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1. Abstrakt

AZ do nedavna byl aktin v bunééném jadie nejasnym tématem. Nyni je uéast B-isoformy
aktinu v jadernych procesech brana jako skuteénost. Aktin je dulezitou molekulou pro fadnou
funkci v8ech tfi typ RNA-polymeraz, spolu s nékterymi aktin vazebnymi proteiny byl nalezen
v chromatin remodeladnich komplexech, kde stimuluje ATPasovou aktivitu jejich
podjednotek. Dale se pfedpoklada, Ze je dulezity v procesu Upravy a transportu mRNA.
Kromé& aktinu byla v jadie lokalizovana celd fada aktin vazebnych proteinu, pfi¢emz u
nékterych z nich byla prokazana souvislost s regulaci transkripce & opravé DNA. Pokud
nékteré z funkci aktinu v jadfe vyZzaduji polymerni formu, neni zatim jasné. AvSak existuji
experimenty, které navrhuji dlohu komplexu aktin-myosin v jadfe, napfikiad v jaderném
transportu mMRNA nebo malych podjenotek ribosomu. V takovém pfipadé& by byla pfitomnost
filamentarni formy aktinu opodstatnéna. | kdyz nevime v jakych formach se aktin v jadre
vyskytuje, musi byt jeho dynamika velmi disledné regulovana. Ukazalo se totiz, Ze mnoho
aktin vazebnych proteinu, uplatiujicich se v regulaci dynamiky aktinu v cytoplasmé, rovnéz
migruje do buné&ného jadra. Aby bylo mozné délat zavéry ohledné funkce jaderného aktinu
a aktin vazebnych proteind, je potieba nejdfive zadit s odkryvanim v3ech neznamych
vazebnych partnert. Pro tento G&el by byla nejsnazsi cesta pomoci imunoprecipitaci,
imunofluorescenénich metod, elektronové mikroskopie a exprese mutovanych forem
zkoumanych proteina.
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Abstract

A question of actin in cell nucleus was unclear topic till recent time. Today it is taken as a fact
that actin B-isoform is involved in nuclear processes. Actin is important molecule for proper
function of all three RNA polymerases, it was spotted together with some actin binding
proteins as a part of chromatin-remodelling complexes, where it stimulates ATPase activity of
their subunits. Further it is supposed that actin is involved in processing and nuclear
transport of mMRNA. Except actin the whole plethora of actin binding proteins was localized to
the cell nucleus. In case of some of them the connection to transcription regulation was
shown. If there is any function in nucleus which involves a polymeric form of actin is not
known for this time. Though there are some experiments which propose the role of actin-
myosin complex in nucleus, perhaps in nuclear transport of mRNA or small ribosomal
subunits. In such a case the existence of polymeric form of actin would be well-founded.
Even when we do not know what forms of actin can be found in nucleus, its dynamics has to
be tightly regulated. It has been shown that many of actin binding proteins, involved in control
of the actin dynamics, shuttle between cytoplasm and nucleoplasm. So far we want make
conclusions about function of nuclear actin and actin binding proteins, we have to start with
identifying all of the unknown binding partners. For such a procedure would be the simplest
approach to start with immunoprecipitations, immunofluorescence methods, electron
microscopy and expression of mutated forms of the investigated proteins.
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2. Uvod

Aktin je molekulou v prvé fadé znamou diky své uloze pfi svalové kontrakci, kde je
spolu s myosinem zakladni sloZzkou kontraktiiniho aparatu. Dalsi jeho funkce v burice
vyplyvaji ze skute€nosti, Ze je soudasti cytoskeletu. Cytoskeletaini systém, v tomto pfipadé
tvofen aktinovymi mikrofilamenty, hraje roli pfi pohybu transportnich vacka skrz buriku,
pohybu buné&k, buné&&ném déleni a zpeviiovani buné&nych struktur. Jeho znamé funkce byly
az do nedavna omezeny pouze na cytoplasmicky prostor. | kdyZz se jiz v 70. a 80. letech
dvacatého stoleti objevovaly prvni zpravy o jeho lokalizaci v jaderném kompartmentu (Clark,
Meriam , 1977; Bremer et. al., 1981; Peters et. al,, 1982 ; Nakayasu, Ueda, 1983 ;
Nakayasu, Ueda, 1985), nedockaly se tyto ¢lanky velké odezvy a aktin v jadre zlstaval stale
nejasnym tématem. Tyto experimenty nebyly ocenény uznanim od vétSiny odborné
vefejnosti vzhledem k mozné kontaminaci jaderné frakce cytoplasmickym aktinem. Ke
skepticismu také pfispéla skute¢nost, Ze jaderny aktin nelze vizualizovat pomoci phalloidinu,
ktery je k lokalizaci aktinu v cytoplasmé hojné vyuzivan. Ov8em to maze byt napfiklad tim, ze
vazebna mista pro phalloidin jsou nedostupna, nebo jsou aktinova filamenta pfili§ kratka.
Rostouci poéet experimentl prokazujici pfitomnost aktinu a aktin vazebnych proteinu
v jadre, které jsou shrnuty v uvedenych review (Pederson, Aebi, 2002; Bettinger et. al. ,
2004; Olave et. al., 2002;Uribe, Jaz, 2007), pomalu ale jist® prolomil negativni postoj
odborné vérejnosti. Myslenka aktinu v jadre oteviela tak dalsi prostor k badani ohledné role
jaderného aktinu a aktin vazebnych proteint, které by mohly byt pro buriku strategicky
dulezité jako regulatory dostupnosti aktinu pro jaderné funkce.

Nabizeji se dvé zasadni otazky a to:

S jakymi molekulami aktin a aktin vazebné proteiny v jadie kolokalizuji?
Vyskytuje se aktin v jadie jako monomer, nebo ho tu najdeme i ve filamentarni formé?



Na vy$e zminéné otazky jsem se v této rederzi snazil najit odpoved a ukazat na
soucasné hypotézy ohledné& funkce jaderného aktinu a aktin vazebnych proteinu, které
vtomto kompartmentu jist¢ muazou hrat, s ohledem na pfitomnost aktinu, svou neméné
vyznamnou roli pfi regulaci jadernych déja, se kterymi je aktin at pfimo & nepfimo svazan.
Zaméil jsem se piedevsim na buriky Zivo&i$né, na buriky savcu, ¢lovéka. Vzhledem k tomu,
Ze existuje fada proteint, které se vazi k aktinu, rozepsal jsem se v této praci jen o nékolika
z nich. Né&které z nich jsou také predmétem souéasného vyzkumu v laboratofi Biologie
bun&&ného jadra na ustavu molekularni genetiky AVCR pod vedenim prof. Pavla Hozéaka.

3. Aktin

3.1. Struktura aktinu

Aktin je protein u€astnici se mnoha dulezitych biologickych procesu. Je to globularni
protein o velikosti téméi 42 kDa. Patfi mezi vysoce konzervované proteiny liSici se od sebe
jen nepatrné, pokud sledujeme jeho zastupce od fas aZ k ¢lovéku. U vy$Sich eukaryot bylo
zjisténo nékolik az desitky gent pro aktin. U ¢lovéka byly identifikovany 3 zakladni isoformy
aktinu zapisované jako a, B a y . a-aktin se vyskytuje vyhradné ve svalovych burikach,
zatimco B-aktin a y-aktin i v burikach nesvalovych (Herman, 1993). Hmotnostni spektrometrii
(Jonsson et. al., 2001) z jaderné frakce bylo uréeno, Ze aktin v jadfe je isoforma . Aktin se
vyskytuje ve dvou formach zvanych G a F-aktin, mezi nimiz muZe piechazet. Jeho
nepolymerizovana forma jsou globularni bilkoviny aktinu (G-aktin) zatimco polymerni forma
je tvofena mnoha propojenymi aktinovymi molekulami a vytvafi tak filamentum. Takto
poskladané aktinové molekuly nazyvame filamentarni formou aktinu, tedy F-aktinem.

Konformace monomerniho aktinu (actin fold) je dobie znama. Pravé actin fold je
strukturou spojujici aktin a aktinu podobné proteiny (actin related proteins) do jedné velké
nadrodiny aktinu. Bylo identifikovano 11 podrodin aktinu podobnych proteinG (Arps), do nichz
byly Arps zafazeny podle sekvenéni podobnosti s aktinem (Muller et. al., 2005). Na
globularni molekule aktinu rozliSujeme 2 velké domény, které se jesté dale déli na dvé
subdomény. Actin fold je konformaci umozZnujici spravnou ATPasovou funkci vytvoienim
ATP-vazebné kapsy uprostfed molekuly. Mezi jeho dllezité vlastnosti patfi vazba a
hydrolyza ATP a s tim souvisejici tvorba a rozpad aktinovych vidken. Pro jeho fadnou funkci
jsou téz zapotfebi Mg 2* ionty. Kazda molekula G-aktinu ma jedno vazebné misto pro ATP,



které je situovano uprostfed molekuly a smé&rovano k minus konci pokud je inkorporovan do
aktinového filamenta.

Podil aktinu na celkovém mnozZstvi proteinG v burice je az 5 %, ve svalovych buiikach maze
jeho zastoupeni dosahnout hodnoty aZz 10% z celkového mnoZstvi proteini v burice.
Koncentrace aktinu v nesvalovych burikach se pohybuje od 0.1 do 0.5 mM. Ve
specializovanych strukturach jako jsou mikroklky to muze byt az 5 mM.

3.2. Stavba mikrofilament

Mikrofilamenta vznikaji diky velkému mnozstvi nekovalentnich interakci, kdy dochazi
k pfikladani aktinovych monomert k sobé za vzniku F-aktinu, tedy jeho polymerni formy.
Mikrofilamenta jsou tvoiena dvéma vlakny F-aktinu, které jsou okolo sebe obtofené.
Tloustka mikrofilamenta tvofeného dvojici okolo sebe ovinutych aktinovych vldken je
pfiblizné 7 nm. Jejich délka je proménliva v zavislosti na fyziologickém stavu bufiky a mohou
dosahovat délky az v fadech mikrometri. Mikrofilamenta jsou polarnimi strukturami, kde je
mozné rozlidit tzv. plus a minus konec. Plus koncem nazyvame tu &ast filamenta, kde
pfidavani dalSich aktinovych monomert probiha rychleji nez na druhém, minus konci.
Aktinova mikrofilamenta vyZaduji pii svém vzniku a dal$imu vétveni pfitomnost ARPs
(actin related proteins). Napiiklad komplex ARP 2/3 poskytuje pocatek z kterého probiha
napojovani dalsich, uz aktinovych, podjednotek mikrofilamenta. V piipadé vétvenych
mikrofilament je v urditych oblastech inkorporovan komplex Arp2/3, ktery umozriuje, svym
podélnym pfiloZzenim k filamentu a naslednou adici dal$ich aktinovych podjednotek k sobé,
tvorbu vétveni aktinového viakna,kdy boéné vliakno se od "matefského” odchyluje o 70°.
Takovym zplasobem pak mohou vznikat rizné slozité sité, k jejichz dokonalosti a zpevnéni
pak pfispivaji aktin vazebné proteiny jako napfikiad filamin , a-actinin nebo fimbrin.

3.3. Dynamika aktinu

V cytoplazmé& eukaryotickych bunék byva 50% aktinu v G-formé& a 50% v F-formé.
Pfidavani aktinovych podjednotek do mikrofilamenta je bufikou fizeno dle potfeby pomoci
aktin vazebnych proteinG, které svoji pfitomnosti zvy$uji & snizuji kritickou koncentraci
aktinu, coz je pravé takova koncentrace aktinu, ktera je nutna pro jeho polymeraci a tvorbu
mikrofilament. Filament treadmiling je proces popisujici dynamiku aktinového vilakna, kdy
nedochazi k zméné celkové délky, ale k rovnovaznému stavu, kde se pocet monomert
pridanych k plus konci vyrovna po&tu monomer( aktinu opustéjicich minus konec.



Mezi aktin vazebné proteiny uplatrivjici se v regulaci dynamiky aktinu patfi profilin a
thymosin. Thymosin vyvazuje aktinové monomery, tim znemozriuje polymeraci do F-aktinu a
zaroven brani hydrolyze & vyméné vazaného nukleotidu. Naopak profilin kompetuje s
thymosinem o aktinové monomery a pokud monomery navaze, blokuje misto kterym by se
normalné& mohly vazat k minus konci a tim zpusobuje adici aktinovych monomera pifednostné
k plus konci, tedy podporuje rist F-aktinu. Po navazani aktin-profilinového komplexu k
F-aktinu dojde k vlivem zmény konformace k oslabeni vazby mezi profilinem a aktinem a
naslednému uvolnéni profilinu. Po pfidani aktinovych podjednotek do filamenta dochazi po
uréité dobé k hydrolyze vazaného ATP a vzniku ADP-F-aktinu, jehoZ piitomnost &ini danou
oblast méné stabilni a je pfic¢inou postupného rozpadu mikrofilamenta. U rostouciho
mikrofilamenta muaZeme tedy najit na rostoucim, plus-konci, ATP-F-aktin nebot nové
navazané aktinové podjednotky jesté nestihly hydrolyzovat ATP zatimco co zbytek "starého"
filamenta je tvofen jiz ADP-aktinem. Mikrofilamenta in vivo prochazeji velmi rychlymi
zménami v rustu. Jednu chvili rostou rychle, jindy se zastavi a nebo dojde k jejich rapidnimu
odbourani. Tyto d&je jsou burikou velice dobie regulovany pomoci aktin vazebnych protein.
Mezi dal$i aktin vazebné proteiny ,ovliviiujici aktinovou dynamiku, patfi takové, které se vazi
podél filamenta (tropomyosin,cofilin) nebo se pfipojuji ke koncim filamenta. Jako pfiklad Ize
uvést proteiny CapZ a tropomodulin, kde CapZ se vaze k plus konci a tropomodulin k minus
konci F-aktinu. Vliv t&chto aktin vazebnych proteinl je bud stabilizaéni (tropomyosin) nebo
urychluji rozpad aktinového viakna (cofilin). Aktin vazebné proteiny Ize rozdélit do né&kolika
skupin, podle toho jakym zplusobem se vazi k aktinu. Jednou skupinou jsou proteiny
pfikladajici se podéin& k aktinovému filamentu (gelsolin, Arp2/3 complex), dalSi skupinou
jsou tzv. &apkovaci proteiny (z angl. capping proteins), neboli proteiny pfipojujici se ke
koncum filament (capZ, tropomodulin) a posledni skupinou jsou takové, které vazi monomery
aktinu a reguluji tak jejich dostupnost pro polymeraci do filament (thymosin,profilin).

3.4. Lokalizace aktinu v bunééném jadre

Aktin je nezbytnou soulasti eukaryotického buné&éného skeletu, ktery slouzi
k pfepravé transportnich vackl, adhezi bunék, kbuné&tnému pohybu, poskytuje
mechanickou oporu burice, pomaha pfi déleni buné&k a je zahrnut v buné&éné signalizaci.
Presvédcivé dukazy o piitomnosti aktinu v jadre zpusobily rozsifeni ulohy aktinu i na jaderné
procesy. Bylo dokazano, Ze aktin je souéasti nékterych chromatin remodelaénich komplexu
(Chen and Shen, 2007). Tyto komplexy svou aktivitou méni architekturu nukleosomi a
zpUsobuiji tak bud lokalni rozvolnéni chromatinu, nebo jeho kondenzaci. Svoji aktivitou tedy
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pfispivaji k regulaci transkripce a to bud tak Zze kovalentn& modifikuji N-terminalni &asti
histont (napfiklad histon acetyltransferasy), nebo interferuji s vazbou histon-DNA (SWI/SNF
rodina chromatin-remodelujicich komplexa).

Aktin je spolu s BAF53 dulezitou podjednokou lidského SWI/SNF-like BAF chromatin-
remodelaéniho komplexu, kde je dulezity pro optimalni ATPasovou aktivitu Brg1 podjednotky
komplexu (Zhao, 1998; Shen et. al., 2003). BAF53 spolu s aktinem byly nalezeny i v TIP60
komplexu, ktery patii mezi histon acetyltransferasy (lkura et.al., 2000). Dale byla v burikach
kvasinek prokazana asociace aktinu a nékterych ARPs s INO80 chromatin-remodelaénim
komplexem (ARP4,5,8) (Shen et.al.,2000) a NuA4 HAT komplexem (ARP4) (Galarneau et.
al.,2000 ). Ve v8ech vy$e zminénych pfipadech se autofi domnivaji, Ze aktin tvori dulezity
strukturni prvek komplexu a vyskytuje se zde jako monomer.

Tabulka &.1 podava pfehled o chromatin remodelaénich komplexech, ve kterych jsou aktin a
aktinu podobné proteiny (ARPs) zastoupeny

Table 1

Summery of aclin and aclin-releted proteins

Sublamily Looslzation Punction Organiems Complexes

Actin Cytoplasm Cell slmieton, cell motility Humen to yeest Microfilament, dynactin, Arp2/3

Nucleus Transcripion, mANA processing, Human 1o yesst INOBO, SWR1, NuM, PIC, dBAP,

chromatin remodaeling, BAF, dPBAP, RSWVSNF, hPBAF,
nucisosimieton hp400, hTip60

Ampt Cytoplasm Dynein motor function Human to yeast Dynactn

Amp2 Oytoplasm Actin polymerization, acin Human to yeast Arp2/3
flament branching

Amp3 Cytoplasm Actin polymwrization, actin Humen to yeast Arp2/3
flament branching .

A4 Nucleus Chramatin remodeling, Human to yeast INOBO, SWR1, NuAd, dBAP, dPBAP,
histone binding hSWU/SNF, hPBAF, hWINAC,

hSRCAP,hp400, hTip60

AmpS Nucleus Chromatin remodeling Human to yeast INOBO

Arp8 Nucleus Chrometin remodeling. Human to yeast SWR1, dISW, hSRCAP
heterachramatin binding

Arp? Nucleus Chromatin remodeling Yeast SWVSNF, RSC

A8 Nucieus Chwomatin remodeling, Humen to yeast INOSO
histone binding

Ampb Nucleus Chromatin remodeling Yeast SWVSNF, RSC

Amp10 Cytoplesm Dynesin motor fnction Humen 10 yeast Dynactin

Ampt1 Cytoplasm Dynesin motor function Human to yeast Dynactin

(Prevzato z publikace od Chen, Shen, 2007)

Kromé kolokalizace aktinu s proteinovymi podjednotkami chromatin-remodelaénich
komplext bylo zjisténo, Ze se U&astni i dalSich jadernych déju jakymi jsou transkripce a
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mRNA-processing. Aktin je dulezitou slozkou v8ech tfi typit RNA polymeraz (Percipalle et.
al., 2003; Hofmann et. al., 2004; Kukalev et. al., 2005; Philimonenko et. al., 2004; Hu, 2004).
Ackoliv se nevi dostatetné mnoho o vazebnych partnerech aktinu v komplexu RNA-
polymeraz, zjistilo se Ze aktin vaZze jednu z podjednotek, ktera je vSem tfem RNA-
polymerazam spole&na. Touto podjednotkou jsou proteiny RPABC2 a RPABC3 (Hu et. .,
2004). Aktin je tedy nezbytny pro spravné sestaveni preiniciaéniho komplexu a také dualezity
pfi elongaéni fazi RNA-polamerazy Il (Kukalev et. al.,2005), pfi které ziejmé vaZe histon-
acetylasovy komplex, ktery svou svou &innosti udrzuje dany asek chromatinu v transkripéné
aktivnim stavu (Miralles, Visa, 2006). Asociace aktinu s nékterymi malymi jadernymi
ribonukleoproteiny (snRNPs), které se GCastni mRNA processingu a vazba aktinu na
heterogenni ribonukleoproteiny (hnRNPs) navrhuji moZnou roli aktinu pfi sestfihu a
transportu mRNA (Kimura et al. 2000; Percipalle et al., 2002; Kukalev et al., 2005). Mimo jiné
se zda, Ze se Ulastni procesu sestavovani jaderného obalu (de Lanerolle et. al., 2005).

Kromé asociace s komplexy RNA-polymeraz se ukazalo, Ze aktin maze regulovat
transkripci i jinym zplasobem, tfeba vtomto pfipadé se jednd o jeho moZnou u&ast pii
translokaci nékterych transkripénich koaktivatoru, jakymi jsou MAL, PREP2 homeoprotein a
transkripéni represor YY1. Komplex G-aktin-MAL reguluje translokaci koaktivatoru MAL.
Jakmile se vazba mezi aktinem a MAL pferusi, dochazi k akumulaci MAL v jadfe. To muze
byt jak tim, Ze vazbou aktinu dojde k vystaveni jaderné exportni sekvence, nebo k pfikryti
jaderné lokalizaéni sekvence.

Tabulka &.2 je pfehledem vazebnych partnert aktinu v eukaryotickych transkrip&nich

komplexech
Aktin vazebné proteiny | RNA polymerasa Reference

RPABC2, RPABC3 pol-I pol-1l pol-lli Hu et. al., 2004
RPC3 pol-lll Hu et. al., 2004
Fosforylovana CTD elongaénlil faze pol- |\ kalev et. al., 2005
Pre-mRNA vazebné elonga&ni faze pol-

proteiny I Kukalev et. al., 2005
Lidsky hnRNP A/B Percipalle et. al., 2002
Lidsky hnRNP U Kukalev et. al., 2005
C. tentans HRP36 Percipalle et. al.,2001
C. tentans HRP65-2 Percipalle et. al.,2003

(podle Percipalle, Visa, 2007)
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3.5. Polymerni forma aktinu v jadie?

Prvni pokusy o vizualizaci filamentarni formy jaderného aktinu nebyly uspé&sné.
Obvyklé zna&eni pomoci phalloidinu nepodavalo dikaz o vazbé na jaderny F-aktin. Davodud
muzZe byt hned nékolik: budto se aktin v jadfe vyskytuje jen jako monomer, nebo jsou vidkna
prili§ kratka pro vyznamnou detekci. Je znamo, ze napfiklad ¢asto pouzivany phalloidin
vyZaduje pro uspéSnou vazbu vidkno tvoiené alespori ze 7 molekul aktinu (Visegrady et. al.,
2005). Mozné je také to, Ze aktin zaujima konformace odli$né od klasického cytoplasmického
F-aktinu nebo mohou byt vazebna mista blokovana aktin vazebnymi proteiny.

Nedavné pokusy vyuZivajici metody FRAP podaly zpravu o pfitomnosti 2 rliznych
populaci aktinu v jadie. PfiéemZ dynamika téchto populaci byla natolik rozdilna, Ze je mozné
pfemyslet zde o vyskytu jak monomerniho, tak polymerniho aktinu. Podle experimentu, ktery
provedl Mc. Donald s kolegy se zd4a, Ze minimalné 20% jaderného aktinu je v polymerni
form& (Mc. Donald et. al, 2006). Pokud byl pouzit Lantrunculin A, ktery zpusobuje
depolymerizaci aktinu, nebyla detekovana Zadna filamentarni forma. Stejné tak dopad! pokus
s mutovanym aktinem neschopnym polymerace. Dal$im zjist&nim, které mulze hrat ve
prospéch polymerni formy aktinu v jadie, je pozorovani zmény umisténi genového lokusu,
které vyZzadovalo pomérn& velky pohyb (2-3um) &asti chromosomu z obvyklé klidové*
polohy. Totiz béhem interfaze a transkripéni neaktivité nedochazi k vétsim posunim &asti
chromosomu, protoze se pfredpoklada, 2e si viceméné udrzuji pozici ve svém
chromosomalnim teritoriu. Ov8em situace se méni jakmile dojde k aktivaci transkripce. To
Ize demonstrovat pravé na pfikladu Kachalovych télisek (angl. Cajal bodies) a genového
lokusu U2 snRNA. Je nutno vyzdvihnout, Ze toto pifeskupeni genového lokusu viéi CBs je
zavislé na pfitomnosti aktinu se schopnosti polymerovat. Pouzitim mutovaného aktinu
neschopného polymerovat, doslo ke zméne distribuce genovych lokust vic¢i CBs. Lokusy za
takovych podminek nebyly vté&sné blizkosti u CBs jako je tomu v pfipadé nemutovaného
aktinu, tedy nedos$lo k zasadnimu pohybu sledované, transkripéné aktivni ¢asti chromatinu.
Predpoklada se, Ze se na t&chto chromosomalnich ,pohybech®, které provazeji transkrip&né
aktivni useky, podileji aktin spolu s jadernym myosinem (Chuang et. al., 2006; Hoffman et.
al., 2006). Samoziejmé tento pokus nemuzeme povazovat za padny dlkaz, protoze pouZiti
mutované formy aktinu mohlo pusobit na pfeskupeni CBs vi¢i genovému lokusu nepfimo,
tfeba tim, Ze byla omezena exprese jiného proteinu, ktery je za tento jev zodpovédny.
Nicméné je to zajimavé zjisténi. Piedstava aktin-myosinového komplexu ovliviujiciho
lokalizaci transkripéné aktivnich genovych lokusl je jisté lakava, ale takova funkce by
vyZadovala ukotveni k néjaké dalsi struktufe v jadfe, ktera by oviem méla byt relativné stala.
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V sougasné dobé neni pochyb, Zze chromatin v jadie je dobfe organizovan, samotna
pfitomnost chromosomalnich teritorii vyvolava pocit, ze néco jako jaderny skelet (¢i jaderna
matrix) organizujici rozmisténi chromatinu v burice existuje (Hozak, 1996). Dal$i navrhem
UCasti aktinu spolu s myosinem na jaderném transportu se tykd malych ribosomalnich
podjednotek, kde byl konrétné sledovan protein S6. Vystupem experimentu (Cisterna et. .,
2006) bylo zjisténi, ze vétina ribosomalnich podjednotek je transportovana energeticky
nenaroénym procesem difize, avSak pfiblizné 10% vyuzivd pro swvij transport proces
vyZzadujici energii a bylo dokazano, Zze protein S6 kolokalizuje s aktinem i myosinem. Zda se
tedy, Ze v buné&éném jadfe mluze dochazet k transportu nejen energeticky nenaro¢nou difuzi,
ale i aktivnim procesem, pii kterém aktin a myosin umozni bunce reagovat na zvy$enou
potifebu transportu nékterych molekul. Existence aktivniho i pasivniho transportu by pak pro
bunééné jadro znamenalo v tomto pfipadé vyhodu.

Aby nebylo podnétt na podporu myslenky filamentarniho aktinu v jadfe malo, vysla
v roce 2006 publikace, kter4 popisuje moznou ulohu proteinu N-WASP v transkripci RNA-
polymerazy Il (Wu et. al., 2006). S vyuzitim hmotnostni spektroskopie byly identifikovany
néktefi jeho vazebni partnefi v jadfe a to proteiny NonO a PSF. Proteiny NonO a PSF se
vazi na C-terminalni doménu RNA-polymerazy Il a jsou dulezit¢é pro mRNA processing.
Protein N-WASP je v cytoplasmé regulatorem polymerace aktinu (Dayel, Mullins, 2004), kde
aktivuje komplex Arp2/3, ktery je odpovédny za nukleaci filament a vznik vétvenych viaken.
Samotny protein N-WASP je schopen vazat monomerni aktin. Pfedstava autord obrazku
€.1,uvedeného na nasledujici stran&, prameni ze skuteénoti, Ze pritomnost proteini N-
WASP,NonO,PSF, aktinu v kompiexu RNA polymerazy Il a vyskyt proteinu Arp3 v jadfe, neni
nahodnd, ale ma svoje opodstatnéni, které lUzce souvisi s aktin vazebnou schopnosti
proteinu N-WASP a jeho roli v nukleaci aktinovych fiament. Pomoci imunoprecipitace
chromatinu byla potvrzena asociace N-WASP proteinu s promotorem. Pfi vy&erpani N-
WASP nebo NonO proteinu pomoci RNA interference doslo k poklesu transkripce. DalS$i
pokusy narusit funkci téchto proteind byla inkubace s protilatkami, které svou vazbou taktéz
snizovaly urovéf transkripce. Ke stejnym vysledkim doS$ly i pomoci exprese mutovné formy
N-WASP proteinu neschopné vazat aktin a vystaveni latkdm branicich polymeraci aktinu
jako jsou cytochalasin D a lantrunculin A (Vieu, Hernandez, 2006).
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Obr. €. 1 Uvadi na scénu jednu z variant, jak maze byt F-aktin zahrnuty v transkripci jako
platforma pro vazbu dalSich faktori ucastnicich se mRNA processingu. Také je tu
znazornéna funkce aktinu jako strukturni souéasti preiniciaéniho komplexu a vazebného
partnera hnRNP U, ktery mGzZe hrat roli pfi udrzeni chromatinu v transkripéné kompetentnim
stavu pomoci vazby s histonacetylaénimi komplexy.

(pfevzato z publikace Vieu, Hernandez, 2006)

Velmi zajimava je publikace hovofici o lokalizaci myosinu VI v jadfe a jeho funkéni
provazanost s transkripci RNA-polymerazy Il (Vreugde et. al. 2006). Myosin VI je unikatnim
molekularnim motorem i proto, Zze jako jediny z rodiny myosini cestuje k minus konci
aktinového filamenta. Imunofluorescence i imunoprecipitace potvrdily, Ze myosin VI je
v kontaktu s komplexem RNA-polymerazy Il a Ze se vyskytuje na transkripéné aktivnich
genech. Protilatky proti myosinu VI snizovaly Grovén transkripce a imunofluorescence spolu
s imunoprecipitaci dale dosvédg&ily, Ze myosin VI je spolu s komplexem RNA-polymerazy I
na aktivné transkribujicich se genech. Pfi inaktivaci transkripce se kolokalizace s RNA-
polymerazou vytratila.
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4. Aktin vazebné proteiny
ProtoZze je vice znamo o jejich cytoplasmickych funkcich, jejichz pochopeni je

voditkem k uréeni mozné uloze v bunétném jadre, rozepidu se tu kratce obecné o celé
mnoziné aktin vazebnych proteint. Polymerace a depolymerace aktinu v burice je fizena
velkym mnoZstvim aktin vazebnych protein, které mohou dynamiku aktinu ovliviiovat
riznymi zpusoby. Mohou pfispivat ke vzniku aktinovych filament sestavenim nukleaéniho
centra (Arp2/3 komplex), dale jsou schopny $tépit filamentum na mensi (gelsolin,cofilin),
¢imz urychluji pifestaveni aktinového skeletu, uplatiiuji se pfi vzniku slozZitéjich
mikrofilamentalnich uspofadani jako jsou aktinové sité (Arp2/3 komplex) &i stresova viakna a
také disponuji tzv. sequestraéni aktivitou (thymosin, profilin), nebo-li schopnosti vazat
monomerni aktin takovym zplisobem, ktery budto brani polymeraci omezenim dostupnosti
G-aktinu (thymosin), nebo podporuje pfidavani G-aktinu k plus koncim filament, &imz
polymeraci napomaha (profilin). VétSina z nich vytvafi pouze binarni komplex spolu
s aktinem, ale né&které i ternarni. Lze tedy fici Ze az na vyjimky (napfiklad DNAasa |, Aip1,
cofilin)., je vazba negativné kooperativni. Aktin vazebné proteiny o vazbu s aktinem vétsinou
kompetuji (profilin, thymosin). Protoze mezi né patfi obrovsky pocet proteint, které jsou
mnohdy co do struktury zcela odliSné, neni rozdéleni aktin vazebnych proteini do
hierarchicky odliSenych skupin jednoduchou zaleZitosti, spise by to vzhledem k velkému
poétu ¢&lent, nebylo praktické. Nabizi se moznost rozélenit je podle toho zda se vazi
k monomernimu &i polymernimu aktinu a podle toho jaky maiji efekt na dynamiku aktinu.
Dos Remedios s kolegy ve svém review (Dos Remedios et. al., 2003) takto rozdélili aktin
vazebné proteiny do 7 skupin:
1. Monomer-vazebné proteiny, které brani polymeraci aktinu (napf. thymosin 4, DNase |)
2. Filamentum-depolymerizujici proteiny (napf. CapZ, cofilin)
3. Tzv. &apkujici proteiny, které se vazi na plus a minus konce filament

(napf. CapZ, tropomodulin)
4. Proteiny vazici se ke stranam filamenta, &¢imz zpUsobuji jeho rozdéleni na kratsi filamenta

(napf. gelsolin)
5. Proteiny, které obsahuji alespori dvé vazebna mista pro aktin a vytvaii tak aktinové sité.

(napf. Arp2/3, fimbrin)
6. Stabilizaéni proteiny, které se vazi ze strany k filamentu a brani jeho rozpadu.

(napf. tropomyosin)
7. Motorové proteiny, které vyuzivaji F-aktin jako drahu po které se pohybuji. (myosiny)
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4.1. Aktin vazebné proteiny lokalizované v bunééném jadre

Prvni jaderny aktin vazebny protein byl objeven aZz vroce 1987, kdy skupina
japonskych védcu zjistila, Ze cofilin je pfitomny jak v jadre tak v cytoplasmé (Nishida et. al.,
1987). Od té doby byla objevena cela fada dalSich jadernych aktin vazebnych proteinti mezi
nimi profilin, thymosin g4, CapG, gelsolin, flightless |, myopodin, a-actinin, plastiny (fimbriny),
supervillin, filamin A, myosin |, myosin Vi, protein 4.1, tropomyosin (Gettemans et. al.,2005).
ProtoZze aktin vazebné proteiny nejsou striktn@ definovanou skupinou proteind, ale spise
mnozinou do které spadaji v8ichni vazebni partnefi aktinu, mizeme mezi né zaradit i aktinu
podobné proteiny (z angl. actin related proteins) a myosiny. Nejvice dat nashroméazdénych
ohledné& funkce aktin-vazebnych proteinl a jejich asociace s aktinem v jadie se tyka hlavné
ARPs a myosinu. V pfedchozich kapitolach bylo uvedeno, ze ARPs maji velmi dalezitou roli
jako sougast remodelagnich komplext a myosin | je pfitomny spolu s aktinem v transkripéné
aktivnim chromatinu. Mimo jiné bylo zjisténo, Ze myosin | je dualezity pro transkripci
ribosomalnich gent RNA-polymerazou | (Philimonenko et. al., 2004) a také je vazebnym
partnerem RNA-polymerazy Il (Pestic-Dragovich et. al., 2000).

Kromé myosinu | bylo nedavno upozornéno na lokalizaci myosinu VI v jadfe. Nebudu
se tu rozepisovat o myosinech ani o ARPs, jelikoz tyto proteiny byly viceméné jiz
diskutovany v pfedchozich kapitolach. Radéji se zaméfim na nékteré z vybranych proteinu,
které hraji roli v organizaci aktinového skeletu a v fizeni jeho dynamiky. Vzhledem k velkému
mnozZstvi moznych kandidatli a omezenému prostoru v této reserzi jsem si vybral jen nékolik
proteint, o kterych jsem se snazil zjistit jejich lokalizaci v jaderném kompartmentu, hlavné
z toho davodu, Ze nékteré z nich jsou moznym pifedmétem mé budouci diplomové prace.
ProtoZe se nase laboratoi zabyva pfevazné buné&&nym jadrem a organizaci chromatinu, pisu
o proteinech, které jsou zajimavé z hlediska mozné regulace aktinu v jaderné matrix, ktera je
za organizaci chromatinu odpovédna, tedy pokud pfipustime existenci nukleoskeletu.

4.1.1.1. Profilin

Profilin je maly (14-18 kDa) protein, ktery specificky interaguje s monomernim
aktinem. Urychluje vyménu nukleotidu na aktinu, katalyzuje pfremé&nu ADP-aktin v ATP-aktin.
Nedavné studie dokazuji pfitomnost profilinu (Gieseman et. al 1999) v jadie, kde byla
objevena asociace profilinu Il (neurdini isoforma) s ,the survival motor neuron protein®
(SMN). SMN je potfebny k sestaveni spravné fungujiciho splicingového komplexu
(spliceosomu). V cytoplasmé& pomaha sestaveni komplexu z snRNP s snurportinem1 a
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importinem-B. Interakce profilinu s SMN proto navrhuje mozny zplsob regulace pre-mRNA
splicingu modulaci interakce SMN s ostatnimi komponentami spliceosomu. Skare s kolegy
objevili, Ze profilin | kolokalizuje s ShnRNP proteiny a s Cajal bodies (které také obsahuiji
SMN) v lidskych fibroblastech a HeLa burikach (Skare et. al ,2003). Protilatky proti profilinu
inhibovaly pre-mRNA splicing adenoviru a B-globinu. Profilin také pini funkci kofaktoru
exportinu 6, ktery je dulezity pro jaderny export aktinu (Stuven et. al, 2003).

4.1.1.2. Thymosin

Thymosin $ je nejhojné&Sim G-aktin vazebnym proteinem v cytoplasmé savéich bunék.
Diky své schopnosti vyvazovat G-aktin patfi mezi tzv. ,sequestraéni“ proteiny, které svoji
aktivitou snizuji dostupnost aktinu pro moznou polymeraci. Thymosin B4 hraje roli také
v angiogenezi, zané&tu, hojeni, apoptose a v rakovinnych metastazich (Huff et. al, 2001).
Pokusy s vy&erpanim polyamini v bufikach ukazaly, Ze pokud dojde k poklesu polyamind,
dojde zarovén k zesileni znaéeni thymosinu jak v cytoplasmé tak v jadfe. Poylaminy jsou
dulezité pro proliferaci, adhezi a migraci bunék v kultufe (McCormack et. al, 1999). ZvySena
exprese thymosinu B v mySich plicnich rakovinovych bufikdch méla za nasledek taktéz siiné
jaderné znaceni thymosinu (Cha et. al 2003). Experimenty s uZzitim mikroinjekce a exprese
thymosinu v riznych burikdch poukazaly na to, Zze thymosin do jadra nevstupuje pouhou
difdzi,ale je aktivné translokovan neznamym proteinem. Thymosin B4 tedy nemuze byt
faktorem, ktery sméruje aktin do jadra, jelikoz komplexy aktin-thymosin nebyly nikdy v jadfe
detekovany (Huff et. al, 2004).

4.1.1.3. ADF/Cofilin (,,actin depolymerizing factor)

Cofilin patfi mezi proteiny regulujici aktinovou dynamiku a to tim, Ze je schopen
zplasobovat rozpad aktinovych vidken na mensi a depolymerizaci ,starych® vidken
obsahujicich ADP-aktin (Maciver et. al 2002). Uz v roce 1987 bylo popsano Ze cofilin je
komponentou tzv. ,actin rods®, které byly v buné&ném jadfe indukovany pomoci tepelného
$oku nebo pfidanim DMSO (Nishida et. al 1987). Cofilin obsahuje funk&ni NLS sekvenci
(jaderné lokaliza&ni sekvence) ,NLS (**KKRKK?*). Fosforylace cofilinu na Ser-3 pomoci LIM
kinasi negativné reguluje vazbu k aktinu (Nebl et. al 1996, Arber et. al 1998). V mutantech
S3A cofilinu se cofilin akumuloval v jadife NIH3T3 bunék (Nebl et. al 1996). Defosforylace
cofilinu v 3Y1 krysich fibroblastech je také doprovazena jadernou translokaci cofilinu (Ohta
et. al 1989). AvSak napfiklad v thyroidnich burikach bylo dokdzano 2e indukovana
defosforylace cofilinu nevede k jeho jaderné translokaci (Saito T, 1994). Z toho vyplyva Ze
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korelace mezi translokaci cofilinu do jadra a jeho defosforylaci je zavisla na bun&éném typu,
tedy neda se toto zjiténi generalizovat pro v8echny typy bunék. Cofilin ovéem mize byt
zahrnut v jaderné translokaci aktinu. Nedavna studie (Pendleton et. al, 2003) ukdazala, ze
stresem indukovany rozpad F-aktinu (pomoci lantruculinu B nebo vyéerpanim ATP)
indukoval jeho jadernou translokaci. Akumulace aktinu v jadre byla ovdem inhibovana po
pfidani protilatek proti cofilinu. Ztoho v&eho se tedy zda Ze cofilin by mohl byt faktor
zodpovédny za jaderny import aktinu. Dalsi studie odhalila Zze glukokortikoidni receptor je
cilem cofilinu v jadie (Ruegg et. al, 2004).

4.1.1.4. CapZ

Je ¢lenem Gelsolinové rodiny proteinll. CapZ reguluje dynamiku aktinu tim, ze se
vaze na plus konec mikrofilament a stabilizuje je, tedy brani jejich rozpadu.
Av8ak na rozdil od gelsolinu, se kterym ma nékteré sekvenéni homologie,neni schopen
vldkno stépit. CapZ je jedinym proteinem z rodiny Gelsolinu, ktery se pravidlené nachazi jak
v jadfe tak v cytoplasmé zarovén (Prendergast et. al 1991, Onoda et. al 1993).
ABPs které jsou strukturalné podobné proteinu CapZ , napfiklad fragmin a severin, obsahuji
N-terminalni ,Rev-like* jadernou exportni sekvenci, ktera neni v CapZ pfitomna. Pfidanim
této sekvence do proteinu CapZ zpulsobilo jeho jaderny export a delece této sekvence u
fragminu a severinu vedla k jejich jaderné translokaci podobné normalnimu rozlozenf CapZ
v bufice (Van Impe et. al 2003). ProtoZze jaderny CapZ se jevi vice fosforylovan nez jeho
cytoplasmaticka frakce, bylo navrhnuto Zze pravé fosforylaéni stuperni proteinu by mohl byt
zodpovédny za jadernou lokalizaci CapZ proteinu (Onoda , Yin 1993) . CapZ obsahuje
sekvenci bohatou na zasadité aminokyseliny, ktera se podoba obvyklé jaderné lokalizaéni
sekvenci (PAAIKKLYQVKGKK). AvS8ak bylo zjisténo Ze mutaci vSech lysinovych a
prolinovych zbytk(l nedoslo ke zméné lokalizace CapZ. Ov8em sekvence PA(A) byla uréena
determinujici sekvenci pro funkci jaderné lokalizaéni sekvence (Makkerh et.al. 1996). Delece
riznych domén proteinu a fazni experimenty dokazaly, Ze za jadernou lokalizaci CapZ jsou
zodpovédné jesté dalsi mista v subdoménach CapZ. ,In vitro import assays“ ukazaly Ze
jaderny import CapZ je enrgeticky zavisly a protilatky proti importinu-f blokuji jeho transport
do jadra, zatimco importin-a byl z této role vylouéen (De Corte et. al. 2004). Zvy$ena exprese
CapZ se ukazala jako doprovodny jev mnoha nadorG (Lal , Lash , et.al 1999, Van Ginkel et.
al. 1998). Za pouziti ,Colagen type | invasion assay“ bylo objeveno, Ze zvy3ena koncentrace
CapZ opravdu koreluje se zvy$enim invazivity nadort (De Corte et. al 2004). Zabranéni
jaderné lokalizace CapZ pomoci flze s jadernou exportni sekvenci, zabranilo invazi do
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.collagen type |* formy. Vzhledem ktomu Ze aktin se vaZe jak k BAF tak k CapZ, bylo
navrzeno, Zze pfitomnost CapZ by mohla n&jakym zpusobem ovlivitiovat asociaci jaderného
aktinu s BAF a tim kontrolovat aktivitu gent, tedy mista kde bude dochazet k pfevazné
tvorbé heterochromatinu, kondenzaci chromosému a naopak mista tvorby euchromatinu, kde
bude transkripce gend, vzhledem k volnéjSimu pfistupu proteint k DNA, umoznéna

(Rando et. al. 2002).

4.1.1.5. Gelsolin

Dukazy o pfitomnosti gelsolinu v jadfe jsou utrzkovité, jelikoz jaderny gelsolin jesté
nebyl postoupen datailn&jSimu vyzkumu. Gelsolin nema typickou jadernou lokalizaéni
sekvenci, ale i pfesto se objevuji stale nové dikazy o jeho jaderné lokalizaci. Salazar s
kolegy nasli gelsolin v jadrech diferencovanych endotelidlnich buné&k (Salazar et. al. 1999).
Dale byla zjisténa pfitomnost gelsolinu ve stresovych vidknech a jadrech fibroblasti NR6,
které byly uvrzeny do prostiedi s nedostatkem séra (Chou et. al. 2002). Dal$i pfitomnost
gelsolinu byla detekovana v jadrech mesenchymatickych kmenovych buné&k (Wang 2004).
Navrhem na mozZnou funkci gelsolinu v jadfe by pak mohl byt experiment, kde dokazali Ze
gelsolin se G¢astni modulace transkripce androgenniho receptoru (Nishimura et. al. 2003).
Také bylo objeveno Ze pfi stimulaci 5 a-dihydrotestosteronem dochazi k pfechodnému
vstupu gelsolinu do jadra.

4.1.1.6 Myopodin

Myopodin patii do synaptopodinové rodiny proteini. Gen pro myopodin je lokalizovan
na chromosomu 4925 a je velmi &asto deletovan u bunék podilejicich se na rakoviné
prostaty (Lin et. al. 2001). Exprese myopodinu v PC3 a LNCaP rakovinych burikach prostaty
snizuje invazivitu a potlacuje buné&énou proliferaci. Injekce PC3 buné&k, které produkuji
myopodin v nadmérném mnozstvi, redukuje rast nadoru u imunodeficientni mysi. Invazivni
nadory mocového méchyfe také vykazuji snizenou expresi myopodinu. Dale sniZzuje
pravdépodobnost tvorby metastazi a mortalitu (Jing et. al. 2004) . RozloZzeni myopodinu se
v burice b&éhem bunééného cyklu a diferenciace bun&k méni (Sanchez-Carbayo et. al.,
2003). Prevazné jaderna lokalizace myopodinu se béhem diferenciace myoblasti posune ve
prospéch cytoplasmy (Weins et. al., 2001). Tepelny $ok a leptomycin B zpusobuji hromadéni
myopodinu v buné&ném jadie. Pro3-Leu24 byla identifikovana jako slaba exportni sekvence,
ale zda se ze jesté jiné regiony proteinu fidi jeho lokalizaci (Van Impe K et. al. 2003).
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Pfi nadmérné produkci myopodinu v myoblastech a pfi tepelném $oku dochazi k tvorbé tzv.
.actin-rods* a ,actin-loops”, které obsahuji myopodin. Z tohoto by se dalo usuzovat ze
myopodin by v jadfe mohl regulovat funkci jaderného aktinu.

4.1.1.7. Aktinin

Zatimco klasicka forma aktinin-1 se nachazi predevsim ve stresovych vlaknech a ve
fokalnich adheznich kontaktech, je aktinin-4 lokalizovan predevsim v bunééném jadie MCF-7
bunék, rakovinych bunék KU7 mocového méchyie a fibroblasti délozni sliznice (Rajfur et. al.
2002). Pokles exprese aktininu-4 koreluje s rozvojem rakoviny prsu (Honda et. al. 1998). U
bunék exprimujicich protein Vpx, bylo dokazano, ze aktinin-1 je importovan do jadra
prostiednictvim interakce s proteinem Vpx, kde se vaZze na C-terminalni oblast bohatou na
aminokyselinu prolin (Mueller et. al. 2004). Mys$i a-aktinin-2 vykazuje také pozitivni vliv na
aktivitu androgenniho receptoru. Koaktivator p160 (GRIP1) se vaze pfimo na hormon vazici
doménu androgenniho receptoru a pravé a-aktinin-2 byl zjistén jako vazebny partner
proteinu GRIP1 a zvu$uje jeho vazebnou aktivitu k androgennimu receptoru (Huang et. al
2004).

4.1.1.8. Filamin A

Je znamo Ze filamin v cytoplasmé pini funkci proteinu, ktery vaZze aktinova vlakna
k sobé a vytvafi tak sit a take ukotvuje membranové proteiny k aktinové siti pod membranou
(Feng , Walsh 2004). Filamin interaguje s pantovou oblasti androgenniho receptoru. Vazba
filaminu k androgennimu receptoru je umocnéna pfitomnosti steroidniho hormonu DHT (Loy
et. al. 2003). Av8ak na rozdil od supervilinu a gelsolinu je jeho uginek na aktivitu
androgenniho recpetoru spi$e inhibi¢ni, jelikoZz zplisobuje rozpad aktivaéniho komplexu. Zda
se Ze filamin hraje roli v transportu androgenniho receptoru do jadra, jelikoz eGFP-znadeny
androgenni receptor nebyl lokalizovan v jadfe u filamin deficientnich bunék (Ozanne et. al.
2000). Filamin A deficientni bunky vykazuji také zvySenou senzitivitu pro podkozeni DNA,
coZ nasvéd&uje mozné Uloze v buné&né odpovédi na posSkozeni DNA (Meng et. al. 2004).
Filamin A také interaguje s nadorovym supresorem BRCA2, ktery zvysuje aktivitu
androgenniho receptoru pomoci vazby k koaktivatoru androgenniho receptoru p160 GRIP1
(Yuan , Shen, 2001; Shin , Verma, 2003) . Neni zatim jasné zda filamin moduluje interakci
BRCA2-AR nebo BRCA2 moduluje iterakci Filamin A-AR.
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4.1.1.9. Spektrin

Tento aktin vazebny protein, ktery byl plvodné objeven v erythrocytech, kde ma
strukturni ulohu a slouzi spolu s aktinem a proteinem 4.1 jako mechanickd podpora
membrany &ervenych krvinek, slouzi s nejvétsi pravdépodobnosti i v bunééném jadie, kde
byl také lokalizovan. Pomoci imunoprecipitace se podafilo identifikovat rizné vazebné
partnery spektrinu, mezi které patfi napfiklad proteiny zahrnuté v opravé DNA proteiny
uCastnici se chromatinové remodelace, transcripéni faktory a faktory podilejici se na zrani
RNA. Konkrétné byl pro tyto pokusy pouzit neerythroidni a-spektrin. Také bylo objeveno ze
spektrin je deficientni v bufikach trpicich Fanconi anemii. Tato nemoc je genetického pavodu
a jejimi priznaky jsou $patna krvetvorna funkce kostni diené a ¢astéjsi vyskyt nadora hlavy ,
zazivaciho traktu a pohlavniho Ustroji. a-spektrin vytvaii v jadfe komplex s FA proteiny (ty
které jsou mutovany ve Fanconi anemii) a prepoklada se ze vytvari jako si kostru &i pojivo
mezi FA proteiny, které maji ziejmé roli v opravé poskozeni DNA. TakZe nedostatek
spektrinu koreluje se zvySenym podkozenim DNA ve Fanconi burikach (Sridharan et. al.,
2006).
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5. Zavér

Pfitomnost aktinu, myosinu a spousty dalSich aktin vazebnych proteind v jadre,
dokazuji jak v8estranné muize byt vyuziti aktinu burikou. Zda se, Ze je pro buriku vskutku
cennym nastrojem, ktery neni omezen jen na urgitou funkci, ale mize se G¢astnit mnoha
rozliénych dé&ju zaroven. Transkripce, mRNA processing, transport molekul, remodelace
chromatinu, to v8echno jsou déje, ve kterych miZe aktin vystupovat diky své schopnosti
hydrolyzovat ATP a vazat celou fadu aktin vazebnych proteinl, které mohou kdykoliv a
kdekoliv v bufice modifikovat jeho zafazeni do jadernych dé&jua. Skute€nost, ze byly v
buné&&ném jadie pospolu identifikovany aktin, myosin |, myosin VI, ARP3,4,5,8, N-WASP a
uréena jaderna lokalizace mnoha dalSich aktin vazebnych protein( jako napfiklad profilin,
filamin A, spektrin, aktinin, myopodin, atd., dokazuje, ze aktin vazebné proteiny neplini funkci
pouze v cytoplasmé pfi organizaci aktinovych mikrofilament. Nékteré z nich maji dualezité
funkce i v jaderném kompartmentu, kde pomahaji modulovat tGrover transkripce gena. Jestli
jsou tyto funkce podminény interakci s jadernym aktinem nebo s jinymi proteiny, zustava
stale jeSté pfedmétem vyzkumu. O mnohych aktin vazebnych proteinech také neni jasny
mechanismus transportu do jadra, jsou transportovany spolu s aktinem nebo zviast? Co se
tye pfitomnosti polymerni formy aktinu v jadfe, nelze to potvrdit ani vyvratit. Tato otazka
zUstava stale oteviena. Pokud polymerni aktin v jadre existuje, je mozné Ze zaujima odli$nou
konformaci od cytoplasmického F-aktinu a proto ho nemiZeme jednoduse vizualizovat.
Ovsem tuto zaleZitost nam pomuze vysvétlit pouze dalsi hledani vazebnych partnert aktinu
a specifickych protilatek, které by neznadili F-aktin v cytoplasmé, ale pouze v jadie. Tedy za
prfedpokladu, 2e se jaderny F-aktin bude dostate¢né lisit svymi epitopy. Také je mozné, ze
tvofi pouze kratka viadkna, kterad unikaji detekci, nebo jsou vazebna mista zakryta aktin
vazebnymi proteiny. Zajimava je také piedstava, Ze by F-aktin v jadie spolu s laminy mohl
byt soudasti nukleoskeletu, ktery by hral roli v kompartmentalizaci jadra. V budoucnosti
muZeme o&ekavat mnoho zajimavych zjisténi o funkci jaderného aktinu, jeho formach a
zplsobu regulace aktin vazebnymi proteiny.
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Obrazek &. 2 Znéazorfiuje predstavu autoru ¢lanku (Gettemans et. al., 2005) o jedné z
moznych funkci ABPs v jadfe:

A Cytaplasm Nucleus

B Ligand Chromatin
typell @ \, condensation
receptor -

Retinoic -
acid ¢ %

(Pievzato z publikace Gettemans et. al., 2005)
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Obr.¢.2:

A) Model ukazuje jadernou translokaci ABP spolu s receptorem steroidniho hormonu typu |
(receptor pro estrogen, androgenni receptor,glukokortikoidni receptor).

Asociace ABP s receptorem muze probihat bud v cytoplasmé nebo v jadfe.

Po vazbe ligandu se receptory typu | vazi jako homodimery k HREs (hormone response
elements). Poté dochazi k vazbé HAT (histon acetyltransferasy) a dalSich proteinovych
koaktivatort, coZ vede k rozvolnéni chromatinu a umozriuje vazbu

preiniciaéniho komplexu, ktery jiz obsahuje RNA polymerasu ll. Interakce jadernych ABPs
s jadernymi receptory typu | (nebo s dal$imi koaktivatory) pak bud zesiluje nebo inhibuje
transkripci. Interakce jaderného aktinu a RNA polymerasy |l také zesiluje transkripci a je
proto mozné Ze nékteré jaderné ABPs také ovliviluji vazbu Aktin-RNA pol Il a tim moduluji
transkripci.

B) Receptory typu Il (thyroidni receptor, receptor kyseliny retinové) inhibuji transkripci tim
zpusobem Ze, pokud neni pfitomen ligand, vazi HDAC (histon deacetylasu) , ktera
zpUsobuje kondenzaci chromosomu a tim inhibici transkripce v dané oblasti. Jaderné ABPs
interaguji s témito receptory za pfitomnosti ligandu tak, Ze stimuluji vyménu HDAC za HAT,
tedy pomahaji aktivaci transkripce
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6. Perspektivy

JelikoZ jsou aktin vazebné proteiny v bunétném jadie doposud neprozkoumanou
problematikou, nabizi se jako po¢ate¢ni postup jejiho feSeni plodny prizkum lokalizace aktin
vazebnych proteinu, jaderného aktinu a dalSich protein( jako jsou napfiklad transkripéni
faktory, splicingové faktory, véechny tfi typy RNA polymeras a dal$i dalezité jaderné proteiny.
Pfi feSeni tohoto ukolu by bylo nejdfive vhodné vyuzit fluorescenéni a konfokalni mikroskopii
pro shromazdéni dat o lokalizaci zkoumanych proteint v jadfe, pfipadné o jejich kolokalizaci.
K bliz8imu prozkoumani kolokalizaci se nabizi elektronova mikroskopie, kde je mozné
s pomérné velikou piesnosti uréovat zda spolu zkoumané proteiny kolokalizuji &i nikoliv.
S vyuzZitim statistického programu (napfiklad Ellipse), je mozné zjistit, zda je pozorované
znadeni statisticky vyznamné, nebo zda je kolokalizace zkoumanych proteini nahodna.
Dal$im moznym pfistupem pro dilkaz zkoumaného proteinu v jaderné &i cytoplasmické frakci
a jeho interakci s jinymi proteiny, by byla imunoprecipitace. Pokud se ujistime, Ze protein
skutetné v jadre je, mhZzeme pfistoupit k odhalovani jeho funkce a to pomoci riznych metod,
mezi které patfi napfiklad nadmérna exprese proteinu, exprese mutované formy proteinu,
fenotypové umiléeni genu pro dany protein pomoci siRNA, pfipadné dalsi metody.
V soucasnosti rychle pfibyva novych zprav o lokalizaci fady aktin vazebnych proteint v jadre,
coz samo o sobé otevira jedine¢nou pfilezitost novych objevl o roli aktinu v jadfe a zpisobu
jeho regulace.
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