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Abstrakt

Aktin je jednim znejrozsifenéjSich proteind v Zivych organismech. Regulaci aktinového
cytoskeletu zajistuje mnoho mechanism(, jednim z regulatord dynamiky aktinu u rostlin
i Zivocichu je vysoce konzervovany - Arp2/3 komplex. U vSech organism( je tvofen dvéma
velkymi podjednotkami (Arp2 a Arp3) a péti malymi podjednotkami (ArpC1- ArpC5). Arp2/3
komplex Fidi vétveni aktinovych filament v Ghlu 70°. V pfedloZené préaci jsou popsany funkce
jednotlivych podjednotek se zvlastnim dlrazem na ty, které jsou pro jednotlivé podjednotky
specifické. Vytvoreny souhrn prekracuje hranice rostlinné fiSe a vénuje se i ZivoCichim a
kvasinkdm, u kterych je tento komplex aktivné zkoumdn, a je dostupnd fada informaci
o mechanismech jeho regulace. V préci jsou shrnuty vzajemné interakce mezi podjednotkami
i jejich interakce s regulatory Arp2/3 komplexu a dalSimi proteiny. Nékteré z podjednotek
jsou u nékterych organism( kodovany i vice nez jednim genem, v takovych pfipadech mohou
mit tyto izoformy i rozdilné funkce. Arp2/3 komplex je pro Zivocichy nezbytny k Zivotu,
u rostlin maji vSak mutace v podjednotkach tohoto komplexu mirnéjsi projevy. V rostlinach
se Arp2/3 komplex uplatiuje predevsim vrychlém a orientovaném rlstu, mutace
podjednotek se proto projevuji typickym poskozenim trichomd.

Klicova slova - Arp2/3 komplex, aktin, interakéni domény, mutace, modulace genové exprese



Abstract

Actin is one of the most abundant proteins in living organisms. Regulation of the actin
cytoskeleton is provided by many mechanisms, one of the regulators of actin dynamics
in plants and animals is highly conserved - Arp2/3 complex. In organisms it consists of two
large subunits (Arp2 and Arp3) and five small subunits (ArpC1 - ArpC5). Arp2/3 complex
controls actin filament branching at an angle of 70°. This thesis describes the functions
of individual subunits with a special emphasis on those which are specific for individual
subunits. This summarize exceeds the boundaries of the plant kingdom, and it also discusses
animals and yeast, in which the complex is actively studied, and it is a lot of information
available about the mechanisms of its regulation. The paper summarizes the interactions
between the subunits and their interactions with regulators of Arp2/3 complex and other
proteins. Some of the subunits are in some organisms encoded by, more than one gene
in such cases, these isoforms may have different functions as well. Arp2/3 complex is for
animals necessary for living, but in plants mutations in the subunits of the complex have
moderate symptoms. In plants the Arp2/3 complex is used primarily in fast and oriented
growth, mutations of subunits showing typical distorted trichomes.

Key words - Arp2/3 complex, actin, interaction domains, mutation, modulation of gene
expression



Seznam pouzitych zkratek

ABA - abscisic acid

ABI — Abl-interactor

ABIL — Abi-like proteins

ABPs — actin binding proteins

ADF/cofilin — actin depolymerizing factor

Arp(C) — Actin-related protein (component)
BRICK1 — Bub1-related kinase 1

CKIP-1 — casein kinase 2-interacting protein 1

CP — capping protein

DOCK — Dedicator of cytokinesis

GEF — guanine exchange factor

HSPC300 — haematopoietic stem progenitor cell 300
MAPKAPK2 — Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated Protein Kinase 2
MTOC — microtubule-organizing center

NAPP — Nck-associated protein

NPFs — nucleation promoting factors

NTA — N-terminal Arp2/3 binding domain

Pakl — p21-activated kinasel

PH doména — Pleckstrin homology domain

PIRP — p53-inducible mRNA protein

PKC — protein kinase C

SCAR — suppressor of cAMP receptor

Sop2 — suppressor of profilin 2

Sral — steroid receptor RNA activator

Racl — Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
RHAMM — hyaluronan-mediated motility receptor
ROP — Rho proteins of plants

Tiam — T-lymphoma invasion and metastasis 1
TEAD — TEF family protein

VCA — verprolin-homology-central-acidic

WASP — Wiskott-Aldrich syndrome protein

WAVE — WASP family verprolin homology protein
WT — wild type

YAP — Yes-associated protein



1. Uvod

Za vnitfni dynamiku rostlinnych i ZivociSnych bunék je zodpovédny predevsim
aktinovy cytoskelet (Dominguez a Holmes, 2011). Aktin je nezbytny pro fadu bunécnych
procesll, jako je pohyb vacka a organel nebo organizace vnitini stavby bunky, podili se
na formovani tvaru a polarizaci burikky. Pro spravnou funkci aktinu je nezbytna jeho
polymerace, proto jsou reguldtory aktinového cytoskeletu tak intenzivné studovany.
U rostlin se na polymeraci aktinu Gcastni nékolik regulatord. Profilin, ADF/cofilin (actin
depolymerizing factor), CP (capping protein) a vilin zajistuji polymeraci/depolymeraci
na koncich jiz existujiciho filamenta. Forminy a Arp2/3 komplex (Actin-related protein) fidi
de novo polymeraci aktinovych filament (Staiger a Blanchoin, 2006).

Jiz od roku 1994, kdy byl Arp2/3 komplex poprvé popsan u Acanthamoeba (Machesky
et al., 1994) je intenzivné zkoumanym komplexem. Je jisté, Ze Arp2/3 komplex hraje u vSech
organisml duleZitou roli vregulaci aktinového cytoskeletu. Presto u rostlin mutace
v jednotlivych podjednotkdch nejsou na rozdil od Zivocichl letalni (Goley a Welch, 2006).
Davodem by mohlo byt to, Ze u rostlin, jejichz buniky se nepohybuji, neni regulace dynamiky
aktinového cytoskeletu tak dualezita a funkci Arp2/3 komplexu mohou castecné prevzit dalsi
de novo regulatory aktinu jako jsou forminy.

Pro porozumeéni Arp2/3 komplexu je nutné znat detailné vnitini strukturu komplexu a
mechanismy regulace komplexu. V této praci jsou proto popsany interakce podjednotek
Arp2/3 komplexu s jeho regulatory. U Zivocichl jsou to predevsim regulatory z rodiny WASP
(Wiskott-Aldrich syndrome protein) a cortaktiny (Weaver te al., 2003). Aktivaci rostlinného
Arp2/3 komplexu zajistuje komplex WAVE (WASP family verprolin homology protein), ktery
je regulovdn ROP GTP4zami (Rho proteins of plants; Basu et al., 2004; Szymanski et al.,
2005). Velky prostor je v predloZzené praci vénovan také popisu mutant(, a to jak u rostlin,
tak u zivocich( a ptipadné i kvasinek. Pravé diky mutacim v jednotlivych podjednotkach totiz
byly odhaleny zakladni zdkonitosti fungovani komplexu a jejich dalsi analyzy povedou
k detailnéjsSimu poznavani mechanism regulace i funkce celého komplexu i jeho
podjednotek. V literatufe jsem ale nenasla Zzadné recentni ¢lanky, které by shrnovaly
informace o funkci jednotlivych podjednotek komplexu, ani u rostlin ani u ZivocichU, coz bylo
také divodem k vytvoreni této reSerSe. Shromazdéné udaje o podjednotkach u jinych skupin
organisml by navic mohly po fylogenetické analyze konzervovanosti sekvenci poslouZit
k vytipovani mist na jednotlivych podjednotkach, jejichz cilend mutageneze by mohla vést
k zjisténi dalSich dalezZitych udajd o funkci tohoto komplexu u rostlin.



2. Aktin — struktura a funkce

Aktin je globularni protein sloZeny z cca 375 aminokyselin, s velikosti okolo 42 kDa.
U eukaryotickych bunék je jednim z nejhojnéjsich proteinG. U€astni se fady interakei a je
vysoce konzervovany napfi¢ organismy. Aktin je kédovan genovymi rodinami. Vyskytuje se
ve dvou formach - bud ve formé monomeru (G-aktin) nebo filament (F-aktin). Vzhledem
ke klicové uloze aktinu pti fungovani bunék i celych organism( je také c¢ast obrannych
toxinl cilend pravé na aktinovy cytoskelet (Dominguez a Holmes, 2011) — napf. latrunculin
a cytochalasin, které brani polymeraci a faloidin, ktery naopak brani depolymeraci
aktinovych filament (Cooper et al., 1987; Yarmola et al., 2000).

G-aktin polymeruje do vldken o prliméru 7-9nm, tvoficich pravotocivou Sroubovici.
Aktinova filamenta umoznuji rdzné pohyby v bunce. PrestoZze na pohled se rostliny zdaji
nepohyblivé, jejich intracelularni struktury jsou velmi dynamické. Aktin zprostfedkovava
predevsim pohyb organel a vackl, podili se na endocytéze a exocytéze, na organizaci
vnitini stavby buriky a na utvareni tvaru a polarizaci bunék. Polarizace bunék je u rostlin
dllezita napft. pfi rGstu korfenovych vlasku, pylové lacky nebo trichoma (Staiger a Blanchoin,
2006). U zivocichl aktinovy cytoskelet navic zprostfedkovdva migraci bunék a v interakci
s myozinem zajistuje pohyb svalstva ve formé myofibril (Dominguez a Holmes, 2011).

Pomér aktinu ve formé monomerni a ve formé filament neni vidy stejny a lisi se napfr.
mezi rostlinami a kvasinkami. Zatimco u rostlin je ve formé filament jen 1-10% aktinu
(Gibbon et al., 1999), u kvasinek tvofti vétsina pfitomného aktinu filamenta (Karpova et al.,
1995). To poukazuje na rozdilné potfeby bunék a rozdilny zptsob regulace aktinu.

2.1. Regulace polymerace aktinu u rostlin

Pfesnd regulace dynamiky aktinového cytoskeletu je nezbytna pro fadu bunécnych
proces(l, proto ji zprostfedkovavd mnoistvi proteinl, které s aktinem interaguji, tzv. ABPs
(actin binding proteins). U vyssich rostlin neni popsano mnoho téchto regulujich proteind,
jsou to profilin, ADF/cofilin, CP, vilin, forminy a Arp2/3 komplex (Staiger a Blanchoin, 2006).

Profilin m(ze aktin jak aktivovat, tak inhibovat. V burice se vyskytuje ve vysoké
koncentraci. Navazanim G-aktinu, brani jeho spontanni polymeraci. Profilin také udrzuje
mnozZstvi ATP-aktinu, ktery se wvyuziva pfi aktivaci aktinu, kdy je nutnd jeho rychld
polymerace. Podili se tak na vzniku aktinovych filament, kterd jsou nutna pro prodluzovani
bunék. (Pantaloni a Carlier, 1993; Staiger et al., 1997)

ADF/cofilin spolupracuje s profilinem, zpGsobuje depolymeraci aktinového filamenta
z minus konce. Vaze se na ADP F-aktin (Blanchoin a Pollard, 1998).

CP je heterodimer, vazajici filamenta na plus konci, inhibuje polymeraci aktinu. Jeho
aktivitu neovliviuji vapenaté ionty jako u profilinu, ale je ovlivnén fosfatidilinositol-4,5-
bifosfatem. CP je jednim z hlavnich regulator(i aktinu u vyssich rostlin. Spolu s profilinem
udrZuje malé mnozstvi F-aktinu u rostlin (Huang et al., 2003).

Villin, ktery je regulovany vapenatymi ionty, indukuje tvorbu svazkd z aktinovych
filament (Yokota et al., 2005).

De novo polymeraci aktinu zajistuji u rostlin forminy a Arp2/3 komplex. Forminy vazi
profilin a zajistuji tak polymeraci aktinu, bez vétveni. Maji v rostlindch vice nez dvacet
izoforem (Deeks et al., 2004).



. Arp2/3 komplex

Arp2/3 komplex fidi tvorbu nového aktinového filamenta na jiz existujicim vlakné,
&imZ dochdzi k vétveni filamenta v konstantnim Ghlu 70°. Celkovd velikost tohoto komplexu
je 220 kDa. Je tvoren dvéma velkymi podjednotkami — Arp2 a Arp3 — a péti mensimi
podjednotkami ArpC1-C5 (actin-related protein component) o velikosti 16-41 kDa viz Obr. 1.
Podle dvou velkych podjednotek, které jsou homologni aktinu, dostal Arp2/3 komplex svoje
jméno (Pollard a Beltzner, 2002). Pro prehled uzivanych nazvli a synonym podjednotek viz
Tab. 1.

Obr. 1 - Strukturni obrazek celého Arp2/3
komplexu. A) stuhovy model s vyznacenim
sekundarnich struktur a B) model povrchu.

Barevné jsou od sebe odlisené jednotlivé
podjednotky — Arp2 rdzovd, Arp3 oranzova,
ArpCl (p40) zelend, ArpC2 (p34) svétle
modrda, ArpC3 (p21) fialova, ArpC4 (p20)
tmavé modra a ArpC5 (p16) Zluta. Ciselné
jsou popsany jednotlivé Useky u Arp2 a Arp3
podjednotek.

(Pfevzato a upraveno podle Robinson et al.,
2001)




Nazev podjednotky Dalsi pouzivané nazvy
Arp2 wrm
Arp3 disl
ArpCl Arc40| p4l, p40| arx-3 Sop2
ArpC2 Arc34| p34-Arc | PR2446 | PNAS-139 | dis2
ArpC3 Arc21| p21-Arc
ArpC4 Arc20| p20-Arc | p20-Arp
ArpC5 Arcl6| pl6-Arc crk

Tab. 1 - Pfehled ndzv( podjednotek Arp2/3 komplexu a jejich synonym.

Arp2/3 komplex byl poprvé popsadn u Acanthamoeba, jako komplex vazajici profilin
a regulujici nukleaci aktinovych filament (Machesky et al., 1994). Brzy po objeveni se stal
centrem zajmu pravé diky velkému vlivu na regulaci cytoskeletu. Pozdéji byl identifikovan
i v savcich a rostlinnych burikach. VSechny podjednotky Arp2/3 komplexu u eukaryot vykazuji
mezi sebou znacnou podobnost. Struktura a funkce tohoto komplexu je v evoluci
konzervovand (Machesky et al., 1997).

Mutace v jednotlivych podjednotkach Arp2/3 komplexu se u rostlin nejvice projevuji
ve fazich, kdy je nutny rychly a orientovany rust (Mathur et al., 2004). Ze skupiny gend,
identifikovanych na zakladé fenotypovych analyz ndhodnych zmén listdG u Arabidopsis
thaliana, bylo 8 seskupeno do skupiny DISTORTED, vykazujici spole¢ny fenotyp ve zkrouceni
trichom(l, coZ naznacuje Spatnou funkci aktinového cytoskeletu. Mezi né patfi geny -
DISTORTED-1, DISTORTED-2, GNARLED, KLUNKER, SPIRRIG, WURM, CROOKED, ALIEN
(Hulskamp et al., 1994) viz Tab. 2. Pozdéji bylo objeveno, Ze vétsina z téchto genl kéduje
pravé podjednotky Arp 2/3 komplexu nebo jeho regulatory. Spole¢nym znakem pro mutace
v jednotlivych podjednotkach je tedy defekt v morfogenezi trichoma.

Ndazev genu | Mutant - zkratka Kdéduje protein Citace
DISTORTED-1 dis1 Arp3 Mathur et al., 2003a
DISTORTED-2 dis2 ArpC2 Saedler et al., 2004a

GNARLED grl Napl Brembu et al., 2004
KLUNKER klk Sral Saedler et al., 2004b
SPIRRIG spi WD40/BEACH domain Saedler et al., 2009
WURM wrm Arp2 Mathur et al., 2003a
CROOKED crk ArpC5 Mathur et al., 2003b
ALIEN ali ArpC4? Brembu et al., 2005?

Tab. 2 - Seznam genU ze skupiny DISTORTED (Hulskamp et al.,, 1994), jejich
a proteiny, které kéduji. V pripadé ALIEN je ptifazeni k proteinu spekulativni, souvislost
s ArpC4 podjednotkou nebyla v uvedené praci jednoznacné prokazana).

zkratky



Pro cely Arp2/3 komplex plati, Ze mutace v jednotlivych podjednotkdach nejsou
pro rostlinné bunky tak zadsadni, na rozdil od Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster i lidskych Hela bunék, u kterych ma mutace pro buriky
vyrazné az letdIni disledky (Goley a Welch, 2006). To ukazuje na jistou uroven redundance —
mozné zastoupeni jinymi aktivatory aktinu u rostlin, pfipadné to, Ze role nukleace aktinu
neni u rostlin tak vyznamna jako u Zivocich(.

3.1. Regulace Arp2/3 komplexu

REGULACE Arp2/3 KOMPLEXU U ZIVOCICHU

Zivotidny Arp2/3 komplex je regulovéan proteiny z rodiny WASP a rodinou cortaktind.
Stejné jako WASP jsou i cortaktiny mezi ZivociSnymi organismy konzervovany (Weaver te al.,
2003).

WASP

Nukleacéni aktivitu celého Arp2/3 komplexu zprostifedkovavaji predevsim proteiny
z rodiny WASP, které jsou hlavnimi aktivatory tohoto komplexu. Do této rodiny patfi WASP
proteiny a SCAR/WAVE proteiny (Wasteneys a Galway, 2003). U kvasinek a savcich bunék se
WASP ke komplexu vazi pres specifickou doménu VCA (verprolin-homology-central-acidic),
oznacovana i jako WA doména (Wiskott-Aldrich; Pan et al., 2004). Doména VCA se sklada
ze tfi oblasti — V = actin bindig region, C = central conecting region a A = acidic region. Pravé
V oblast vaZze a pfinasi aktinové monomery na Arp2/3 komplex (Boczkowska et al., 2008).
VCA doména ma homologii s VCA doménou proteinu SCAR/WAVE (suppressor of cAMP
receptor) i u rostlinnych bunék (Uhrig et al., 2007).

Cortaktiny
Cortaktiny obsahuji NTA (N-terminal Arp2/3 binding domain) doménu, pres kterou

vazi Arp2/3 komplex. Stejné jako u WASP se na Arp2/3 komplex vaze A (acidic) doména,
zfejmé pouze pres Arp3 (Weaver et al, 2002; Weaver et al., 2003).

REGULACE Arp2/3 KOMPLEXU U ROSTLIN

U rostlin je hlavnim aktivatorem Arp2/3 komplexu WAVE komplex. WAVE komplex je
konzervovany u rostlin a Zivo¢ichl a sklada se z péti podjednotek - SCAR/WAVE, Sral
(PIRP/PIR121), NAPP, BRICK (HSPC300) a ABI (Szymanski et al., 2005). Tento komplex je
regulovan pomoci ROP GTP&az, které jsou specifické pro rostliny (Basu et al., 2004).
U Arabidopsis thaliana byly identifikovany ctyfi geny pro SCAR/WAVE oznacované jako
AtSCAR1 - AtSCAR4 (Frank et al., 2004). Stejné tak ABI (Abl-interactor), ktery je nejméné
konzervovanym z rostlinnych regulatorq, je kédovan ¢tyrmi geny - ABIL1-ABIL4 (Basu et al.,
2005). Ostatni regulatory - BRK1, SRA1 a NAP1 - jsou kddovany pouze jednim genem (Frank
et al., 2004). Schéma regulace Arp2/3 komplexu u rostlin viz Obr. 2.



Scar/WAVE

complex
Activation
Actin
Polymerization
Arp2/3
complex

Obr. 2 — Stru¢né schéma nukleace aktinového filamenta. WAVE komplex je aktivovan pomoci
GEF (guanine exchange factor) SPIKE1 a ROP GTP4z, komplex WAVE poté aktivuje Arp2/3
komplex, ktery nasledné fidi polymeraci aktinu. (Pfevzato a upraveno podle Zhang et al.,
2005)

SCAR/WAVE

SCAR/WAVE je u Arabidopsis thaliana kddovan ¢tyfmi geny AtSCAR1-AtSCAR4, SCAR2
je kédovan genem DISTORTED-3. Mutanti dis3 vykazuji fenotyp zkroucenych trichom( (Basu
et al., 2005), tedy SCAR2 neni pIné zastupitelnd dalsimi paralogy. SCAR/WAVE funguje jako
pozitivni regulator Arp2/3 komplexu. SCAR/WAVE interaguje s BRICK1 (Bub1l-related
kinase 1; Frank et al., 2004) a ABI proteinem (Basu et al., 2005).

Sral/PIRP (steroid receptor RNA activator protein /p53-inducible mRNA protein)

Sral neboli PIRP je protein, ktery se ucastni regulace Arp2/3 komplexu, homolog
Zivocisného PIRP byl nalezen i u rostlin (Brembu et al., 2004). Pozdéji bylo zjisténo, ze AtSRA1
je kddovan genem KLUNKER, ktery patti do skupiny gend vykazujicich fenotyp zkroucenych
trichomU a narusenou organizaci aktinového cytoskeletu. (Saedler et al., 2004b)

BRICK1/HSPC300 (haematopoietic stem progenitor cell 300)

BRICK1 (BRK1) neboli HSPC300 je vysoce konzervovany protein u rostlin i ZivoCich(. Je
s velikosti 8 kDa nejmensi z podjednotek WAVE komplexu. Mutanti brk1 vykazuji defekt
v organizaci F-aktinu a polarité bunécného ristu (Frank a Smith, 2002). Mutaci v BRICK1
vznikaji morfologicka poskozeni v bunkach, kterd souvisi se Spatnou funkci aktinového
cytoskeletu. Podobné jako u Arp2/3 komplexu bylo pozorovano i poskozeni trichomd. Bylo
potvrzeno, Zze se BRK1 Ucastni regulace Arp2/3 komplexu. BRK1 brani také degradaci SCAR
(Djakovic et al., 2006). BRICK1 interaguje s Arp2/3 komplexem pres podjednotky ArpC3 a
Arp3 (Uhring et al., 2007).




NAPP (Nck-associated protein)

Bylo zjisténo, Ze mutanti v NAPP jsou identicti s mutanty gr/, NAPP je tedy
u Arabidopsis thaliana kédovan genem GNARLED. To poukazuje na jeho funkci v aktivaci
Arp2/3 komplexu, tito mutanti vykazuji podobny fenotyp zkroucenych trichom( a defekt
ve vyvoji bunék v epidermis jako mutanti v podjednotkach Arp2/3 komplexu (Brembu et al.,
2004).

ABI

ABI, u rostlin ABIL (ABI-like proteins) je u Arabidopsis thaliana kédovan ¢tyfmi geny
(ABIL1-ABIL4) a ucastni se regulace Arp2/3 komplexu. ABIL1 interaguje se SCAR/WAVE
u rostlin skrze specifickou doménu, na Zivocisny SCAR/WAVE nebyl protein ABI schopny se
navazat (Basu et al., 2005). VSechny ¢tyfi ABIL jsou spojeny s BRICK1, se kterou spolupracuiji.
S Nap1l interaguji dva z ABIL protein( (Uhring et al., 2007). Pfi umlceni exprese ABI (ABIL3)
RNA interferenci byly pozorovany poskozené trichomy a zmény v organizaci aktinového
cytoskeletu, podobné jako u mutant v Arp2/3 komplexu. To poukazuje na funkci ABI, jako
aktivatoru tohoto komplexu. Byla pozorovana také asociace ABI s mikrotubuly (J6rgens et al.,
2010).

SPIKE1

SPIKE1 patfi do genové rodiny DOCK (Dedicator of cytokinesis), proteiny z této rodiny
spolu sdili konzervovanou doménu na C-konci (Qui et al. 2002). Proteiny z rodiny DOCK se
Ucastni signalizace, funguji jako GEF u Rho GTPaz (C6té a Vuori, 2002).

Uz podle Qui et al. (2002) bylo predpoklddano, Ze se SPIKE1 ucastni v reorganizaci
aktinového cytoskeletu. Mutanti ve SPIKE1 vykazovali typicky defekt v trichomech
a zmensené vybézky pokozkovych bunék.

Bylo zjiSténo, Ze SPIKE1 zfejmé pusobi jako GEF u ROP, ktery reguluje proteiny
SCAR/WAVE u rostlin a Gcastnici se signalizace. Bylo prokazano, Ze SPIKE1 pfimo interaguje
s ABI proteiny a SCAR/WAVE proteiny u Arabidopsis thaliana a je tedy zfejmé soucasti WAVE
komplexu u rostlin (Uhring et al., 2007). Vazba na ROP rostlin je specificka, na Zivocisny Rac
nebyla vazba SPIKE1 pozorovnéana (Basu et al., 2008)

10



3.2. Podjednotky Arp2/3 komplexu

3.2.1. Arp2 podjednotka

Arp2 je spolu s Arp3 homologni k aktinu, s velikosti okolo 45 kDa je druhou nejvétsi
podjednotkou Arp2/3 komplexu. Tvofi ji Ctyfi Useky (subdomény), tyto Useky sdili homologii
s aktinem a maji podobnou sekundarni i tercidlni strukturu (viz Obr. 3). Arp2 podjednotka je
v komplexu spojena s podjednotkami Arp3, Arpcl, Arpc4 a ArpC5 (Robinson et al., 2001).

b, \ i
N Y e .
* ///4’?;; ‘ )"t .lﬁ‘-

3L vl

= ‘X

Obr. 3 - Porovnani struktury aktinu (A) s podjednotkami Arp2 (B) a Arp3 (C). Rozdilné ¢asti
oproti aktinu jsou vyznaceny zelené. VSechny tyto struktury obsahuji ¢tyfi useky. (Pfevzato
od Robinson et al., 2001)

Funkce Arp2 v ZivoCisSné FisSi

Pro spravnou aktivaci Arp2/3 komplexu pomoci NPFs (nucleation promoting factors)
je nutna fosforylace Arp2/3 komplexu. Tato fosforylace probihd na vice podjednotkach a je
nutnd pro navazani minus konce (pointed end) nukleovaného aktinového filamenta.
Fosforylovdny jsou podjednotky ArpCl (treonin 21), ArpC5 (serin 77) a ArpC2. Pravé
fosforylace na konzervované ¢asti Arp2 podjednotky (na evoluéné konzervovanych zbytcich
treoninu 237 a treoninu 238) je u eukaryotickych bunék klicova. Tyto fosforylované
threoninové zbytky totiz tvori solné mustky se zbytky argininu na ArpC4, tim se zfejmé
stabilizuje cely Arp2/3 komplex (LeClaire te al., 2008).

vrve

Arp2 je u Arabidopsis thaliana kddovan genem WURM, jehoZ mutace rovnéz vykazuje
fenotyp poskozenych trichom(. U mutantl v Arp2 podjednotce byly pozorovany i dalsi
defekty v epidermis, jejiz buriky jsou méné usporadané a epidermalni buriky maji mensi
vybézky. Dale byl pozorovan az trikrat kratSi hypokotyl oproti WT (wild type). Bylo
pozorovano také naruseni fuzovani vakuol u téchto mutantd. Misto jedné velké vakuoly bylo
v burikdch rozmisténo nékolik mensich. To by mohlo naznacovat Gcast Arp2/3 komplexu
v organizaci vakuolarniho systému. Naopak v rlstu korenovych vlaskl a kliceni pylové lacky
nebyly pozorovany vyrazné defekty (Mathur et al., 2003a).
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Mutanti v Arp2 i v Arp3 podjednotce u Arabidopsis thaliana vykazuji poruchy
i ve funkci praduch(. Byla pozorovana mensi priduchova Stérbina u téchto mutant( (Li et al.,
2013). Na regulaci praduchl se podili i vakuola, nékolik mensich spolu fuzuje a vznika tak
jedna velka vakuola béhem otvirani praduch. Pti zavirdni praduchi se naopak velka vakuola
rozpada na nékolik mensich (Gao et al., 2005). Pravé poskozeni fuze vakuol ve svéracich
bunkach priduchl vykazovali mutanti arp2 i arp3. Bunky mély bud nedokonéenou fuzi
vakuol, nebo bylo pozorovadno vice mensich vakuol (Li et al., 2013). Dale byla sledovéna
organizace aktinu ve svéracich burikdch u mutantl arp2 a arp3. U WT rostlin Arabidopsis
thaliana jsou filamenta pfi uzavieni priduchl rozmisténa ndhodné. Pfi otvirani priduchd
maji filamenta radidlni orientaci (Wang et al., 2008). Oproti tomu béhem otvirani
u mutantnich bunék (arp2 a arp3), jsou aktinova filamenta umisténa na koncich svéracich
bunék a okolo jejich jader. Byly pozorovany také silnéjsi svazky aktinovych filament (Li et al.,
2013).

3.2.2. Arp3 podjednotka
Arp3 je s velikosti 47 kDa nejvétsi podjednotkou Arp2/3 komplexu. Je tvofena stejné
jako Arp2 podjednotka ¢tyfmi subdoménami a ma homologii s aktinem viz Obr. 3. Arp3 je
spojena s podjednotkami Arp2, ArpC1 a ArpC3 (Robinson et al., 2001).

vrve

U Drosophila ma Arp3 dvé izoformy oznacované jako Arp3A a Arp3B, které jsou
vzajemné identické ze 74 % a sdili 83% podobnost (Hudson a Cooley, 2002).

Inzeréni mutanti v Arp3 podjednotce vykazovali u Drosophila podobny fenotyp jako
mutanti v ArpCl. Ve vajickdch Drosophila byl u obou mutantl posSkozeny tzv. ring canal
(struktura skrze kterou muzZe prochazet intracelularni materidl od podplrnych bunék
do vznikajicich bunék oocytt), byla poskozena jeho velikost a celistvost. Nejvice byl ovlivnén
ring canal spojujici vzajemné podpUrné burky (nurse cell) v ovariich (Hudson a Cooley, 2002).

| u lidskych bunék byla objevena druha izoforma Arp3, tato izoforma oznacovana jako
Arp3B, vznika zfejmé alternativnim sestfihem transkriptu. Arp3p sdili 90% identitu s Arp3.
Arp3B byl pozorovan predevsSim v mozku, v malém mnozstvi i ve svalu, slinivce a jatrech,
z ¢ehoz autofi usoudili na moznou specifickou funkci Arp3p u nervovych bunék (Jay et al.,
2000).

U mysich embryi hraje Arp3 vyznamnou roli ve vyvoji blastocysty. Rané stadium
embryogeneze nevykazuje vyrazné poskozeni pfi mutaci v Arp3 podjednotce. Ve stadiu
blastocysty je uz tato mutace letalni (Vauti et al., 2007).

vrve

Projev absence Arp3 podjednotky je podobny jako u Arp2, déle je popsany fenotyp
arp3 mutantl. Arp3 je u Arabidopsis thaliana kédovan genem DISTORTED-1 vykazujicim
fenotyp zkroucenych trichomu. Hypokotyl je u téchto mutantt kratsi v porovnani s WT. Déle
byl pozorovan defekt pti fuzi vakuol (Mathur et al., 2003a). Podle Li et al. (2003) maji Arp3
mutanti také redukované vybézky (loby) pokozkovych bunék. Mutace v Arp3 podjednotce
nema vliv na rist kofenovych vlasku a kliceni pylové lacky.

U arp3 mutantl (dis1) byly pozorovany prodlouzené papily na trichomech, také byly
detekovany mezery (gaps) mezi sousednimi burikami pokozky déloznich listd (Le et al., 2003).
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Mutanti v Arp3 podjednotce vykazuji také poSkozeni priduch( a vakuol ve svéracich
burnikdch podobné jako u Arp2 podjednotky (viz vySe; Li et al., 2013).

U mutantd v Arp3 podjednotce (disI mutantd) bylo pozorovano i ovlivnéni
gravitropismu (orientovany rlst ve sméru gravitace) a fototropismu (rlst za svétlem). Arp3
ovliviuje gravitropismus ve stonku a korfenech, ale ne v hypokotylu. Mutanti v Arp3
podjednotce maji také utlumenou fototropickou reakci stonku a hypokotylu. Arp3 se podili i
na pozitivnim gravitropismu kofent (Reboulet et al., 2010).

3.2.3. ArpCl podjednotka

ArpCl je nejvétsi zpéti podjednotek 1
sekvencné nepribuznych aktinu a treti nejvétsi 309
podjednotkou celého komplexu. Velikost této
podjednotky je 40-41 kDa. Tercidrni struktura 297
ArpCl je tvorena sedmi skladanymiB listy 2 "‘-«? «U:L A \ 287
usporadanymi dokola kolem centrdlni osy, které ¢ B‘ﬁ/
tvori tzv. B-propeller (Obr. 4; Robinson et al., %

2001). . 6

/'\l

7 31

Obr. 4 - Stuzkovy diagram ArpCl podjednotky )ii{
(p40) svyznatenym C a N koncem proteinu. 3

ArpCl tvoreny sedmi beta listy, vytvarejici

strukturu tzv. B-propeller. (Pfevzato a upraveno 5
podle Robinson et al., 2001) 4

Funkce ArpC1 v ZivoCiSné fiSi

V ZivocisSnych burikach se podjednotka ArpC1 vyskytuje ve dvou izoformdach — ArpC1A
a ArpC1B. Tyto izoformy se od sebe vzajemné sekvencéné liSi a predpokladaji se i funkéni
rozdily. Vzhledem k odlisné velikosti, jsou také oznacovany jako p40-Arc (pro ArpC1A) a p41-
Arc (ArpC1B; Welch et al., 1997). Pfredpoklada se, Ze ArpCl se nepodili na pfimé interakci
s aktinem a nukleaci nového vldkna, ale Ze hraje dllezitou roli pfedevsim v regulaci sestaveni
a udrzovani Arp2/3 komplexu. ArpC1 je také jednou z hlavnich podjednotek komplexu, ktera
se podili na vazbé aktivatoru WASP (Gournier et al., 2001).

ArpC1A je dllezZity i pfi navazani dalSich proteind, které reguluji cely komplex. Jednim
z téchto proteinli je CKIP-1 (Casein kinase 2-interacting protein 1), u néhoZ byl ArpC1A
identifikovan jako ptimy vazebny partner. CKIP-1 je regulatorem kortikalniho aktinu, ktery se
vaze na plasmatickou membranu pres svou PH doménu (Pleckstrin homology domain) a vaze
na sebe Arp2/3 komplex. CKIP-1 je nezbytny pro fuzi a elongaci myoblast( (prekurzorovych
bunék svall). Bylo potvrzeno, Ze CKIP-1 je regulatorem aktinového cytoskeletu u Danio rerio
i sav€ich bunék. Predpoklada se, ze CKIP-1 ovliviiuje dynamiku aktinového cytoskeletu
prostfednictvim regulace aktivity Arp2/3 komplexu (Baas et al., 2008).
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Podle Vadlamudi et al. (2004) bylo zjiSténo, Zze ArpC1B (p41-Arc) interaguje s Pakl
(p21-activated kinasel) v sav€ich bunkach zkoumanych in vitro i in vivo. ArpC1B funguje jako
substrat pro Pakl, ktera je nezbytna pro spravnou migraci savCich bunék. Pakl fosforyluje
ArpC1B na threoninu 21 a stimuluje tak cely Arp2/3 komplex.

ArpclB byl u savéich bunék popsan také jako substrat a zaroven jako aktivator Aurora
A kindzy (Molli et al., 2010). Aurora A kindza je dllezitd pti déleni bunky, reguluje tvorbu
vieténka, vznik centrozdmG a tim pribéh mitdzy (Berdnik a Knoblich, 2002). Potlaceni
exprese ArpclB vedlo u vétSiny bunék ke zpozdéni v nastupu do mitdzy. To poukazuje
na funkci ArpC1B v prechodu zSdo G2/M faze bunééného cyklu, zfejmé kvili jeho vazbé
s kindzou Aurora A (Molli et al., 2010).

ArpC1 u kvasinky Saccharomyces cerevisce

ArpC1 pini velmi duleZitou funkci pfi vazbé WASP proteinu pres doménu VCA. Pfesny
mechanismus této vazby byl popsan pravé u kvasinek (Pan et al.,, 2004). Tato doména se
vaze na dvou mistech, na ArpCl a Arp2 podjednotky a na Arp3 a ArpC3 podjednotky.
(Padrick et al., 2011). ArpCl se vaze pres konzervovany tryptofanovy zbytek (W503)
v A oblasti této domény, ktery je k navazani u kvasinek nezbytny. Nejsilnéjsi vazbu s VCA
doménou zajistuje pravé ArpCl. Jeho ztratou dochazi k vyraznému snizeni vazby Arp2/3
komplexu k doméné VCA, na rozdil od toho ztratou Arp2 nebo Arp3 podjednotky se sila
vazby vyrazné neméni (Pan et al., 2004). ArpC1 se tedy vyznamné podili na nukleacni aktivité
Arp2/3 tim, Ze na ném zavisi vazba jednoho z hlavnich aktivatorl komplexu.

Pro spravnou funkci ArpCl, je nutny kontakt s dalSimi podjednotkami Arp2/3
komplexu. U Saccharomyces cerevisiae bylo pozorovano, Ze pro navazani ArpC1 na WASP, je
nutny kontakt s podjednotkou ArpC4 a ArpC5. K ArpC4 se vaze pres vodikové mistky, cozZ je
nutnou podminkou pro jeho spravnou interakci s aktivditorem WASP (Balcer et al., 2010).

Funkce ArpC1 v rostlinné Fisi

U rostlin nemd ArpCl izoformy A a B, jak je tomu u Zivo¢ichd. U modelového
organismu Arabidopsis thaliana jsou sice pfitomny dva geny pro ArpCl, ale jejich sekvence
jsou témér totozné, lisi se pouze v nékolika bazich (dle databaze NCBI). Obé isoformy tedy
zfejmé plni na rozdil od ZivocichU stejnou funkci.

Mutanti arpcl, ziskani pomoci RNAI, u Physcomitrella patens nebyli schopni polarniho
rdstu, coz naznacuje dalezZitou funkci ArpC1 i celého Arp2/3 komplexu v orientovaném rdstu
burniky u tohoto druhu. Tito mutanti vykazuji také poruchu v uréeni bunééného osudu -
diferenciace. Dale bylo zjiSténo, Ze mutanti arpcl u Physcomitrella patens jsou vice nachylni
k osmotickému stresu, zfejmé v dlsledku zmén ve sloZeni bunécné stény. To naznacuje
funkci ArpC1 (celého Arp2/3 komplexu) pfi rastu buriky a ukladani komponent do tvofici se
bunécné stény (Harries et al., 2005).

U Lotus japonicus se mutace arpcl se projevila predevsim zkroucenymi trichomy, coz
odpovidd mutantdm v ostatnich podjednotkach komplexu. Dale byly u mutantd arpcl
pozorovany viditelné kratsSi kofenové vlasky a mensi plody (lusky). Stejné jako u ostatnich
mutantl v Arp2/3 komplexu, ani arpcl mutace u Lotus japonicus neovliviiuje kliceni pylové
lacky (Hossain et al., 2012).
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3.2.4. ArpC2 podjednotka

ArpC2 s velikosti 34 kDa je ¢tvrtou nejvétsi podjednotkou Arp2/3 komplexu (Robinson
et al., 2001). PrestoZze je podjednotka ArpC2 konzervovana u rlznych druhl organism,
identita sekvence je celkem nizkd. V porovnani s Arabidopsis thaliana je homolog z ryze
(Oryza sativa) identicky jen z 68 %, podobné aminokyseliny tvofi 84 % sekvence,
u Dictyostelium je homolog totozny jen z 54 % sekvence (Saedler et al., 2004a).

ArpC2 tvofi spolecné s ArpC4 dimer, ktery G
vytvari jadro Arp2/3 komplexu, kolem tohoto jadra
jsou rozmistény ostatni podjednotky. ArpC2 sdili )
s ArpC4 podobnou strukturu (Obr. 5; Robinson |
et al., 2001). Podle modelu Arp2/3 komplexu je to =3
praveé ArpC2 v dimeru s ArpC4, které ;

-
zprostifedkovavaji  primarni  kontakt celého -é
komplexu s matefskym aktinovym filamentem . N’ b
(Gournier et al., 2001, Rouiller et al., 2008). domain 1 2 ., domain2
o | <o S\
Obr. 5 — Stuzkovy diagram ArpC2 podjednotky LY r'.;;o‘. \3
(p34) svyznatenym C a N koncem proteinu a o \{.

dvéma doménami. (Pfevzato aupraveno podle REL 2L
Robinson et al., 2001)

Funkce ArpC2 v ZivocCisné FiSi

ArpC2 ma dlleZitou funkci ve svalech Zivocichl. Bylo zjisténo, Ze ArpC2 je soucasti
v signalizacni draze Noxl. Nox1l zprostfedkovava expresi ArpC2 indukovanou peroxidem
vodiku v bunkach hladkého svalstva, které tim stimuluje k migraci. Umléenim ArpC2
podjednotky byla migrace bunék hladkého svalstva potla¢ena. Uvedené vysledky tedy
ukazuji, Ze migrace bunék fizena Nox1 zahrnuje ArpC2 jako downstream efektor (Al Ghouleh
et al.,, 2013).

ArpC2 u kvasinky Saccharomyces cerevisce

Ztrata funkcniho povrchu na ArpC2 je u Saccharomyces cerevisiae pro burku letalni.
ArpC2 zde hraje dulezitou roli v nukleaci aktinu. ArpC2 se na nukleaci nepodili tak, Ze by
vazal NPFs, misto toho slouZi jako strukturni/funkéni centrum na Arp2/3 komplexu. Predava
signaly a konformacni zmény komplexu mezi ostatni podjednotky. ArpC2 je u Saccharomyces
cerevisige dullezity pro bunécny rast, organizaci aktinu a endocytézu. | u kvasinek byla
zjisténa interakce mezi ArpC2 a ArpC4 tvoricimi jadro Arp2/3 komplexu (Daugherty et al.,
2008).
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3.2.5.

vrve

Gen DISTORTED-2 je identicky s genem pro ArpC2 podjednotku (Saedler et al.,
2004a). Kromé ovlivnéni trichomU se ukazalo, Ze ArpC2 ovliviiuje také otvirani/zavirani
praduchl. Bodova mutace v ArpC2 podjednotce u Arabidopsis thaliana vede ke snizeni
senzitivity priduch( na stimuly, jako je vnimani svétla/tmy nebo mnoZstvi vapenatych iontl
a ABA (abscisic acid), které fidi osmoticky potencial ve svéracich burnkach, a tim otevienost
praduchd. Bylo pozorovano, Zze ArpC2 se tvori jak ve svéracich bunkach, tak i v celém listu
(Jiang et al., 2012).

Role ArpC2 podjednotky byla popsana také v rlstu rostlin. Bylo zjiSténo, ze ArpC2
(DIS2 gen) spolecné s Arp3 (DIS1 genem) ovliviiuji gravitropismus rostlin v kofenech
i v kvétenstvi, ale ne v hypokotylu. V kofenu je dulezitéjsi vliv Arp3, ale v kvétenstvi maji obé
podjednotky rovnocennou funkci (Rebouled et al., 2010).

Je zndmé, Ze ke spravnému vyvoji kofenového vlaseni i ke kliceni pylové lacky je tieba
aktinu (Baluska et al., 2000; Gibbon et al., 1999). Pfesto nebylo u dis2 mutant(i pozorovano
vyrazné poskozeni ani rastu kofenovych vlaskl ani kliceni pylové lacky (El-Assal et al., 2004).

ArpC3 podjednotka

ArpC3 s velikosti 21 kDa je globuldrnim
proteinem. Je tvoren péti a helixy, které jsou
propojeny dlouhymi smyckami (Obr. 6). V komplexu
interaguje pouze s Arp3 podjednotkou pres solné
mustky (Robinson et al., 2001).

i
Obr. 6 — Stuzkovy diagram ArpC3 podjednotky (p21) \J . t 13
svyznaenym C a N koncem proteinu, s viditelné )H\ t
oznacenymi péti a helixy. (Prfevzato a upraveno \ g‘
podle Robinson et al., 2001) e

Funkce ArpC3 v ZivoCiSné fisi

Pozorovanim mysich embryi s mutaci v ArpC3 vloZenim transpozdénu bylo zjisténo, ze
se mutanti dostanou pouze do staddia blastocysty, dale je tato mutace pro embryo letdlni.
ArpC3 je dulezZity pro spravny vyvoj trofoblastu, vnéjsi vrstvy na povrchu savéiho embrya
ve stadiu blastocysty. Predpoklada se, Ze zablokovanim ArpC3 nebo jinych podjednotek
Arp2/3 komplexu mulze vést k zavaznym ztratam mobility invazivnich bunék in vivo, véetné
rostoucich nadorl. ArpC3 mulzZe byt proto potencidlni kandiddt na nové misto pro léky
na inhibici metastatickych signald (Yae et al., 2006).

Mysi fibroblasty s inzeréni mutaci v ArpC3 poukazuji na dalsi defekty pfi ztraté funkéni
ArpC3 podjednotky. Bylo pozorovano, Ze tito mutanti nebyli schopni prodluzovani
lamellipodii, vykazovali také silné naruseni ve smérové migraci fibroblastl (Suraneni et al.,
2012).
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Ztratou ArpC3 v epidermis embryondlnich mySich bunék nedochazelo k naruseni
stavby bunék. Byly ale objeveny dvé duleZité funkce ArpC3 v epidermis, ArpC3 je nutny
ke stabilnimu sestaveni a k funkci tésnych spoja (tight junctions) mezi burikami a regulaci
(tlumeni) aktivity YAP (Yes-associated protein). Znacny defekt u mutantl arpc3 v tésnych
spojich mezi burikami byl pozorovan in vivo a v bunécénych kulturach (Zhou et al., 2013). YAP
je transkripéni koaktivator, zplGsobujici zmény v adhezi bunék. Nadmérna exprese YAP fidi
proliferaci a inhibuje diferenciaci v bunkach epidermis a tim vede k tvorbé nador( u mysi
(Schlegelmilch et al., 2011). Ztrata ArpC3 podjednotky pusobi, zfejmé prostiednictvim zmén
v aktinovém cytoskeletu, zvySeni aktivity YAP prostfednictvim jeho zvySené asociace
s kofaktorem TEAD (TEF family protein; Zhou et al., 2013).

Na dvouhybridovém systému kvasinek byla zjisténa interakce ArpC3 a mysiho
proteinu Tiam (T-lymphoma invasion and metastasis 1). Tiam po navazani na Arp2/3
komplex pres ArpC3 (p21-Arc) aktivuje Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1).
Racl poté funguje jako aktivator Arp2/3 komplexu. Komplex tedy pomoci ArpC3
podjednotky stavi leSeni pro navazani Tiam a naslednou aktivaci Racl a tim aktivaci celého
Arp2/3 komplexu (Klooster et al., 2006).

U Drosophila ma ArpC3 dokonce dvé izoformy - ArpC3A (velikost 20,3 kDa) a ArpC3B
(19,9 kDa). ArpC3A byl pozorovdn ve vsech tkanich, ArpC3B se vyskytuje predevsim
v ovariich, nikoliv ale v testes Drosophila (Hudson a Cooley, 2002)

ArpC3 u kvasinky Schizosaccharomyces pombe

Potlaceni exprese Arpc3 u Schizosaccharomyces pombe vyvolalo zmény ve tvaru
bunék z protahlych aZ na kulovité a byly pozorovany zmény v usporddani cytoskeletu. Buriky
Schizosaccharomyces pombe vykazovaly poSkozeni nejen v organizaci aktinovych viaken, ale i
pfi tvorbé endocytickych vackl (Cabrera et al., 2011).

Funkce ArpC3 v rostlinné fisi

U Arabidopsis thaliana byla popsana vazba ArpC3 se SCAR2. Vazba SCAR2 pres tuto
podjednotku je nezbytna pro jeho funkci v aktivaci celého Arp2/3 komplexu. SCAR2 je k této
podjednotce vazan pres svoji specifickou VCA (WA) doménu (Basu et al., 2005).
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3.2.6.

ArpC4 podjednotka

ArpC4 je podjednotkou o velikosti 20 kDa,
druhou nejmensi z Arp2/3 komplexu, strukturné
podobny C-termindini poloviné ArpC2 (Obr. 7,
Robinson et al.,, 2001). Vytvafi dimer sArpC2
podjednotkou, ktery je nezbytny pro sestaveni a
stabilitu Arp2/3 komplexu (Zhao et al., 2001).

Obr. 7 — Stuzkovy diagram ArpC4 podjednotky
(p20) s vyznacenym C a N koncem proteinu a s NH,
koncovou o/B doménou. (Pfevzato a upraveno
podle Robinson et al., 2001)

Funkce ArpC4 v ZivocCiSné Fisi

V dimeru s ArpC2 je nezbytny pro nukleaci
aktinu a tedy k vétveni F-aktinovych vldken (Gournier et al., 2001; Goley et al., 2010). V linii
rakovinnych bunék slinivky byla po umliéeni ArpC4 podjednotky vyrazné snizena migrace
bunék. Snizenim migrace u rakovinnych bunék by mohl byt sniZzen rozvoj metastazi, proto
bude zfejmé v budoucnu tato podjednotka a cely Arp2/3 komplex déle studovan za ucelem
cilené terapie tohoto onemocnéni (Rauhala et al., 2013).

vrve

Deleci ArpC4 podjednotky v mechu Physcomitrella patens bylo zjisténo, Ze je tento
mutant Zivotaschopny. Byl pozorovan omezeny rlst protonemat, ktera byla poskozena
i v reakci na polarizované bilé svétlo. ArpC4 se podili na polarizovaném rustu bunék spolu
s BRICK1 (Bub1-related kinase 1; Perroud a Quatrano, 2006; Perroud a Quatrano, 2008). Rist
indukovany cytokininy a auxinem nebyl ovlivnén nepfitomnosti ArpC4 podjednotky, presto je
ArpC4 nutny pfi rychlém ristu a rozsiteni rhizoidd (Perroud a Quatrano, 2006).

U Arabidopsis thaliana bylo zjisténo, Zze ArpC4 vytvari vazbu s ArpC2, spoleéné tvofi
jadro celého Arp2/3 komplexu. (El-Assal et al., 2004). NaruSenim ArpC4 podjednotky
u Arabidopsis thaliana dochazi ke zmenseni délky hypokotylu. | u mutant( arpc4 se objevuje
poskozeni trichom( (Kotchoni et al., 2009).

ArpC4 také vyrazné ovliviiuje fungovani prdduchd. U Arabidopsis thaliana bylo
pozorovano, Zze ArpC4 je exprimovan ve svéracich bunkach, uéastni se zde spolu s ArpC5
podjednotkou reorganizace cytoskeletu. Pfi deleci ArpC4 podjednotky dochazelo ke
zpozdénému otvirani priduchd, praduchy pomaleji reagovaly na mnozstvi ABA a peroxidu
vodiku (Li et al., 2013).
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3.2.7.

ArpC5 podjednotka
ArpC5 s velikosti 16 kDa je nejmensi z podjednotek 4
Arp2/3 komplexu. Tento protein je tvofen sedmi a helixy, \ )5
propojenymi smyckami (Obr. 8; Robinson et al., 2001). 1 (’-
Interaguje s ArpC4, tato interakce je dUlezitd pro spravné ] X %‘J
. 3G J-,
C

sestaveni celého komplexu (Zhao et al.,, 2001). Ddle je :
v komplexu spojen s Arp2 a ArpCl. ArpC5 s ArpCl jsou na . 1
sobé vzajemné zdvislé pfi navazani do Arp2/3 komplexu i :'
(Gournier et al., 2001; Beltzner et al., 2004). {

Obr. 8 - Stuzkovy diagram ArpC5 podjednotky (p16)

s vyznacenym C a N koncem proteinu. ArpC5 je tvofen sedmi f
a helixy, oCislovany 1-7. (Pfevzato a upraveno podle Robinson {
et al., 2001)

Funkce ArpC5 v ZivocCiSné Fisi

U lidskych bunék byly zjistény dvé izoformy ArpC5 podjednotky - ArpC5A (pl16-A) a
ArpC5B (p16-B), které vznikaji alternativnim sestfihem. Obé tyto izoformy interaguji s ArpC4
podjednotkou, obsahuji tedy konzervovanou sekvenci. ArpC5A je ve vétSim mnoZstvi
ve sleziné a brzliku, zatimco vys$si exprese ArpC5B byla pozorovana v mozku (Millard et al.,
2003).

ArpC5 se ucastni MAP kinazové drahy, na lidskych neutrofilech bylo zjisténo, Ze
interaguje s MAPKAPK2 (Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated Protein Kinase 2). Ve
vétsi mire interaguje ArpC5A (p16-A), ktera je MAPKAPK2 fosforylovana na serinu 77. Druha
izoforma ArpC5B je vici fosforylaci MAPKAPK2 resistentni. Fosforylovany serinovy zbytek se
nachazi v centru patého a helixu ArpC5A, ktery je nastaveny tak, Ze umozZnuje interakci
s kindzou (Singh et al., 2003). MAPKAPK2 se Ucastni pti oxidaénim vzplanuti (likvidace agens
bilymi krvinkami), pfi exocytdze a chemotaxi (Zu et al., 1996; Coxon et al., 2003).

Umléenim ArpC5 podjednotky v krysich bunkach pomoci RNA interference byl
sledovan vliv ArpC5 na organizaci cytoskeletu a migraci bunék v endotelu. Po fosforylaci PKC
(protein kindzou C) asociuje ArpC5 s MTOC (microtubule-organizing center) a fidi spolu
s RHAMM (hyaluronan-mediated motility receptor) polarizaci MTOC bunék hladkého
svalstva v endotelu cév. ArpC5 i RHAMM tak ovliviiuji migraci bunék hladkého svalstva, kterd
vyZaduje reorganizaci cytoskeletu pomoci MTOC (Silverman-Gavrila et al., 2011).

vrve

Gen CROOKED ze skupiny gent DISTORTED, které vykazuji zkracené, jinak tvarované a
poskozené trichomy u Arabidopsis thaliana (Hulskamp et al.,, 1994), kdduje ArpC5
podjednotku Arp2/3 komplexu. Bunky s deleci ArpC5 podjednotky vykazuji defekt ve tvaru
bunék, ktery vznikl disledkem poskozeni cytoskeletu pfi rychlém rlstu burky. Kofenové
vlasky u arpc5 mutantd jsou kratsi v porovnani s WT. V bunkach arpc5 se také objevuje
fenotyp, kdy z jedné bunky vyrista vice kofenovych vlaskd (Mathur et al., 2003b).

Podobné jakou ostatnich mutant( v Arp2/3 komplexu, delece ArpC5 podjednotky
neovliviiuje u Arabidopsis thaliana kliceni pylové lacky (Li et al.,, 2003). U mutantl arpc5
u Arabidopsis thaliana, byla podobné jako u arpc4 mutant(, pozorovana zpozdéna reakce pfi
otvirani priduchu, pomaleji reagovaly na mnozstvi ABA a peroxidu vodiku (Li et al., 2013).

19



4. Zavér

V této praci jsem se pokusila shrnout poznatky o jednotlivych podjednotkach Arp2/3
komplexu u Zivocichl i rostlin. Pfestoze je mnoho praci vénovano funkcim jednotlivych
podjednotek, neni jesté o Arp2/3 podjednotkach zdaleka vse znamé. Funkce jednotlivych
podjednotek Arp2/3 komplexu si jisté zaslouzi dalSi podrobné zkoumani.

V mé dalsi praci bych chtéla prispét k vyzkumu Arp2/3 komplexu studiem ulohy
ArpCl podjednotky tohoto komplexu, ktera je u Arabidopsis thaliana kédovana dvéma
tandemové usporadanymi paralogy.
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