivitu jak kataninu, tak spastinu [Matsushita-Ishiodori

et al., 2009] [Johjima et al., 2015].

Monomery podjednotky p60 hexamerizujı́ za přı́tomnosti ATP a mikrotubulů [Hartman

and Vale, 1999]. S navázaným ATP tvořı́ hexamer pravotočivou spirálu o vnějšı́m průměru

až 250 Å, což přibližně odpovı́dá průměru mikrotubulu. V takovém stavu se mezi prvnı́m

a poslednı́m protomerem komplexu vytvářı́ mezera, která je následně vstupnı́ branou pro

substrát, kterým je C-konec tubulinu (viz obrázek 3). Svoji roli zde tedy hraje i linker, jenž

propojuje MIT s AAA-ATPázovou doménou. Ten dovoluje poměrně vysokou flexibilitu

a navı́c spojenı́ je uskutečněno ze strany enzymu, která přı́mo interaguje s povrchem

mikrotubulu [Zehr et al., 2017].

Hydrolýza ATP na prvnı́m protomeru vede ke změně konformace ze spirálnı́ formy

na cirkulárnı́ formu. V takové situaci docházı́ k interakci smyček uvnitř póru s C-koncem

tubulinu a jeho povytaženı́ z mřı́žky mikrotubulu. Cyklickým opakovánı́m následně docházı́

ke změně konformace tubulinové podjednotky. Jeho úplná translokace pórem kataninu

údajně nenı́ nutná. Avšak vytaženı́ jediné podjednotky tubulinu pravděpodobně k vytvořenı́

zlomu nestačı́ a celý proces se tak musı́ několikrát opakovat [Zehr et al., 2017].

Zároveň je tubulin, zı́skaný aktivitou kataninu z mřı́žky mikrotubulu, stále schopen

polymerizace [McNally and Vale, 1993]. V kontextu dřı́ve popsaného mechanismu, který
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Spirální konformace Prstencová konformace

Vstupní kanál

Obrázek 3: Porovnánı́ spirálnı́ a prstencové konformace hexamerů AAA domén. Na

červeném protomeru je patrná konformačnı́ změna způsobená hydrolýzou ATP. Ve spirálnı́

konformaci je také patrný vstupnı́ kanál, kterým vstupuje C-konec tubulinu do enzymu.

Struktura publikovaná v [Zehr et al., 2017].

předpokládá pro vytaženı́ tubulinové podjednotky změnu jejı́ konformace, se to zdá být

v rozporu. Vysvětlenı́m může být vratnost konformačnı́ch změn, které katanin vytvářı́.

O úloze C-konce tubulinu také svědčı́ experimenty s ”holými”mikrotubuly, které byly

opůsobeny subtilisinem. Takové mikrotubuly postrádajı́ C-konce a nereagujı́ na aktivitu

kataninu, ačkoli stimulujı́ hydrolýzu ATP [McNally and Vale, 1993]. Otázkou zůstává,

za konec které podjednotky katanin tahá. Delečnı́ experimenty C-konců jednotlivých

tubulinových podjednotek ukazujı́, že štěpenı́ se objevuje pouze v přı́tomnosti obou konců

[Johjima et al., 2015]. Popsaný mechanismus, že katanin pracuje současně s oběma konci,

se nezdá být přı́liš pravděpodobný. Studie provedená na spastinu indikuje, že tato AAA-

ATPáza pro svoji aktivitu vyžaduje přı́tomnost C-konce β-podjednotky a konec druhé

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

3.2 Podjednotka p80

Podjednotka p80, též nazývaná regulačnı́ podjednotka, dosahuje délky sekvence přibližně

655 aminokyselin. Můžeme ji rozdělit do třı́ domén (viz obrázek 4): WD40 (Přibližně

1-260), prolı́n bohatá oblast, C-terminálnı́ doména (přibližně 480-660) [McNally et al.,

2000]. Doména WD40 se vyznačuje až šestinásobným opakovánı́m motivu ohraničeného

aminokyselinami tryptofan-aspartát. WD40 doména byla identifikována u jiných proteinů

napřı́klad β-transducinu nebo Tup a předpokládá se, že zprostředkovává protein-protein

interakce [Komachi, 1994].
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Obrázek 4: Sekvence podjednotky p80 s vyznačenými doménami.

Tato vlastnost se předpokládá i u podjednotky p80, jelikož jejı́ přı́tomnost je klı́čová pro

kolokalizaci kataninu s centrosomem. To potvrdily také experimenty na buňkách MSU1.1

in vivo se samotnou doménou WD40 sfúzovanou s GFP [Hartman et al., 1998]. Zároveň

HeLa buňky transfekované se samotnou WD40 doménou se během buněčného cyklu zpoz-

dily s mitózou, což bylo pravděpodobně způsobeno chybným zformovánı́m mitotického

aparátu, kvůli vazbě domény WD40 na některý centrozomálnı́ protein [McNally et al.,

2000]. Tyto výsledky také podporuje interaktom podjednotky p80, který vykazuje afinitu

pro centrozomálnı́ proteiny [Cheung et al., 2016].

Prolin v proteinech hraje zvláštnı́ roli kvůli jeho strukturně chemickým vlastnostem.

Za prvé kvůli vazbě -CH2- na dusı́k a za druhé kvůli přı́tomnému cyklu je omezena rotace

mezi dusı́kem a α-uhlı́kem. To v důsledku vede k rozrušenı́ formace jak α-helixu, tak

β-listu. Sekvence bohaté na prolin jsou tedy vysoce flexibilnı́, což poměrně ztěžuje zı́skánı́

krystalické struktury [Williamson, 1994]. To se pravděpodobně týká i podjednotky p80.

Ačkoli se na prolin bohaté oblasti mohou účastnit interakcı́ protein-protein, u podjednotky

nebyla taková vlastnost nikdy popsána, pravděpodobně se tedy jedná pouze o strukturu

s funkcı́ linkeru.

C-terminálnı́ doména, též nazývána con80, zprostředkovává interakci mezi podjed-

notkou p60 a p80. Vazba je převážně stabilizována hydrofóbnı́mi interakcemi a po-

strannı́mi vodı́kovými můstky. Vazba je také specifická v porovnánı́ s přı́buznými AAA-

ATPázami a jejich interakčnı́mi partnery, jako je spastin nebo VSP4, jelikož se vyznačuje

nejvyššı́ styčnou plochou, což v důsledku vede k výrazně nižšı́ disociačnı́ konstantě oproti

zmı́něným proteinům [Rezabkova et al., 2017].
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3.3 Regulace aktivity

Jednı́m ze základnı́ch mechanismů regulace enzymatické aktivity kataninu je podvojný

vliv substrátu, tedy mikrotubulů. Z obecných principů reakčnı́ch kinetik enzymů platı́, že

s rostoucı́ koncentracı́ substrátu (1), se zvyšuje aktivita enzymu. Ovšem při popisu aktivity

kataninu si můžeme povšimnout, že trend neodpovı́dá klasickému popisu dle Michaelis-

Mentenové rovnice (2) [Voet and Voet, 2011], ale můžeme nalézt optimálnı́ koncntraci

mikrotubulů, při které je aktivita nejvyššı́ (Graf 1). Při dalšı́m navyšovánı́ koncentrace

mikrotubulů je aktivita kataninu inhibována. Průběh počátečnı́ reakčnı́ rychlosti kataninu

je následně možné popsat pomocı́ dvou kompetujı́cı́ch Michaelis-Mentenových rovnic

(2) [Hartman and Vale, 1999]. Tento jev můžeme vysvětlit tı́m, že mikrotubuly převádějı́

katanin z roztoku (3D) do plochy svého povrchu (2D), což je důležité pro sestavenı́ hexa-

meru. Formovánı́ hexameru lze popsat podle reakce 1. Zároveň aktivita kataninu koreluje

s množstvı́m vzniklých hexamerů. Lze tedy předokládat, že inhibičnı́ efekt vysokých

koncentracı́ mikrotubulů je daný snı́ženou plošnou koncentracı́ kataninů navázaných na

mikrotubulech [Hartman and Vale, 1999].

cMT

v0

Graf 1: Znázorněnı́ závislosti počátečnı́ reakčnı́ rychlosti na koncentraci mikrotubulů za

konstantnı́ koncentrace podjednotky p60. Předpis podle rovnice (2) [Hartman and Vale,

1999].

v0 =
V max[S]

KM + [S]
(1)

• v0 je počátečnı́ reakčnı́ rychlost.

• [S] je koncentrace substrátu.

• V max je maximálnı́ reakčnı́ rychlost.

• KM je Michaelisova konstanta.
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v0 =
A[MT ]

B + [MT ]
− C[MT ]

D + [MT ]
(2)

• v0 je počátečnı́ reakčnı́ rychlost.

• [MT ] je koncentrace mikrotubulů.

• A, B, C a D jsou konstanty.

p60 +MT −−→←−− p60:MT
6 x−−→←−− 6 x(p60):MT

Reakce 1: Popis formovánı́ aktivnı́ho hexameru.

• p60 je katalytická podjednotka.

• MT je mikrotubul.

• p60:MT je podjednotka p60 navázaná na povrchu mikrotubulu.

• 6x(p60):MT je sestavený aktivnı́ hexamer.

Tento jev mohu demonstrovat následujı́cı́m odvozenı́m z obecné teorie adsorpce

plynu na pevné látce podle Langmuirovy izotermy. Pro zjednodušenı́ celého přı́kladu

předpokládám, že podjednotky navzájem neinteragujı́ a na povrchu mikrotubulu se nepo-

hybujı́. Zároveň uvažuji, že veškerý tubulin je zpolymerovaný do mikrotubulu. Pokud tedy

uvádı́m koncentraci mikrotubulů uvažuji koncentraci tubulinových podjednotek, ze kterých

jsou tvořeny.

θ =
SK

S
;SK = an;S = bCMT (3)

• θ popisuje poměrné obsazenı́ povrchu mikrotubulů.

• S je plocha povrchu mikrotubulů.

• SK je plocha povrchu obsazeného monomery podjednotky p60.

• n je látkové množstvı́ navázaného kataninu.

• CMT je koncentrace tubulinových podjednotek.

• a a b jsou konstanty, které popisujı́ převodnı́ vztah.
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Kd =
Co

KCMTfree

CK

∼ Co
K(1− θ)

θ
;Co

K =
no

V
(4)

• Kd je disociačnı́ konstanta.

• Co
MT je koncentrace volných tubulinů.

• CK je koncentrace navázaného kataninu.

• Co
K je koncentrace volného kataninu.

• Co
MT

CK
je možné nahradit poměrným obsazenı́m povrchu 1−θ

θ
.

• no je látkové množstvı́ volného kataninu.

• V je celkový objem.

n = no + n (5)

• n je látkové množstvı́ kataninu vstupujı́cı́ho do reakce.

θ =
an− aKdθV

1−θ

S

0 = θ2S − θ(an+ aKdV + S) + an

θ =
(an+ aKdV + S)−

√
(an+ aKdV + S)2 − 4San

2S

(3, 4, 5)

θ =
(an+ aKdV + bCMT )−

√
(an+ aKdV + bCMT )2 − 4San

2bCMT

(6)

Dosazenı́m rovnic (4,5) do (3) a následným vyjádřenı́m θ zı́skáváme rovnici (6)

s proměnnou S, která popisuje změnu pokrytı́ povrchu v závislosti na koncentraci mikrotu-

bulů, jelikož S = bCMT .

Výsledná rovnice (6) popisuje poměrné obsazenı́ povrchu mikrotubulů kataninem.

Pokud rovnice (6) je funkcı́ θ s proměnnou CMT zı́skáme graf 2. Za vhodných podmı́nek se

θ výrazně neměnı́, až po meznı́ koncentraci. Délka této plató fáze je závislá na koncentraci

kataninu vstupujı́cı́ho do reakce a koeficientu a. Strmost s jakou se projevı́ přechod z plató

fáze do hyperbolické fáze ovlivňuje disociačnı́ konstanta Kd.

Na grafu 2 lze demonstrovat chovánı́ kataninu, které pozorovali Hartman a Vale (viz

Graf 1) [Hartman and Vale, 1999]. Zpočátku je katanin vysycován z roztoku na mikrotu-

bulech a jeho aktivita roste spolu s koncentraci mikrotubulů. V okamžiku, kdy katnin již

nenı́ v nadbytku, rapidně poklesne i θ, což znamená nižšı́ plošnou koncentracı́ navázaného

kataninu. Právě plošná koncentrace navázaného kataninu je klı́čová pro sestavenı́ aktivnı́ho
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θ

1

0
[MT]

Graf 2: Znázorněnı́ poměrného pokrytı́ mikrotubulů θ v závislosti na koncentraci mikrotu-

bulů. V tomto přı́kladu uvažuji dostatečně vysokou koncentraci kataninu, se kterou vstupuji

do reakce, takže zpočátku je povrch mikrotubulů zcela nasycený. Šipka označuje meznı́

koncentraci mikrotubulů, při které bude aktivita kataninu nejvyššı́ dı́ky vysoké koncentraci

substrátu a zároveň bude plošná koncentrace kataninu na mikrotubulech optimálnı́ pro

tvorbu hexameru.

hexameru. Můžeme tedy očekávat meznı́ rozhranı́ hodnot θ, při kterém bude katanin hexa-

merizovat s vysokou pravděpodobnostı́ a tedy dosáhne vrcholu své aktivity (viz Graf 1).

Interakci p60:mikrotubul následně moduluje několik různých faktorů. Prvnı́m z nich

je přı́tomnost podjednotky p80. Kromě toho, že C-terminálnı́ doména zprostředkovává

interakci s druhou podjednotkou, samotná vykazuje, byt’ nı́zkou, afinitu k mikrotubulům

[McNally et al., 2000]. To může být jedna z přı́čin jevu, kdy podjednotka p80 stimuluje

vazbu podjednotky p60 na mikrotubuly. K tomu mohou přispı́vat vyvolané konformačnı́

změny v MIT doméně p60. Ovšem regulačnı́ podjednotka kataninu nemá pouze stimulačnı́

roli, ale i inhibičnı́. Důkazem může být markantnı́ zvýšenı́ aktivity kataninu v přı́tomnosti

pouze domény con80 podjednotky p80, zatı́mco tento efekt se výrazně neprojevil při plné

délce regulačnı́ podjednotky [McNally et al., 2000] [Cheung et al., 2016]. Vzájemný poměr

podjednotek p60:p80 tedy ovlivňuje aktivitu kataninu.

Mezi faktory regulujı́cı́ aktivitu kataninu se řadı́ i post-translačnı́ modifikace. V experi-

mentech na embryı́ch žab Xenopus laevis se podařilo identifikovat kinázu, která negativně

reguluje aktivitu enzymu. Tato kináza, Aurora B, fosforeluje podjednotku p60 na serinu

lokalizovaném na linkeru propojujı́cı́ MIT a AAA-ATPázovou doménu [Loughlin et al.,

2011]. V lidském genomu se nacházı́ hned několik potenciálnı́ch kináz, které vykazujı́ spe-

cifickou interakci s rodinou podjednotek p60. Můžeme mezi nimi nalézt kinázy účastnı́cı́

se regulace průběhu mitózy jako je Aurora A, PLK2, CDK1 a dalšı́ [Cheung et al., 2016].
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Následujı́cı́ in vitro experimenty s fosfo-mimikujı́cı́ mutacı́ serinu na kyselinu glutamo-

vou opět poukazujı́ na snı́ženou aktivitu kataninu. Jsou tedy konzistentnı́ s in vivo pozo-

rovánı́m. Překvapivě tato mutace nesnı́žila afinitu podjednotky p60 k mikrotubulům [Whi-

tehead et al., 2013]. Ovšem je zapotřebı́ brát v potaz i výpovědnı́ hodnotu takových mutacı́,

jelikož charakter a podobnost postrannı́ho řetězce fosfo-serinu a kyseliny glutamové nenı́

přı́liš velká [Castranova et al., 2016].

Vliv na aktivitu enzymu nemajı́ pouze post-translačnı́ modifikace kataninu, ale i jeho

substrátu, tedy tubulinu. Uplatňuje se několik typů modifikacı́, jednak polyglutamylace

a detyrosinace C-konce tubulinu, ale i napřı́klad acetylace lysinu, který se nacházı́ na

α-tubulinu uvnitř lumen mikrotubulu. Jak již bylo řečeno výše, pro aktivitu enzymu jsou

esenciálnı́ aromatické a bazické aminokyseliny na smyčkách v póru hexameru. Modulacı́

interakcı́ mezi těmito aminokyselinovými zbytky a C-koncem tubulinu, at’ už mutacı́

v samotném enzymu nebo modifikacı́ substrátu, je možné regulovat aktivitu kataninu.

Studie přı́buzného spastinu ukázaly podvojný efekt polyglutamylace, jelikož záležı́ i na

jejı́ samotné mı́ře. S přibývajı́cı́mi zbytky kyseliny glutamové se zprvu zvyšuje afinita

povrchu mikrotubulu pro spastin, a tedy se zvyšuje i jeho aktivita. Zároveň se zvyšujı́cı́

se mı́rou modifikacı́ vzrůstá jejı́ inhibičnı́ efekt na samotnou aktivitu spastinu [Valenstein

and Roll-Mecak, 2016]. Ovšem efekt na katanin může být odlišný. To ostatně dokazuje

rozdı́lná citlivost acetylovaných mikrotubulů pro tyto dva enzymy in vivo. Zatı́mco spastin

nevykazuje nijak zvlaštnı́ preferenci pro acetylované mikrotubuly, katanin je v hojné mı́ře

štěpı́ [Sudo and Baas, 2010].

Jednı́m z nekonvenčnı́ch způsobů regulace aktivity kataninu může být přı́tomnost

defektů v mřı́žce mikrotubulu. Přı́tomnost takových defektů naznačilo pozorovánı́ pomocı́

mikroskopu atomárnı́ch sil. Předpovědi, jak by takové chyby mohly vypadat, se dajı́

shrnout do třı́ typů: bodové defekty, defekty na přechodu mezi mikrotubuly složenými

z různého počtu protofilamentů a axiálnı́ defekty mezi protofilamenty vzniklé napřı́klad

ohybem mikrotubulu [Schaap et al., 2004]. Mechanismus, jakým by defekty v mřı́žce

mikrotubulu zvyšovaly aktivitu kataninu, může být nižšı́ sı́la vazby mezi tubuliny ve stěně

mikrotubul. Takovému mechanismu odpovı́dajı́ i simulace in silico [Davis et al., 2002].

Částečně o tom svědčı́ i pozorovánı́ zvýšené pravděpodobnosti střihu na přechodu mezi

rozdı́lnými tloušt’kami mikrotubulu [Dı́az-Valencia et al., 2011].
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4 Katanin v buněčných procesech

4.1 Katanin během vývoje neuronů

Cytoskelet hraje nezastupitelnou roli ve vývoji a funkci neuronů. Účastnı́ se migrace

neuronů, jejich polarizaci či formovánı́ a udržovánı́ axonů. Mikrotubuly jsou v axonech

uspořádany se stejnou polaritou, tedy (+)-konce mikrotubulů směřujı́ k synapsi a (-)-konce

k tělu neuronu. Takové uspořádánı́ má zásadnı́ dopad na transport váčků, mitochondriı́

a dalšı́ch komponent napřı́č axonem. Zajı́mavou otázkou je původ axonálnı́ch a jinych

necentrosomálnı́ch mikrotubulů. Centrosom se uplatňuje jako primárnı́ induktor poly-

merizace mikrotubulů, ale mimo něj bylo zdokumentováno několik jiných mechanismů,

jakými mohou mikrotubuly vznikat de novo. Jednak nukleace mikrotubulu z γ-tubulinu

lokalizované na membráně Golgiho aparatu, anebo z úlomků mikrotubulů, které sloužı́

jako nukleačnı́ jádra [Kuijpers and Hoogenraad, 2011].

Zde ke slovu opět přicházı́ katanin, který je pravděpodobně zodpovědný za uvolňovánı́

mikrotubulů z centrozómu. Provedené knock-down experimenty se na fenotypu buněk pro-

jevily rapidnı́m zkrácenı́m axonů, elongacı́ stávajı́cı́ch mikrotubulů a celkovým snı́ženı́m

jejich počtu [Ahmad et al., 1999]. Nabı́zı́ se hypotéza, že primárnı́ fukcı́ kataninu je

regulace délky mikrotubulů a geneze krátkých mikrotubulů. Ty by následně mohly být

transportovány do periferie, kde sloužı́ jako nukleačnı́ jádra. Tı́m by se zvýšila celková

suma mikrotubulů, které jsou lešenı́m rostoucı́ho axonu [Ahmad et al., 1999]. Tuto hy-

potézu potvrzuje i fakt, že uvnitř axonů probı́ha aktivnı́ transport jednotlivých mikrotu-

bulů [Wang and Brown, 2002]. Nicméně pohyb krátkých mikrotubulů z centrozomu do

periferie doposud nebyl zdokumentován .

Úroveň exprese podjednotek p60 a p80 se lišı́ v závislosti na buněčném typu i na

fázi diferenciace buněk. V průběhu prenatálnı́ho vývoje myšı́ho nervového systému se

nejvyššı́ hladiny exprese podjednotky p60 nacházejı́ ve spinálnı́ch gangliı́ch, kůře mozkové,

hypokampu a tectu. To je přı́značné pro buňky proliferujı́cı́, migrujı́cı́ a buňky s aktivnı́m

axonálnı́m růstem. V dalšı́m prenatálnı́m a následně postnatálnı́m vývoji se hladiny exprese

snižujı́. To platı́ i pro jiné tkáně, jako jsou plı́ce a srdce, ovšem s tı́m rozdı́lem, že se lišı́

celkový poměr podjednotek p60:p80. V neurálnı́ch tkánı́ch se poměr exprese pohybuje mezi

0,7-7 (p60:p80), kdežto v plicı́ch a srdci se poměr pohybuje mezi 10-20 [Yu et al., 2005].

Za pozornost stojı́, že koncentrace podjednotky p60 v axonech rapidně klesá po napo-

jenı́ axonu na cı́lovou buňku [Karabay et al., 2004]. Mechanismus, který za tı́mto poklesem

stojı́, bude patrně degradace kataninu v proteasomech. Tomu předcházı́ polyubiquitinilace

E3 ligazou CHIP. Do procesu promlouvá i enzym USP47, který je zodpovědný za deubiqui-

tinilaci. Jejich vzájemný poměr následně určuje osud podjednotky p60 [Yang et al., 2013].
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Dalšı́ fenomén, který byl v neuronech popsán, je vliv proteinu tau a podobných MAP

na stabilitu mikrotubulů. To se neprojevuje pouhou stabilizacı́ mřı́žky mikrotubulu, ale

pravděpodobně i fyzickým zabráněnı́m přı́stupu dalšı́ch proteinů k jeho povrchu [Baas and

Qiang, 2005]. To platı́ i pro katanin, který v neuronech se snı́ženou hladinou tau proteinu

způsobuje rapidnı́ pokles velikosti masy mikrotubulů [Yu et al., 2008]. V porovnánı́

s přı́buzným spastinem se funkce tau proteinu zdá být poněkud odlišná, jelikož jeho

přı́tomnost neovlivňuje aktivitu spastinu tak markantnı́m způsobem. Může tak hrát prim

při rozklı́čovánı́ procesů vedoucı́ch k větvenı́ axonu [Qiang et al., 2006]. Nicméně bližšı́

charakterizace vztahu mezi kataninem (přı́padně spastinem) a tau proteinem chybı́.

4.2 Depozice rostlinné buněčné stěny

Etiolizace rostlin, tedy jejich růst ve tmě, se projevuje několika faktory, kterými na takové

podmı́nky reagujı́. Prvnı́ na pohled patrný jev je značný dlouživý růst, který má rostlině

posloužit k nalezenı́ zdroje světla. Na tvar a morfologii rostlinné buňky má zásadnı́ vliv

struktura a vlastnosti jejı́ buněčné stěny. Ta je z velké části tvořena organizovanými vlákny

celulózy, která jsou nad plazmatickou membránou syntetizována celuloz-syntázou. Pozoru-

hodné je, že tato vlákna nejsou organizována náhodně, ale jejich orientace značně koreluje

s uspořádánı́m kortikálnı́ch mikrotubulů [Burk, 2002]. Jednı́m z faktorů kontrolujı́cı́m

orientaci mikrotubulů je modré světlo. V epidermálnı́ch buňkách koleoptyle a hypokotylu

klı́čı́cı́ch rostlin určuje přı́tomnost modrého světla, zda budou mikrotubuly orientovány

podélně ve směru růstu rostliny nebo při jeho nepřı́tomnosti či nedostatku transverzálně,

tedy přı́čně na směr růstu [Zandomeni and Schopfer, 1993].

Pro takovouto masivnı́ remodelaci cytoskeletu je nutná aktivita kataninu. V buňkách

Arabidopsis thaliana mutace v genu kódujı́cı́ p60-like podjednotku vedla k dezorganizaci

kortikálnı́ sı́tě mikrotubulů, což zároveň korelovalo se změnou v depozici buněčné stěny

z uspořádané ve vı́ce méně neuspořádanou [Burk, 2002].

Ukazuje se, že katanin specificky rozpoznává mı́sta, kde se navzájem mikrotubuly křı́žı́.

Zde docházı́ ke štěpenı́ jednoho z mikrotubulů. Část populace nově vzniklých (+)-konců pak

pokračuje v růstu, kdežto zbytek depolymeruje. Celému procesu pak napomáhá komplex

γ-tubulinu, který umožňuje nukleaci mikrotubulům de novo na boku již existujı́cı́ch

mikrotubulů preferujı́cı́ úhly 0◦ a 40◦. V přı́padě, kdy se mikrotubuly větvı́, vznikajı́ nové

překryvy, na kterých může katanin působit. Za pozornost také stojı́, že kataninem jsou

preferenčně rozpoznávány nově vzniklé mikrotubuly, což dohromady s faktem, že (-)-konce

jsou převážně stabilnı́, vede k amplifikaci podélně rostoucı́ch mikrotubulů (viz obrázek 5).

Odpověd je zároveň závislá na modrém světle skrze aktivitu fototropinů PHOT1 a PHOT2

[Nakamura et al., 2010] [Lindeboom et al., 2013].
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Absenci tohoto reorientačnı́ho mechanismu můžeme nalézt v mutantnı́ch Arabidopsis

thaliana, které postrádajı́ funkčnı́ podjednotku p80. Ta, jak se zdá, napomáhá rozpoznávánı́

a účinnému střı́hánı́ na překřı́ženı́ch [Wang et al., 2017]. In vitro byla také pozorována

zvýšená preference pro překryvy komplexem podjednotek p60:p80, ovšem jednalo se o

analogy z Caenorhabditis elegans [McNally et al., 2014]. To může indikovat dva fenomény.

Prvnı́m je dostatečnost samotného kataninového komplexu pro rozpoznávánı́ křı́žı́cı́ch se

mikrotubulů a za druhé tento mechanismus nemusı́ být vlastnı́ pouze rostlinné řı́ši.

Katanin
γ-tubulinový komplex 

Asociace kataninu na 
γ-tubulinový komplex a 
mikrotubulové překryvy

Růst mikrotubulů z 
nově vzniklých konců

Větvení mikrotubulů Amplifikace podélných 
mikrotubulů

Obrázek 5: Schéma mechanismu reorientace kortikálnı́ch mikrotubulů kataninem. Upra-

veno podle [Lindeboom et al., 2013].

4.3 Mitóza

Správná segregace chromozomů je naprosto kruciálnı́ pro životaschopnost dceřiných buněk.

Proto na konci metafáze docházı́ k seřazenı́ chromatid do ekvatoriálnı́ roviny a zároveň

se jedná o jeden z kontrolnı́ch bodů průběhu mitózy. Tento stav však musı́ být aktivně

řı́zeným procesem, kterého se účastnı́ mikrotubuly a s nimi asociované proteiny. Klı́čovou

roli zde hraje dynamická povaha mikrotubulů, která se uplatňuje i při udržovánı́ ekvatoriálnı́

roviny. Docházı́ ke kontinuálnı́ polymerizaci mikrotubulů na (+)-konci u kinetochory a

depolymerizaci na (-)-konci u centrozómu. Rovnováha jednotlivých faktorů, které ovlivňujı́

tyto vlastnosti mikrotubulů určujı́ konečnou délku dělı́cı́ch vřetének [Lodish, 2013].

Katanin se v průběhu mitózy převážně vyskytuje v oblasti (-)-konců mikrotubulů.

Centrosomálnı́ lokalizaci zprostředkovává primárně podjednotka p80 skrze interakce

s dalšı́mi proteiny. Je pravděpodobné, že p80 má vı́ce než jednoho interakčnı́ho partnera.

Důkazem toho může být fakt, že doména WD40 se samostatně kolokalizuje s centrozómem
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a zároveň zprostředkovává vazbu s proteinem ASPM nezávisle na doméně WD40 [Hartman

et al., 1998] [Jiang et al., 2017].

ASPM je, stejně jako katanin, spojován s dědičným onemocněnı́m mikrocefaliı́, které

se projevuje primárně defektnı́m vývojem mozku. ASPM asociuje s (-)-konci mikrotu-

bulů a pravděpodobně zprostředkovává jejich vzájemné provázánı́. Stojı́ za povšimnutı́,

že ASPM je možné nalézt na koncı́ch paralelnı́ch mikrotubulů nukleujı́cı́ch podélně

z dělı́cı́ch vřetének a anti-paralelnı́ch mikrotubulů. Následně je možné pozorovat jejich

translokaci směrem k centrosomu, což je pravděpodobně způsobeno kontinuálnı́m ”to-

kem”mikrotubulů [Ito and Goshima, 2015].

Nově se ukazuje spojitost mezi ASPM a kataninem. V mı́stě kontaktu MIT domény pod-

jednotky p60 a domény con80 podjednotky p80 se váže ASPM pomocı́ motivu na N-konci.

In vitro experimenty ukazujı́ schopnost tohoto komplexu se vázat a stabilizovat (-)-konce

mikrotubulů. Na druhou stranu je katanin stále schopný tvořit hexamery a katalyticky je

štěpit. In vivo se rozrušenı́ vazby mezi ASPM a p60:p80 projevuje předevšı́m chybnou

organizacı́ vřetének a astrálnı́ch mikrotubulů. Zároveň přı́tomnost ASPM:p60:p80 u cent-

rozomu zvyšuje úroveň ”toku”mikrotubulů, což se při inhibici aktivity komplexu projevuje

nárůstem vzdálenosti mezi centrozomy. Hypotéza pro tento mechanismus předpokládá, že

katanin je pomoci ASPM zacı́lený na (-)-konce mikrotubulů u centrozómu, kde je následně

uvolňuje (viz obrázek 6). Na tyto volné konce se poté mohou navázat dalšı́ proteiny

napřı́klad kinesin-13, který stimuluje jeho depolymerizaci [Jiang et al., 2017] [Loughlin

et al., 2011]. Za povšimnutı́ také stojı́, že se tı́mto odhalı́ nový (+)-konec, který může

sloužit jako nukleačnı́ jádro nového mikrotubulu.

ASPM

p60-p80
Astrální 

mikrotubuly

Dělící vřeténko

Anti-paralelní 
mikrotubuly

ASPM-katanin a další 
centrozomální ptoteiny

b. Stabilizace (-)-konce 
proteinem ASPM      

a. Štěpení mikrotubulu 
    kataninem

Obrázek 6: Předpokládaný efekt ASPM na katanin. ASPM rozpoznává (-)-konec mikrotu-

bulu a tı́m i zvyšuje koncentraci kataninu. Převzato z [Jiang et al., 2017]
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5 Otázky bez odpovědı́

Přestože byly provedeny podrobné strukturnı́ a mechanistické studie, nenı́ stále jasné,

jakým způsobem jsou hexamery kataninu navázány na mikrotubuly. Zda jsou navázány

všemi svými podjednotkami na povrchu mikrotubulu nebo jen některými. Pochybnosti

mohou vzbuzovat samotné rozměry kataninu, které se blı́žı́ rozměrům mikrotubulů. S tı́m

souvisı́ i preference kataninu pro mı́sta překřı́ženı́ mikortubulů. Elegantnı́m vysvětlenı́m

tohoto specifického rozpoznávánı́ je vazba jednou polovinou hexameru na povrch jednoho

mikrotubulu a druhou na druhý. Charakter, jakým se na mikrotubuly katanin váže, závisı́

primárně na ohebnosti a délce linkeru mezi MIT a AAA-ATPázovou doménu. Existuje

vı́ce možnostı́, jak by bylo možné identifikovat charakter interakce a způsob skládánı́

jednotlivých podjednotek. Napřı́klad mikroskopie jednotlivých molekul (viz obrázek 7)

umožňuje sledovánı́ pohybu jak monomerů, tak oligomerů a jejich následnou kvantifikaci.

Můžeme tak určit počet podjednotek v oligomeru, jejich rychlost difuze a pozorovat tak

katanin přı́mo při štěpenı́ mikrotubulů. Informace o počtu molekul v oligomeru v po-

rovnánı́ s rychlostı́ difuze může pomoci identifikovat způsob, jakým je kataninový hexamer

navázaný na mikrotubulu, jelikož rychlost difuze by měla být nepřı́mo úměrná počtu

navázaných podjednotek.

Druhou možnostı́ může být pozorovánı́ aktivity kataninu pomocı́ vysokorychlostnı́ho

mikroskopu atomárnı́ch sil (HS-AFM, viz obrázek 8). Ten byl úspěšně použit napřı́klad

pro sledovánı́ aktivity endonukleázy cas9 nebo myosinu na vláknu aktinu [Shibata et al.,

2017] [Kodera and Ando, 2014]. HS-AFM by také mohlo osvětlit i jevy pozorované in vitro:

za prvé zlomenı́ mikrotubulu během střı́hánı́ [Davis et al., 2002], za druhé zakrucovánı́

konců mikrotubulů v přı́tomnosti kataninu (viz obrázek 9) [Jiang et al., 2017].
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Úhel 0° Podkritický 
úhel

Totální 
odraz

Objektiv

Podložní
sklíčko

TIRFEpifluorescence

<400 nm

a.

b.

Obrázek 7: a. Schéma TIRF mikroskopie. TIRF (z anglického Total Internal Reflection Flu-

orescence) je metoda, která umožňuje excitaci molekul pouze blı́zko povrchu podložnı́ho

sklı́čka. Zajištuje tak nižšı́ hladinu pozadı́ a tı́m snazšı́ pozorovánı́ jednotlivých molekul.

Upraveno z [Savage, 2011] b. Přı́klad využiti TIRF mikroskopie. Mikrotubuly jsou červené,

katanin zelený. Převzato z [Jiang et al., 2017]

Podrobnějšı́ popis vyžaduje také mechanismus chráněnı́ mikrotubulů tau proteinem,

přı́padně jinými asociovanými proteiny. Nic nenasvědčuje tomu, že by mezi nimi a kata-

ninem probı́hala specifická interakce [Cheung et al., 2016]. Ukazuje se, že účinek tau na

molekularnı́ motory spočı́vá předevšı́m ve frekvenci nasedánı́ na mikrotubuly, ale samotná

rychlost motoru zůstává zachována [Baas and Qiang, 2005] [Seitz et al., 2002]. Je možné

stejný mechanismus aplikovat i na katanin? V takovém modelu by tau snižoval plošnou

koncentraci na povrchu mikrotubulů, a tı́m snižoval pravděpodobnost sestavenı́ hexameru.

Přı́padně by určitou protekčnı́ roli mohl mı́t jako sterická bariéra, která sice nebránı́ vzniku

hexameru, ale neumožňuje jeho katalytickou aktivitu.

Zajı́mavým fenoménem popsaným v kapitole o depozici rostlinné buněčné stěny je pre-

ference kataninu pro novějšı́ mikrotubul u dvou křı́žı́cı́ch se mikrotubulů. Jakým způsobem

je toho dosaženo, zůstává neobjasněno. Jednı́m z mechanismů by mohlo být rozpoznávánı́

mikrotubulů podle množstvı́ defektů v mřı́žce mikrotubulu. Ovšem to neodpovı́dá jiným

hypotézám, že by katanin mohl hrát roli v odstraňovánı́ starých mikrotubulů [Davis et al.,

2002]. Dalšı́m vysvětlenı́m by mohly být MAP, které by chránily již existujı́cı́ mikrotubuly,
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b.a.

Hrot sondy

Biotinylované 
aktinové vlákno

Myosin

Streptavidin

Lipidová membrána 
obsahující streptavidin

Aktinové 
vlákno

Laser

Oscilující nosník

Obrázek 8: a. Schéma experimentu pomocı́ HS-AFM. b. Záznam aktivnı́ho myosinu, který

se pohybuje směrem k (+)-konci navázaný na aktinovém vlákně . Měřı́tko 30 nm. Převzato

z [Kodera and Ando, 2014]

ale nově polymerujı́cı́ by před aktivitou kataninu chráněny nebyly. Nebo se nové a staré

mikrotubuly mohou lišit v post-translačnı́ch modifikacı́ch.

Dále zůstává neobjasněno, jakým způsobem je reorientace kortikálnı́ch mikrotubulů

řı́zena do stavu, kdy jsou orientovány převážně ve směru růstu rostliny a nedocházı́ k dalšı́

reorientaci. Lindeboom naznačil ve své práci, že se v čase snižuje četnost postrannı́ho

větvenı́ mikrotubulů z γ-tubulinu a v závěru celého procesu nedocházı́ k dalšı́mu střı́háni

na křı́žı́ch [Lindeboom et al., 2013]. Zůstává otázkou, jak je celý proces řı́zen a jak je

finálnı́ stav rozpoznáván.

V této práci jsem se převážně zabýval kanonickým kataninem, ačkoli lidský genom je

poněkud bohatšı́ na varianty jak katalytické podjednotky p60, tak regulačnı́ podjednotky

p80. Napřı́klad KATNAL2 (p60-like) vůbec neobsahuje MIT doménu, a tak nevykazuje

specifickou interakci s podjednotkami p80. Nebo KATNBL1 neobsahuje doménu WD40 a

mı́sto toho na N-konci obsahuje dvě jaderné lokalizačnı́ sekvence [Cheung et al., 2016].

Nenı́ jasné, jak se tyto varianty lišı́ ve své fyziologické funkci, přı́padně zda formujı́
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Obrázek 9: a. Zlom mikrotubulu po dokončenı́ enzymaticke aktivity podjednotky p60.

Převzato z [Davis et al., 2002]. b. Zakrucovánı́ konců za přı́tomnosti heterodimeru

p60:con80. Šipka ukazuje mı́sto střihu mikrotubulu. Měřı́tko 1 µm. Převzato z [Jiang

et al., 2017].

napřı́klad heterogennı́ komplexy tvořené různými izoformami a jaké vlastnosti z toho

mohou plynout.

V lidském genomu se nacházı́ několik různých izoforem jak α-tubulinu, tak β-tubulinu.

Ikdyž jsou si izoformy sekvenčně velice podobné, můžeme nalézt rozdı́ly na C-koncı́ch

tubulinových podjednotek [Yu et al., 2015]. Vzhledem k tomu, že v in vitro experimentech

se využı́vá tubulin extrahovaný z mozků dobytka, který se následně nechá stochasticky

zpolymerovat. Tı́m ovšem ztrácı́me informaci o uspořádánı́ a distribuci jednotlivých

izoforem v neuronu. Může tak docházet ke vzniku artefaktů při aplikaci pozorovaných jevů

in vitro na jevy pozorované in vivo. Což je ovšem cena, kterou snadno vyvážı́ jednoduchost

a exaktnost in vitro experimentů.
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6 Závěr

Katanin je přı́slušnı́k rozlehlé rodiny AAA-ATPáz, které se uplatňujı́ v nejrůznějšı́ch

buněčných funkcı́ch. Můžeme ho nalézt téměř v celé eukaryotické řı́ši, kde spolu s přı́buz-

ným spastinem a figetinem zajišt’ujı́ štěpenı́ mikrotubulů, čı́mž se stávajı́ nepostradatelnými

při regulaci a organizaci mikrotubulové sı́tě. Katanin můžeme rozdělit do dvou podjednotek.

Prvnı́ je podjednotka p60, která je odpovědná za samotnou katalytickou aktivitu a druhá je

podjednotka p80, které je přisuzován regulačnı́ charakter. V poslednı́ch letech se podařilo

charakterizovat strukturu katalytické podjednotky, která přiblı́žila mechanismus, jakým

jsou mikrotubuly štěpeny.

Na kataninu můžeme popsat širokou škálu úrovnı́, na kterých může být jeho aktivita

řı́zena. Klı́čovým mechanismem regulace je samotné sestavenı́ hexameru, jelikož jedině

v takové formě je aktivnı́. To je klı́čový bod, kterým se řı́dı́ mnoho regulačnı́ch drah.

V obrázku 10 jsem se pokusil shrnout některé faktory regulujı́cı́ aktivitu kataninu.

Do budoucna zbývá charakterizovat celou škálu faktorů, o kterých nynı́ vı́me, že

ovlivňujı́ jeho aktivitu, ale netušı́me přesný mechanismus. Ostatně i u samotného mecha-

nismu vytvořenı́ zlomu mikrotubulu známe pouze střı́pky celého děje.

volný tubulin
tau?
glutamylace C-konce?

con80
acetylace tubulinu?

ADP
fosforelace linkeru

ATP

tau?
WD40?

překřížení mikrotubulů
acetylace tubulinu?
glutamylace C-konce?
defekty mikrotubulů?

Obrázek 10: Schéma možných regulačnı́ch uzlů aktivity kataninu. Červeně jsou mikrotu-

buly a modré body jsou monomery podjednotky p60.

24



Reference

[Ahmad et al., 1999] Ahmad, F. J., Yu, W., McNally, F. J., and Baas, P. W. (1999). An

essential role for katanin in severing microtubules in the neuron. The Journal of cell

biology, 145(2):305–15.

[Baas and Qiang, 2005] Baas, P. W. and Qiang, L. (2005). Neuronal microtubules: when

the MAP is the roadblock. Trends in cell biology, 15(4):183–7.

[Bowne-Anderson et al., 2015] Bowne-Anderson, H., Hibbel, A., and Howard, J. (2015).

Regulation of Microtubule Growth and Catastrophe: Unifying Theory and Experiment.

Trends in Cell Biology, 25(12):769–779.

[Burk, 2002] Burk, D. H. (2002). Alteration of Oriented Deposition of Cellulose Micro-

fibrils by Mutation of a Katanin-Like Microtubule-Severing Protein. the Plant Cell

Online, 14(9):2145–2160.

[Castranova et al., 2016] Castranova, V., Asgharian, B., Sayre, P., Virginia, W., and Caro-

lina, N. (2016). HHS Public Access. pages 1922–2013.

[Cheung et al., 2016] Cheung, K., Senese, S., Kuang, J., Bui, N., Ongpipattanakul, C.,

Gholkar, A., Cohn, W., Capri, J., Whitelegge, J. P., and Torres, J. Z. (2016). Proteomic

Analysis of the Mammalian Katanin Family of Microtubule-severing Enzymes Defines

Katanin p80 subunit B-like 1 (KATNBL1) as a Regulator of Mammalian Katanin

Microtubule-severing. Molecular & cellular proteomics : MCP, 15(5):1658–69.

[Davis et al., 2002] Davis, L. J., Odde, D. J., Block, S. M., and Gross, S. P. (2002). The

importance of lattice defects in katanin-mediated microtubule severing in vitro. Biophy-

sical journal, 82(6):2916–27.

[Dı́az-Valencia et al., 2011] Dı́az-Valencia, J. D., Morelli, M. M., Bailey, M., Zhang, D.,

Sharp, D. J., and Ross, J. L. (2011). Drosophila katanin-60 depolymerizes and severs at

microtubule defects. Biophysical Journal, 100(10):2440–2449.

[Hartman et al., 1998] Hartman, J. J., Mahr, J., McNally, K., Okawa, K., Iwamatsu, A.,

Thomas, S., Cheesman, S., Heuser, J., Vale, R. D., and McNally, F. J. (1998). Katanin,

a microtubule-severing protein, is a novel AAA ATPase that targets to the centrosome

using a WD40-containing subunit. Cell, 93(2):277–87.

[Hartman and Vale, 1999] Hartman, J. J. and Vale, R. D. (1999). Microtubule disas-

sembly by ATP-dependent oligomerization of the AAA enzyme katanin. Science,

286(5440):782–785.

25



[Ito and Goshima, 2015] Ito, A. and Goshima, G. (2015). Microcephaly protein Asp

focuses the minus ends of spindle microtubules at the pole and within the spindle.

Journal of Cell Biology, 211(5):999–1009.

[Iwaya et al., 2010] Iwaya, N., Kuwahara, Y., Fujiwara, Y., Goda, N., Tenno, T., Akiyama,

K., Mase, S., Tochio, H., Ikegami, T., Shirakawa, M., and Hiroaki, H. (2010). A

common substrate recognition mode conserved between katanin p60 and VPS4 governs

microtubule severing and membrane skeleton reorganization. Journal of Biological

Chemistry, 285(22):16822–16829.

[Jiang et al., 2017] Jiang, K., Rezabkova, L., Hua, S., Liu, Q., Capitani, G., Altelaar,

A. F., Heck, A. J., Kammerer, R. A., Steinmetz, M. O., and Akhmanova, A. (2017).

Microtubule minus-end regulation at spindle poles by an ASPM-katanin complex.

Nature Cell Biology, 19(5):480–492.

[Johjima et al., 2015] Johjima, A., Noi, K., Nishikori, S., Ogi, H., Esaki, M., and Ogura, T.

(2015). Microtubule Severing by Katanin p60 AAA+ ATPase Requires the C-terminal

Acidic Tails of Both α- and β-Tubulins and Basic Amino Acid Residues in the AAA+

Ring Pore. Journal of Biological Chemistry, 290(18):11762–11770.

[Karabay et al., 2004] Karabay, A., Yu, W., Solowska, J. M., Baird, D. H., and Baas,

P. W. (2004). Axonal growth is sensitive to the levels of katanin, a protein that severs

microtubules. Journal of Neuroscience, 24(25):5778–5788.

[Kodera and Ando, 2014] Kodera, N. and Ando, T. (2014). The path to visualization

of walking myosin V by high-speed atomic force microscopy. Biophysical Reviews,

6(3-4):237–260.

[Komachi, 1994] Komachi, K. E. A. (1994). The WD repeats of Tup 1 interact with the

homeo domain protein a 2. Genes & Development, Volume 8 n:2857–2867.

[Kuijpers and Hoogenraad, 2011] Kuijpers, M. and Hoogenraad, C. C. (2011). Centroso-

mes, microtubules and neuronal development. Molecular and Cellular Neuroscience,

48(4):349–358.

[Lindeboom et al., 2013] Lindeboom, J. J., Nakamura, M., Hibbel, A., Shundyak, K.,

Gutierrez, R., Ketelaar, T., Emons, A. M. C., Mulder, B. M., Kirik, V., and Ehrhardt,

D. W. (2013). A Mechanism for Reorientation of Cortical Microtubule Arrays Driven

by Microtubule Severing. Science, 342(6163):1245533.

[Lodish, 2013] Lodish, H. F. (2013). Molecular cell biology. W.H. Freeman and Co, New

York, 7th ed. edition.

26



[Loughlin et al., 2011] Loughlin, R., Wilbur, J. D., McNally, F. J., Nédélec, F. J., and
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