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Abstrakt

Predkladana bakalafskd prace shrnuje zndmé poznatky o dvou zastupcich aktin
sekvestratnich proteini profilinu a p-thymosinu. Oba vazi G-aktin ve stechiometrickém
poméru 1:1, ¢imz zasadn€¢ ovliviiuji jeho dynamiku. B-thymosin svou vazbou inhibuje
vyménu nukleotidu na navdzaném monomeru a slouzi rovnéz jako ,pufr* monomerniho
aktinu. Profilin naopak svou vazbou vyménu nukleotidu usnadiiuje, a tim udrzuje pool
G-aktinu v ATP-nabité formé&, ktery nasledné pfivadi k plus konci aktinového vlakna. Pfesto,
Ze si oba proteiny kompetuji o tentyZ monomer aktinu, svou spolupraci zna¢né urychluji jeho
polymeraci.

Profilin je nedilnou soudasti signalizace t¥i drah — tyrosin kinasové, Ras/G-proteinové
a Rac-Rho GTPasové. Tyto drahy jsou spojené s dynamikou cytoskeletu, jejiz spravna funkce
je dilezita v mnohych buné&nych procesech (transport vacki, déleni bunék, stabilizace
kortikalnich struktur). Nejnovéjsi poznatky pochazi z buné¢ného jadra, kde se podili béhem
celého bunéfného cyklu na sestiihu mRNA interakci se SMN. Reguluje transkripci
ovlivnénim transkrip&nich faktort. Pfenadi sem signaly z NMDA receptoru a slouzi k exportu
aktinu z jaderného kompartmentu.

B-thymosin ma mnohé fyziologické uéinky na celkovy organizmus. Jako glutaminovy
prekurzor poméhd pki lé¢eni ran vyvoldanim angiogeneze. Tlumi zénéty a ovliviiuje
metastatické schopnosti rakovinnych bunék. Je aktivné ptesouvan i do jadra, a to pfedevsim
pfi depleci polyaminii a jeho zvySené expresi. Zde ma spolu s vazbou na ATP-dependentni

DNA helikasu IT represorové vlastnosti nékterych proteind.

Kli¢ovai slova: profilin, -thymosin, aktinova dynamika, profilaktin, jaderna lokalizace

profilinu, jaderna lokalizace B-thymosinu



Abstract

Actin dynamic regulators profilin and B-thymosin play a role in cell nucleus

In the submitted Bachelor thesis I have focused on two actin-sequestering proteins -
profilin and B-thymosin. These proteins bind to G-actin forming a 1:1 complex and influence
consequently actin dynamics. While B-thymosin inhibits the exchange of nucleotide on actin
monomer and acts as a G-actin buffer, profilin-binding facilitates nucleotide exchange and
holds a pool of G-actin in ATP-form. This ATP-G-actin is then brought to the barbed end of
actin filament. Despite competing for the same actin monomer, their resulting action is
cooperative and accelerates actin
polymerization signifficantly.

Profilin figures in three signaling pathways — tyrosin kinase-, Ras/G-protein- and Rac-
Rho GTPase-pathway. These pathways are important for actin dynamics, regular function of
which influences many cell processes (vesicular transport, cell dividing, stabilization of cortex
microfilaments). Recently, profilin was found in cell nucleus, acting in SMN proteins pre-
mRNA splicing interaction during the whole cell cycle. It regulates transcription by affecting
transcription factors. Profilin transmits signals from NMDA receptor to the cell nucleus and
plays a role in export of actin from the nuclear compartment.

3-thymosin has many physiological outcomes on the whole organism. As a glutamine
precursor, it facilitates wound healing by angiogenesis stimulation. It supresses inflammatory
reactions and affects metastatic abilities of carcinoma cells. It is dynamically transported into
the cell nucleus, especially when the polyamine depletion is in process or during its increased
expression. In the nucleus B-thymosin binds to ATP-dependent DNA helicase II, the resulting

complex having repressor activities of some proteins.

Keywords: profilin, B-thymosin, actin dynamics, profilactin, nuclear localization of profilin,

nuclear localization of B-thymosin
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1. Uvod

Aktin je znamy pfedevdim diky své funkci ve svalovych buiikdch, kde spolu
s myosinem tvofi kontraktilni aparat jako zakladni jednotku pro svalovy stah. To ov§em neni
jeho jedina funkce, kterou v buiice zastava. Tou hlavni je tvorba mikrofilamentarnich vldken
jako soucasti cytoskeletu. Jako cytoskeletalni struktura napomaha buitkdm v nejriiznéjSich
pochodech jako pohyb, transport vacki a signalizace. Tyto funkce jsou primarné umistény
v cytoplazmatickém prostoru.

Prvni zminky o jeho lokalizaci v jadfe jsou znamy jiz ze 70. a 80. let minulého stoleti
(napf. Clark a Meriam, 1977; Bremer et al., 1981; Peters et al., 1982; Nakayasu, Ueda,
1983). Odbornd vefejnost je zamitla jako kontaminaci jaderné frakce cytoplazmatickym
aktinem. Po pfelomu stoleti se zacal tento ndzor ménit (Bettinger et al., 2004; Pederson
a Aebi, 2002; Olave et al., 2002). Od stejné doby se fedi otdzka jaderné lokalizace aktin
vazebnych proteint.

Pro svou praci jsem si ztéto bohaté skupiny vybral dvé rodiny vazici aktinové
monomery - profiliny a f-thymosiny. Diky vazb& monomerniho aktinu a zdsadnimu ovlivnéni
aktinové dynamiky patfi mezi tzv. sekvestraini proteiny. Vybrané proteiny si béhem své
funkce zdsadné kompetuji ve vazb&é monomeru a zaroveii svou ¢innost doplituji.

Shrnul jsem dosud znamé informace o téchto zastupcich, jakozto zékladniho vychodiska
pro studium jejich funkce v jaderném prostoru, kterym jsem se vénoval podrobnéji vzhledem

k tomu, Ze jsou pro mne dilezité¢ do budoucna.
Jaderna lokalizace profilinu a B-thymosinu vyvolava mnoho otazek:

Vazi tyto proteiny v jadfe aktin, ¢i je jejich funkce zde upIn€ rozdilnd od funkce
v cytoplazmé?

Da se, vzhledem k jejich velmi dobie prostudované funkci v cytoplazmé, odvodit jejich vliv
na dynamiku aktinu i v buné¢ném jadie?

Jaci jsou jejich dal$i vazebni partnefi v jaderném prostoru?

V této reder$i jsem se snazil dopodrobna zmapovat funkce profilini a B-thymosint
vcytoplazmé a dale zjistit, daji-li se jejich zakladni mechanizmy aplikovat i na jaderny

prostor. Vzhledem k malo probadanému tématu jsem moc odpovédi na vy$e zminéné otazky




neziskal. Jde spie o naznaky celé problematiky, ktera je, jak se ukazuje, mnohdy spojend
s n€kterymi zavaznymi chorobami postihujimi lidstvo. Studium jaderné lokalizace a funkci
t&chto proteinti patfi do predmétii soutasného vyzkumu laboratofe Biologie jadra na Ustavu

molekularni genetiky AV CR pod vedenim prof. Pavla Hozaka.

2. Aktin a jeho dynamika

Aktin je globularni protein o velikosti téméf 42 kDa. Jeho struktura je vysoce
konzervovana a od fas k ¢lovéku se li§i pouze nepatrné. U &lovéka byly identifikovany
3 zékladni izoformy aktinu - a-aktin produkuji vyhradné svalové buiiky, B a y-aktin produkuji
vechny buriky.

Kazd4d molekula G-aktinu ma jedno misto pro vazbu a hydrolyzu ATP v podobé&
ATP-vazebné kapsy uprostied molekuly (actin fold), které tvofi spojovaci &lanek aktinu
s aktinu podobnymi proteiny (actin related proteins; ARP). Spravna konformace actin foldu
zavisi na pfitomnosti Mg?* jontd.

Aktin se vyskytuje ve dvou formach, mezi nimiz miZe volné pfechazet. Monomerni
forma jsou globularni bilkoviny aktinu (G-aktin). Polymerni forma vznikd nekovalentnim
spojenim jednotlivych molekul aktinu do tvaru vlakna (F-aktin - filamentarni forma).

Mikrofilamentum o tloustce 7 nm tvofi mnozstvi nekovalentnich interakci mezi
jednotlivymi molekulami aktinovych monomeri. Tyto monomery se piikladaji do dvou
vlaken, ktera jsou okolo sebe ovinuta. Jejich délka zavisi na fyziologickém stavu buriky
amuze dosahovat aZz nékolika mikrometri. PFi neménné délce vlakna, kdy dochazi ke
srovnatelné polymeraci na jednom jeho konci, jako je depolymerace na konci druhém, se
mluvi o tzv. filament treadmilingu.

Vzhledem k tomu, Ze molekula G-aktinu mé polarni orientaci, pfenasi se tato polarita
i na aktinové vlakno, kde rozeznavame dva konce. Konec, ke kterému mifi vazebné misto pro
ATP je tzv. minus konec (pointed end). Na ném dochazi k masivnéjsi depolymeraci diky
destabilizaci celé struktury pfitomnosti ADP po hydrolyze ATP. Druhy konec je tzv. plus
konec (barbed end). Zde dochazi k ¢astéj§imu ptikladani dalsich ATP-aktinovych monomeri
a tedy ristu vldkna.

Za vysokych koncentraci aktinu in vitro dochazi k samovolnému vzniku trimeru
G-aktinu jako iniciaéniho oCka pro polymeraci. Ta dale probihd samovolné bez nutnosti
dodani energie, kdy je snizeni koncentrace G-aktinu hnacim prvkem pro pfisun novych

monomeri (izoenergeticka teorie polymerace).




Polymerace za niz§iho obsahu in vivo vyzaduje iniciaéni ofko v podobg
aktin-vazebného proteinu jako naptiklad vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP;
vyskytuje se ve fokalnich adhezich), komplex Arp 2/3 (vétvi vldkna v uhlu okolo 70°),
a fimbrinu (spojuje filamentérni sit€). Polymerace za koncnetraci aktinu v burikach je rovnéz
umoznéna proteiny snizujicimi jeho kritickou koncentraci (pravé takova koncentrace, ktera je
nutnd pro jeho polymeraci). Tu nejvice ovliviiuje pfitomnost profilinu (PFN). Ten svym
pfipojenim blokuje misto vazby G-aktinu k minus konci vlakna. Komplex profilin-aktin
(profilaktin) zptisobuje pfednostni riist na plus konci mikrofilamenta. Po pfipojeni k F-aktinu
zpusobi konforma&ni zména oslabeni vazby a odpadnuti PFN.

Pfidani aktinovych podjednotek do vldkna po uréité dobé vyvola stépeni ATP a vznikne
ADP-F-aktin, ktery je mén€ stabilni. Hydrolyza nukleotidu vyvolava postupny rozpadu
mikrofilamenta. Odpadu monomeri (tim i stabilizaci vldkna) na minus konci brani
»cepickovaci protein“ (capping protein) tropomodulin. Naopak na plus konci znemozZiiuje
dal3i pfikladani novych molekul G-aktinu (tim brani rastu vlakna) CapZ, ktery zabrani jeho
pfistupnosti. Tyto proteiny spolu se stéthacimi proteiny gelsolinem cofilinem jsou zakladnimi
regulatory ristu a délky vlakna.

Toto vldkno je v pfipadé potfeby stabilizovano boénim pfilozenim dalSich
aktin-vazebného proteinu tropomyosinu. Takto stabilizované vlakno poté slouzi jako draha
pro presun nakladu motorovymi proteiny myosiny. (vypracovano na zaklad¢ ucebnice Albert

et al.)

3. Profilin

3.1. Zakladni informace

Profilin (PFN) je jednim z prvnich objevenych proteinii se schopnosti vazat aktinové
monomery. Prvné byl izolovén ze sleziny skotu (Carisson et al., 1976, Carlsson et al., 1977).
Jednd se o maly v3udypfitomny bazicky protein o molekularni hmotnosti 12-15 kDa spole¢ny
vSem organizmtm (Carlsson et al., 1977; Cooley et al., 1992; Meagher, 1991; Valenta et al.,
1991; Staiger et al., 1997), mezi néz patti dokonce i n€které viry (Machesky et al., 1994).
Plivodné se myslelo, Ze jeho zakladni funkci je pouze vazat G-aktin ve stechiometrickém
poméru 1:1 (Carisson et al., 1977), a tak udrZzovat jeho pool spolu s inhibici spontanni
polymerace do vldken ve vysoké koncentraci (Reichstein a Korn, 1979; Carlsson et al.,

1977).




Pozdé¢ji bylo objeveno, ze PFN dokaZze G-aktin uvolnit pfi stimulaci rdstu aktinovych
vlaken vyvolané zvy$enou koncentraci fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu (phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate; PIP;), a tim zna¢né zrychlit jeho polymeraci (Lassing a Linberg, 1985;
Gieselmann et al., 1995; Lambrecht et al., 1997). Jeho celkova koncentrace v burice v$ak
sama nedokéZe udrzet pomér mezi G-aktinem a F-aktinem. Proto je nutna spolupréace s dal§im
sekvestratnim proteinem f-thymosinem, ktery zaroveii funguje jako pufrovaci ¢&inidlo
G-atkinu (Southwick a Young, 1990).

Vazba PFN v komplexu PFN-aktin vyvoldva velmi zna¢né konformacni zmény
molekuly aktinu (Schutt et al., 1993) usnaditujicich vyménu navazaného nukleotidu (ATP za
ADP). PFN funguje jako nukleotid vyménny faktor (nucleotide exchange factor; NEF)
(Goldschmidt-Clermont et al., 1992). Vyjimkou jsou né€které rostlinné PFN, které tuto funkci
nezastdvaji, a je nahrazena zastupujicimi proteiny, nebo diky rychlej§i samovolné vyméné
neni nutna (Perelroizen et al., 1996).

Piesto, ze funkce a prostorova struktura je evolu¢né velmi konzervovana a prostupuje
viechny homology patfici do této rodiny, jejich primarni struktura se zna¢né li8i. Proto se
jednotlivi zastupci téZko srovnéavaji podle sekvence aminokyselin (AMK) (drasada et al.,
2007) (viz ptilohy Obrazek 1).

V zivocidné fi8i zname nejméné 4 izoformy profilinu, z nichz nékteré jsou druhové
a tkanove specifické (Machesky et al., 1990) - PFN 1 je produkovan ve v8ech tkanich, PFN II
je specializovana forma vyskytujici se v centralnim nervovém systému, PFN III je minoritni
dosud dopodrobna neprozkoumana forma a PFN IV je lokalizovan v mySich a lidskych
varlatech a spermiich. Navic alternativni sestfih nékterych znamych izoforem PFN vede ke
vzniku novych izoforem s odliSnymi vlastnostmi (Di Nardo et al., 2000, Lambrechts et al.,

2000). V rostlinach se jich vyskytuje mnohem vice (Arasada et al., 2007).

3.2. Struktura profilinu

Zakladni struktura PFN byla ziskdna pomoci rentgenové krystalografie (X-ray
crystallography) a za pomoci spektroskopie spojené s nuklearni magnetickou rezonanci
(NMR) piedevs§im na lidském PFN I v komplexu s p-aktinem, ¢i peptidem se sekvenci
poly-L-prolinti (PLP). Byla zjisténa struktura 7 B-listi z obou stran lemovanych 4 a-helixy
(Metzler et al., 1993; Schutt et al., 1993, Vinson et al., 1993; Mahoney et al., 1997, Mahoney
etal., 1999; Rozycki et al., 1994).

Vazebné misto pro aktin se nachazi mezi zbytky helixu 3, 4 a B-listy 4, 5 a 6. Naproti

tomuto mistu lezi PLP vazebny klastr $esti aromatickych aminokyselin (AMK) ohrani¢enych




C a N-koncovymi a-helixy (Metzler et al., 1993; Mahoney et al., 1999), ktery mize
interagovat se 3esti proliny v sérii (Metzler et al., 1994, Vinson et al., 1993, Bjorkegren et al.,
1993). Ob€ tato mista &astetné prekryvd misto pro vazbu PIP, (Mahoney et al., 1997;
Mahoney et al., 1999), jako zakladniho regulatoru (Lassing a Lindberg, 1985; Lambrechts
etal, 1997).

Molekuly aktinu v profilaktin zaujimaji tvar nepfetrzité pasky, ktera se podoba spise
oligomernimu aktinu, nez monomernimu. PFN je schopen vazat dvé molekuly aktinu v této
pasce na riznych mistech. Druh4 vazba je nejspie vyvolana pies PLP vazebny klastr. To
vede ke spekulacim, Ze kontakt druhé molekuly napomaha pfiblizovat G-aktin na plus konec
aktinového vlakna.

Na zaklad¢ porovnani struktur lidskych izoforem PFN (podobnost primarni struktury
62 %) rentgenovou krystalografii byly objeveny mirné rozdily ve vazebném misté pro aktin,
prolinovy motiv a PIP, (Nodelman et al., 1999). Ptesto tyto zmény nemaji vliv na schopnost
obou izoforem vazat G-aktin (Gieselmann et al., 1995, Lambrechts et al., 1995), ale ovliviiuji
vazbu PLP ¢i PIP; (Nodelman et al. 1999). Vlivem vSech rozdilii primarnich struktur se obé

izoformy lisi izoelektrickym bodem (Honoré et al., 1993).

3.3. Funkce profilinu v cytoplazmé

Zékladni funkci PFN je vazat molekuly G-aktinu. PFN ovliviiuje koncentraci
a dynamiku aktinu pomoci vymény ATP za ADP a pfivadénim ATP-G-aktin k rostoucimu
konci vlakna. PFi nizkych koncentracich dokaZze PFN aktinova vlakna stabilizovat (Rothkegel
et al., 1996). Spravna funkce aktinového cytoskeletu je esencialni pro Zivot (transport vacku)
a vyvoj organizmu (déleni bun€k). Diky pfitomnosti PLP a PIP, vazebného mista je PFN
spojovacim ¢lankem cytoskeletu a membrany ve tiech signalnich drahach — tyrosin kinasové,

Ras/G-proteinové a Rac-Rho GTPasové

3.3.1. Profilin a jeho vazebné schopnosti

Diky ptitomnosti PLP vazebného mista je PFN schopen vazat ligandy ovliviiujici kromé
dynamiky cytoskeletu i mnoho jinych buné&nych pochodii (vezikularni transport, signalizace,
propojeni jaderného transportu). I kdyZ existence PLP vazebného mista byla znama po
dlouhou dobu, nebyl do roku 1995 znam Zadny vazebny partner. Prvnim objevenym je VASP
(Reinhard et. al., 1995). VASP reguluje aktinovou polymeraci jako antagonista ¢epi¢kovaciho
proteinu (Krause et al., 2003) a sam polymeraci indukuje (Walders-Halberg et al., 2002).

Pocet vazebnych partnerd rapidné stoupal - proteiny spojené s aktinovou polymeraci, ¢i jeji




iniciaci, receptory pro jaderny export, reguldtory endocytézy, Rac a Rho efektorové molekuly
a nékteré predpokladané transkrip&ni faktory (viz pfilohy Tabulka 1) (Witke W., 2004).

Déle je velmi dilezita regulace ptfes PIP, vazebné misto, které vaze s riiznou afinitou
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate; PIP3) (Fedorov
et al., 1994). Vazba inhibuje vazbu pfes PLP a vznik profilaktinu. (PFN v rliznych bunéénych
pochodech dle Witke W., 2004 viz pfilohy Obrazek 3)

3.3.2. Profilin jako faktor vymény nukleotidii

Zména konformace G-aktinu béhem vazby PFN dokéze urychlit vyménu nukleotidu
vice nez 1000x (Mockrin a Korn, 1980; Goldschmidt-Clermont et al., 1992; Wolven et al.,
2000, Lu a Pollard, 2001). Udrzuje se tak pool G-aktinu ptedev§im v jeho ATP-nabité formé,
kterd je vhodné€jSim substratem pro B-thymosin (Goldschmidt-Clermont et al., 1992;
Pantaloni a Carlier, 1993). Vzhledem k tomu, Ze pro rychlou polymeraci je diky svym
vlastnostem vhodné&j§i nabity ATP-aktin, ktery polymeruje s vét3i ucinnosti (pfi o mnoho
niz8i kritické koncentraci oproti ADP-aktinu), ovliviiuje PFN zrychlenou polymeraci aktinu

i v dobg, kdy je vétSina aktinu v monomerni formé s ADP (napf. pfi masivni depolymeraci).

3.3.3. Profilin a aktinova dynamika in vitro

PFN ptivadi v komplexu potfebné jednotky ATP-G-aktinu na plus konec aktinového
vldkna. Snizuje tak jeho kritickou koncentraci az 1000x (Pring et al., 1992; Pantaloni
a Carlier, 1993; Carlier a Pantaloni, 1994; Holt a Koffer, 2001). Stimto poznatkem
kolidovala piivodni mys3lenka izoenergetického modelu polymerace (viz aktin a jeho
dynamika), protoze pro takto neptirozené chovéni je nutné dodavat energii (Pring et al.,
1992).

Efekt snizeni kritické koncentrace je jesté vice patrny za pfitomnosti thymosinu-p4,
ktery udrzuje zvySeny pool G-aktinu jako substrat PFN pro pfenos na rostouci konec vlakna
(Pantaloni a Carlier, 1993; Carlier a Pantaloni, 1997). Ukazuje to na spoluprici dvou
naprosto odlisnych proteinii vazicich G-aktin, které jsou si zaroveil i kompetenty o tentyz

aktinovy monomer (viz pfilohy Obrazek 2) (Sun et al., 1995).

3.3.4. Profilin je esenciélni pro Zivot

PFN se vyskytuje pfedev§im na mistech aktivni polymerace aktinového vldkna
(membranové vybézky, kontraktilni krouzek (Balasubramanian et al., 1994) a kortikalni
aktinova vlakna (Giuliano a Taylor, 1994)). Zde je ho nejvice potieba jako zprostiedkovatele
zasobnich molekul ATP-aktinu (Sohn a Goldschmidt-Clermont, 1994). Studium jeho vlivu se,

odehravalo sledovanim mutovanych organizmi. Mutace v genech kodujicich PFN mély ¢asto
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az fatalni nasledky pro dany organizmus ¢i jeho vyvoj, ktery je zavislych na spravné funkci
aktinovych struktur.

U Drosophily defekt genii pro PFN vedl béhem vyvoje k naruseni spravné morfogeneze
(Verheyen a Cooley, 1994). Podobné vysledky byly zji$tény i u jinych organizmi. Nedostatek
PFN byl pro dany organizmus ¢asto letalni jiz v n€kolika buné¢¢ném stadiu vyvoje (Casto 2 - 8
bun€k) (Witke et al., 2001). Dalsim pifikladem miZe byt zastaveni puceni kvasinky
Saccharomyces cerevisiae (Haarer et al., 1990).

U kvasinky Schizosaccharomyces pombe vedla zvy$ena exprese PFN k problémim
cytokineze, defektni buiiky nebyly s to formovat kontraktilni krouzek (Balasubramanian et
al, 1994). Vysoké koncentrace PFN vede k depolymeraci aktinovych vldken Zivoc¢iSnych
bun€k (Cao et al., 1992) a rostlinnych (Staiger et al., 1994), coz ma negativni vliv i pfi
formovani fragmoplastu b&hem déleni rostlinné burky (Valster et al, 1997). Vysoka
koncentrace profilaktinu vede ke vzniku novych vldken (Cao et al., 1992). Spravna funkce
PFN je esencidlni pro vyvoj, proto musi byt jeho koncentrace v zavislosti na koncentraci
aktinu fadné kontrolovana. Zvy$eni mnozstvi aktinu vedlo k samovolnému nartstu produkce
PFN a snizeni obsahu PFN mélo za nasledek mensi koncentraci aktinu (Magdolen et al.,
1993, Balasubramanian et al., 1994).

3.3.5. Profilin a vezikularni transport

Svou funkci zastava PFN i ve vezikularnim transportu a endocytdze nizich eukaryot
(Wolven et al., 2000; Pearson et al., 2003). V sav¢ich buiikich je na PFN [ zavisly
trans-Golgi transportni systém, protoze pfivadi dynamin 2 (Dong et al., 2000), nutny pro
odskrceni puciciho vacku. V neuronech PFN ¢asteéné reguluje endocytéozu a recyklaci
synaptickych vacka.

Na zakladé proteomické studie mys$iho mozku byla zjisténa pFitomnost klatrinu
a valosin-obsahujiciho proteinu (valosin-containing protein; VCP) vkomplexu sPFN
a dynaminu 1, synapsin a nck-asociovany proteinu 1 (nck-associated protein; Napl) s PFN II
(Witke et al., 1998). Synapsiny jsou zanofené do membrany sekretorického vacku a slouzi

k jeho kontaktu s cytoskeletem. Nap1 je adaptorova molekula v membrané vacku.

3.3.6. Profilin v synapsich
PFN v obou majoritnich izoformach hraje roli v neuronech, kde interaguje s proteiny
ovlivilujicimi jejich morfologii a propojeni cytoskeletu s receptory jak v presynaptickych tak

v postsynaptickych burikéach.




Profilin zde reaguje s gephyrinem a dal$imi ,scaffoldovymi“ proteiny drebrinem,
aczoninem a delphilinem. Gephyrin je komponent postsynaptické proteinové sité inhibi¢nich
synapsi spojujici membranu s cytoskeletem, zodpovédny za agregaci glycinovych receptort
a jejich propojeni s mikrotubuldrnim a mozna i aktinovym cytoskeletem (Mammoto et al.,
1998; Giesemann et al., 2003; Kneussel a Betz, 2000). Drebrin je aktin-vazebny protein
hrajici roli pfi morfologii dendritické struktury. Aczonin utvafi cytoskeletdlni vystuhu
presynaptickych bunék a jeho funkce je spojena s vezikularnim transportem neurotransmitert
(Witke W., 2004).

3.3.7. Signalizace spojena s polymeraci aktinu

Pfes relativné malou velikost (12-15 kDa a 124 - 154 AMK) ma PFN, diky své struktuie
zminéné vyse, schopnost vazat mnoho dalSich vazebnych partneri: PIP,, stejn€ jako proteiny
s PLP klastrem, ¢i pouze na prolin bohatou strukturou. Podoba se touto vlastnosti proteinim
obsahujicim SH3 doménu (Src homologni doména 3, ktera vaze nekatalytické <&asti
fosfolipasy a tyrosin kinas, ¢imZ umozZziiuje jejich propojeni do agregatii s jinymi efektory)
(Ren et al., 1993). Pfesto PFN nemd SH3 doménu, a oproti proteinim, které ji maji, je
schopen vazat oligoprolin (Bjorkegren et al., 1993, Metzler et al., 1994).

Schopnosti PFN jako jednoho =z hlavnich pfenase¢t signalu z membrany na
cytoskeletalni struktury jsou vyuZity ve tfech signalnich drahach — tyrosin kinasové,
Ras/G-proteinové a Rac-Rho GTPasové. Profilin jako spojovaci ¢lanek mnoha signalizaénich

pochodt je znazornén v pfilohach (viz ptilohy Obrazek 3).

3.3.7.1. Tyrosin-kinasova signalni draha

Tuto signalni drahu PFN umlCuje afinitni vazbou PIP, a PIP; (Fedorov et al., 1994)
a inhibici funkce PLC (fosfolipasa C; phospholipase C) pfes kontakt PLP vazebné oblasti.
Inhibice je pfi stimulaci ristovym faktorem zru$ena naslednou fosforylaci PLC, ktera zpisobi
konformaéni zmény PLC znemoziiujici vazbu PFN (Goldschmidt-Clermont et al., 1991). Pfi
vazb€ PIP, dochazi rovnéz k inhibici vzniku profilaktinu a k naslednému rychlému uvolnéni
navazaného G-aktinu z komplexu (Lassing a Lindberg, 1985; Fedorov et al., 1994;
Chaundhary et al., 1998).

3.3.7.2. Ras/G-protein signalni draha

Detailng€j3i funkce PFN v Ras/G-proteinové signalni draze neni zatim pfesné znidma,
pouze bylo zji§t€no, Ze spravné fungujici PFN je schopen nahradit defektni funkci
kvasinkového proteinu asociovaného s cyklasou Srv2p. Mutantni formy PFN se sniZzenou

afinitou PIP, byly méné Géinné (Vojtek et al., 1991, Haarer et al., 1993).
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3.3.7.3. Rac-Rho GTPasova signalni draha

Mnoho ligandii PFN jsou dobfe znamé Rac a Rho (malé signalni GTPasy) efektorové
molekuly. Neni dosud ziejmé, zda je vazba PFN s t¢mito malymi GTPasami zprostfedkovana
pfimo, ¢i nikoliv.

Kinasa ROCK (Rho-dependent coiled-coil kinase) byla objevena v komplexu s PFN II
(Witke et al., 1998). Jak se zda, je tato interakce diilezita pro riist neuritu, ktery je regulovany
ROCK (Da Silva et al., 2003).

Byly objeveny dal$i proteiny Rac signdlni drahy v komplexu s PFN II, jednim je Napl
a druhym POP-130 (partner of profilin) s neznamou funkci (Witke et al., 1998). Oba jsou
soucasti heterotetramerniho komplexu: WAVE1 (WASP family verprolin-homologous
protein), HSP-C300 (heat-shock protein), Napl a POP-130. GTP-Racl vaze POP-130,
zplisobi rozpad tetrametru, a tim aktivuje polymeraci aktinového vlakna na WAVE1 (Eden
etal, 2002).

Dalsi ligand PFN, tentokrat z rodiny Rho-GTPas, je my3i homolog genid diaphanous
(mDial, mDia2 a mDia3) z Drosophily. Jedna se o geny proteint z rodiny tzv. formind, které
maji schopnost vyvolat aktinovou polymeraci (Wallar a Alberts, 2003). Tyto proteiny
s autoinhibi¢ni schopnosti na N-konci vazebné domény pro GTPasu (GTPase binding domain;
GBD) jsou aktivovany pravé vazbou GTPasy RhoA, ¢imZ indukuji nukleaci aktinu (4/berts
A.S., 2002; Li a Higgs, 2003). Forminy obsahuji obsahujici 13 prolin bohatych usekt FH1
(formin homology), coz z nich déla ligandy PFN a tvofi s nim obrovské signdalni platformy
(Watanabe et al., 1997). Mozna dochazi k mobilizaci aktinu navazaného na PFN, a tim

k indukci polymerace aktinového vlakna (Li a Higgs, 2003).

3.4. Funkce profilinu v bunééném jadre

Pritomnost PFN v jadfe je jesté¢ diskutabiln€jsi nez jaderna lokalizace aktinu. Pfesto se
stale vice ukazuje, Ze jejich funkce jsou zde nezastupitelné a jsou buiikami vyuzité ve vSech
fazich buné¢ného cyklu.

Funkce PFN v jadfe se od cytoplazmatickych &asto li§i. Jejich objev byl spojen
s ndlezem novych proteint, které jsou, jak se zda, velmi dilezitymi regula¢nimi faktory
bunéénych fyziologickych procest (splicing mRNA, transkripce, jaderny export). Proto jsem
se jim vénoval detailnéji. Bylo by také zajimavé potvrdit ¢i vyvrétit, Ze funkce zndmé

z cytoplazmy jsou aplikovatelné na bunééné jadro.




3.4.1. Profilin v kolokalizaci se SMN

PFN byl lokalizovan se survival motor neuron proteinem (SMN). Vyskyt mutované
izoformy SMN I, kterA mad mimo jiné PLP klastr, je spojen s vyskytem spindlni svalové
dystrofie. SMN slouzi béhem recyklace tzv. malych jadernych ribonukleoproteini (small
nuclear ribonucleoproteins; snRNP - prostfednici interakce mRNA s proteiny spliceosomu)
a napomahaji spravnému slozeni spliceosomového komplexu (spliceosom). Jedna se tedy
o jeden ze zékladnich regulatort sestfihu pre-mRNA a transkripce.

Diky pfitomnosti PLP motivu je SMN I ligandem PFN. Afinita vazby je siln&j§i k PFN
I, ktery je pfedeviim neurdlni formou. Kolokalizace obou proteinii byla zaznamenana jak
v cytoplazmé (skladéani spliceosomu), tak v jadie, kde SMN I tvofi jaderné tecky v komplexu
s proteinem SIP-1 (SMN-interacting protein - recyklace snRNP). (Giesemann et al., 1999)

3.4.2. Profilin a jeho jaderna lokalizace béhem bunééného cyklu

Vroce 2003 Valster se svymi kolegy publikovali zmény v rozloZzeni PFN b&hem
bunééného cyklu bun€k z tyinek druhu Tradescantia virginiina. Pro vizualizaci vyuzivali
PFN znaleny S5-iodoacetoamido-fluoresceinem (IAF). Tato znacka na rozdil od jinych
neovliviiuje Zadnou ze zasadnich fyziologickych funkci PFN.

Bé&hem interfaze byl PFN takika rovnomérné roz§ifen po celé cytoplazmé a zacal se
velmi rychle akumulovat v buné¢ném jadie v podobé tecek. Toto rozloZeni se nijak neménilo
ani béhem proféze, kdy dochézi ke kondenzaci chromozomd.

Tésn¢ pfed rozpadem jaderného obalu se rozplynuly tecky PFN do homogenniho
znaCeni jaderného segmentu. Po rozpadu membrany byl uvolnén do cytoplazmy, kde doslo
k rovnomérné redistribuci do prostoru. Po znovuobnoveni jaderné membrany a dekondenzaci
chromozomil doslo opét k signifikantni zpétné akumulaci PFN do jaderného prostoru. Toto
napovidd skute¢né fyziologické vyznamnosti jaderné lokalizace PFN pfi bunéénych
pochodech. Béhem tvorby fragmoplastu se zdalo, Ze se PFN akumuluje do tohoto mista, to
ovSem nebylo nijak potvrzeno.

Stejnych vysledku doséahli i na dalSich modelech Physcomitrella patens, Phaseolus vulgarit,
Lilium longiflorum a Gibasis scheldiana, kde navic sledovali lokalizaci PFN v jaderném

kompartmentu pomoci imunodetekce v elektronovém mikroskopu. (Valster et al., 2003)
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3.4.3. Profilaktin jako substrat pro Exportin 6

Tato funkce prezentovana roku 2003 neni zcela spojend s funkci PFN v jadfe. Vzhledem
k tomu, Ze recyklace proteinii mezi jadernym a cytoplazmatickym prostorem je ¢asto prvkem
signalnich drah a uzce s jadernou funkci souvisi, je tento objev velmi cenny.

Stiiven se svymi kolegy objevili novy exportni protein patfici do rodiny transportnich
receptorll z importin B-superrodiny - exportin 6 (Exp6). Exportiny vazi proteiny v jaderném
prostoru pies jejich jaderny exportni signil (nuclear export signal; NES), a diky vazb¢
Ran-GTP jsou i s ,ndkladem™ exportovany skrz pory do cytoplazmy, kde se komplex po
hydrolyze GTP rozpadne.

Specifickymi ligandy Exp6 jsou pfedev§im zastupci aktin-vazebnych proteini mDia,
Mena (mouse homolog of Drosophila enabled), VASP, PFN a aktin. Pfi detailné&j$im
zkoumani profilaktinu zjistili, Zze Exp6 vaZe B-aktin v jeho G-formg&. Jak se zdd, zmény
konformace vyvolané vazbou PFN vedou k zesileni specificity vazby Exp6.

Bez regulace pomoci Ran-GTPas se za¢ina aktin hromadit v jadfe, kde polymeruje do
vlaken, ktera probihaji celym kompartmentem, nebo dokonce tvofi parakrystalické struktury
podobné strukturam po inkubaci bunék ve vysoké koncentraci dimethylsulfoxidu (DMSO)
(Osborn a Weber, 1980, Sanger et al., 1980).

Pro nezbytny export aktinu z jadra do cytoplazmy jsou vSechny izoformy PFN
vhodnym prostiednikem, ktery diky své velikosti (14 kDa) miiZe prostupovat do jadra pouhou
difuzi. Aktin, ¢i dokonce profilaktin, musi byt specificky odstrafiovan do cytoplazmatického
prostoru, protoze pro molekuly o velikosti pfes 40 kDa neni tento proces prakticky mozny.

Stiiven s kolektivem tim vyvrétili piivodni pfedpoklad exportu aktinu, at’ uz v komplexu
s PFN, ¢i samotného, exporterem CRM1 (Wada et al., 1998). Buiiky s nefunkénim Exp6
vykazovali stejnou morfologii jako pfi $patné regulaci. Tim bylo potvrzeno, Ze pro profilaktin
je Exp6 nezbytné nutny.

O exportu dalsich aktin-vazebnych proteinii zatim vice zndmo neni, i kdyZ byl sestaven
funkéni komplex VASP-PFN-aktin-Exp6-RanGTP, kde je vyuZito vazebné schopnosti PFN
pfes PLP motiv na proteinu VASP. PFN zde nejspiSe tvofi spojovaci ¢&lanek
a zprostiedkovatele pro vazbu dalSich aktin-vazebnych proteinii. MoZna se touto vysoce

konzervovanou exportni drahou Exp6 odstraiuji i dalsi proteiny. (Stiiven et al., 2003)

3.4.4. Profilin I jako moZny regulator pre-mRNA sestfihu
Skare se spolupracovniky potvrdili dfivéj$i studii Giesemannova tymu kolokalizace
PFN I se SMN. Narazili na izkou kolokalizaci PFN I v jadfe se snRNP proteiny, které zde
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tvofi jaderné teCky (speckles), a Cajalovymi télisky (Cajal bodies; CB - misty aktivni
transkripce), které téz obsahuji pravé zminény SMN.

Inhibice transkripce aktinomycinem D vedla k rozdilnému chovani PFN I v obou
strukturach. Kolokalizace PFN I s tetkami nebyla nijak narusena, coz vedlo k zavéru, Ze je
PFN t&$n€¢ funk&né vazadn na oblasti obsahujici snRNP, potfebné pro spravnou funkci
spliceosomu (Will a Liihrmann, 2001).

CB se b&hem vystaveni aktinomycinu D pfesunuly do blizkosti, ¢i dokonce do
samotného vnitiniho prostoru jadérka. To oviem nevedlo k sou¢asnému piesunuti PFN. Takto
ovlivnéna CB nikdy nevykazovala jeho pfitomnost. PFN byl nalezen vzdy pouze v blizkosti
jadernych te¢ek, coZz znamena, Ze aktinomycin D ziejmé& naru$i sloZzeni CB, a tim pterusi
vazby s PFN.

Diky pokusim s protilaitkami bylo dokazano, ze spravné fungujici PFN je nutny pro
stavbu spliceosomu. PFi zakryti jeho povrchu se snizi splicing, daldi volny PFN ji zcela
obnovi. Povrch PFN je potfebny pro spojeni spliceosomu se substratem. Pokud je volné
pFistupny (napf. pouze zakryti C-konce, vazba G-aktinu), splicing neni ovlivnén.

Tato skupina objevila, ze konstrukt GFP-PFN s vazbou na N-konci neni schopen
importu do jadra pfes to, Ze vykazoval normalni cytoplazmatické rozloZeni. Ziejmé tak
objevili jednu z podob jaderné lokaliza¢ni sekvence NLS (nuclear localizing sequence) na

N-konci molekuly. Mozna doslo pouze k omezeni difuze diky ptivazku. (Skare et al., 2003)

3.4.5. Profilin jako moZny regulator transkripce
V roce 2004 byl objeven novy protein p42POP

AMK, ma 41,890 kDa a ve své struktufe skryva dvé NLS a C-koncovou NES. Zaradili ho do

vazici PFN v mysi tkani. Je tvofen 393

rodiny Myb transkripénich faktorti pfes to, Ze obsahuje pouze jednu DNA-Myb vazebnou
doménu nasledovanou aktivaéni kyselou doménou (ostatni Myb proteiny maji dv¢).

Tento protein ma pomérné silnou represorovou schopnost celkové transkripce buriky.
Jednim zregulatori této represe je jeho schopnost tvofit dimery, protoze DNA vaze
pfedevsim ve formé monomeru.

Pfitomnost 3 poly-prolin bohatych usekd (z nichz jeden patfi do skupiny
SH3 - vazebnych modull) z néj déla dalSiho jaderného vazebného partnera PFNI a Ila.
Komplex PFN-p42° OP Zznemoziiuje vazbu tohoto transkrip&niho faktoru k DNA a jeho stavba

je druhym regulaénim krokem represorovych vlastnosti p42F°F. (Lederer et al., 2004)
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3.4.6. Profilin reverzibilné€ vstupuje do jadra jako odpovéd’ na signal
Dynamika aktinového cytoskeletu ovlivnéna pomoci PFN ma zasadni dopad na vSechny

buriky, v&etn€¢ nervovych, jejichz zakladni pochody jsou s velmi rychlou reorganizaci
mikrofilamentarniho cytoskeletu spojeny. Mezi jedny z nejdilezitéj$ich reakci, spojenych se
schopnosti u€it se a s paméti, patfi odpovéd’ na signdl N-methyl-D-aspartatového (NMDA)
receptoru. Dochézi k redistribuci aktinu do synaptickych dendritickych vyb&zki, kde je
zaroven cela struktura zesilena a stabilizovana. Tato stabilizace je spojena se zvy$enou
pfitomnosti PFN v téchto mistech (4ckermann a Matus, 2003).

Redistribuce PFN neni po stimulaci soustfedéna pouze do dendritickych vybé&zka
(Fischer et al., 1998; Dunaevsky et al., 1999; Ackermann a Matus, 2003), ale spole¢né s ni
dochazi k jeho akumulaci do jadra hypokampélnich neuronii my$i. Jednalo se piredné
o neurélni izoformu PFN II.

PFN (alespoii PFN II) je komplexnim spojovacim ¢lankem mezi reakci cytoskeletu
apfenosem signdlu do jadra po stimulaci NMDA receptoru, piesto akumulace
cytoplazmatického PFN II do jadra neni nijak spojena s redistribuci aktinu, ktery se pfi této
reakci do jadra nepfesunuje, ale je nutny pro zpétny export PFN ven do cytoplazmy.

Pomoci GFP-zna¢enych molekul na C-konci bylo zjisténo, Ze se po stimulaci NMDA
receptoru nejednd o nadhodnou kumulaci PFN v jadrech pouhou difuzi. Spide ho do jader
cilen¢ importuje neznamy mechanizmus. Tato reakce je velmi rychla, reverzibilni a zavisla na

ptitomnosti Ca®*. Po odezn&ni signalu PFN selektivng exportuje Exp6. (Birbach et al., 2006)

4. p-Thymosin

4.1. Zakladni informace

Do rodiny B-Thymosinii (BT) patfi nejmensi (5 kDa; 41 - 43 AMK) a nejhojnéjsi
proteiny vazici aktinové monomery v nesvalovych buikach (Pantaloni a Carlier, 1993;
Nachmias VT, 1993, Safer a Nachmias, 1994), které se vyskytuji ve vSech obratlovcich
i bezobratlych (Low et al., 1981; Huff et al, 2001), nikdy nebyly zaznamenany u niz$ich
eukaryot.

Thymosiny byly izolovany jako frakce hormonii brzliku (Goldstein et al., 1972)
a nasledné rozdéleny podle izoelektrického bodu na rodiny a-thymosind (pH<S5), f-thymosint
(pH S - 7) a y-thymosini (pH>7). Prvni objeveny zastupce rodiny BT, thymosin-f1, byl
klasifikovan jako zbytkovy fragment ubiquitinu bez glycinii na C-konci (Schlesinger et al.,
1975). Dalsi objevené izoformy, thymosin-p2 a B3, nebyly zatim studovany. Nejhojné&jsi
zastupce rodiny BT, thymosin-p4 (TP4) (Low a Goldstein, 1982), je hlavnim proteinem
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vazicim G-aktin v pomé&ru 1:1 v krevnich desti¢kach, ¢imz inhibuje jeho polymeraci (Safer
et al., 1990; Safer et al., 1991).

Tento polypeptid aktivuje diferenciaci T-lymfocytd (Low et al., 1981), ma fyziologicky
vliv na hypotalamus a hypofyzu (Rebar et al., 1981) a dokéZe inhibovat migraci makrofagi
(Weller et al., 1988). Homology TP4 z jinych organizmi maji schopnost vazat G-aktin
a mimo jiné dokazi stimulovat migraci lidskych endotelidlnich bunék v pupeéni $iitite (Grant
etal., 1995; Malinda et al., 1997).

Daldi Casté tkariové a vyvojové specifické izoformy, jako napfiklad thymosin-f10
a thymosin-f9, jsou homologni dominantni formé& (Border et al., 1993). Spolu s daldimi
vykazuji schopnost vazby G-aktinu a maji podobné funkce jako T4 (Yamamoto et al., 1992,
Hannappel a Wartenberg, 1993; Yu et al., 1993; Heintz et al., 1993, Jean et al., 1994).
Samoziejmé¢ n€které drobné rozdily zjisténé in vitro mohou mit za nasledek rozdily in vivo
(Jean et al., 1994). Nejzasadnéjsi je bodova mutace serinu ve vazebném misté za alanin, coz

vede k pétinasobnému zesileni afinity ke G-aktinu (Huff et al., 1995).

4.2. Struktura p-thymosinu

Pfes prvni problémy zjistit spravnou strukturu proteinu pomoci rentgenové
krystalografie byla pomoci jinych metod (NMR, mutageneze) objevena aktin-vazebna
sekvence LKKTETQEK spole¢na viem B-thymosinim (Safer et al., 1991, Safer a Nachmias,
1994). Tato sekvence je homologni velmi dobfe znamé aktin-vazebné sekvenci actobindinu
z Acanthamoeby (Vancompernolle et al., 1992; Huff et al., 1995; Huff et al., 1997; Van Troys
etal., 1996).

Pro spravnou silu vazby tento spoleény motiv nestati a je nutny je$té spravny
Lupstream“ segment polarnich AMK (Jean et al., 1994; Vancompernolle et al., 1992;
Hannappel a Wartenberg, 1993). NMR studie odhalily, ze TB4 neni schopny ve vodnych
roztocich zaujmout spravnou konformaci pfi teploté 37 °C i pfes to, ze N-koncovy usek mezi
AMK 5 - 16 je schopen zaujmout strukturu a-helixu jiz pfi teplotach pod 14 °C (Czisch et al.,
1993). Vznikla proto hypotéza, Ze vazba aktinu na TP4 stabilizuje celou strukturu a-helixu na
N-konci pti 37 °C, kdy je interakce nejsiln€jsi. Tato stabilizace byla potvrzena pfes mutace
v a-helixovém useku, které ztratily schopnost vazby G-aktinu (Simenel et al., 2000). T4 vaze
N a C-koncové sekvence G-aktinu (Heintz et al., 1993; Goldschmidt-Clermont et al, 1992;
Safer a Nachmias, 1994). Potvrzuji to vSechny studie, pfesto se stile ¢eka na upiné

prozkoumani celého komplexu Tp4-aktin pomoci rentgenové krystalografie.
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4.3. Funkce B-thymosinu v cytoplazmé

B-thymosiny vazi G-aktin, ¢imZ znemoziiuji vyménu nukleotidu a polymeraci do
vlaken. Funguji pfedev§im jako aktin monomerové ,,pufry.* Ovliviiuji dynamiku
mikrofilamentéarnich struktur a u¢astni se n€kolika fyziologickych reakci organizmu (lé¢eni

ran, krvetvorba a rakovina).

4.3.1. Thymosiny jako aktinové pufry

Afinita TP4 k molekule ATP-aktinu odpovidd kritické koncentraci polymerace
ATP-aktinu na minus konci aktinového vldkna a je 50x vy33i nez k ADP-aktinu, coZ z néj
déla idealni ,,monomerovy puftr* (Yu et al., 1993; Weber et al., 1992, Carlier et al., 1993). Na
stimulaci ristu vldkna a na vyvolanou zménu koncentrace ATP-aktinu dokaze reagovat
dostatezné rychle (2 s™) na to, aby dokazal uvolnit postatujici mnoZstvi nabitého G-aktinu
(Jean et al., 1994). Jeho funkce neni pfimo zavisla na druhych poslech jako je napfiklad Ca**
a polyfosfoinositidy. Jde tedy spiSe o pasivni reakci na odkryti plus konce vlakna
regulovaného druhym poslem (Yu et al., 1993).

Pufrovaci funkce BT je kontrolovana, protoZe ani jejich mirné zvySena produkce nevede
k zesileni depolymerace aktinovych vlaken (Safer a Nachmias, 1994). V3echno ukazuje na to,
Ze ptitomnost BT je regulovana i prostorové, jelikoZ je tento protein ve zvy3ené mife
zastoupen pfedev3im v mistech, kde je nutna vysokéa koncentrace G-aktinu (Yu et al., 1994).
Vroce 1996 bylo zjidténo, Ze se tento protein pfi vysoké koncentraci dokaze vazat na
aktinové vlakno z boku, nebo miiZze byt dokonce v komplexu s aktinem do vldkna zabudovan
(Carlier et al., 1996, Sun et al., 1996).

4.3.2. Thymosiny a aktinova dynamika

Zakladni regula¢ni funkce dynamiky aktinového cytoskeletu BT je zaloZena predevsim
na kompetenci o tutéZ molekulu G-aktinu s PFN, ktera udrzuje jeho celkovy pool. Komplex
PT-aktin vede k inhibici vymény nukleotidu na molekule monomeru (Goldschmidt-Clermont
et al., 1992). Oba proteiny spolu piesto dokazi spolupracovat (viz pfilohy Obrazek 2), coz
mnohonasobné zvySuje rychlost aktinové polymerace (Carlier a Pantaloni, 1994, Pantaloni
a Carlier, 1993).

Zvysena koncentrace aktinovych monomerd je udrzena téz preferenci ATP-aktinu
oproti ADP-aktinu (Carlier et al., 1993). Komplex Tp4-aktin nepolymeruje na rostoucim
konci aktinovych filament (Weber et al., 1992; Yu et al., 1993). Oproti PFN nema Tp4
schopnost vazat komplex DNAsa I-aktin (Safer a Nachmias, 1994), coZ je nejspiSe zptisobeno

velikosti molekuly TP4, ktera se diky tomu muize vazat na G-aktin z obou stran. Nebo
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komplex TP4-aktin zpiisobuje takovou konforma&ni zménu, kterd znemozni vazbu DNAsy I
(Czisch et al., 1993, Yuetal., 1993).

Vliv Tp4 se méné projevuje u stabilnéjSich mikrofilamentarnich struktur (napf.
kortikalni mikrofilamenta) neZ u stresovych vlaken, ktera jsou pfipravena na rychlou odpovéd’
po stimulaci. Kortikalni vlakna musi byt je§t€ stabilizovana proteiny na svém povrchu, &i
pfidavnym stabilizujicim prvkem, ktery tato vlakna udrzuje. K jejich depolymeraci také
dochazi, i kdyZz méné. Buitka ma totiZ potfebu neustale udrzovat pool G-aktinu (pfedev§im na

ikor snizené stability stresovych vlaken) pro mozné budouci pouziti.

4.3.3. Vliv oxidativnich modifikaci na schopnosti thymosint

Na funkci TP4 maji zasadni vliv i rizné modifikace, mezi néz patfi sulfonace metioninu
na pozici 6, ktera dokdze béhem polymerace aktinu zvysit disociaéni konstantu komplexu
TP4-aktin asi 20x (Jean et al., 1994, Huff et al., 1995; Huff et al., 1997). Za normélnich
podminek bez indukce polymerace nema modifikace zadny vliv (Heintz et al., 1994). Tp4 ve
formé sulfoxidu inhibuje vznik zdnétu a funguje pfi chemotaxi neutrofilti (Young et al., 1999).

Tato modifikace je velmi Castd, protoZe vétSina bunék béhem svého metabolismu
produkuje reaktivni H,O,, ktery TP4 velmi rychle oxiduje, ¢imZ celkové klesa afinita
ke G-aktinu (Huff et al., 1997). Vznikaji spekulace, ze je proces oxidace a zpétné redukce Tp4
metionin sulfid reduktasou jednim z mechanizmt udrzujicich spravny pomér mezi bun&énym

F a G-aktinem.

4.3.4. Proteolytické modifikace thymosinu

Nize zminéné informace dokazujici vysokou labilitu thymosinii se daji svym obsahem
rovnéz zaradit do kapitoly o jejich strukture, pfesto jsem se rozhodl zafadit je sem, pro jejich
uzkou spojitost s jejich funkci.

Odstépeni prvnich 6 - 12 AMK ma za nasledek zvySeni disociace komplexu stejné jako
sulfonace metioninu zminéna vySe. Oproti tomu odsté€peni prvnich 23 - 26 AMK vede
k absolutni ztrat¢ schopnosti vazat G-aktin (Huff et al., 1995; Vancompernolle et al., 1992).
Z toho vyplyva, ze dulezité pro vazbu G-aktinu jsou predev§im AMK mezi 13. - 23. pozici.
AMK do pozice 7 jsou zodpovédné za inhibici polymerace vyvolané vysokou koncentraci soli
(Huff et al., 1995; Vancompernolle et al., 1992).

Dalsi proteolytické pokusy dokonce ukazaly, ze thymosin-B8 byl pouze artefaktem
vzniklym b&hem preparace z extraktu a jednalo se o ¢aste¢né degradovany thymosin-f39
(Hannappel et al., 1982). Na jiné artefakty vznikajici béhem studia poukazaly pokusy s mysi
slezinou. Jedna se pfedevsim o TPs*® a thymosin-pl0 (Ruggieri et al., 1983), které jsou
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v piivodnich pracich degradovany na mensi zbytky (Huff et al., 1997). Nepatrna zména Lys16
za Ala ma sice maly vliv na afinitu ke G-aktinu, pfesto se jedna o signifikantni destabilizaci
komplexu (Huff et al., 1997).

Dalsi poznatky prezentoval Eadie se svym kolektivem. Proteolytické zmény na C-konci
BT mély za nasledek ovlivnéni vazebnosti G-aktinu (Eadie et al, 2000). Potvrdilo to

pfitomnost vazebného mista pro aktin leziciho pfes oba konce molekuly.

4.3.5. Thymosiny a rakovina

V roce 1991 bylo zjisténo, Ze nékteré druhy rakovinnych bujeni se mimo jiné vyznaluji
zménou exprese PB-thymosini. Ve viech prozkoumanych rakovinnych buiikach byla zvysena
produkce BT, kterd signifikantné ovliviiovala jejich metastatické schopnosti. Nalezené
metastaze mély produkci 2,5% vys§i oproti normalu (Clark et al., 2000).

TB10 byl objeven ve zvy$ené mife v karcinomu ledvin (Hall AK, 1991), melanomovych
butikdch (Weterman et al., 1993, van-Groningen et al., 1996) a butikach lidské rakoviny prsu
(Verghese-Nikolakaki et al., 1996). Pozdé&ji byl potvrzen zvySeny vyskyt TB10 v mnohych
lidskych karcinomech (napf. rakovina tlustého stieva, vaje¢nikii, délohy) (Santelli et al.,
1999). Zména exprese TP4 byla dana do souvislosti se schopnosti nadoru tvofit metastaze
(zvy$ena exprese vedla k metastazim, snizena naopak) (Yamamoto et al., 1993).

Studium vazby exprese thymosinid a rakoviny vedlo k objevu nového zastupce rodiny,
thymosinu-p15, ktery se vyskytuje v karcinomu prostaty u krys (Bao et al., 1996) a jevi se
jako dobry ukazatel metastatickych schopnosti rakoviny prostaty i u ¢lovéka (Chakravatri et
al., 2000).

4.3.6. Thymosiny jako fyziologicky reguléator

Béhem poslednich let bylo zjisténo, ze se TP4 zapojuje do mnoha fyziologicky
dilezitych pochodii jako angiogeneze (Grant et al., 1995; Malinda et al., 1997), lé€eni ran
a apoptdza (Huff et al., 2000).

Pfidani TP4 méa za nasledek vznik formace podobné kapilaram v bunécné kultuie
endotelidlnich bunék (Grant et al., 1995). Pozdé€ji to potvrdila prace studujici TP4 jako
chemoatraktant vzniku novych cév v mistech zranéni (Malinda et al., 1997). Toto by
souhlasilo stim, ze TP4 je substratem pro transglutaminasu a tedy glutaminovym
prekurzorem pro vznik faktoru Xllla, ktery je produkovan aktivovanymi krevnimi destickami
(Hannappel a van Kampen, 1987).

Mimo to TP4 zpracovava prolyl endopeptidasa, ktera z né€j produkuje tetrapeptid

acSDKP (Grillon et al., 1990) inhibujici vstup hematopoetickych pluripotentnich bunék do
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S-faze bunééného cyklu (Lenfant et al., 1989; Aidoudi, 1996). AcSDKP je tedy regulitorem
hematopoézy (krvetvorby).

4.4. Funkce B-thymosinu v bunééném jadre

Stejné jako PFN byly B-thymosiny postupn& objevovany v jadfe. Jako prvni v roce 1990
s nidlezem TP4 v jadie prisli Watts se svym tymem, ktefi studovali jadernou lokalizaci
prothymosin-a a parathymosinu. Zjistili, Ze pfi pouZiti radioaktivné znaceného TP4 dochézi
k jeho samovolné akumulaci v jadfe oocytd Xenopus laevis, ale kvili jeho velikosti 5 kDa

a nedokazané pritomnosti NLS byl tento jev pfipisovan prosté difuzi (Watts et al., 1990).

4.4.1. Thymosin-p4 v jadre pti depleci polyamini

V roce 1999 prezentovala Shirley A. McCormack se svym tymem nové objevy jaderné
lokalizace TP4. Pro studium vyuzili migrujici buiiky, u kterych studovali vliv
a-difluoromethylornithinu (DFMO), jakoZto inhibitoru ornitin dekarboxylasy nutné pro
udrzeni spravné koncentrace polyaminl, a epidermélniho rtstového faktoru (epidermal
growth factor; EGF). Reakce na tento faktor je zavisla pravé na koncentraci polyamint.

Vystaveni DFMO mélo za nasledek rozpad vnitfnich stresovych vldken a nahromadéni
G-aktinu do prostoru lamelopodii spojenych se vznikem velmi silnych F-aktinovych formaci
pod membranou a kolem jaderného prostoru. Béhem reakce na EGF doslo ke snizeni G-aktinu
v mistech lamelopodii a vzniklé struktury jesté zesilily. Pokud byl pfidan nahradni zdroj
polyaminii putrescin (PUT; 1,4-diaminobutan), doslo k ¢aste¢né obnoveé celého systému.

Zajimavéjsi byl vliv deplece prolaminii na rozlozeni TP4 slouziciho jako pufr
vypotfebovavaného G-aktinu. Pivodné byl TP4 lokalizovan v celé cytoplazmé, kde tvofil
teCkovité utvary kolem F-aktinu v blizkosti jadra. Jaderna lokalizace vSak nebyla pozorovana.

Po plisobeni DFMO a vypotifebovani polyaminii doSlo k husté lokalizaci TB4 do
jaderného prostoru a jeho minimalnimu vyskytu v cytoplazmé. Jakmile byly buriky vystaveny
EGF, nedostavila se téméf zddna zména. Po obnoveni hladiny polyaminii pomoci PUT doslo
opét k navratu TP4 do cytoplazmatického prostoru.

Toto podivné chovani TB4 v reakci na snizenou koncentraci bunéénych polyamint neni
dosud objasnéné, naznafuje existenci systému ochranné ¢i signdlni reakce na zménu

koncentrace polyaminti v cytoplazmé. (McCormack et al., 1999)
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4.4.2. Overexprese thymosinu-p4 vede k jaderné lokalizaci

Jak jiz bylo zminé€no, zvy$ena produkce BT €asto doprovazi rakovinné bujeni nékterych
bunék. V roce 2003 pfisel Cha se svym tymem s novymi poznatky. Pro svou praci pouzivali
buriky B16-F10, které byly ziskany z metastazujicich plicnich nadort.

Do téchto bunék aplikovali virovou nakazou vektor produkujici TP4 ve zvySené
koncentraci. Jak oCekavali, metastaze se tvofily ¢asté&ji. Rovnéz byla objevena lokalizace Tp4
v jaderném kompartmentu.

Pokud buiiky produkovaly TP4 v normélnich hladinach, vyskytoval se piedevsim
v cytoplazmé, nikoli v jadfe. Jakmile zacaly produkovat vyssi koncentrace tohoto proteinu,
zacal se velmi rychle hromadit v buné¢ném jadfe, coz bylo nasledovano zvySenou schopnosti
tvofit metastaze.

Potvrdili pfedchozi objevy ohledn¢ zvySené produkce Tp4, ktery, jak se zd4, dokaze
ovlivnit jadernou transkripci. Ta potom zvys$i schopnost rakovinnych bunék tvofit metastaze.

(Cha et al., 2003)

4.4.3. Thymosin-B4 v jadru rakovinnych bun¢k MCF-7

V roce 2004 zverejnil Huff se svymi spolupracovniky objev jaderné lokalizace u linie
rakovinnych bunék MCF-7 z lidského karcinomu prsu. Vychazeli z dfivéjSich poznatki, Ze
vazba znac¢ky na dva jeho glutaminové zbytky ze tii nema vliv na sekvestraéni aktivitu Tp4
(Huff et al., 1999).

TP4 oznageny fluorescen¢ni sondou zavedli mikroinjektazi do bun¢k. Po kratké dobe
zacal TP4 zaujimat své cytoplazmatické rozlozeni s akumulovanymi te¢kami v tésné blizkosti
mikrofilamentarnich struktur. Po hodiné se v3ak zacal TP4 hromadit v jadrech bunék. Tyto
vysledky potvrdili i na dalSich bunéénych liniich, které nebyly pouze rakovinného pivodu.

Vliv mélo i okoli dané bunky. Hromadéni TP4 do jader bylo mnohem vyrazngjsi
u bunék, které se vyskytovaly osamocené. Zarovei nepozorovali zvySenou koncentraci T4
v mistech styku mezi burikami v buné¢nych konglomeratech.

Pro vyvraceni dosud stavajiciho ndzoru §ifeni proteinu pouhou difuzi pouzili buriky
oSetfené digitoninem. Ten permeabilizuje cytoplazmatické membrany bez naruseni jadernych
membran. Vyliti solubilnich proteinii vedlo k zastaveni akumulace TP4 v jadrech, coz
naznaCuje existenci aktivniho importu do jader spojeného se solubilnim importnim
mechanizmem. To bylo pro tak maly protein velmi pfekvapivé zjisténi.

Potvrzoval to i objev sekvence bohaté na lysiny (“*KSKLKK') podobné NLS,

piekryvajici vazebné misto pro aktin na N-konci molekuly. Jeji nutnost k transportu potvrdili
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proteolytickym $t€penim, kdy do jadra vstupovala pouze N-koncova ¢ést s touto doménou.
Dokézali téz, ze do jadra nemiZe diky nedostupnosti této sekvence vstupovat komplex
TP4-aktin. (Huff et al., 2004)

4.4.4. Ku80 jako receptor pro thymosin-f34

V roce 2007 Bednarek se svym tymem objevili vazbu T4 s Ku80 podjednotkou ATP
dependentni helikasy I1. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o novy objev, kdy Tp4 nabyvéa novych
schopnosti, neni tento mechanizmus jesté prostudovéan do detaili.

Pro svou praci tentokrat pouzili konstrukt Tp4-GFP v lidskych endotelidlnich burikach.
Vazba GFP byla zvolena na C-konci, kde nebyly dosud zjistény zadné stézejni fyziologické
funkce Tp4.

Tp4 byl piitomen vcelém prostoru cytoplazmy s typickym teckovanym rastrem
v blizkosti mikrofilament. Toto kumulovani bylo zesileno pfedev§im v mistech kontaktu dvou
bunék, kde byla i vys$si koncentrace filamentarnich struktur.

Znaceni cytoplazmy bylo doprovazeno bodovym zna¢enim celého prostoru jadra, kromé
tésné blizkosti a vnitfniho prostoru jadérek. Bodové mutace v NLS sekvenci zplisobily rapidni
pokles koncentrace TP4 v jaderném prostoru, coz vedlo ke zvySeni exprese proteinu PAI-1
(plasminogen activator inhibitor).

Pii hledani pfiCiny zvySené exprese nasli v jaderném extraktu vazebného partnera Tp4,
protein o velikosti 80 kDa. Jedna se o Ku80 podjednotku ATP-dependentni DNA-helikasy 1II,
ktera je motorovym proteinem rozmotavajicim DNA.

Pomoci mutageneze zjistili kontakt T4 s C-koncovou doménou této podjednotky. Pritomnost
komplexu TP4-Ku80 vede ke snizeni exprese proteinu PAI-1, ¢i jejimu udrZeni na
standardni hladin€. Samotna podjednotka Ku80 zvysi jeho expresi. Toto dohromady

vedlo k zavéru, ze komplex TP4-Ku08 ma represorovou funkci exprese proteinu PAI-1.
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S. Zavér

Lokalizace aktinu v jadfe je dodnes velmi diskutabilnim tématem. Nové objevy ovSem
stale vice jeho jadernou lokalizaci dokazuji spolu s jeho potfebou v mnoha fyziologickych
procesech jako napfiklad transkripce, mRNA processing, transport molekul a ucast na dosud
ne upln¢ prokazaném nukleoskeletu. Pfitomnost aktinu v jadfe sméfuje zajem studia i na jeho
vazebné partnery, tzv. aktin-vazebné proteiny - specialni skupinou jsou sekvestraéni proteiny
profilin a B-thymosin. Cytoplazmatické funkce obou jsou docela detailné probadané a maji
spojitost s regulaci aktinové dynamiky. Pravé proto se nyné€jsi vyzkum soustfed’uje na
jadernou lokalizaci profilinu a B-thymosinu. Jak se ukazuje, nemaji pouze schopnost
ovliviiovat dynamiku mikrofilamentarniho cytoskeletu. Jejich funkce je zarover
nenahraditelnd co se celkového metabolismu a Zivotaschopnosti buiiky tyce. Studovani
profilinu a B-thymosinu v jaderném prostoru vedlo k objevu novych proteini, které maji
zasadni vliv na transkripci, sestfih pre-mRNA, bunény cyklus a proteinovy transport mezi
jadrem a cytoplazmou. RovnéZz se ukazaly nové schopnosti znamych typicky jadernych
proteinti jako SMN ¢i ATP-dependentni DNA-helikasa II. Lokalizace f-thymosinu a profilinu
v jadfe neni ndhodnd, jak by se dalo u takto malych proteint predpokladat. Je disledkem
dosud neznamych importnich mechanizmi, které jsou burikou striktné kontrolovany
v odpovédi na podnéty (napf. zména koncentrace cytoplazmatickych polyamini ¢i aktivace
NMDA receptoru). Zatim nic nenaznacuje vyuziti jejich cytoplazmatickych funkci v jadre.
Cim detailn&j3i poznatky o jadernych funkcich profilinu a p-thymosinu mame, tim zfejméjsi

je, ze nezname vSechny jejich funkce cytoplazmatické.
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6. Perspektivy

Vzhledem k tomu, Ze piitomnost aktin sekvestracnich proteinli v jadfe je novou tématikou,
jsou objevy v tomto ohledu velmi sporadické a spiSe se jednalo o ndhodné nalezenou funkci
pfi studiu patologickych zmén organizmu, jako jsou geneticky pfenosné nemoci ¢i rakovina.
Jasnym tkolem je plo$ny priizkum aktinu a viech aktin-vazebnych proteini, a to predevsim
jejich jaderné lokalizace. Dosud se pro praci vyuzivala svételnd mikroskopie, ktera staci,
ipfes uziti konfokalnich mikroskopti, pouze pro nastin jaderné lokalizace téchto proteinti.
Nejvice limitujicim faktorem celé prace jsou znadici protilatky. Proto se pfi studiu uziva
riznych konstruktd, které oviem kvuli své velikosti asto zna¢né ovliviiuji jejich fyziologické
funkce proteint. Je proto dilezité nejprve vyprodukovat specifické monoklonélni protilatky,
které budou pro tyto ucely ptijateln&jsi. Pti jejich produkci mohou byt napomocny konstrukty.
Vytvéreni specifickych monoklonalnich protilatek bohuzel kolikrat vede k objevu novych
izoforem hledanych proteint, které jiz tak specificky znacené nejsou. Je to oviem jedna
z dal$ich cest, jak proteiny zkoumat. Moznosti je také nahradit velké fluorescenéni konstrukty
néjakou mens$i znackou, kterd by neméla takovy vliv na funkce malych proteind. Po ziskani
dostate¢nych informaci o jaderné lokalizaci je mozné jit se studiem vice do detailu za pouziti
elektronové mikroskopie, ktera je diky své rozliSovaci schopnosti vhodnéjsi pro ziskani
ptesnych informaci o kolokalizaci téchto proteini se znamymi jadernymi proteiny.
Samoziejmé bude nésledovat vyhodnoceni ziskanych dat pomoci statistickych programi
(napt. Ellipse). Informace lze ovéfit imunoprecipitaci ¢i dal$i proteinovou metodou, jako
naptiklad nadmérna exprese, ¢i umléeni exprese pomoci siRNA. Jak se ale ukazuje, maji tyto
zasahy pravé u rodin profilini a B-thymosini casto fatadlnimi nasledky neslucitelné se
Zivotaschopnosti jiz na urovni buriky. OvSem i takto ziskané poznatky maji svou dilezZitost,
protoze stale vice dokazuji jejich absolutné nezastupitelnou funkci a nékdy ukazou i na novou
roli v bunécném zivoté. Pfes viechny problémy ¢im dal tim rychleji pfibyva novych zprav
o funkci a lokalizaci téchto dvou a mnoha dal3ich aktin-vazebnych proteini v buné¢ném

jadre.
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Obrazek 2

ta) Resup harbed end capped
(T

\l\ \\31\1

(h) Stimu.lated marbed end wncanned:
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=&
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(RTINS TRV NIRRT RUTETEN

7R
< g ADP-actin &.‘\fl’—d(t"‘
@ B Thvimosn <I> Proilin
Barbed ena capaing protein

Vliv profilinu a B-thymosinu na polymeraci aktinového vlakna. (a) klidovy stav se zakrytym
vldknem na rostoucim (+) konci vlakna. Profilin a B-thymosin vazici aktinové monomery.
Profilin pomaha pfi zméné ADP-aktin na ATP-aktin, ktery je P-thymosinem vazan s vétsi
afinitou. Za ustaleného stavu se diky tomu vétSina monomerniho aktinu vyskytuje v ATP-
vazici formé&. Monomer se tak miaze ptikladat na ubyvajicim konci (pointed end; - konec) pfi
dosazeni kritické koncentrace 0,6 puM (pro ATP-aktin). VétSina aktinovych jednotek
ve vldknu se vyskytuje v ADP-stavu. (b) stimulovany stav, kdy je +konec nezakryty.
Komplex PFN-ATP-aktin je smérovan piimo na + konec vlakna i za nizké koncentrace 0,007
M. Pripojovani samotnych monomeril je minoritni, protoze jejich nutnd koncentrace na +
konci vlakna je 0,1 uM.

(Pfevzato ze Sun et al., 1995)
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Tabulka 1

Profilin ligand

Specificity”

Cellular pathway

Focal contacts

VASP Profl «<prof2 Platelet ectivaticn
Mena Prof! -~ prof2 Axcn pathiinding
EVL Prof1, prof2 Focal centacts
Pallzdin (Profl, prot2) Feeal contacts
Synaptic scaffold

Geghyrin (Prof1, prof2i Recepter clustering
Drebrin IPro‘l, pro2i Dendritic spines
Aczonin Preét < prof2 Vesicle tra*acking
Delphihn Proft, prof2 Glutameate recepter
Membrane trafficking

Dynemin 1 Prof2 Endccytcsis

YCP Prefl Endocytesis
Clethrin Prof1 Endccytesis
Svynepsin Prcf2 Vesicle treicking
Funtingtin Prof2 Wvesicle tra®icking
Synagtejanin Pre42 Endccytcsis

Annexin |
Rac/rho or cdc42 signaling

IProf1, pro€2i

Membrene treficking

PCP 130 cr CVFIP Prof2 Recl, ‘ragile X syndreme
RCCK Prcé2 RheA, neurite cutgrowth
mbiagphancus Pro‘l, prc*2 RhcA, neurite outgrewth
FRL Pref1 > pro2 Rzc!, lvmphccyte functicn
VWASP Prcfl > prof2 Cdc42, platelet activation
wWiP Profl WASP ligznd

WAVE Prc“l ~prof2 Rzcl, actin orgamization
Cirren N Pro*2 RhcA, Gelar crgenizstion
AR 6 Profl ~prof2 Ras ¢nd Rep 1A, membrane
Hem2 or Nep ! Pre2 Membrane treicking
Nuclear

Exportin 6 Prefl, pro<2 Nuclear export

SMN Prefl < prot2 Sphcing, muscular atrephy

Prehled nékolika vazebnych partnerti v sav€ich burikach.

? Vysvétlivky vzhledem k moZznym matoucim pfekladim udavam v originale: CYFIP, cytoplasmic
EMRP-interacting protein; EVL, Ena VASP like; FMRP, fragile X mental retardation protein; FRL,
formin-related gene in leukocytes; Mena, mouse homolog of Drosophila enabled; Nap, nck-
associated protein; POP, partner of profilin; prof, profilin; ROCK, rhodependent coiled-coil kinase;
SMN, survival of motor neuron; VASP, vasodilator-stimulated phosphoprotein; WASP,
Wiskott-Aldrich syndrome protein; WAVE, WASP family verprolin-homologous protein; WIP,
WASP-interacting protein; VCP, valosine-containing protein

® Preference pro vazbu PFN I nebo PFN II. Zavorky jsou na mistech, kde specificita pro PFN I
a/nebo PFN II do doby vydani nebyla testovana.

(Prevzato z Witke W., 2004)



