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Cofilin — a protein controlling dynamics of actin filaments
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kofiliny to zachowane w toku ewolucji biatka obecne we wszystkich komérkach eukariotycz-
nych. Ich podstawowg funkcja jest dynamiczna reorganizacja cytoszkieletu aktynowego. Znane
sg dwie izoformy kofiliny - kofilina 1, wystepujaca we wszystkich badanych komérkach niemie-
$niowych i w embrionalnych komérkach mie§niowych oraz kofilina 2, dominujaca w dojrzatych
mieéniach szkieletowych i sercowym. Laricuchy polipeptydowe obu izoform zwijajg sie w struk-
ture homologiczng do zachowanej w ewolucji domeny ADF (actin depolymerizing factor)
charakterystycznej dla czynnika depolimeryzujacego aktyne. W czasteczce kofiliny znaleziono
dwa miejsca wigzace aktyne. Jedno jest odpowiedzialne za wigzanie z aktyng monomeryczng
i filamentowa, drugie oddziatuje tylko z filamentem. Wigzanie kofiliny do filamentowej aktyny
powoduje zmiane w orientacji podjednostek aktynowych i doprowadza do pekania filamentéw.
Tym samym zwieksza sie liczba koricéw, ktdre w zalezno$ci od warunkéw moga ulegaé wydtu-
zaniu lub skracaniu. Oddzialywania kofiliny z aktyng monomeryczna ograniczajg dostepnosé
podjednostek dla rosnacego filamentu aktynowego. Aktywnos¢ kofiliny jest kontrolowana przez
fosforylacje i wigzanie fosfolipidéw blonowych, pH $§rodowiska i stres oksydacyjny. W stanie
stresu oksydacyjnego utlenienie reszt cysteiny powoduje tworzenie dimeréw kofiliny, ktére
moga sieciowa¢ aktyne. Stabilne pateczki aktynowo-kofilinowe oszczedzaja komérkowy ATP,
ktéry nie jest zuzywany w procesie polimeryzacji. Dzieki temu komérka szybciej wychodzi
ze stanu stresu. Koricowa reakcja komérki na rézne czynniki §rodowiskowe jest wypadkowa
aktywno$ci kofiliny oraz aktywnosci réznych biatek wiazacych aktyne, ktére dziataja syner-
gistycznie badZ antagonistycznie w stosunku do kofiliny. Ze wzgledu na jej podstawowg role
w regulacji dynamiki filamentéw aktynowych, kofilina jest uwiktana w rozwéj patologii, takich
jak choroby neurodegeneracyjne, nowotworowe, wrodzone miopatie i kardiomiopatie.

kofilina - cytoszkielet aktynowy - mikrofilamenty - regulacja polimeryzacji aktyny

Summary

Cofilins are evolutionary conserved proteins present in all Eukaryotic cells. Their primary
function is dynamic reorganization of actin cytoskeleton. Two cofilin isoforms are known:
cofilin 1, present in all studied non-muscle cells and in embryonic muscle cells, and cofilin 2,
which dominates in mature skeletal and cardiac muscles. Polypeptide chains of both isoforms
fold into a structure homological to a conservative ADF (actin depolymerizing factor) domain,
which is characteristic of actin depolymerizing factor. In cofilin molecule two actin-binding
sites were found. One site binds monomeric and filamentous actin, the second one interacts
only with the filament. Binding of cofilin to actin filament causes a change in the orientation
of subunits, which results in filament severing. This increases number of ends which can
either elongate or shorten the filament, depending on the conditions. Cofilin interactions
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with monomeric actin decreases availability of polymerization-competent actin subunits.
Cofilin activity is controlled by phosphorylation, binding membrane phospholipids, local pH
and oxidative stress. Under conditions of oxidative stress oxidation of cysteine residues leads
to formation of dimers, which are able to cross-link actin filaments. Stable actin-cofilin rods
save cellular ATP, which is not used during active polymerization process. This facilitates
faster cell recovery from the stress. The final cellular reaction on the environmental stimuli
is a resultant of cofilin activity and activities of other actin-binding proteins, which function
either synergistically or antagonistically. Due to the central role in the regulation of actin
filaments dynamics, cofilin is involved in development of cancer, neurodegenerative diseases,
congenital myopathies and cardiomyopathies.
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WPROWADZENIE

domena czynnika depolimeryzujacego aktyne (action depolymerizing factor homology domain),
ADP - adenozyno-5'-difosforan, Aip1 - biatko1 oddziatujgce z aktyna (actin-interacting protein 1),
Arp 2/3 - kompleks biatek bocznie wigzacych sie do filamentéw aktynowych (actin related pro-
teins Arp2 and Arp3), ATP - adenozyno-5'-trifosforan, CAP — biatko aktywujace cyklaze (cyclase
associated protein), ¢ - stezenie krytyczne (critical concentration), Cof1 - kofilina niemiesniowa,
Cof2 - kofilina miesniowa, CP - biatko zakrywajace koniec kolczasty mikrofilamentu (capping
protein), F-aktyna — aktyna filamentowa, G-aktyna — aktyna monomeryczna, NHE1 - antyporter
sodowo-potasowy 1 (sodium-hydrogen antiporter 1), NLS - sekwencja kierujaca biatko do jadra
komérkowego (nuclear localization signal), NMR - jadrowy rezonans magnetyczny (nuclear ma-
gnetic resonance), PIP, - fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (phosphatidylinositol 4,5-bispho-
sphate), PIP, - fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate),
S1 - subfragment 1 miozyny, SD(1-4) - subdomeny aktyny monomerycznej.

sie gtéwnym regulatorem dynamiki filamentéw. Liczne

badania prowadzone w ostatnich latach pozwolity na

Kofiliny sa biatkami wywierajacymi wptyw na dynamike
polimeryzacji filamentéw aktynowych. Zostaty wykryte
ponad 30 lat temu w tkance nerwowej. Wykazano wéw-
czas, ze dzialaja jako czynniki wiazace monomeryczna
aktyne i depolimeryzujace filamenty [7,39,40]. W toku
dalszych badari stwierdzono, ze kofiliny naleza do duzej
rodziny homologicznych biatek zawierajacych zacho-
wana w ewolucji domene ADF-H (actin-depolymeri-
zing factor homology domain), rozpowszechnionych we
wszystkich komérkach eukariotycznych [27,52].

Podstawowa funkcja kofiliny to reorganizacja filamen-
téw aktynowych, proces podlegajacy $cistej i skompliko-
wanej kontroli przez systemy sygnalizacji komérkowe;.
Dynamiczna polimeryzacja i depolimeryzacja filamen-
téw aktynowych jest sita napedowa migracji komdrko-
wej, cytokinezy, egzo- i endocytozy, a kofilina okazata

lepsze zrozumienie mechanizméw umozliwiajacych
kofilinie nadzorowanie polimeryzacji aktyny w odpowie-
dzi na specyficzne potrzeby komdrek [10,14,51,62]. Aby
w pelni oddaé zréznicowanie mechanizméw, dzieki kté-
rym kofilina reguluje procesy komérkowe, nalezy wspo-
mnied, ze biatko to petni w komdrkach réwniez funkgje,
ktére nie zawsze sg bezposrednio zwigzane z dynamika
filamentéw aktynowych. Stwierdzono bowiem, ze kofi-
lina moze by¢ przenoszona do mitochondrium, gdzie
bierze udzial we wczesnej fazie apoptozy polegajacej na
uwalnianiu cytochromu c. Wiele doniesieri wskazuje tez
na udziat kofiliny w transporcie aktyny do jagdra komér-
kowego, gdzie uczestniczy w procesie przebudowy chro-
matyny. Sama kofilina moze mieé wptyw na regulacje
ekspresji genéw. Inna zaskakujaca funkcja kofiliny to
aktywacja fosfolipazy D1, dzieki ktérej kofilina reguluje
metabolizm lipidéw btonowych, a przez to wptywa na
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aktywnos$é wewnatrzkomdrkowych szlakéw przekazy-
wania sygnatdw. Te niekonwencjonalne funkgcje kofiliny
nie sg do korica zrozumiane i nie beda szerzej omawiane.
Zainteresowanych czytelnikédw odsytamy do artykutéw
przegladowych przedstawiajacych ADF/kofiline jako
»funkcjonalny wezet biologii komérki” [10,14,22,56].

Celem artykutu jest oméwienie molekularnych mecha-
nizméw wykorzystywanych przez kofiline w sprawowa-
niu kontroli nad stanem spolimeryzowania aktyny oraz
przedstawienie patologicznych zmian, ktére sa wywo-
tane zaburzeniami w strukturze i funkcji tego waznego
biatka. W pierwszej cze$ci pracy oméwiono strukture
aktyny i proces spontanicznej polimeryzacji tego biatka,
co utatwi wyjasnienie mechanizmdéw regulacji dynamiki
filamentéw aktynowych przez kofiline.

STRUKTURA MONOMERYCZNE) | FILAMENTOWEJ AKTYNY

Monomeryczna aktyna (G-aktyna) jest globularng cza-
steczka, ktérej wymiary zewnetrzne pozwalaja na wpisa-
nie jej w prostopadloscian o bokach 5-6 nm i grubosci 3,5
nm (ryc. 1A). Gleboka szczelina dzieli czasteczke aktyny
na dwie domeny: zewnetrzng i wewnetrzng. Nazwy
domen utworzono w oparciu o orientacje podjedno-
stek monomerycznej aktyny po ich wbudowaniu do fila-
mentu. Domena zewnetrzna jest odsunieta od centralne;j
osi i wyeksponowana na zewnatrz filamentu, natomiast
domena wewnetrzna jest skierowana do $rodka fila-
mentu i potozona blizej centralnej osi. Kazda z domen
jest wyraznie podzielona na dwie subdomeny - 112 (SD1
i SD2), ktére tworzg domene zewnetrzna, a subdomeny 3
i4 (SD3 i SD4) sa cze$cia domeny wewnetrznej. W szcze-
linie miedzydomenowej znajduje sie miejsce wigzania
nukleotydu adeninowego - ATP badz ADP oraz kationéw
dwuwartos$ciowych, ktérymi w warunkach fizjologicz-
nych sa Mg?*[25].

Filamentowa aktyna (F-aktyna) jest strukturg zbudo-
wana z dwéch helikalnie, prawoskretnie zwinietych
taficuchéw o $rednicy 9-10 nm (ryc. 1B). Wedtug najnow-
szego modelu filamentu, ktéry uzyskano z rozdzielczo-
$cia bliska atomowej, skok helisy i rotacja azymutalna
na podjednostke wynosza odpowiednio 27,5 i 166,4 A
[64]. Podjednostki aktyny wbudowane do filamentu
sa tak zorientowane, ze ich subdomeny 1 i 3 sa skiero-
wane w strone jednego kotica, zwanego koricem kolcza-
stym, natomiast subdomeny 2 i 4 w strone przeciwnego
kotica, zwanego zaostrzonym. Nazwy koricéw utworzono
w oparciu o obrazy mikroskopowe filamentéw udekoro-
wane subfragmentami zawierajacymi cze$ci gtéwkowe
miozyny (S1). Po hydrolizie wolnego ATP przez akto-
miozyne, gtéwki miozyny silnie wigzg sie do aktyny
i uktadaja pod ostrym katem w stosunku do osi fila-
mentu nadajac mu charakterystyczny ksztalt potaczo-
nych réwnolegle i zwréconych w te sama strone grotéw
strzal. Kazdy protomer aktyny jest w $cistym kontakcie
z dwiema podjednostkami tego samego taticucha oraz
z dwiema podjednostkami nalezacymi do sasiedniego
taficucha. Stabilizujgce filament kontakty w obrebie jed-
nego taricucha zachodzg miedzy SD2 i SD4 jednej pod-
jednostki oraz SD1 i SD3 sasiedniej podjednostki [25,28].

MECHANIZM POLIMERYZACJI AKTYNY

Szczegdlng cecha G-aktyny jest zdolno$¢ do sponta-
nicznej polimeryzacji pod wptywem fizjologicznych
stezeni soli jedno- i dwuwarto$ciowych. Polimeryzacja
rozpoczyna sie, gdy stezenie monomerycznej aktyny
przekroczy stezenie krytyczne (c ). Badania in vitro prze-
prowadzone na wyizolowanej i oczyszczonej aktynie
wykazaly, ze proces polimeryzacji jest wieloetapowy.
Poczgtkowy etap to aktywacja monomeru i nukleacja
zwigzana z tworzeniem sie zarodzi polimeryzacji w for-
mie trimeréw. W nastepnym etapie, zwanym elongacja,

Ryc. 1. (A) Struktura monomerycznej aktyny. Kolorem z6ttym zaznaczono pozycje dwuwartosciowego kationu, niebieskim — nukleotydu. (B) Struktura filamentowej
aktyny. Struktury zobrazowano w programie PyMol na podstawie wspétrzednych zdeponowanych w bazie PDB, monomer— PDB 3U9D, polimer 3J8A
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dochodzi do wydtuzania polimeru. Elongacja trwa do
czasu osiagniecia stanu réwnowagi, w ktérym szybkosé
wydtuzania filamentu aktynowego jest réwnowazona
szybkoscia dysocjacji podjednostek na jego przeciwle-
glych koticach (ryc. 2) [17,50].

Pod wzgledem kinetyki polimeryzacji kotice filamentu
aktynowego nie sa réwnocenne [50]. Koniec kolczasty jest
bardziej dynamiczny i charakteryzuje sie wyzsza stalg
asocjacji i dysocjacji niz koniec zaostrzony. Poniewaz c_
zalezy od statej szybkosci dysocjacji, na koricu kolczastym
warto$c¢ c_dla polimeryzacji ATP-G-aktyny jest 5-krotnie
nizsza niz na koficu zaostrzonym [50]. W wysokich ste-
zeniach G-aktyny, przekraczajacych c_dla obu koricéw,
filament rosnie z obu stron, ale szybko$¢ wzrostu korica
kolczastego jest wieksza. Z tego wzgledu koniec kolcza-
sty nosi tez nazwe korica szybko rosnacego (+), a koniec
zaostrzony jest nazywany wolno rosnacym (-). W stanie
réwnowagi wartos$¢ c_dla catego filamentu przekracza c_
korica (+) i jest ponizej c_korica (-). Taki stan jest odpo-
wiedzialny za zjawisko zwane , treadmillingiem”, ktére
polega na przeptywie podjednostek aktyny wzdtuz fila-
mentu w kierunku od korica kolczastego do zaostrzonego,
bez wptywu na catkowitg dtugo$é filamentu [65].

Po inkorporacji podjednostek ATP-G-aktyny do fila-
mentu, dochodzi do hydrolizy y-fosforanu. Uwalnia-

nie reszty fosforanowej jest procesem wolniejszym od
hydrolizy, zatem jeszcze przez pewien czas podjednostki
wiazg oba produkty hydrolizy - ADP i P, (ryc. 2). Gdy
podjednostki sg przesuwane w kierunku kotica zaostrzo-
nego, nastepuje dysocjacja fosforanu nieorganicznego,
natomiast ADP pozostaje zwiazany az do odlaczenia
podjednostki ADP-G-aktyny na koticu (-) filamentu.
Hydroliza ATP sprawia zatem, ze wraz z przeplywem
podjednostek od korica kolczastego do zaostrzonego
nastepuje zmiana w rodzaju wiazanego nukleotydu
z ATP przez ADP-Pi, na ADP [19,50].

W komdrkach korice kolczaste filamentéw aktynowych
sa skierowane w strone btony komérkowej. Naturalna
wiadciwo$¢ aktyny, ktéra jest wydtuzanie filamentéw na
koricach kolczastych i skracanie na koricach zaostrzo-
nych mogtaby by¢ doskonatym mechanizmem umoz-
liwiajagcym ukierunkowany ruch, taki jak wysuwanie
krawedzi wiodacej lamellipodium i wypustek filopodiéw.
Badania kinetyczne wykazaly jednak, ze w roztworze
ytreadmilling” zachodzi z predkos$cig o rzad wielko-
$ci wolniejsza niz w komdrce [50]. Zatem w §rodowisku
naturalnym muszg istnie¢ czynniki przyspieszajace ten
proces. Okazato sie, ze sa nimi biatka wiazgce aktyne
monomeryczg i filamentowa, wéréd ktérych naczelne
miejsce zajmuje kofilina.

ATP-aktyna

ATP-aktyna

ADP-Pi-aktyna

ADP-Pi-aktyna

f @é G-aktyna
gv

Wzrost naobu
koricach

ATP-aktyna

ADP E:x Stan dynamicznej
rownowagi

ADP-aktyna

Ryc. 2. Schemat polimeryzacji aktyny i hydrolizy ATP na filamencie
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Cfll1 (ludzka) 1 MASGVAVSDGVIKVFNDMKVRKSSTPEEVKKRKKAVLFCLSEDKKNIILEEGKEILVGDV 60
Cfl2 (ludzka) 1 MASGVTVNDEVIKVFNDMKVRKSSTQEEIKKRKKAVLFCLSDDKRQIVEEAKQILVGDI 60
Cfl2 (kurza) 1 MASGVTVNDEVIKVFNDMKVRKSSTPEEIKKRKKAVLFCLSDDKKQIVEEAKQILVGDI 60

Cfl1 (ludzka) 61 GQTVDDPYATFVKMLPDKDCRYALYDATYETKESKKEDLVFIFWAPESAPLKSKMIYASS 120
Cfl2 (ludzka) 61 GDTVEDPYTSFVKLLPLNDCRYALYDATYETKESKKEDLVFIFWAPESAPLKSKMIYASS 120
Cfl2 (kurza) 61 GDTVEDPYTAFVKLLPLNDCRYALYDATYETKESKKEDLVFIFWAPESAPLKSKMIYASS 120

Cfl1 (ludzka) 121 KDAIKKKLTGIKHELQANCYEEVKDRCTLAEKLGGSAVISLEGKPL 166

Cfl2 (ludzka) 121 KDAIKKKFTGIKHEWQVNGLDDIKDRSTLGEKLGGNVVVSLEGKPL 166
Cfl2 (kurza) 121 KDAIKKKFTGIKHEWQVNGLDDIKDRSTLGEKLGGNVVVSLEGKPL 166

Miejsce G/F

Ryc. 3. (A) Poréwnanie sekwencji aminokwasowej ludzkiej kofiliny niemigsniowej (Cof1) i miesniowej (Cof2) z kurza izoforma migsniowa. Sekwencje pobrano

z bazy UniProt, kody dostepu: P23528, Q9Y281, P21566. Na z6tto zaznaczono reszty aminokwasowe, ktére roznia ludzka i kurza Cof2. (B) Zwiniecie faricucha
polipeptydowego ludzkiej kofiliny niemigesniowej (Cof1, PDB 108G) oraz kurzej kofiliny migsniowej (Cof2, PDB 1TVJ). Elipsami zaznaczono miejsca wigzania kofiliny
z aktyna monomeryczna i filamentowa (miejsce G/F) oraz drugie miejsce wiazania z filamentem (miejsce F). Strukture biatek przedstawiono w programie PyMol

TKANKOWA SWoISTOSC | WEWNATRZKOMORKOWE UMIEJSCOWIENIE
BIALEK Z RODZINY ADF/KOFILINY

Kofiliny oraz homologiczne biatko ADF sa szeroko roz-
powszechnione zaréwno w komdérkach zwierzecych,
jak i rolinnych. U ssakéw znaleziono jedna izoforme
ADF i dwie izoformy kofiliny - niemie$niowa kofiline
1 (Cof1) oraz mie$niowg kofiline 2 (Cof2). Poréwnanie
sekwencji ludzkiej kofiliny niemie$niowej i mieénio-
wej oraz tych samych izoform wystepujacych u myszy
wykazato podobieristwo 99%, co $wiadczy o wyso-
kim stopniu homologii miedzygatunkowej tego biatka
wérdd ssakéw. Spore réznice dzielg natomiast obie izo-
formy Cof1 i Cof2 tego samego organizmu. Ich sekwen-
cja aminokwasowa jest identyczna w okoto 80% (ryc.
3A) [63].

Badania przeprowadzone na mysich embrionach
wykazaty, ze Cofl jest izoforma dominujaca we
wszystkich fazach rozwojowych. Cof2 pojawia sie
w fazie postembrionalnej, a jej wystepowanie jest
ograniczone do komérek rozwijajacych sie mie$ni.
Natomiast synteze ADF obserwowano w komérkach

nerwowych i nabtonkowych jelita i skéry. W wiek-
szo$ci badanych tkanek dojrzatych narzadéw myszy
syntezie ulega Cofl. Uderzajgce jest jednak to, ze Cofl
nie jest syntetyzowana w mie$niach szkieletowych,
gdzie jest catkowicie zastgpiona przez swoistg mie-
$niowo Cof2 [43,63]. Obie izoformy kofiliny wystepuja
w dojrzatym mieéniu sercowym, w ktérym Cof2 jest
postaciag dominujaca [36,38,63]. ADF natomiast jest
syntetyzowana w postnatalnych komérkach nabton-
kowych i §rédblonka naczyn [43,63]. Réznice w synte-
zie izoform kofiliny w niektérych komérkach ssakéw
przedstawiono w tabeli 1.

STRUKTURA KOFILINY

U kregowcdéw obie izoformy kofiliny, niemie$niowa Cof1l
i mie$niowa Cof2, maja dtugos$¢ 166 aminokwaséw (ryc.
3A). Analiza sekwencji aminokwasowych zdeponowa-
nych w bazie UniProt wskazuje, ze ludzkie kofiliny sa
dtuzsze od odpowiednikéw wystepujacych u nizszych
organizmdéw o 23-42 reszty aminokwasowe. Pomimo
tych réznic, trzeciorzedowe struktury kofilin sa bardzo
podobne i odpowiadaja domenie ADF-H [52].
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Tabela 1. Miejsce ekspresji genéw kodujacych kofiling 1i2 w komérkach ssakdw

Miejsce ekspresji .Koi.ili’na. ! Kf)ﬁ,"{]a 2 Irédto
(niemig$niowa) (miesniowa)

Miesnie gtadkie naczyn krwionosnych + - [57,66]
Migsnie gtadkie tchawicy + + (7% catej kofiliny) [67]
Migsnie szkieletowe - + [38]
Miesieri sercowy + + [38]
Komarki nerwowe + - [8,9]
Nerki + - [31]

Wedtug [8,9,31,38,57,66,67].

Atomowa struktura ludzkiej niemie$niowej kofiliny
zostala wyznaczona metoda jadrowego rezonansu
magnetycznego (NMR) [52] oraz metoda krystalogra-
ficzng [29]. Rdzeniowa cze$¢é czasteczki jest zbudowana
z sze$ciotaricuchowej skreconej harmonijki p typu mie-
szanego, charakteryzujacej sie zaréwno przeciwréw-
noleglym, jak i réwnolegltym przebiegiem taricuchéw.
Rdzen jest otoczony z dwdch stron przez odcinki zwi-
niete a-helikalnie (ryc. 3B). Helisa a5 charakteryzuje sie
zgieciem przy Ser120, ktdre odgrywa wazng role w wia-
zaniu kofiliny do G-aktyny. W petli 1, poprzedzajacej
helise a2, wykryto obecno$é¢ sekwencji NLS (nuclear
localization signal), ktéra umozliwia translokacje kofi-
liny do jadra komdrkowego przez pory jadrowe.

Réznice w sekwencji aminokwasowej miedzy Cof1 i Cof2
wynosza prawie 20%, co niewgtpliwie wptywa na osta-
teczna strukture tréjwymiarowg obu izoform biatka.
Atomowa struktura ludzkiej mie§niowej Cof2 nie zostata
jeszcze ujawniona metodg krystalografii, zatem bezpo-
$rednie poréwnanie struktur ludzkich izoform kofiliny
nie jest mozliwe. Natomiast znana jest struktura kurzej
mie$niowej kofiliny otrzymana metoda jadrowego rezo-
nansu magnetycznego (NMR, nuclear magnetic reso-
nance). Kurza Cof2 jest analogiem ludzkiej kofiliny
niemie$niowej i rézni sie od niej jedynie trzema podsta-
wieniami aminokwasowymi. Z poréwnania struktur Cof1
i Cof2 przedstawionego na ryc. 3B wynika, ze réznice
miedzy kofilinami dotyczg dtugo$ci i orientacji helis «
oraz harmonijek B. Te réznice strukturalne determinuja
specyficzne funkcje izoform.

WIAZANIE KOFILINY DO AKTYNY | JEJ WPLYW NA STRUKTURE
FILAMENTU AKTYNOWEGO

Kofilina zawiera dwa specyficzne miejsca oddzialywania
z aktyna (ryc. 4). Pierwsze zwane miejscem G, pozwala

na wigzanie kofiliny zaréwno do aktyny monomerycz-
nej, jak i filamentowej. Drugie to miejsce F, ktére znaj-
duje sie po przeciwnej do miejsca G stronie czasteczki
i oddziatuje tylko z aktyna filamentowg [32].

Miejsce G zdefiniowano w oparciu o krystaliczna struk-
ture kompleksu G-aktyny z fragmentem twinfiliny,
homologicznego biatka z rodziny ADF-H [47]. Badania
nad wigzaniem kofiliny do filamentowej aktyny wyka-
zaly duze podobienistwo miedzy wigzaniem twinfiliny
i kofiliny poprzez miejsce G [26]. Miejsce G jest wykorzy-
stywane w wigzaniu kofiliny do aktyny monomerycznej
oraz do podjednostki aktyny wbudowanej do filamentu,
stad czesto jest nazywane miejscem G/F. Gtéwnym ele-
mentem wigzacym aktyne jest helisa a5, ktéra umiej-
scawia sie w szczelinie miedzy subdomenami SD1 i SD3
aktyny. W wigzanie do aktyny wiaczony jest N-koficowy
odcinek kofiliny wraz z petla taczacg harmonijki 1 i f2
(ryc. 3B) [26,29]. Koniec N jest elastyczny i dzieki temu
tatwo przybiera konformacje optymalna do oddziaty-
wania z aktyna. Jest to szczegllnie wazne ze wzgledu
na regulacje oddziatywati kofiliny z aktyna przez fosfo-
rylacje Ser3, co bedzie bardziej szczegétowo oméwione
w dalszej czedci artykutu.

Miejsce F wigze sie do podjednostki sgsiadujagcej wzdtuz
tego samego taficucha filamentu aktynowego, potozo-
nej nizej podjednostki wigzanej przez miejsce G kofi-
liny (ryc. 4). Miejsce to jest utworzone z dwéch rejonéw.
Lezaca blisko korica C petla taczaca helise a6 i harmo-
nijke p6 oddziatuje z resztami potozonymi w gérnej
czesci SD4 aktyny, natomiast N-koricowy odcinek har-
monijki p4 tworzy kontakt z SD1 (ryc. 3B) [26,27,29].

Powinowactwo z jakim kofilina wigze sie do aktyny
zalezy od rodzaju nukleotydu zwiazanego w miedzydo-
menowej szczelinie aktyny. Najsilniej wigze ADP-aktyne,
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Miejsce G/F

Miejsce F

Ryc. 4. Model wiazania kofiliny do filamentu aktynowego. (A) F-aktyna (zielony) wysycona kofiling (amarantowy). (B) Dimer aktyny w kompleksie z kofilina.

Zobrazowano w programie PyMol, kod dostepu PDB 3J0S

a najstabiej ATP-aktyne, co powoduje akumulacje kofi-
liny w starszych rejonach filamentéw, w ktérych nasta-
pita hydroliza i uwolnienie fosforanu (ryc. 5). Kofilina
wplywa na ,,dojrzewanie” filamentdw, przyspieszajac
dysocjacje fosforanu z podjednostek ADP-Pi-aktyny
[12,27].

Zaawansowane techniki mikroskopowe i rekonstruk-
cja tréjwymiarowych obrazéw filamentéw aktynowych
w kompleksie z kofiling pozwolity na zrozumienie pod-
staw strukturalnych zaleznej od kofiliny fragmenta-
cji filamentéw. Stwierdzono, ze pod wptywem kofiliny
nastepuje dodatkowe skrecenie filamentu, wynikajace ze
skrecenia podjednostki aktyny zwigzanej z kofiling o 4-5°
[33]. Zewnetrzna domena podjednostki aktyny ulega
rotacji w kierunku sasiedniego taricucha, a petla znajdu-
jacej sie na szczycie subdomeny 2 staje sie nieuporzad-
kowana. To powoduje zerwanie kontaktu miedzy SD2
i koricem C w rejonie SD1 sasiedniej podjednostki poto-
zonej wzdhuz tego samego taticucha i znaczne zwieksze-
nie elastycznosci filamentu. Indukowane przez kofiline
zmiany konformacyjne sg przekazywane do odlegtych,
niezwigzanych z kofiling podjednostek aktyny [13,26].

Wigzanie kofiliny do filamentu aktynowego ma cha-
rakter kooperatywny, co prowadzi do powstania kla-
stréw kofilinowych na filamencie (ryc. 5). Fragmentacja
filamentu zachodzi preferencyjnie na granicy miedzy

klastrami i segmentami aktyny wolnej od kofiliny.
W obrebie segmentéw udekorowanych kofiling dochodzi
do zmiany konformacyjnej destabilizujacej filament. Jed-
nak strony czasteczki kofiliny dziatajg jak mostki utrzy-
mujace kontakty miedzy sgsiednimi podjednostkami
aktyny. W przeciwiefistwie do segmentéw wigzacych
kofiline, segmenty niezwigzane z kofiling sa zdestabili-
zowane, co ulatwia ich fragmentacje [60]. To sprawia, ze
fragmentacja filamentu aktynowego zachodzi z najwiek-
sza efektywnoscig przy jego niskim wysyceniu kofiling,
gdyz jego wyzsze stezenia majg wplyw stabilizujgcy [2].

MECHANIZMY KONTROLI DYNAMIKI FILAMENTOW AKTYNOWYCH
Z UDZIALEM KOFILINY

Konicowy skutek dziatania kofiliny na F-aktyne jest uza-
lezniony od stosunku stezeti kofiliny do aktyny, stezenia
ATP-G-aktyny oraz aktywnosci innych biatek wiazacych
aktyne. O tym, czy w danym miejscu zajdzie polimeryza-
cja filamentdw, czy raczej ich depolimeryzacja, decyduje
stan réwnowagi miedzy tymi czynnikami.

Wiazanie niewielkich ilo$ci kofiliny (stezenia submikro-
molowe) powoduje fragmentacje filamentéw aktyno-
wych i wzrostu liczby wolnych koicéw. W zaleznosci od
warunkdéw prowadzi to do wydtuzania bad? tez skracania
filamentéw. Wyniki analiz biochemicznych sugerowaty,
ze dominujacg funkcjg kofiliny jest depolimeryzacja
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ATP-aktyna

Ryc. 5. Model dynamiki filamentowej aktyny z udziatem kofiliny. (A) Wigzanie
kofiliny do podjednostek ADP-aktyny, (B) rotacja podjednostek i rozerwanie
filamentu na granicy pomiedzy segmentami udekorowanymi przez kofiline

i nieudekorowanymi, (C) wzrost filamentu na nowo powstatych koicach, (D)
depolimeryzaja filamentu

F-aktyny, ktéra zachodzi w wyniku zwiekszania szybko-
$ci tego procesu na koricach zaostrzonych [16,18]. Jednak
badania, w ktérych zastosowano techniki mikroskopowe
wskazuja, Ze interpretacja wynikéw biochemicznych
byta btedna, gdyz kofilina nie wzmaga depolimeryzacji
na koticach zaostrzonych, natomiast przecinajac fila-
menty aktynowe generuje duza liczbe depolimeryzuja-
cych koticéw, co przyspiesza depolimeryzacje pewnej
populacji filamentéw [2,23,48]. Nowo powstate szybko
rosngce kotice kolczaste moga stuzyé jako miejsca
nukleacji i wydtuzania filamentéw. W stezeniach mikro-
molowych kofilina powoduje nukleacje de novo, czym
przyczynia sie do wzrostu aktywnosci polimeryzacyjnej
aktyny [2]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na konieczno$é
utrzymania réwnowagi miedzy polimeryzacjg i depoli-
meryzacja. Wzrost filamentéw jest mozliwy, gdy stezenie
monomerycznej aktyny przekracza stezenie krytyczne.
Poniewaz w komérce szybko rosnace kotice filamentéw
aktynowych sg skierowane w strone btony komérkowej,
w komdrkach charakteryzujacych sie duzg ruchliwoscia
(np. komdrki embrionalne, nabtonkowe, czy nowotwo-
rowe) dziatanie kofiliny sprzyja wysuwaniu krawedzi
wiodgcej lamellipodium i tworzeniu wypustek koniecz-
nych do ukierunkowanego ruchu. Stymulowana przez
kofiline szybka polimeryzacja pod btona komérkowa
wymaga ciggtego dostarczania monomerycznej aktyny,
zatem depolimeryzacja na koricach zaostrzonych, skie-
rowanych do wnetrza komérki, zasila proces polime-
ryzacji. W konsekwencji, wzrost filamentu aktynowego

w jednym regionie komdrkowym jest zasilany przez jego
skracanie w innym.

Stezenie aktyny G, dostepnej dla procesu polimery-
zacji, jest pod kontrola biatek wigzacych monomery
aktynowe, do ktérych nalezy réwniez kofilina. Wigza-
nie przez kofiline ADP-G-aktyny hamuje spontaniczna
wymiane nukleotydu na ATP i obniza stezenie czaste-
czek ATP-G-aktyny, co wydatnie zmniejsza szybko$¢
wydtuzania filamentéw [12,27]. ADP-G-aktyna podlega
réwniez wiazaniu przez konkurencyjne w stosunku do
kofiliny biatko twinfiline, ktéra zawiera dwie domeny
ADF-H potaczone elastycznym odcinkiem. C-koricowa
domena ADF-H twinfiliny wykazuje bardzo duze powi-
nowactwo do ADP-G-aktyny (K, = 50 nM) i podobnie jak
kofilina hamuje wymiane nukleotydu na aktynie. Obec-
nos$¢ dwéch domen ADF-H nadaje twinfilinie dodatkowe
wia$ciwosci. Pierwsza z nich to bezposrednie wigzanie
do korica kolczastego filamentowej aktyny i zabezpie-
czanie go przed wydtuzaniem. Ponadto, twinfilina wigze
biatko CP (capping protein) zakrywajace koniec kolcza-
sty. Oddziatywania miedzy twinfiling i CP sa podstawowe
dla komérkowego umiejscowienia twinfiliny w poblizu
szybko rosngcego korica mikrofilamentu [27,53].

Odmienng funkcje petni mate biatko profilina, ktére
wiaze G-aktyne i katalizuje wymiane ADP na ATP
w czgsteczce monomerycznej aktyny. Profilina kon-
kuruje z kofiling o miejsca wigzania na aktynie i jest
gléwnym czynnikiem odpowiedzialnym za utrzyma-
nie odpowiedniego poziomu ATP-G-aktyny w komdrce.
Ponadto, przyspiesza polimeryzacje dostarczajac ATP-G-
-aktyne do szybko rosnacych koficédw filamentéw [46].

Drugim biatkiem wzmagajacym recykling kofiliny
i aktyny jest CAP (cyclase asociated protein). CAP jest
wielodomenowym biatkiem, ktére uwalnia aktyne
monomeryczng z kompleksu z kofiling i stymuluje
wymiane nukleotydu na monomerze aktynowym. CAP
wspomaga aktywno$¢ fragmentujaca kofiliny, przez co
zwieksza dynamike filamentéw [53].

Interesujgcy mechanizm regulacji dynamiki aktyny
zaleznej od kofiliny zachodzi z udzialem biatka Aip1
(actin interacting protein), ktére wigze sie do filamen-
téw aktynowych udekorowanych przez kofiline i wspo-
maga ich fragmentacje. Jednoczesnie Aipl zakrywa
nowo powstate kolczaste korice i w ten sposéb przesuwa
réwnowage filamentu w strone depolimeryzacji. Dzieki
temu, Aip1 przyczynia sie do utrzymywania odpowied-
niej puli monomerycznej aktyny w komdéree [53].

Bezpos$rednie oddziatywania kofiliny z filamentowa
aktyng sa kontrolowane przez tropomiozyny, dwutaricu-
chowe superhelikalne biatka, ktére polimeryzuja wzdtuz
filamentu. Tropomiozyny stabilizuja filamenty akty-
nowe, a w komdrce sg obecne w tych rejonach komérek,
w ktérych jest konieczne tworzenie dtugich, nierozga-
tezionych filamentéw. Wczes$niejsze badania nad wspét-
wystepowaniem tropomiozyny i kofiliny w komérkach
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wskazywaly, ze kofilina i tropomiozyny nie wigzg sie do
tych samych filamentéw [30]. Wyjatkiem byta mézgowa
izoforma tropomiozyny TMBr3, ktéra zwiekszata wia-
zanie kofiliny do filamentu [15]. Najnowsze badania
biochemiczne prowadzone w naszym laboratorium na
filamentach aktynowych zrekonstruowanych za pomoca
oczyszczonych biatek wskazuja, Ze mie$niowe i niemie-
$niowe izoformy tropomiozyny sa wypierane z fila-
mentu przez kofiline. Jednak skuteczno$¢ z jaka kofilina
usuwa tropomiozyne jest uzalezniona zaréwno od izo-
formy tropomiozyny jak i kofiliny [45,55]. Stad wniosek,
ze izoformy tropomiozyny mogg w zréznicowany sposéb
regulowaé aktywno$¢ izoform kofiliny.

Oprécz bezposredniej regulacji dynamiki aktyny, kofi-
lina moduluje takze aktywno$¢ kompleksu biatkowego
Arp2/3, ktéry wiaze sie bocznie do istniejacych fila-
mentéw aktynowych inicjujgc ich rozgatezienia. Wptyw
kofiliny na nukleacje rozgatezien ma dwojaki charak-
ter. Kompleks Arp2/3, przytaczony do segmentéw nowo
utworzonej ATP-F-aktyny, jest bardziej stabilny niz zwia-
zany z segmentami F-aktyny zawierajacymi podjednostki
ADP-aktyny. Zatem zwiekszanie liczby szybko rosngcych
koticéw, do ktérych przytaczaja sie podjednostki ATP-
-aktyny, wzmaga wiazanie Arp2/3 i inicjowanie rozga-
tezien filamentéw aktynowych. Jednak wigzanie kofiliny
do podjednostek ADP-aktyny powoduje wypieranie
kompleksu Arp2/3 z filamentu i likwidacje rozgatezier.
Mechanizm wypierania nie jest poznany. Wyniki wska-
zujg, ze kofilina albo bezposrednio konkuruje z Arp 2/3
o miejsca wigzania na aktynie, albo wptywa posrednio na
wiazanie Arp2/3 przez zmiany konformacyjne filamentu
[14,21].

REGULACJA AKTYWNOSCI KOFILINY

Czynniki regulujgce podstawowe funkcje kofiliny sg bar-
dzo réznorodne. Zdolno$é wigzania aktyny jest skutecz-
nie hamowana przez fosforylacje, wigzanie btonowych
fosfatydyloinozytoli oraz tworzenie kompleksu z kor-
taktyna - biatkiem funkcjonujacym w rejonie korteksu
aktynowego na peryferiach komdrek, np. w lamellipo-
diach i inwadopodiach. W warunkach stresu oksydacyj-
nego czasteczka kofiliny ulega utlenieniu, co powoduje
inaktywacje funkcji tnacej kofiliny przy zachowaniu
zdolnosci do wiazania aktyny.

Fosforylacja reszty Ser3 hamuje wigzanie kofiliny
z G-aktyng i depolimeryzacje filamentu. N-koricowy
segment kofiliny bezpo$rednio oddziatuje z subdo-
meng 1 aktyny, zatem zwiekszenie ujemnego tadunku
tego rejonu przez przylaczenie ujemnie natadowane;
reszty fosforanowej silnie ostabia wigzanie [12,47]. Ufos-
forylowana kofilina jest rozproszona w cytoplazmie
i wystepuje gléwnie w mato ruchliwych komérkach. Sty-
mulowana przez wiele czynnikéw ruchliwo$¢ komérek
wiaze sie z defosforylacja i uaktywnieniem czasteczek
kofiliny, ktérej najwieksze stezenie zaobserwowano przy
krawedzi wiodgcej migrujacych komérek i w wypust-
kach wyspecjalizowanych komérek [3,37,42].

Poziom ufosforylowania komdrkowej kofiliny jest pod
kontrolg enzyméw aktywowanych przez wewnatrzko-
mdrkowe kaskady przekaznikéw. Fosforylacja jest kata-
lizowana przez kinazy LIMK (LIM kinases) oraz kinazy
jadrowe TESK (testicular kinases). Gtéwne fosfatazy,
ktére usuwaja reszte fosforanowa, a tym samym uak-
tywniajg kofiline to fosfatazy SSH1 nalezace do rodziny
biatek zawierajacych domene o strukturze procy (SSH,
slingshot homology) oraz fosfataza CIN (chronophin
phosphatase). Udziat kinaz i fosfataz w regulacji aktyw-
nosci kofiliny jest uwarunkowany przez swoiste tkan-
kowo enzymy, ich dystrybucje w okres$lonych rejonach
komoérkowych oraz modulacje aktywno$ci w odpowiedzi
na czynniki stymulujace komérke. Kinazy LIM sg gtéw-
nymi regulatorami reorganizacji cytoszkieletu kontro-
lowanymi przez szlaki transdukcji sygnatéw zalezne od
GTPaz Rac, Rho i Cdc-42 powiazane z blonowym recepto-
rem kinazy tyrozynowej oraz integrynami. Fosforylacja
kinazy LIM przez kinazy ROCK1, 2 i PAK1, 2 prowadzi do
jej aktywacji. Natomiast jedyne znane fosfatazy defos-
forylujace i dezaktywujace LIMK to fosfatazy SSH, ktére
defosforylujg réwniez kofiling, a tym samym dodat-
kowo wzmacniaja sygnat aktywujacy kofiline. Wza-
jemne powigzania miedzy elementami réznych szlakéw
sygnalizacji sa bardzo zawile i doktadne ich oméwienie
przekraczatoby zakres opracowania. Zainteresowanym
czytelnikom polecamy $wietne artykuty przegladowe
[10,14,44,62].

Przy omawianiu fosforylacji, jako mechanizmu regula-
cji aktywnosci kofiliny, nalezy wspomnie¢ fosforylacje
reszty Tyr68, ktéra dziata w zupetnie inny sposdb niz
fosforylacja Ser3. Fosforylacja Tyr68 nie wptywa zasad-
niczo na wiazanie kofiliny do aktyny, ale stymuluje jej
ubikwitynacje na proteosomach, co obniza stezenie tego
biatka w komérce [4,35]. Poniewaz o aktywnosci kofiliny
decyduje jej wzgledne stezenie w stosunku do aktyny, to
regulacja ilo$ci kofiliny dostepnej w komdrce moze dzia-
ta¢ jak przetacznik aktywujacy rézne funkcje tego biatka.

Dezaktywacja i wiazanie w poblizu btony komérkowe;j
nieufosforylowanej kofiliny zachodzi za posrednictwem
wigzania przez kofiline btonowych fosfatydyloinozytoli,
a zwlaszcza fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PIP,)
oraz fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PIP,).
Fosfolipidy inozytolowe wspétzawodnicza z F-aktyna
o miejsce wigzania w czgsteczce kofiliny, co prowa-
dzi do jej dezaktywacji. Stymulowana przez ligand (np.
epidermalny czynnik wzrostu) aktywacja fosfolipazy
C indukuje hydrolize PIP,, uwalnia i aktywuje kofiline,
a przez to przyczynia sie do generowania szybko rosna-
cych konicéw filamentdw, ktére polimeryzuja i wzmagaja
ruchliwo$é komérki. Wigzanie z lipidami btonowymi
koncentruje kofiline w rejonie krawedzi wiodacej
komorki, gdzie polimeryzacja i depolimeryzacja aktyny
jest najbardziej dynamiczna. Zmiany w stezeniu fosfo-
lipidéw blonowych moga skutecznie regulowa¢ steze-
nie kofiliny znajdujacej sie w rejonie korowym komdrki
[14,53,62].
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Waznym czynnikiem wptywajacym na oddziatywanie
kofiliny z lipidami blonowymi jest jej wrazliwo$é na
lokalne zmiany pH. W fizjologicznym zakresie pH (6,8-
7,2) His133 przybiera postaé uprotonowang. Dzialanie
wymieniacza Na'-H* (NHE1) obniza podblonowe ste-
zenie H*, a w konsekwencji powoduje przej$cie His133
w postaé nieuprotonowang, co pociaga za sobg zmiany
konformacyjne biatka, zmniejszenie powinowactwa do
PIP, i aktywacje. Wzrost pH zwieksza réwniez aktywno$¢
fosfolipazy C, co dodatkowo wzmacnia uwalnianie kofi-
liny z kompleksu z PIP, [14].

Inny zalezny od pH mechanizm regulacji aktywnosci
kofiliny wymaga udziatu kortaktyny. Kortaktyna tworzy
kompleks z kofiling, ktéry rozpada sie przy niskim steze-
niu H'. Pod wptywem ligandéw stymulujacych komérke
kortaktyna ulega fosforylacji i wiaze sie zNHE1, co powo-
duje rekrutacje btonowego wymieniacza NHE1 w miej-
scu stymulacji. Wzrost pH uwalnia kofiline z kompleksu,
dzieki czemu nastepuje lokalne zwiekszenie dynamiki
aktyny w rejonie wypustki komérkowej [10,14].

W warunkach stresu oksydacyjnego kofilina ulega utle-
nieniu, czego skutkiem jest tworzenie wewnetrznych
mostkdéw disiarczkowych lub dimeréw. W sekwencji nie-
mie$niowej izoformy Cof1 znajduja sie cztery reszty Cys
w pozycjach: 39, 80, 139 i 147. Wykazano, ze w obecnosci
czynnikéw utleniajacych Cys39 i Cys80 tworzg mostek
disiarczkowy, natomiast Cys139 ulega utlenieniu do Cys-
-SO,H lub tworzy mostek z Cys147. Skutkiem tych oksy-
dacyjnych zmian jest utrata zdolno$ci do fragmentacji
aktyny. Utleniona kofilina wiaze aktyne i stabilizuje fila-
menty, zaburzajgc dynamike aktyny i zdolno$ci migra-
cyjne komérek [56]. Tworzenie mostkéw miedzy Cys39
i Cys147 dwéch réznych czgsteczek zachodzi natomiast
w obecnosci utlenionego glutationu i prowadzi do dime-
ryzacji kofiliny. Dimery zachowujg zdolno$é do wigzania
filamentowej aktyny, co przy duzych stezeniach kofiliny
powoduje sieciowanie filamentéw i powstawanie pate-
czek w komérkach poddanych stresowi oksydacyjnemu
[11]. Tworzenie stabilnych pateczek aktynowych kofili-
nowo jest uwazane za reakcje komérki na uszkodzenie
mitochondriéw i obnizenie poziomu ATP. Poniewaz poli-
meryzacja aktyny zuzywa znaczng cze$¢ puli komérko-
wego ATP, to zahamowanie tego procesu jest elementem
homeostazy energii, ktéra stwarza mozliwo$¢ dojscia do
réwnowagi po ustapieniu czynnikéw stresowych [10].

KOFILINA A PATOLOGIE

Kofilina jest zaangazowana w regulacje wielu proceséw
komérkowych, zatem mozna sie spodziewad, ze modyfi-
kacje w strukturze tego biatka, zmiany w poziomie jego
syntezy oraz wadliwa modulacja aktywnosci biatka sa
odpowiedzialne za rozwdj réznych stanéw patologicz-
nych.

Badania wykazaly silny zwiazek miedzy tworzeniem
pateczek aktynowo-kofilinowych i chorobami neuro-
degeneracyjnymi, takimi jak choroby Alzheimera, Par-

kinsona i Huntingtona. Jak juz wspomniano, pateczki
powstaja w odpowiedzi na stres i chronig komérki przed
zuzywaniem energii przez aktyne. W pierwszej fazie
tworzenia sg niestabilne, natomiast w komérkach pod-
dawanych dlugotrwatemu stresowi pateczki stabilizuja
sie i w niektérych przypadkach przechodza w postaé nie-
regularnych agregatéw lub cytoplazmatycznych krysta-
licznych sieci (cial Hirano), ktére sa charakterystyczna
cecha patologicznych komérek w chorobach neurode-
generacyjnych. W neuronach takie inkluzje akumuluja
sie w neurytach, gdzie blokuja transport pecherzykowy
i prawdopodobnie sa przyczyna wczesnej demencji spo-
wodowanej zniszczeniem funkcji synaptycznych [5,6,58].

Inny mechanizm odpowiedzialny za utrate pamieci
i funkcji poznawczych pacjentéw z chorobg Alzhe-
imera jest zwigzany z bezposrednim udziatem kofiliny
w ksztattowaniu dynamiki kolcéw dendrytycznych -
postsynaptycznych wypustek wielu neurondw. Plastycz-
no$¢ kolcéw jest stymulowana przez neuroprzekazniki
i bezpo$rednio zalezy od intensywnosci ,,treadmilingu”
filamentédw aktynowych, procesu ktéry jest kontrolo-
wany przez kofiline i inne biatka wigzace aktyne kon-
kurujgce z kofiling. Obnizenie aktywno$ci modulatoréw
fosforylacji kofiliny, obserwowane w komdérkach pacjen-
téw, powoduje wzrost aktywnosci kofiliny i utrate prawi-
dlowych funkgji synapsy [6].

Zwiagzek kofiliny z procesami ruchliwo$ci komérko-
wej sprawia, ze poziom syntezy i aktywacji tego biatka
wplywa na szybko$¢ podziatéw komérkowych i zdolnosé
do tworzenia przerzutéw nowotworowych. W komdr-
kach inwazyjnych obserwowano zmiany w poziomie
syntezy i aktywno$ci kofiliny oraz biatek regulujacych
jej fosforylacje - LIMK i SSH1. Jednak nie ma prostej
korelacji miedzy aktywno$cig biatek regulujacych kofi-
line, a szybko$cig podziatéw komérek i powstawaniem
przerzutéw. W zalezno$ci od typu nowotworu zwiek-
szona synteza i aktywacja LIMK1 dziata stymulujaco
badZ hamujaco na inwazyjno$¢ komdrek rakowych [35].
Analizy materiatu biopsyjnego pobranego od pacjentek
z nowotworem jajnikéw wykazaty, ze stezenie kofiliny
w komérkach wykazujacych pelnoobjawowe stadium
choroby byto bardzo wysokie w stosunku do grupy
kontrolnej [68]. Poziom syntezy kofiliny jest wykorzy-
stywany w prognozowaniu niedrobnokomérkowego
raka pluc. Wykazano, ze wysokie stezenie Cof1 koreluje
z opornoscig na leczenie i skraca czas zycia pacjentéw.
Zwrécono réwniez uwage, ze kofilina moze stuzy¢ jako
wskaznik odpowiedzi na leczenie chemioterapeutyczne
gruczolakoraka ptuc [20,49].

Mutacje w genie CFL2, kodujacym mieéniowg izoforme
kofiliny, wykryto u pacjentéw cierpigcych z powodu
wrodzonych choréb miesni - miopatii nemalinowej
i miopatii miotubularnej. Wrodzone miopatie sa hetero-
gennymi chorobami prowadzacymi do ostabienia i utraty
napiecia w réznych partiach mieéni szkieletowych, kté-
rym towarzysza powazne zaburzenia struktury komérek
mie$niowych. W miopatii nemalinowej, w obrazie histo-
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logicznym obserwowana jest agregacja cienkich filamen-
téw w postaci pateczkowatych wtretéw zwanych ciatami
nemalinowymi [54]. Natomiast cecha miopatii miotubu-
larnej jest rozpad miofibryli, co powoduje akumulacje
w sarkoplazmie biatek zwiazanych z linig Z [24]. Muta-
cje w CFL2 sg bardzo rzadkg przyczyng miopatii. Dotad
wykryto dwie substytucje, ktére prowadza do zamiany
Ala35Thr [1] oraz Val7Met [41] w czgsteczce Cof2. Kofi-
lina z substytucja Ala35Thr syntetyzowana w komérkach
bakterii wykazywata tendencje do precypitacji, co wska-
zywalo na nieprawidlowe zwiniecie czasteczki biatka,
jego agregacje i wytracanie. Podobny mechanizm moze
powodowa¢ utrate funkcji zmutowanej kofiliny wytwa-
rzanej w komdrkach mie$ni pacjentéw [1]. Przypuszcza
sig, ze niefunkcjonalne biatko powstaje réwniez w przy-
padku mutacji Val7Met, ktéra moze powodowa’ nie-
prawidlowe odczytanie kodonu startowej metioniny
podczas procesu translacji i wytwarzanie skréconej
wersji biatka. Inny przypuszczalny negatywny wptyw

PismiennicTwo

mutacji Val7Met na funkcje kofiliny to zaktécenie fosfo-
rylacji potozonej w poblizu reszty Ser3 [41]. Na ogromng
role kofiliny w rozwoju i utrzymaniu prawidtowej struk-
tury mie$ni wskazujg doswiadczenia przeprowadzone na
komérkach kurzych. Badania te wykazaty, ze obnizenie
stezenia kofiliny prowadzi do powstawania agregatéw
aktynowych i nieprawidtowego rozwoju miofibryli [34].

Najnowsze badania réwniez wykazaly zwiazek Cof2
z kardiomiopatig rozstrzeniowg. W komérkach mie-
$nia sercowego pacjentéw wykryto agregaty biatkowe
wzbogacone w nieaktywna, ufosforylowana kofiline
[61]. Poniewaz wykazano, ze eksperymentalne obnize-
nie poziomu syntezy kofiliny w szczurzych kardiomio-
cytach dezorganizuje architekture sarkomerycznych
filamentéw aktynowych [59], zwiekszenie poziomu nie-
aktywnej kofiliny moze by¢ réwniez przyczyna dysfunk-
cji ludzkiego mies$nia sercowego.
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